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Efectos del procesamiento y la incorporacion de harinas subvaloradas sobre las
propiedades fisicoquimicas de productos alimentarios a base de maiz obtenidos

mediante extrusion y laminacion-tostado

Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar los efectos de la inclusién de harinas de mijo, sorgo, quinoa
y alpiste sobre las propiedades fisicoquimicas de productos alimentarios a base de maiz
obtenidos mediante extrusion y laminacion-tostado. Los procesos de elaboracion fueron
optimizados mediante disefios de experimentos, considerando propiedades fisicas,
organolépticas y visuales y la reduccion del desarrollo de productos indeseados o reacciones
de deterioro. Se realizo la caracterizacion fisicoquimica de los productos finales, incluyendo
propiedades microestructurales, térmicas, mecanicas, asi como el desarrollo de reacciones de

deterioro y estabilidad durante el almacenamiento.

Las transformaciones producidas por los procesos termo-mecanicos a nivel molecular se
analizaron a través de metodologias espectroscopicas, microscopicas y cromatograficas. Se
estudiaron las propiedades fisicoquimicas relacionadas a la movilidad del agua y las
transiciones térmicas. Se establecieron relaciones entre la composicion de las formulaciones,
las interacciones entre los componentes principales y las caracteristicas del producto final
impartidas por los procesos. Estas permiten predecir propiedades macroscopicas a partir de

caracteristicas a nivel microestructural.

Las mezclas de harina de maiz con mijo, sorgo, quinoa y alpiste permitieron lograr productos
con caracteristicas innovadoras y distintivas, mostrando una potencial aplicacion de estos
cultivos subvalorados para el desarrollo de alimentos diferenciados destinados al consumo

humano.

Palabras claves: Harina de maiz; Harinas subvaloradas; Extrusion; Laminacion-tostado;

Propiedades fisicoquimicas



Effects of processing and incorporation of undervalued flours on physicochemical
properties of corn-based products obtained by extrusion and lamination-toasting

Abstract

The objective of the work was to evaluate the effects of the inclusion of millet, sorghum,
quinoa, and canary seed flours on the physicochemical properties of corn-based food products
obtained by extrusion and lamination-toasting. The manufacturing processes were optimized
by design of experiments, considering physical, organoleptic, and visual properties and the
reduction of the development of undesired products or deteriorating reactions. The
physicochemical characterization of the final products, including microstructural, thermal, and
mechanical properties, as well as the development of deteriorating reactions and storage
stability was performed.

The transformations produced by the thermo-mechanical processes at molecular level were
analyzed through spectroscopic, microscopic, and chromatographic techniques. Water
mobility-related physicochemical properties and thermal transitions were studied.
Relationships between formulation composition, principal components interactions and final
product characteristics imparted by the processes were established. These relationships allow

to predict macroscopic properties from microstructural characteristics.

Corn flour mixtures with millet, sorghum, quinoa and canary seed generated products with
innovative and distinctive characteristics, showing a potential application of these undervalued

crops for the development of differentiated products for human consumption.

Keywords: Corn flour; Undervalued flours; Extrusion; Lamination-toasting; Physicochemical

properties
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1. Introduccion

1.1 El maiz como ingrediente alimentario: composicion, usos y aplicaciones

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales mas importantes a nivel mundial, junto con
el arroz y el trigo. Perteneciente a la familia Poaceae, forma parte de la alimentacion bésica en
muchos paises de América Latina, Africay Asia, donde se consume directamente de la mazorca
0 cuyos granos se utilizan para la elaboracion de una variedad de platos tradicionales (Ai y

Jane, 2016).

En Argentina el maiz es el segundo cultivo mas importante, detras de la soja y antes que
el trigo. Durante la campafia 2020/2021, del total de la superficie sembrada (36,6 millones de
hectareas), se destinaron 7,3 millones a la produccion de maiz, generando un total de 51
millones de toneladas de granos, con un precio que ronda los U$S 150 por tonelada. Sin
embargo, aproximadamente un 67 % del total se destina al mercado externo en su venta como
grano, 25 % para el consumo animal como forraje y sélo el 8 % restante es aprovechado por la
industria para su transformacion y agregado de valor, de los cuales alrededor del 45 % se
utilizan para la produccion de etanol y derivados. Esto deja s6lo un total aproximado de 2
millones de toneladas destinadas a la molienda seca, molienda humeda y otras industrias

(Ministerio de Desarrollo Productivo, 2021; Bolsa de Comercio de Rosario, 2021).

La molienda hiumeda es la via de industrializacién principal del grano de maiz, a partir
de la cual se obtienen principalmente el almiddn y aceite de maiz, y productos derivados como
jarabes y otros endulzantes caloricos. Como subproductos de esta molienda se obtienen los
Ilamados gluten meal y gluten feed, que se utilizan como forraje en la nutricion animal. Por su
parte, la molienda seca, que representa un porcentaje muy pequefio de la transformacion

industrial de maiz, produce harina de maiz, sémola, grits y salvado, que son utilizados para la

1



elaboracion de alimentos tales como cereales para el desayuno, snacks (bocaditos o aperitivos),

productos panificados, entre otros.

1.1.1 Estructuray composicién del grano de maiz

Existen distintas variedades de maiz, con caracteristicas diferenciadas, incluyendo
coloracion, forma, tamafio, dureza y composicion, entre otros, utilizados con distintos fines
(Suriano y col., 2021). La variedad “Flint” o amarillo es muy valorada a nivel industrial por su
dureza y contenido de pigmentos, y se utiliza para la elaboracion de harinas y productos
derivados, como barras de cereal, copos para el desayuno, etc. (Farroni, 2011; Cueto, 2016).
Esta variedad surgié como un hibrido a partir de germoplasmas de las variedades tipo Plata
originarias y Argentina es una de las principales productoras y exportadoras a nivel mundial

(Farroni, 2011). En la Figura 1 se muestra la estructura general del grano de maiz colorado.

Grano entero Seccion transversal

Cascara

Endosperma

—

Pedicelo

Figura 1: Estructura general del grano de maiz (adaptado de Ai y Jane, 2016).



Segun puede verse en la Figura 1, se diferencian cuatro secciones principales: el
endosperma, que representa aproximadamente el 80-85 % del peso del grano, el germen,
responsable del 10-12 % de la masa total, la cascara y el pedicelo, que reiinen el 5% y 1 % del

peso total del grano, respectivamente (Shah, Prasad y Kumar, 2016; Ai y Jane, 2016).

1.1.1.1 Almiddn

El almiddn es el componente principal del grano de maiz, siendo responsable del 70-80
% del peso total, segln la variedad, y se encuentra predominantemente en el endosperma en
forma de granulos poligonales de 2-30 um (Mir y col., 2016). Los granulos se encuentran
rodeados por las proteinas de reserva de maiz, zeinas y glutelinas. Las asociaciones entre los
granulos de almidon y las proteinas de reserva son las principales responsables de las
propiedades mecanicas, texturales y microestructurales de los productos a base de maiz
(Batterman-Azcona y Hamaker, 1998; Chanvrier y col., 2005; Chaunier, Della Valle y Lourdin,

2007).

Al igual que en la mayoria de los cereales, el almidon de maiz se encuentra formado por
dos tipos de polisacaridos de elevado peso molecular: amilosa y amilopectina. La amilosa es
mayoritariamente un polisacarido lineal formado por moléculas de o-D-glucosa unidas
mediante enlaces a-1,4, con muy pocas ramificaciones dadas por enlaces a-1,6. Esta
disposicidn estructural de la amilosa, favorecida por enlaces de hidrogeno entre moléculas de
glucosa adyacentes, promueve la formacion de una estructura helicoidal, en cuyo interior se
disponen atomos de hidrogeno y carbono (Zobel, 1988; Mua y Jackson, 1997). Esta estructura
tridimensional infiere caracteristicas hidrofdobicas en el interior de la hélice y favorece la
asociacion de la amilosa con acidos grasos u otros componentes hidrofobicos (Zobel, 1988).

Por su parte, la amilopectina es un polisacarido con cadenas lineales de menor extension que
3



la amilosa, pero con un mayor numero de ramificaciones dadas por enlaces o-1,6. La
disposicién mas compacta de las dobles hélices de amilopectina entre si confiere al almidén de
maiz la forma cristalina tipo A (Miry col., 2016; Singh y col., 2003). En promedio, el almidédn
de maiz se compone por 27 % de amilosa y 73 % de amilopectina, aunque los valores cambian

segun la variedad y las condiciones de cultivo (Zobel, 1988; Mua y Jackson, 1997).

En el interior del granulo, el almidon se presenta en regiones semicristalinas y amorfas
alternadas (Farroni, 2011). La porcion cristalina corresponde a asociaciones de las cadenas
lineales de amilosa, mientras que la region amorfa corresponde a las ramificaciones y es mas
susceptible al ataque enzimatico o hidrolitico, por su menor densidad. Las modificaciones que
sufra el almidén como consecuencia de la manipulacion del grano de maiz (molienda, coccion,
asociaciones con otros componentes, etc.) se veran reflejadas en cambios estructurales, que
seran utilizados para monitorear y evaluar los impactos del procesamiento (Chanvrier y col.,

2005).

1.1.1.2 Proteinas

El maiz contiene 8-9 % de proteinas, de las cuales aproximadamente un 60 %
corresponde a las zeinas, que son las proteinas de almacenamiento, ubicadas principalmente en
el endosperma del grano en forma de cuerpos proteicos. Si bien el maiz presenta distintos tipos
de zeinas, las que se encuentran en mayor proporcion son las a-zeinas, que constituyen el 75-
85 % del total. Estas se conforman de dos polipéptidos con una masa molecular relativa de
19,000y 22,000 kDa y se ubican en el centro de los cuerpos proteicos. De naturaleza altamente
hidrofdbica, las a-zeinas contienen elevadas cantidades de glutamina y leucina, ademas de

otros aminoacidos hidrofébicos (Batterman-Azcona y Hamaker, 1998). Al igual que en la



mayoria de los cereales, el maiz es deficiente en lisina, que es su aminoécido limitante (Ai y
Jane, 2016), pero tiene buena proporcion de aminoacidos esenciales azufrados. Por su
naturaleza y asociaciones con el almidon, las proteinas también son responsables de las
propiedades mecéanicas, texturales y estructurales del maiz y sus productos derivados (Chaunier
y col., 2007; Chanvrier y col., 2005). Por lo tanto, y de manera similar al almidon, las
modificaciones que sufran las proteinas durante el procesamiento repercutiran no sélo a nivel

nutricional, sino también en la definicion de las caracteristicas finales de los productos.

1.1.1.3 Lipidos

El contenido total de lipidos en los granos de maiz alcanza valores de 3-6 %, y se ubican
mayoritariamente en el germen. Los triglicéridos se encuentran compuestos por 55 % de acido
linoleico (18:2), que es un &cido graso esencial, 28 % de acido oleico (18:1), 13 % de acido
palmitico (16:0) y 2 % de &cido estearico (18:0) (Strocchi, 1982). Al igual que el resto de los
componentes del grano, pueden sufrir transformaciones como consecuencia del procesamiento
durante la elaboracion de alimentos. Entre ellas se encuentra la formacion de complejos
amilosa-lipidos, en los cuales el material lipidico se incluye en el interior de la hélice de
amilosa, que tiene propiedades hidrofébicas (Cueto y col., 2018; Jafari y col., 2017) (Seccion
1.1.1.1). En la mayoria de los casos, para la elaboracion de alimentos a base de maiz con bajo
contenido de humedad, el germen del grano suele eliminarse para evitar el proceso de rancidez
oxidativa que se encuentra favorecido en estas condiciones (Labuza y Dugan, 1971). Por ello,
en la elaboracién de productos con estas caracteristicas, suelen utilizarse las porciones del
endosperma de maiz partido, que recibe el nombre de grit de maiz (Cueto y col., 2018; Farroni

y col., 2012).



1.1.1.4 Fibra

El maiz contiene hasta 6 % de fibra, compuesta principalmente por celulosa (22 %) y
hemicelulosa (70 %), que se encuentran en la cascara del grano. La celulosa es un polisacérido
lineal, compuesto por moléculas de -D-glucopiranosas unidas por enlaces $-1,4. Por su parte,
la hemicelulosa estd formada por unidades de arabinoxilanos y glucuronoxilanos, con
diferentes sustituyentes en la cadena, incluyendo arabinosa, xilosa, galactosa, entre otros (Aiy
Jean, 2016). El salvado o la cascara de maiz se incluye en las formulaciones alimentarias para
aumentar el contenido de fibra dietaria de los productos, que tiene beneficios en la salud, tales
como disminucion del indice glucémico, asi como control de los niveles de triglicéridos y
colesterol, prevencion del desarrollo de enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo II,

sobrepeso y obesidad (Sheng, Li, y Liu, 2018).

1.1.1.5 Pigmentos carotenoides

Los maices coloreados, y en particular la variedad Flint, contienen elevadas cantidades
de luteina, zeaxantina y, en menor proporcion, S-criptoxantina. Estos compuestos, a diferencia
del a- y B-caroteno que se encuentran en menor proporcion en este tipo de maiz, son xantofilas
gque no presentan actividad pro-vitamina A, pero que tienen propiedades antioxidantes y
protegen al ojo del dafio oxidativo dado por la luz azul (Rouf Shah, Prasad, y Kumar, 2016;
Sheng y col., 2018). En promedio, el maiz contiene 22 pg/g de xantofilas, de las cuales 15,5
ug/g corresponden a luteina, 6 pug/g a zeaxantina y 0,5 pg/g a S-criptoxantina. Estos pigmentos
son los responsables de la coloracién amarillenta del grano, ubicAndose mayoritariamente en
la céascara. Dada su disposicion, asociaciones con otros componentes del grano y por su

naturaleza hidrofdbica, ciertos procesos tecnoldgicos que involucren aporte de energia



mecanica y procesos térmicos suelen favorecer la exposicion y biodisponibilidad de estos
carotenoides (Ortak y col., 2017). Si bien su contenido total suele disminuir frente a estas
condiciones (Cueto y col., 2017), el trabajo mecanico y el aporte energético pueden favorecer
la ruptura de la estructura celular que los contiene o también facilitar la disociacion con las
zeinas, con quienes interactlan por su carécter hidrofébico, aumentando su liberacion o

exposicion (Ortak y col., 2017; Rolandelli y col., 2021).

1.1.1.6 Compuestos polifenolicos

Los compuestos polifenolicos presentan estructuras con uno o mas anillos aromaticos y
uno o varios grupos oxhidrilo. Se caracterizan por su actividad fisiolégica antioxidante,
antiinflamatoria y protectora frente al desarrollo de ciertas enfermedades (Rouf Shah y col.,
2016), pero tienen, ademas, implicancias en la conservacion de alimentos, ya que cumplen
funcién protectora de estructuras oxidables. Dentro de ellos, en el maiz se encuentran
mayormente acidos fenodlicos y flavonoides, que se ubican preferentemente en la cascara del
grano. En el primer grupo se destacan los derivados del acido benzoico y acido cinamico, tales
como el acido ferulico y p-cumarico, mientras que en el segundo priman las antocianinas, como
cianidin-3-glucosido o perlargonidin-3-glucésido. Si bien su contenido cambia segun la
variedad, en los maices amarillos se encuentran los valores méas altos de compuestos
polifendlicos totales (CPT), con 280-300 mg de equivalente de &cido galico cada 100 g de maiz,
en base seca (Sheng y col., 2018). De todos modos, es importante destacar el elevado contenido
de antocianinas en los maices azules-violaceos 0 rojos-rosaceos, responsables de su
pigmentacion distintiva. En el grano los compuestos polifendlicos pueden encontrarse libres o
unidos a otros componentes, tales como fibra o proteinas. Por este motivo, y de manera similar

a los carotenoides, el procesamiento tecnoldgico puede favorecer la liberacién de estos
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compuestos y/o exaltar las propiedades antioxidantes del alimento (Kim y col., 2020; Calinoiu

y Vodnar, 2020).

1.2 Cereales y pseudocereales de interés alimentario para combinar con maiz

1.2.1 Mijo perlado (Pennisetum glaucum)

El mijo es un cereal que pertenece a la familia Poaceae y comprende un grupo de 7 tipos

de cultivos, con diferentes colores, formas, tamafos y regiones de procedencia (Figura 2).
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Figura 2: Los siete tipos de cultivos de mijo (adaptado de Mahajan y col., 2021).



India es el mayor productor con 10 millones de toneladas anuales, seguido por Nigeria 'y
Sudan, con 7'y 4 millones de toneladas, respectivamente (Yousaf y col., 2021). La gran mayoria
del 4rea sembrada se ubica en paises de Asia y Africa ya que presentan las mejores condiciones
para el crecimiento del grano. El mijo se adapta a ambientes aridos o semi-aridos con elevadas
temperaturas, tiene cortos periodos de cultivacién y bajos requerimientos hidricos, lo cual
representa una ventaja respecto al maiz u otros cultivos tradicionales (Mahajan y col., 2021,
Sruthi y Rao, 2021). Por este motivo también resulta una fuente de energia de bajo costo para
las poblaciones africanas y asiaticas, quienes lo consumen en platos tipicos como sopas, guisos,

ensaladas, panes, galletitas, snacks o pastas (Yousaf y col., 2021).

De las siete variedades, el mijo perlado (Pennisetum glaucum) es la mas cultivada y
contiene mayores niveles de proteinas y lipidos que el resto (Dias-Martins y col., 2018; Yousaf
y col., 2021). Sus granos presentan forma ovalada similar a una perla, de la cual deriva su
nombre, con un tamafio de 3 0 4 mm. La composicion nutricional aproximada del mijo perlado
es: 65-75 % de carbohidratos, 9-15 % de proteinas, 5-10 % de lipidos, 3-8 % de fibra dietaria
y 2-3 % de cenizas (Sruthi y Rao, 2021; Yousaf y col., 2021; Dias-Martins y col., 2018). Se
destaca su menor contenido de carbohidratos y mayores niveles de proteinas y lipidos que el
maiz, pero con un germen de mayor tamafio (= 21 % del peso del grano), responsable de su
alto contenido lipidico, que resulta dificil de separar (Mahajan y col., 2021). Similarmente al
maiz, en el endosperma se destaca la presencia de los granulos de almidén, con un 26 % de
amilosa, de forma redondeada y empacados dentro de una matriz proteica (Taylor y

Emmambux, 2008).

En particular, el mijo perlado presenta un contenido relativo elevado de proteinas del tipo
albiminas y globulinas (25-26 %), que son ricas en aminoacidos esenciales, principalmente
leucina e isoleucina, y una menor proporcion de proteinas del tipo prolamina (31-44 %), con
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reducida calidad nutricional (Taylor y Emmambux, 2008). Su contenido de metionina y lisina
es bajo, al igual que en la mayoria de los cereales. Esto hace que la proteina del mijo perlado
cumpla con los requisitos de la FAO para adultos, pero no para infantes o nifios (Dias-Martins

y col., 2018).

Respecto a la composicion de los lipidos, predomina el &cido linoleico (43-45 %), &cido
oleico (26-27 %) y &cido palmitico (20-21 %). Como en la mayoria de los granos con elevado
contenido lipidico, también se encuentran cantidades abundantes de vitamina E (Taylor y
Emmambux, 2008). Sin embargo, el mijo perlado es altamente susceptible a sufrir deterioro
por oxidacion de sus acidos grasos insaturados, principalmente durante la molienda y el

procesamiento, dado su elevado porcentaje de aceite.

Al igual que para el resto de los cereales, es aconsejable la utilizacion del grano de mijo
perlado de forma integral, con el objetivo de aprovechar los beneficios de la fibra y los
compuestos polifendlicos presentes en la cascara, de forma libre o unida. Los polifenoles se
generan como productos secundarios del metabolismo de la plantay son los responsables de la
coloracion del grano. Ademas, tienen reportados beneficios en la salud, ya que reducen el
riesgo de padecer enfermedades crénicas no transmisibles relacionadas al estrés oxidativo
(Lestienne y col., 2007). En comparacién con el maiz, el mijo perlado presenta mayores
contenidos de compuestos polifendlicos y también mayor capacidad antioxidante (Dias-
Martins y col., 2018). Si bien sus niveles de factores antinutricionales son considerables, el
procesamiento térmico disminuye significativamente estos valores, lo que hace seguro su

consumo.
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1.2.2 Sorgo colorado (Sorghum bicolor (L.) Moench)

El sorgo también es un cereal de la familia Poaceae y es el quinto cultivo de mayor
produccion en el mundo, luego del maiz, arroz, trigo y cebada. Tipicamente el grano de sorgo
es de 4 mm de longitud, conformado por el pericarpio, el germen y el endosperma, de forma
mayormente esférica pero achatada en la region del germen (Taylor y Emmambux, 2008).
Existen sorgos de distintas coloraciones, variando del blanco al negro, pasando por tonalidades
rojas y marrones (Figura 3), que se atribuyen principalmente a la composicion de los pigmentos
presentes en la porcién externa de la semilla, principalmente del grupo de los polifenoles

(Rashwan y col., 2021).
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Blanco Marron
Muy bajo contenido Alto contenido de
de polifenoles polifencles

Sumac
Bajo contenido de Alto contenido de
polifenoles polifenoles

Rojo o colorado Negro
Contenido medio de Alto contenido de
polifenoles polifenoles

Figura 3: Las distintas variedades de sorgo (adaptado de Rashwan y col., 2021).

De manera similar al mijo, se adapta a condiciones de crecimiento en ambientes aridos,
con pocas precipitaciones, elevadas temperaturas y bajos requerimientos nutricionales, lo que

representa una ventaja respecto a otros cereales tradicionales. Por estos motivos, la principal
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region de produccion es en Africa, América y Asia, con aproximadamente 60 millones de

toneladas anuales (Rashwan y col., 2021).

La utilizacion del sorgo como ingrediente para consumo humano, aunque crece
anualmente, continlia siendo muy limitada, ya que su principal aprovechamiento es como
alimento para animales o para la produccion de etanol (Awika y Rooney, 2004). Entre sus
aplicaciones como ingrediente se utiliza el sorgo en la preparacion de snacks, galletitas, sopas,
panificados, malta para cerveza y como cereal para desayuno o barras de cereal en su versién

de grano inflado (Althwab y col., 2015).

El grano de sorgo se compone principalmente de un 75-77 % de carbohidratos, 11-12 %
de proteinas, 6-7 % de fibra, 3-4 % de lipidos y 1-3 % de cenizas, sin grandes diferencias entre
las distintas variedades (Taylor y Emmambux, 2008; Althwab y col., 2015). Las proteinas del
sorgo, llamadas a-karfirinas, se encuentran en el interior de cuerpos proteicos conformados por
karfirinas del tipo - y y- que se entrecruzan mediante puentes disulfuro, dificultando el acceso
de las proteasas correspondientes y disminuyendo su digestibilidad. Al igual que en la mayoria
de los cereales, las a-karfirinas presentan bajos niveles de aminoacidos esenciales como lisina
0 metionina (Taylor y col., 2014). Respecto al perfil de &cidos grasos, los lipidos del sorgo se
componen principalmente de acido linoleico (30-50 %), acido oleico (30-40 %) y acido

palmitico (10-20 %) (Mehmood y col., 2008).

Las mayores diferencias entre las variedades de sorgo se dan en el contenido y tipo de
compuestos bioactivos presentes, como compuestos polifenolicos totales, flavonoides, pro-
antocianinas (taninos condensados), entre otros, donde el sorgo rojo o colorado presenta los
mayores niveles (Rashwan y col., 2021; Awika y Rooney, 2004). Existen numerosos estudios

que demuestran los efectos benéficos del consumo de sorgo, atribuidos a los compuestos
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bioactivos presentes y sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas,

antihipertensivas, etc. (Taylor y col., 2014; Awika y Rooney, 2004; Althwab y col., 2015).

Una de las principales limitantes en el uso del sorgo es su elevado contenido de factores
anti nutricionales en algunas variedades, entre ellos el &cido fitico (que reduce la
biodisponibilidad de minerales por su habilidad de quelar metales multivalentes), inhibidores
de tripsina y, de mayor relevancia, los taninos, que reducen la digestibilidad de las proteinas.
El mecanismo inhibitorio de los taninos radica en su capacidad para formar complejos con las
proteinas a través de puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas, a la vez que los grupos
fenolicos actian como moléculas donadoras de hidrogeno a los grupos carboxilicos de las
proteinas. Estas interacciones pueden llevar a la precipitacion de las proteinas cuando los
taninos se encuentran en exceso (Rashwan y col., 2021). De todas maneras, durante el
procesamiento tecnoldgico del grano, en etapas de fermentacion, remojo, coccion, entre otras,
se reducen significativamente los niveles de factores anti nutricionales, haciendo seguro su

consumo.

1.2.3 Quinoa (Chenopodium quinoa Willd)

La quinoa es un pseudocereal perteneciente a la familia Chenopodiaceae, cultivada
principalmente en la region andina de Sudamérica, en paises como Bolivia y Peru, que
concentran la mayor produccion mundial, seguidos por Chile y Ecuador (Taylor y Emmambux,
2008). En Argentina la produccién es incipiente, pero estd en aumento. Tiene una amplia
adaptacion a distintas condiciones climaticas, hidricas, salinas y de suelo, lo que la distingue
del resto de los cultivos y ha facilitado su distribucion al resto de las regiones del mundo

(Scanlin'y Lewis, 2017). Sus principales formas de consumo incluyen la preparacién de sopas,
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0 como grano expandido como cereal para desayuno o barras de cereales. Su harina se utiliza
para la preparacion de productos de panaderia como galletitas, pastas, panificados o también,
a través de procesos de fermentacion, se obtienen bebidas alcohdlicas a base de quinoa

(Navruz-Varli y Sanlier, 2016; Nowak, Du y Charrondiére, 2016).

La semilla corresponde al grupo de las dicotiledoneas y presenta forma de disco, con un
tamario que varia entre 1 y 3 mm. Consiste en un pericarpio, una cubierta de semilla que esta
por debajo del pericarpio, un embrién y una radicula que se encuentra enrollada alrededor del
perisperma (Taylor y Emmambux, 2008) (Figura 4). El perisperma representa el 52 % del peso
de la semilla y se encuentra constituido principalmente por almidon, mientras que, en el
pericarpio, la cubierta y el embrion se concentran las proteinas, lipidos, fibra y cenizas (Scanlin

y Lewis, 2017).

Cotiledones

Cubterta

So
T

Pericarpio
/

Embrion

Perisperma

Figura 4: Esquema de la semilla de quinoa (adaptado de Alonso-Miravalles y O’Mahony,
2018).
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Tipicamente el valor nutricional y funcional de la quinoa es superior al de los cereales,
por su elevado contenido proteico, de fibra y lipidos y buen perfil de aminoéacidos esenciales.
La composicion centesimal incluye 60-70 % de carbohidratos, 13-15 % de proteinas, 5-7 % de
lipidos, 7-12 % de fibra'y 2-4 % de cenizas (Vilcacundo y Hernandez-Ledesma, 2017; Navruz-
Varli y Sanlier, 2016). EI almidén es el principal carbohidrato de la quinoa y se ubica
principalmente en el perisperma en forma de pequefios granulos de 1-2,5 um de didmetro
(Taylor y Emmambux, 2008). Su menor contenido de amilosa (3-20 %) respecto a otros
cultivos tradicionales le otorga mayor estabilidad al proceso de congelacién-descongelacion,
resistencia a la retrogradacion y menores temperaturas de gelatinizacion, lo cual permite su uso
Como agente espesante y para generar texturas cremosas en productos con bajo contenido graso
(Scanlin y Lewis, 2017; Navruz-Varli y Sanlier, 2016). Por su parte, las proteinas de la quinoa
se ubican en el embrion y pertenecen al tipo globulinas (37 %) y albuminas (35 %), siendo la
de mayor importancia la globulina 11S. La calidad proteica es similar a la caseina y, a
diferencia de los cereales, es rica en lisina y otros aminoacidos esenciales como cisteina,
metionina, treonina, histidina y arginina (Taylor y Emmambux, 2008; Vilcacundo y
Hernandez-Ledesma, 2017). Los lipidos de la quinoa se concentran en el germen de la semilla
y se encuentran en proporciones mayores al de los cereales. Se componen mayoritariamente de
acido linoleico (50-55 %), acido oleico (20-30 %), a-linolénico (9-12 %) y acido palmitico (10
%) (Navruz-Varli y Sanlier, 2016; Vilcacundo y Hernandez-Ledesma, 2017). Del contenido
total de fibra de la quinoa, un 78 % corresponde a la porcion insoluble, compuesta
principalmente por homogalacturonanos, xiloglucanos y celulosa, mientras el 22 % restante de

fibra soluble la componen homogalacturonanos y arabinanos (Scanlin y Lewis, 2017).

Una de las caracteristicas distintivas de la quinoa es la presencia de saponinas en la

porcion mas externa de la semilla, que es responsable de sabores amargos y de la reduccién de
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la palatabilidad y digestibilidad del grano. Para eliminarlas, la semilla debe ser pulida o lavada
con abundante agua previo a su utilizacion (Nickel y col., 2016). Ademas, en la quinoa también
se encuentran cantidades considerables de compuestos polifendlicos, tales como acidos
fendlicos y flavonoides, con propiedades antioxidantes y de reduccion del riesgo de sufrir
diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, entre otros (Repo-Carrasco-Valencia y col.,
2010), que resultan muy valorados por los consumidores actuales. Sin embargo, el
procesamiento al que se someta el grano, como lavado, coccion, tostado, etc., puede afectar a
los niveles de estos compuestos, limitando la extensién de sus propiedades benéficas (Nickel

y col., 2016).

1.2.4 Alpiste (Phalaris canariensis L.)

El alpiste es un cereal perteneciente a la familia Poaceae, cultivado principalmente en
Canada y Argentina, con una produccion anual de 250,000 toneladas. El cultivo de alpiste no
se encuentra muy explotado ni desarrollado a nivel mundial, ya que se destina en su mayoria
como alimento para aves (Abdel-Aal y col., 2011 a, b). La principal limitante en su uso a nivel
industrial es la presencia de pequefios pelos de silice Ilamados tricomas que se encuentran en
la superficie del grano (Figura 5 A). La exposicion o el consumo de estos pelos de silice se
asociaron al desarrollo de cancer de es6fago e irritacion en la piel y los pulmones (Abdel-Aal,
2021). Sin embargo, el problema se resuelve con la eliminacién de los tricomas, ya sea de
manera mecanica o por modificacion genética (Abdel-Aal, Hucl y Sosulski, 1997), haciendo
seguro su consumo en los humanos (Figura 5 B) (Magnuson y col., 2014). Si bien el uso de
alpiste para el desarrollo de alimentos es limitado, se ha utilizado para la preparacion de
productos de panaderia como galletitas, pan, tortas, cereales para el desayuno, barras de

cereales y pastas (Patterson y col., 2018).
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Se han desarrollado cinco variedades de alpiste sin silice, cuatro de coloracion marrén
(CDC Maria, CDC Togo, CDC Bastia y CDC Calvi) y una amarilla (CDC Cibo) (Patterson y
col., 2018) (Figura 5 B). Tipicamente las semillas presentan forma eliptica, con 4 mm de largo
y 2 mm de ancho y se conforman por la cascara, el germen o embrion y el endosperma (Mason

y col., 2018; Abdel-Aal y col., 2011a).

A

Figura 5: Semilla de alpiste con pelos de silice o tricomas (A) y semillas de alpiste amarillo y
marron sin tricomas desarrollados genéticamente (B) (adaptado de Abdel-Aal y col., 1997 y
Mason y col., 2018).

El valor nutricional del alpiste es superior al del resto de los cereales, por su mayor
contenido de proteinas, fibra y lipidos. La semilla se compone por 50-55 % de almidén, 15-20
% de proteinas, 5-15 % de fibra, 8-10 % de lipidos y 2-3 % de cenizas, sin diferencias entre las

variedades marrones y amarilla (Abdel-Aal, 2021; Mason y col., 2018; Patterson y col., 2018).

En el interior del endosperma se encuentran los granulos de almidon, de tipo A, con
formas poligonales y de tamafios variables entre 0,5 y 7,5 um. El porcentaje de amilosa del
almiddn de alpiste es similar al del resto de los cereales (20-22 %). Las proteinas del alpiste se
encuentran tanto en el endosperma como en la cascara y pertenecen mayoritariamente al grupo
de prolaminas (45 %) y glutelinas (32 %), aunque también presenta menores proporciones de

proteinas del tipo albuminas y globulinas (13 %) (Abdel-Aal y col., 1997). Al igual que el resto
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de los cereales, son deficientes en lisina, pero se distinguen por presentar mayores contenidos
de triptofano, fenilalanina, arginina y cisteina (Patterson y col., 2018; Abdel-Aal y col., 2011a).
Respecto a los lipidos, se ubican principalmente en la cascara y el germen y se componen de
54 % de &cido linoleico, 24 % de &cido oleico, 12 % de acido palmitico y s6lo un 3 % de acido
linolénico (Abdel-Aal y col., 2020). Del total de la fibra del alpiste, que se ubica
mayoritariamente en la cascara, s6lo una porcién menor al 1 % corresponde a fibra soluble

(Patterson y col., 2018).

La céascara de la semilla también presenta cantidades considerables de compuestos
polifendlicos, en su mayoria acidos fenolicos y flavonoides, con propiedades funcionales,
principalmente antioxidantes, antiinflamatorias y protectoras contra enfermedades cardiacas o
cancer. Los &cidos fendlicos pueden encontrarse libres (&cido protocatéquico, p-cumarico y
sinapico) o unidos (&cido ferulico, cafeico y p-cumarico) a proteinas, fibra o lipidos, siendo
predominante la forma unida en el alpiste (90 % del total) (Abdel-Aal y col., 2011b) y sin
diferencias entre las variedades. Por su parte, los flavonoides que se encontraron en el alpiste

son derivados de glucosa, ramnosa y arabinosa de la apigenina (Li y col., 2011).

Otros de los compuestos de interés presentes en el alpiste son los carotenoides (11
mg/kg), con reportados beneficios antioxidantes, antienvejecimiento y de mejoras en la
respuesta inmune. Entre ellos, la cascara del grano contiene cantidades considerables de /-
caroteno (4900 pg/kg), luteina (2300 pg/kg) y zeaxantina (500 pg/kg), sin diferencias
significativas entre las variedades marron y amarilla (Li y Beta, 2012; Abdel-Aal y col., 2021;
Mason y col., 2018). Mas aun, los niveles de p-caroteno, precursor de la vitamina A y con

efectos protectores de la piel y la vista, son superiores a los hallados en maiz (Li y Beta, 2012).
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1.3 Obtencion de alimentos a base de maiz: procesos de extrusion y de coccion-

laminacién-tostado
1.3.1 Extrusién: fundamentos y principios de la técnica

La extrusion es un método de elaboracion de alimentos a partir de la coccién termo-
mecanica de los ingredientes, caracterizada por el mezclado, calentamiento y cizallamiento
simultaneo del material, que ocurre en un corto periodo de tiempo (Boye, 2015; Bisharat y col.,
2013). Existen diferentes tecnologias de extrusores, con simple o doble tornillo, que pueden
ser co o0 contrarrotantes, de diferentes longitudes y didmetros de tornillos. Un esquema de un

extrusor de simple tornillo se muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Esquema de un extrusor de simple tornillo (adaptado de www.fido.palermo.edu).

El proceso se inicia con la alimentacion de los ingredientes con un contenido acuoso
previamente definido hacia la tolva, que puede hacerse de manera mecanica o manual. Durante
la alimentacion, que puede estar forzada por un piston, se favorece el mezclado inicial de los
ingredientes, que llegan hacia la primera porcion del extrusor que es la seccion de alimentacion.
Alli se inicia el proceso de coccion, ya que la seccion se encuentra a unos 60-100 °C, y la

mezcla toma contacto con el o los tornillos que imparten la energia mecéanica a través del
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cizallamiento, lo que genera un aumento de la presion. Posteriormente, el material continda
hacia la seccion de compresion, donde las temperaturas y presiones aumentan, y la mezcla
empieza a fundirse. Finalmente, el material fundido, ya en la tercera seccion del extrusor,
atraviesa una boquilla de didmetro muy reducido a la salida del equipo. Esta boquilla puede
estar acompafiada por accesorios y/o cuchillas giratorias que le dardn las formas y tamafios
variados a los productos. A la salida del equipo se producira la expansion del producto como
consecuencia de la diferencia de presion en el interior del extrusor y la presién ambiental. Esta
expansion esta favorecida, también, por la liberacion del vapor de agua generado durante la

coccion de los ingredientes en las diferentes secciones del equipo.

En esta metodologia las variables de procesamiento que pueden controlarse son: la
humedad inicial de los ingredientes, la velocidad de rotacion del o los tornillos, la temperatura
de las diferentes secciones del extrusor, la presion o torque aplicados, entre otros. Esta
combinacion de elevadas temperaturas (que pueden llegar hasta los 200 °C) y presiones (hasta
20 MPa) produce modificaciones fisicoquimicas que definen las caracteristicas y la calidad del
producto final. De la adecuada combinacion de las diferentes variables del proceso se pueden
obtener alimentos de variadas formas y tamafos, segun se requiera. Estas caracteristicas de
versatilidad y rapidez, junto con su continuidad y bajo costo, destacan a la extrusion por sobre
el resto de las tecnologias desarrolladas para la elaboracion de alimentos (Krecisz, Wojtowicz

y Oniszczuk, 2015).

La facil incorporacion y combinacion de ingredientes permite la utilizacion de unaamplia
variedad de materias primas (harinas, extractos con componentes de interés, residuos de otras
lineas de produccion, subproductos agroindustriales, entre otros) para el desarrollo de
alimentos con diferentes finalidades. En este sentido, el proceso genera productos que se
adaptan a las necesidades actuales de los consumidores: productos naturales, de facil
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preparacion y consumo, con adecuado perfil nutricional y propiedades funcionales. La
versatilidad del método permite la elaboracion de alimentos expandidos, cereales para el
desayuno, texturizado de proteinas vegetales, pastas, barras energéticas, entre otros (Ackar y

col., 2018; Morales y col., 2015).

1.3.2 Coccion-laminacién-tostado: descripcion general del proceso

El proceso de coccion-laminacion-tostado es un método tradicional en la elaboracion de
alimentos a base de cereales y ha sido la tecnologia utilizada durante muchos afios para el
desarrollo de cereales para el desayuno como los copos de maiz, entre otros aperitivos o snacks
(Farroni, 2011; Cueto y col., 2017). Dada las caracteristicas de los productos que se obtienen
(elevada superficie de exposicion, bajo contenido acuoso), se utilizan grits de maiz (trozos
grandes de endosperma libres de germen y pericarpio) en lugar del grano entero para eliminar
la mayor parte de los lipidos presentes en el germen y minimizar el desarrollo de la oxidacion,
que es la reaccion de degradacion predominante. Durante el proceso, los grits de maiz se

transforman en hojuelas o copos de maiz individuales.

Sin embargo, es posible obtener otros tipos de snacks a partir de la harina del grit de
maiz. El procesamiento a partir de la harina permite, entre otras cosas, la inclusion y mezcla
con otros ingredientes para obtener productos con diferentes caracteristicas fisicoquimicas,
mejoras en el perfil nutricional, calidad final, propiedades sensoriales y/o de estabilidad en el

almacenamiento.

El proceso inicia con la mezcla de los diferentes ingredientes y su acondicionamiento
para alcanzar los porcentajes de humedad deseados. La mezcla se somete a una etapa de

coccidn con vapor a presion, que puede alcanzar los 230 KPa, durante tiempos variables pero
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que rondan entre una y dos horas. En el agua de coccidn pueden agregarse jarabes, azlcares y
sal para potenciar el desarrollo del color y flavor deseados. Las principales modificaciones que
ocurren durante esta etapa son la gelatinizacion del almiddn y el desarrollo de aromas y colores
caracteristicos. El siguiente paso es el secado y temperado de la mezcla cocida, para lograr que
baje la temperatura y la humedad de la mezcla y también que el contenido de agua se distribuya
de manera homogénea. Sin embargo, hay que evitar el secado excesivo que podria llevar a un
endurecimiento de la superficie, que pueda afectar a la manipulacién del material o la posterior
eliminacién de agua. La duracion de esta etapa es variable segun las caracteristicas de la mezcla
cocida, pudiendo abarcar desde unos pocos minutos hasta una hora. Posteriormente, la mezcla
se lamina para dar forma a la hojuela. Para ello, la mezcla se coloca entre dos rodillos de acero
que giran en sentido contrario, con una separacion que se regula y define seglin las
caracteristicas deseadas. El espesor del producto es un aspecto importante para considerar, ya
que si es muy grueso puede volverse muy rigido o duro, mientras que si el espesor no es
suficiente, el producto se vuelve fragil y quebradizo para las etapas posteriores. Finalmente, el
material laminado atraviesa una etapa de tostado, en el que se utiliza aire caliente (hasta 230
°C) con circulacion forzada, durante varios minutos. Por la forma del material, es dificil
conseguir un tostado uniforme, ya que en general los bordes se tuestan mas que el centro. El
producto final presenta contenidos de agua variables, segun el tiempo y la temperatura de
tostado seleccionados, pero se recomienda sea menor al 5 % para asegurar adecuadas
propiedades mecanicas y sensoriales, ademas de favorecer su calidad y estabilidad

microbiologica durante su largo periodo de vida util.
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1.4 Transformaciones fisicoquimicas de los componentes alimentarios durante el proceso

de elaboracion

Durante los procesos de extrusion y/o coccion-laminacion-tostado, la harina o mezcla
utilizada se expone a condiciones de altas temperaturas, presiones y procesos mecanicos en
presencia de agua que favorece la movilidad molecular de los componentes. Esto promueve la
ocurrencia de una serie de transformaciones fisicoquimicas de los sistemas y sus estructuras,
asi como también cambios en las asociaciones entre los componentes que los conforman. La
calidad final de los productos, sus caracteristicas organolépticas y la percepcion sensorial de
los consumidores dependeran de la magnitud de estas transformaciones y del grado de avance
de las reacciones que se desencadenan durante el procesamiento y almacenamiento, las cuales
se encuentran intimamente relacionadas a su composicion (Aroray col., 2020; Reyes Moreno
y col., 2018). Estas modificaciones dadas por el proceso pueden analizarse a través de
diferentes metodologias instrumentales complementarias, tales como calorimetria diferencial
de barrido (DSC), difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR), espectroscopia Raman con transformada de Fourier (FT-Raman), resonancia
magnética nuclear de protones (*H-NMR), microscopia de barrido electrénico (SEM),
microscopia laser de barrido confocal (CLSM), espectroscopia de fotoelectrones de rayos X
(XPS), entre otras, que permiten estudiar de manera integral las transformaciones

fisicoquimicas de los componentes de la matriz.

1.4.1 Cambios en el contenido y la conformacion de los componentes

La exposicion de carbohidratos, proteinas, lipidos y fibra a elevadas temperaturas,

presiones y energias mecanicas conlleva a modificaciones en su estructura y conformacion y
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afecta las interacciones y las asociaciones moleculares que establezcan con el resto de los
componentes de la matriz. En conjunto se produciran pérdidas nutricionales, dadas por la
destruccion de componentes de interés, aunque también se inducen modificaciones de la
microestructura que pueden generar aumento de la exposicion superficial o biodisponibilidad
de nutrientes. Los cambios en la microestructura a su vez afectan las propiedades mecéanicas,

estabilidad fisicoquimica y calidad final (Reyes Moreno y col., 2018).

1.4.1.1 Almiddn

Considerando que el componente méas importante de las harinas estudiadas es el almidén,
es importante destacar las transformaciones mas importantes que sufre este polisacarido
durante el procesamiento. En principio, el procesamiento tecnoldgico permite la coccion de los
granulos de almidon, que a través del proceso de gelatinizacion (Seccion 1.4.3.1), se funden y
forman una matriz continua de almidon gelatinizado que constituye la estructura base de los
productos formados (Dalbhagat, Mahato y Mishra, 2019). Durante este proceso, disminuye
considerablemente la cristalinidad del almidén, que se vuelve un material con una mayor
porcion amorfa que en su estado nativo (Cueto y col., 2018). Es a través de este mecanismo
que el almidon se torna digerible para el ser humano (Gulati, Brahma y Rose, 2020), lo que
puede verse reflejado también como una disminucién del contenido de fibra luego del
procesamiento (Wang y col., 2021; Reyes Moreno y col., 2018). Sin embargo, de manera
paralela puede ocurrir la formacion de complejos entre moléculas de amilosa y lipidos. Estos
complejos tienen caracter cristalino, con estructura tipo V, y disminuyen la digestibilidad del
almiddn (se convierte en almidon resistente) y del lipido involucrado (Krishnan y col., 2021;
Aroray col., 2020; Dalbhagat y col., 2019). También es una via de proteccion de acidos grasos
poliinsaturados, de especial importancia para acidos grasos esenciales, que son altamente
susceptibles a la oxidacion. La inclusion se genera por el caracter hidrofobico del interior de la
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hélice de amilosa, dada por la disposicion espacial de las moléculas de glucosa que la
componen (Seccion 1.1.1.1). Ademas de la gelatinizacion, puede ocurrir la dextrinizacion, en
la cual se producen fragmentaciones del polisacérido y liberacién de fragmentos pequefios,
favorecida principalmente por el cizallamiento en condiciones de baja humedad que puede
darse durante la extrusion (Aroray col., 2020). Los fragmentos resultantes se encuentran mas

facilmente disponibles para las enzimas digestivas.

1.4.1.2 Proteinas

Una de las modificaciones mas importantes durante el procesamiento de cereales es la
desnaturalizacion proteica, que permite la apertura de su estructura por ruptura de enlaces
covalentes y no covalentes, aumentando su digestibilidad, con la consecuente exposicion de
grupos funcionales que se encontraban ocultos en la conformacion nativa (Gulati y col., 2020;
Aroray col., 2020). Esto favorecera la asociacion de las proteinas con otros componentes de la
matriz, como el almidon, los lipidos y/o los carotenoides, modificando las caracteristicas de la
matriz (Jebalia y col., 2019) o influyendo en las propiedades antioxidantes y/o estabilidad del
producto (Ortak y col., 2017). Contrariamente, el proceso también puede generar la ruptura de
los complejos que se encontraban formados naturalmente entre proteinas y componentes de la
pared celular o con otros susceptibles al tratamiento térmico, como los compuestos
polifendlicos, aumentando la funcionalidad, aunque también su susceptibilidad a oxidarse

(Gulati y col., 2020; Arora y col., 2020).

Los cambios conformacionales de las proteinas dadas por el proceso, tales como pérdidas
de conformaciones a-hélice o giros # y aumento de conformaciones aleatorias, afectan a la
estabilidad de los complejos (Song y col., 2021). A su vez, la exposicidn de grupos funcionales
puede facilitar la ocurrencia de reacciones como la reacciéon de Maillard (Gulati y col., 2020),

con los correspondientes desarrollos de los aromas y colores tipicos y las consecuentes pérdidas
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nutricionales, principalmente de aminodcidos esenciales como la lisina (Seccion 1.4.2.1),
también se generan compuestos reductores que juegan un papel en la estabilidad lipidica. La
desnaturalizacion proteica también puede promover la formacion de enlaces covalentes
(puentes disulfuro) y no covalentes (interacciones hidrofobicas, electrostaticas, puentes de
hidr6geno) entre cadenas polipeptidicas adyacentes, lo que conlleva a la formacion de
agregados de diversos tamafios, que afectan a la microestructura, las propiedades mecénicas
del producto y sus caracteristicas sensoriales (Dalbhagat y col., 2019; Arora y col., 2020;
Chanvrier y col., 2015). Los efectos del procesamiento sobre las proteinas son sumamente

complejos y tienen consecuencias tanto positivas como negativas para el producto.

1.4.1.3 Lipidos

La reaccion principal de deterioro de los lipidos es la oxidacion, siendo particularmente
susceptibles aquellos &cidos grasos que presentan alguna o varias insaturaciones. Como
consecuencia de esta reaccion, se generan compuestos que afectan negativamente a las
caracteristicas organolépticas del producto, y determinan su estabilidad y aceptacion sensorial
(Seccion 1.4.2.2). Durante el procesamiento de las harinas, el tratamiento termo-mecanico
puede romper estructuras o enlaces entre compuestos, liberando o exponiendo los lipidos y
favoreciendo su isomerizacion u oxidacion, lo cual conduce a una reduccion en su contenido
final (Dalbhagat y col., 2019). Sin embargo, de manera simultanea también ocurren procesos
que pueden protegerlos frente al deterioro (llo, Schoenlechner y Berghofe, 2000):
desnaturalizacion de lipasas, lipooxigenasas u otras enzimas oxidativas, formacion de
complejos amilosa-lipidos que disminuye la disponibilidad o exposicion de ambos
componentes (Krishnan y col., 2021), liberacion de compuestos antioxidantes que se
encontraban retenidos por estructuras o asociaciones con otros componentes de la matriz previo
al procesamiento y/o la generacion de productos de la reaccion de Maillard (Seccion 1.4.2.1),
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que tienen reportadas actividades protectoras frente a la oxidacion (Reyes Moreno y col., 2018;

Gulati y col., 2020).

1.4.1.4 Fibra

El tratamiento tecnoldgico de las mezclas de harinas mediante los procesos de extrusion
0 coccion-laminacion-tostado suele afectar poco el contenido de fibra de los productos y sus
caracteristicas. Sin embargo, esto dependera de varios factores, incluyendo tipo de material,
contenido de fibra, asociacion con otros componentes, disposicion y estructura de la matriz,
condiciones de tratamiento, etc. (Robin, Schuchmann y Palzer, 2012). Algunas
transformaciones que se llevan a cabo incluyen la gelatinizacion del almidon, que en su
conformacién nativa no puede ser digerido y por lo tanto se considera como fibra, o la
formacion de los complejos amilosa-lipido que por su estructura y conformacion no pueden ser
degradados por las enzimas digestivas. También se ha reportado un aumento en el contenido
de fibra dietaria por modificacion de la fibra insoluble o por ruptura de enlaces que presentaban
los componentes de la fibra con otros nutrientes de la matriz, facilitando su extraccion y
cuantificacion por los métodos convencionales (Gulati y col., 2020). Esto supone una ventaja
dado que aumenta el volumen de material disponible para la fermentacion en el intestino, con
la generacion de acidos grasos de cadena corta u otros compuestos con beneficios en la salud
(Robin y col., 2012). Por otro lado, el mayor consumo de fibra disminuye el indice glucémico
del alimento, ayudando a prevenir el desarrollo de enfermedades como diabetes tipo I,
sobrepeso u obesidad (Reyes Moreno y col., 2018). Contrariamente, la degradacion de los
componentes de la fibra por la energia térmica o mecéanica en fracciones mas pequefias genera
una disminucién en su contenido, dado que las porciones de menor tamafio resultantes no
podran ser cuantificadas por los métodos habituales (Robin y col., 2012). Sin embargo, estas
porciones pequefias generadas pueden tener funcién prebidtica.
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1.4.2 Reacciones quimicas asociadas a caracteristicas organolépticas

El tratamiento de los alimentos en condiciones de elevadas temperaturas durante tiempos
considerables y en presencia de agua y oxigeno favorece el desarrollo de reacciones de
deterioro. La reaccion de Maillard, la oxidacion de lipidos y la descomposiciéon de los
compuestos polifendlicos y carotenoides son las de mayor relevancia en el procesamiento de
harinas de cereales y pseudocereales. Estas influyen directamente sobre las caracteristicas
nutricionales y organolépticas de los productos, ya que sea por la pérdida de nutrientes de
interés (aminoacidos esenciales, acidos grasos o compuestos bioactivos), por la formacién de
variados compuestos algunos no deseados y otros que determinan aspectos como el color, la
aparienciay el aroma, que impactan sobre la calidad fisicoquimica y sensorial de los alimentos.
Si bien cierto grado de desarrollo es favorable para la generacion de los colores y aromas tipicos
de los productos, un exceso conlleva a obtener caracteristicas indeseables, se pueden
desarrollar compuestos potencialmente peligrosos o carcinogenicos y, por lo tanto, su grado de

desarrollo es un tema importante de estudio y control en el disefio de procesos.

1.4.2.1 Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard pertenece al grupo de reacciones de pardeamiento no enzimatico,
junto con la oxidacion del acido ascorbico y la caramelizacion. El proceso se acelera en
condiciones de elevada temperatura y se favorece por un pH basico y valores de actividad de
agua medios a bajos (Rufian-Henares y Pastoriza, 2016). Como resultado de la reaccion se
obtienen compuestos pardos y otros productos de bajo peso molecular que imparten aromas y
sabores a los alimentos (Rufidn-Henares, Delgado-Andrade y Morales, 2009). Un esquema

simplificado de la reaccion de Maillard se muestra en la Figura 7.
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Figura 7: Esquema de la reaccion de Maillard (adaptado de Pérez-Locas y Yaylayan, 2010).

El proceso se inicia por el atague nucleofilico de un grupo amino a un azucar reductor o
un compuesto con un grupo carbonilo libre, generando una base de Schiff inestable que
rapidamente se convierte a una glucosamina sustituida (Rufian-Henares y Pastoriza, 2016). El

grupo amino puede pertenecer a un aminoacido libre, un grupo amino de una cadena lateral de
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un péptido o proteina (por ejemplo, de lisina) o el grupo amino terminal de una proteina
(Martins, Jongen y van Boekel, 2000). Por su parte el grupo carbonilo puede pertenecer a un
azucar reductor o algin compuesto de oxidacién, ya sea de lipidos, éacido ascérbico,
compuestos polifendlicos, entre otros (Rufian-Henares y col., 2009; Rannou y col., 2016).
Hasta este punto la reaccion es reversible, ya que en condiciones acidas pueden regenerarse los

grupos amino y carbonilo (Pérez-Locas y Yaylayan, 2010).

El siguiente paso es el reacomodamiento de Amadori o de Heyns, segun la base de Schiff
se trate de una aldosamina o cetosamina, respectivamente. Esta etapa ya es irreversible y de
acuerdo con las condiciones del medio (pH, temperatura) la reaccion puede ramificarse
generando una amplia variedad de productos intermedios (Cui y col., 2021; Martins y col.,
2000). Los maés habituales incluyen compuestos a-dicarbonilicos, formados por enolizacién 1-
2 en condiciones de pH < a 7, quienes son precursores del hidroximetilfurfural (HMF) o
furfural, segun se trate de hexosas o0 pentosas, respectivamente (Rufian-Henares y Pastoriza,
2016). Estos compuestos son muy utilizados como indicadores del dafio térmico por reaccion
de Maillard. Otros productos habituales son las reductonas, que se forman a pH > a 7 por
enolizacion 2-3 (Cui y col., 2021). Con el progreso de la reaccion las reductonas se deshidratan
y polimerizan (degradacion de Strecker), formando compuestos pardos nitrogenados de
diferente peso molecular que reciben el nombre de melanoidinas e imparten el color tipico de
la reaccion (Pérez-Locas y Yaylayan, 2010; Rannou y col., 2016). Estos productos pueden ser
cuantificados espectrofotométricamente a 280 nm y 420 nm en el espectro ultravioleta y
visible, respectivamente. De manera complementaria, la evaluacion del color mediante analisis
de imagenes o técnicas colorimétricas es util para medir el grado de avance de la reaccion
(Farroni y Buera, 2012; Cueto y col., 2017). Otros productos tipicos de la reaccion, como el

HMF u otros furfurales, pueden determinarse mediante técnicas cromatograficas y su
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cuantificacion se ha relacionado con los cambios de color del alimento (Rufian-Henares y col.,
2009). Por otro lado, se ha demostrado también que algunos productos de la reaccion de

Maillard tienen propiedades antioxidantes, por lo que su formacion resulta beneficiosa.

Durante el transcurso de la reaccion se van produciendo etapas de ciclacion,
deshidratacion, isomerizacion, condensacion y aldolizacion, denotando su complejidad y la
variedad de productos generados (Rufian-Henares y col., 2009). Como resultado se van
generando, entre otros, nuevos compuestos carbonilicos que pueden condensarse con otros
grupos amino presentes, potenciando el desarrollo de la reaccion (Cui y col., 2021; Martins y
col., 2000). Los compuestos aromaticos volatiles se generan en etapas medianas y avanzadas
de la reaccion, y son principalmente aldehidos y cetonas de bajo peso molecular (Rufian-
Henares y Pastoriza, 2016). Paralelamente a los cambios organolépticos ocurre la pérdida
nutricional, ya que en las etapas irreversibles los grupos amino presentes no pueden
recuperarse, lo que implica una disminucion del valor proteico del alimento (Pérez-Locas y
Yaylayan, 2010). Si bien un grado moderado de avance de la reaccion es favorable para obtener
aromas, sabores y colores agradables, en exceso pueden obtenerse caracteristicas indeseables
en los alimentos. Dentro de la variedad de productos generados durante el avance de la reaccion
se incluyen furanos, aminas heterociclicas, pirroles, acrilamida y otros con reportados efectos
negativos sobre la salud (Rannou y col., 2016; Cui y col., 2021), por lo que las condiciones de
procesamiento deben ser controladas para minimizar la formacion de estos compuestos

dafinos.

1.4.2.2 Oxidacion de lipidos

La oxidacion de los lipidos puede ser catalizada por enzimas (lipooxigenasas) o darse
mediante autooxidacion. Durante el procesamiento de alimentos farinaceos, el mecanismo

predominante es la autooxidacion (Hall, 2010). Se trata de un proceso radicalario en cadena
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que ocurre en presencia de oxigeno y se favorece por factores tales como exposicion a la luz,
bajos valores de actividad de agua, elevadas temperaturas, presencia de metales catalizadores

u otros agentes prooxidantes (Schaich, 2013).

La susceptibilidad de los &cidos grasos a la oxidacion aumenta con el numero de
insaturaciones (Barden y Decker, 2013). Esto se explica por la menor energia de sustraccion
del &tomo de hidrdgeno de un grupo metileno de un sistema pentadieno que de un grupo alilo
aislado, ya que el radical generado en el primer caso se estabiliza por resonancia (Belitz, Grosch
y Schieberle, 2012). Asi, a igual nimero de atomos de carbono, los acidos grasos se pueden
ordenar por susceptibilidad decreciente a la oxidacion como linolénico > linoleico > oleico >
estearico (Belitz y col., 2012). Como consecuencia de esta reaccion se produce la destruccion
de acidos grasos, lo que implica una disminucién del valor nutricional del alimento,
principalmente si se trata de &cidos grasos esenciales. En el proceso oxidativo se forman
productos de bajo peso molecular, mayormente aldehidos, alcoholes, &cidos y cetonas, que
imparten aromas desagradables o rancios a los productos, disminuyendo considerablemente su
calidad y vida atil (Schaich, 2013; Belitz y col., 2012). Simultaneamente los productos
radicalarios de oxidacion también pueden establecer enlaces o interacciones con otros
componentes del sistema, principalmente proteinas, afectando su disponibilidad vy
funcionalidad. En etapas avanzadas de la reaccion ocurre el entrecruzamiento o polimerizacion,
que trae aparejados cambios en el color (Barden y Decker, 2013). Los compuestos
polifendlicos, carotenoides u otros agentes antioxidantes presentes en el alimento pueden

interferir en algunas de las etapas enlenteciendo este proceso (Hall, 2010).

La reaccion de oxidacién de lipidos se puede dividir en 3 etapas: iniciacion, propagacion
y terminacion (Belitz y col., 2012). En la iniciacién se forman radicales de acidos grasos (L)
que se unen a moléculas de oxigeno, formando radicales peroxi (LOO-). Como se menciond
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anteriormente, la susceptibilidad de los &cidos grasos a la oxidacién aumenta con el nimero de
insaturaciones, dado que el radical resultante puede estabilizarse por resonancia en los dobles
enlaces conjugados. Durante la propagacion, los radicales peroxi sustraen &tomos de hidrégeno
que pueden provenir de una nueva molécula de acido graso, generando un hidroperdxido
(LOOH) y un nuevo radical L-, que iniciard nuevamente la reaccién (Schaich, 2013). Es por
este motivo que la oxidacion de lipidos se trata de una reaccion radicalaria en cadena. Los
hidroperoxidos constituyen, entonces, los productos primarios de la reaccion, pero sin afectar
las caracteristicas organolépticas del alimento (Barden y Decker, 2013). Cuando se produce la
S-escision de los hidroperdxidos, favorecida por las altas temperaturas, exposicion a la luz o la
presencia de metales de transicion, se forman los radicales alcoxi (LO-), favoreciendo
nuevamente la propagacion de la oxidacion (Hall, 2010). Estos radicales tienen la energia
suficiente para romper la cadena alifatica de los acidos grasos, generando los productos
carbonilicos de bajo peso molecular responsables de los aromas rancios de los alimentos
(Barden y Decker, 2013). Para evaluar el grado de oxidacién de un producto, suelen
cuantificarse hidroperoxidos y también compuestos carbonilicos, de forma tal de analizar la
formacion tanto de productos primarios como secundarios de la reaccion (Schaich, 2013).
Finalmente, en la terminacion, dos radicales se unen para formar una Gnica molécula no
radicalaria, tales como dimeros, trimeros o incluso polimeros (LL, LOL, LOOL, etc.) (Belitzy
col., 2012). Sin embargo, esta etapa es dificil de alcanzar dada la alta disponibilidad de oxigeno
en las condiciones habituales de tratamiento de alimentos. Paralelamente, llegado el punto, el
grado de rancidez en esta instancia es tal que el producto no serd consumido o comercializado

(Hall, 2010).

Respecto a la cinética de la reaccion, en general se observa una fase lag o periodo de

induccidén en la cual la formacion de productos de oxidacién es minima (Schaich, 2013).

34



Durante esta etapa se estardn formando los primeros radicales, cuya acumulacion dependera
no sélo de las condiciones del proceso sino también de la presencia y concentracién de
antioxidantes, que estaran evitando el progreso de la reacciéon (Barden y Decker, 2013). Luego
de la fase lag, el desarrollo de la oxidacion es exponencial. Por lo tanto, lo que se busca es
maximizar la duracion de esta fase lag, que definira el tiempo de vida Gtil y/o la estabilidad del
producto, dado que no se generaran sustancias que afecten la calidad sensorial del alimento.
Sin embargo, factores como elevados tiempos de almacenamiento pueden favorecer el progreso
de la reaccion, por lo que resulta necesario cuantificar la formacion de estos productos de

oxidacion y definir el tiempo de vida Gtil del alimento.

1.4.2.3 Descomposicion de compuestos polifenolicos y carotenoides

El proceso tecnoldgico puede tener efectos positivos o negativos sobre la estructura y,
por lo tanto, funcionalidad de los compuestos polifenolicos y carotenoides y sus propiedades
antioxidantes. Por un lado, durante las etapas de extrusion, coccion o tostado se produce la
descarboxilacién, oxidacion, isomerizacion o polimerizacion de compuestos termosensibles,
que conlleva a una reduccion en sus correspondientes niveles (Cueto y col., 2017; Dalbhagat y
col., 2019). Paralelamente, en estos procesos ocurre también la formacion/ruptura de enlaces
que establecen estos compuestos bioactivos con otros componentes de la matriz, tales como
fibra, proteinas, almidon y lipidos, o su liberacion por ruptura de estructuras celulares,
modificando su exposicion, disponibilidad y funcionalidad (Debelo, Li y Ferruzzi, 2020;
Cilinoiu y Vodnar, 2020). El resultado dependera del balance entre ambos fendmenos, el cual
estara intimamente asociado a las condiciones del proceso y las caracteristicas de la matriz
alimentaria y su contenido inicial de estos compuestos (Reyes Moreno y col., 2018; Debelo y
col., 2020). Condiciones de elevadas temperaturas y presiones, en sistemas con bajos
contenidos acuosos y en presencia de oxigeno, como ocurre durante la extrusion o coccion-
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laminacion-tostado, favorecen los procesos degradativos. Ademés de las propiedades
antioxidantes, el contenido de estos compuestos definird también el color resultante de los
productos alimentarios (Cueto y col., 2017), que repercute en la percepcion sensorial de los
consumidores y la calidad final del material. De manera similar, productos de oxidacion de
polifenoles como las quinonas pueden participar en la reaccion de Maillard (Seccion 1.4.2.1),

potenciando las pérdidas nutricionales y los cambios de color en el producto.

1.4.3 Propiedades térmicas y procesos asociados al agua

1.4.3.1 Gelatinizacion

La gelatinizacion es la transformacion mas importante que se produce durante la
elaboracion de alimentos a base de cereales. De manera general, es el proceso en el cual los
granulos de almidon pasan de una estructura ordenada a una desordenada, dada por el
calentamiento en presencia de suficiente agua, que garantiza su consumo Yy digestibilidad

(Wang y col., 2021; Singh y col., 2003).

Se puede dividir el proceso en 3 etapas. En la primera, cuando las temperaturas todavia
son bajas, las moléculas de agua ingresan por la superficie de los granulos y se unen a los
grupos oxhidrilos libres de la region amorfa. En esta etapa reversible, el grado de hidratacion
0 adsorcidn de agua es pequefio, no se producen cambios significativos en la viscosidad y los
granulos mantienen su identidad y patron de birrefringencia. Durante la segunda etapa, y con
el aumento progresivo de la temperatura, las moléculas de agua ingresan a las regiones
cristalinas del almiddn, se rompe la organizacién helicoidal de la amilopectina, comienza la
fusion de los granulos, quienes pierden su identidad y patrén de birrefringencia, con una lenta

liberacion de su contenido de amilosa al exterior, lo que produce un aumento de la viscosidad
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del sistema. Este punto de la gelatinizacion ya es irreversible. Finalmente, durante la tercera
etapay con el aumento de la temperatura, los granulos de almidédn absorben agua hasta alcanzar
un volumen méaximo, punto donde la viscosidad del sistema también es maxima.
Posteriormente, los granulos se fragmentan completamente, pierden su morfologia original y
se libera todo el contenido hacia el medio, con la consecuente disminucién de la viscosidad
(Wang y col., 2021). La temperatura de gelatinizacion varia segun el origen boténico del
almidon, por diferencias en la composicion, cristalinidad, estructura, entre otros factores, pero

suele encontrarse en el rango 60-70 °C (Zhang y col., 2021; Singh y col., 2003).

La matriz de almiddn fundida es la estructura base de los alimentos farinaceos. Como
consecuencia de la gelatinizacion se producen modificaciones estructurales, como disminucion
de la cristalinidad, y cambios conformacionales y de asociacion entre macro componentes, que
definiran propiedades mecanicas, texturales, microestructurales y sensoriales de los productos

(Jebalia y col., 2019; Chaunier y col., 2007; Chanvrier y col., 2005).

1.4.3.2 Retrogradacion

Cuando el almidon gelatinizado se enfria, disminuye la energia térmica del sistema y las
moléculas de amilosa y amilopectina tienden a re-asociarse a través de enlaces puente de
hidrogeno. Esto genera un entrecruzamiento de moléculas y la reaparicion de regiones
cristalinas que pueden, en ultima instancia, llevar a la formacion de un gel o a la precipitacion
(Wang y col., 2021). Este proceso recibe el nombre de retrogradacién y puede dividirse en 2
etapas. En la primera, que ocurre inmediatamente luego de la gelatinizacion, las moléculas de
amilosa se alinean a través de puentes de hidrogeno y forman una estructura tipo gel. Cuando
las moléculas de amilopectina se re-asocian y recristalizan ocurre la segunda etapa de la
retrogradacion. Es en esta instancia donde la calidad de los productos amilaceos comienza a

deteriorarse, ya que se afectan las propiedades organolépticas del alimento (Gulati y col.,
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2020). El almidon retrogradado no es digerible y constituye parte del almidon resistente. Si se
vuelve a calentar el almidén retrogradado, se observara nuevamente la fusion del almidén.
Dado que el nivel de organizacién cristalina no es equivalente al del almidon nativo, la fusion
del almidén retrogradado ocurre a temperaturas mas bajas que las de la gelatinizacion (Zhang

y col., 2021; Singh y col., 2003).

1.4.3.3 Transicion vitrea

Los materiales alimentarios pueden encontrarse en estado amorfo o cristalino. El primero
se describe como una estructura molecular desordenada o aleatoria metaestable, mientras que
el estado cristalino es altamente organizado y sus propiedades no dependen del tiempo (Roos,
2010). El estado vitreo puede obtenerse por enfriamiento rapido de un material a una
temperatura muy por debajo de su temperatura de fusion, sin cristalizacion, donde se mantiene
el desorden molecular al azar en una estructura que recibe el nombre de vidrio (Roos, 2010).
En el estado vitreo las moléculas se encuentran en una determinada posicion y sus movimientos
se limitan a vibraciones 0 movimientos rotacionales de corto rango, lo que le da aspecto de
solido y lo convierte en fragil o quebradizo (Fany Roos, 2017). Los movimientos traslacionales
empiezan a aumentar en magnitud e importancia cuando se produce la transicion a liquido
sobre enfriado, donde el material se ablanda y adopta caracteristicas de fluido muy viscoso
(Roos, 2010). El rango de temperatura a la cual se produce este cambio de estado de vidrio a
liquido sobre enfriado, que es un proceso reversible, se llama temperatura de transicion vitrea
(Tg) y depende de varios factores, principalmente de la composicion del alimento y su
contenido acuoso. El agua incrementa la movilidad molecular y ejerce un rol plastificante, es
decir, aumenta la flexibilidad y extensibilidad del material (Shogren, 1992). Como
consecuencia, disminuye la Ty de un material con el aumento de su contenido acuoso, pudiendo
alcanzar valores de T4 cercanos a la temperatura ambiente si el contenido de agua es suficiente
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(Fan'y Roos, 2017; Cova y col., 2012). Por este motivo también es posible obtener materiales
vitreos por eliminacion rapida del agua de un sistema. En productos de baja humedad, como
los snacks a base de cereales, el control del contenido de agua es importante no sélo para limitar
el desarrollo de reacciones de deterioro o el crecimiento microbiano, sino para evitar la

transicion vitrea.

La ecuacién de Gordon-Taylor (Seccion 3.1.12) se utiliza para describir el rol del agua
en la disminucién de la Ty, de forma tal de poder establecer condiciones de procesamiento o
almacenamiento adecuadas y/o de predecir la estabilidad segun las variaciones en la actividad
de agua o el contenido acuoso (Masavang, Roudaut y Champion, 2019; Cova y col., 2012;
Porras-Saavedray col., 2019). Tipicamente la transicion vitrea se analiza mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC), donde se reconoce la Tg como la temperatura donde se observa
un cambio caracterizado por disminucion de la capacidad calorifica (4Cp) cuando el material
pasa del estado vitreo al de liquido sobre enfriado. Dado que, como consecuencia del cambio
de estado se modifican las propiedades mecanicas, reologicas, dinamicas y dieléctricas del
material, también es posible evaluar la Tg mediante resonancia magnética nuclear, analisis
mecanico o termo-mecanico dinamico (DMA/DMTA) vy analisis térmico dieléctrico
(DEA/DETA) (Roos, 2010; Fan y Roos, 2017). En particular, en los sistemas con alto
contenido de almidén, proteinas o ciertos biopolimeros, la deteccion de la Ty por DSC se hace

muy complicada y se recurre a estas técnicas con fines confirmatorios.

El aumento de la movilidad molecular y los cambios de estado como consecuencia de la
transicion vitrea favorecen la ocurrencia de ciertas reacciones de deterioro o modificaciones
fisicoguimicas asociadas al aspecto o propiedades mecanicas del material (Farroni, 2011). De

esta manera es importante estudiar la transicion vitrea o el estado fisico de un alimento ya que
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va a repercutir sobre las caracteristicas macroscopicas o el grado de desarrollo de reacciones

quimicas durante su procesamiento y almacenamiento.

1.4.3.4 Relajaciones entélpicas

Algunos sistemas alimentarios presentan una transicion endotérmica en un rango de
temperaturas de 50-65 °C (Fan y Roos, 2017). A diferencia de la transicion vitrea, los valores
de temperatura a los cuales ocurre esta transicion no se modifican con el contenido acuoso del
producto y tampoco reaparecen en el termograma en un segundo calentamiento (Appelqvist y
col.,, 1993; Masavang y col., 2019). Esta endoterma reaparece tras varios dias de
almacenamiento y se observa un aumento de la entalpia asociada con la humedad del producto

(hasta valores cercanos al 25 %, b.s.) (Gonzalez y col., 2010; Farroni, 2011).

La causa de esta transicion no se encuentra completamente establecida, pero la teoria
mayormente aceptada es la ocurrencia de relajaciones moleculares dada por reordenamientos
de enlaces de corto rango establecidos entre moléculas de agua y grupos hidrofilicos de
carbohidratos (Appelqgvist y col.,, 1993; Shogren, 1992; Busch y col., 2019). Estos
reacomodamientos se facilitan con el aumento del contenido de agua ya que se incrementa la
movilidad molecular; esto explica el aumento de la entalpia asociada con el contenido acuoso.
Como esta transicion puede ocurrir incluso por debajo de la T4 (Busch y col., 2019; Farroni,

2011), da cuenta de la movilidad molecular incluso en el estado vitreo.

Se ha relacionado la relajacion entéalpica con cambios en las propiedades mecéanicas de
los productos, tales como menor crocancia (Masavang y col., 2019; Appelqvist y col., 1993).
De esta manera, y al igual que para la transicion vitrea, el estado fisico o los cambios
moleculares gobernados por el contenido acuoso y las asociaciones entre componentes pueden

influir en propiedades macroscopicas y definir parametros de calidad.
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1.4.3.5 Isotermas de adsorcion de agua

Las isotermas de adsorcion de agua son la representacion grafica de la relacion entre el
contenido de agua de un alimento y su actividad de agua (aw) a una determinada temperatura.
La actividad de agua se define como la relacion entre la presion de vapor del agua en el
producto y la presion de vapor del agua pura a una determinada temperatura y toma valores
entre 0 y 1 (Van den Berg y Bruin, 1981; Katz y Labuza, 1981). Es un pardmetro relacionado
con la disponibilidad del agua del alimento o movilidad molecular ya que indica el grado de
asociacion de las moléculas de agua con los s6lidos de la matriz. Por este motivo suele utilizarse
el valor de aw méas que el del contenido de agua como indice de calidad para evaluar la
estabilidad de un alimento y predecir su susceptibilidad frente al desarrollo de reacciones de

deterioro o el crecimiento microbiano (Labuza y Dugan, 1971).

Las isotermas de adsorcion surgen de evaluar la modificacion en el contenido de agua
cuando un alimento se expone a condiciones de aw creciente. Tipicamente se construyen a partir
del método isopiestico, que consiste en exponer pequefias porciones del material de estudio en
recipientes cerrados herméticamente que contienen soluciones saturadas de sales especificas
que imparten al ambiente una humedad relativa o actividad de agua determinada y se evalua el

contenido acuoso luego del equilibrio (Greenspan, 1977).

Segun las caracteristicas de los sistemas existen diferentes tipos de isotermas. En
alimentos predomina el tipo 1, de forma sigmoidea, en la cual es posible determinar tres zonas
asociadas a diferentes relaciones entre el agua y los sélidos (Van den Berg y Bruin, 1981). En
la primera (aw ~ 0-0,25) se ubica el agua intimamente asociada a los solidos, que puede incluso
formar parte de la estructura de los compuestos mas hidrofilicos. Esta agua no esta disponible
para actuar como solvente ni plastificante. EI porcentaje de agua asociado al limite superior de

aw de esta zona se conoce como agua limite de hidratacion, también llamada de monocapa, e
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indica el contenido de agua que cubre completamente los grupos polares de la superficie
expuesta del alimento (Furmaniak y col., 2009). Este pardmetro es importante ya que las
reacciones de deterioro a esta humedad son minimas, con excepcién de la oxidacion de lipidos
(Labuza y Dugan, 1971). En la segunda zona (aw = 0,25-0,75) se ubica el agua que tiene un
grado de interaccién con los solidos menos intenso que en la primera zona, por efecto de
apantallamiento de las moléculas mas comprometidas con el solido. A las moléculas de agua
que conforman esta zona se le suele atribuir el nombre de “multicapa”, ya que se ubican por
encima de la primera porcion de moléculas de agua intimamente asociadas a los sdlidos. Segln
las caracteristicas y composicién del alimento, en estas condiciones puede favorecerse el
desarrollo del pardeamiento no enzimatico y la actividad de ciertas enzimas (Labuza y Dugan,
1971). Finalmente, en la dltima zona (aw = 0,75-1) se ubica el agua con menor grado de
asociacion a los solidos y con mayor libertad de movimiento. Se trata de moléculas de agua
que actian como solvente, pueden congelarse y permiten el crecimiento microbiano. Por este
motivo, para garantizar la adecuada conservacion de los alimentos a temperatura ambiente el

aw de un producto no deberia encontrarse en este rango.

Existen modelos matematicos ampliamente utilizados para caracterizar a las isotermas
de adsorcion en todo el rango de actividad de agua, que son la ecuacion de Guggenheim-
Anderson-de Boer (GAB) (Van den Berg y Bruin, 1981) y la ecuacion de D’arcy y Watt
(GDW) (D’arcy y Watt, 1970) (Seccion 3.4). A partir de estos modelos matematicos se pueden
obtener parametros de control y caracterizacion microestructural de los sistemas alimentarios
para conocer su relacién con el agua frente a la calidad fisicoquimica y estabilidad

microbiologica.

1.4.3.6 Relajacién magnética nuclear y movilidad molecular
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Para que los procesos fisicos y las reacciones quimicas se lleven a cabo durante los
procesos de transformacion de alimentos es necesario garantizar condiciones que permitan
suficiente movilidad molecular de los componentes presentes (Kovrlija, Goubin & Rondeau-
Mouro, 2020). Esta movilidad estaré limitada por el grado de asociacién entre las moléculas
de agua y los sélidos y sus modificaciones con la temperatura y el contenido acuoso (Hemdane
y col., 2017). El andlisis de la movilidad molecular puede realizarse mediante resonancia
magnética nuclear de protones resuelta en el tiempo (*H-RMN) a través de la evaluacion de los
tiempos de relajacion espin-espin (T2). Los T» surgen de evaluar el tiempo que tarda una
poblacion de protones en decaer o relajarse tras ser expuestos a un pulso de radiofrecuencia en
presencia de un campo magnético y disipar la energia absorbida, que dependerd de su
movilidad molecular o libertad de movimiento. Valores altos de T» indican relajaciones lentas,
mientras que T> mas cortos representan relajaciones mas rapidas y eficientes. Por lo tanto, las
variaciones de los valores de T reflejan los grados de interaccion entre las distintas poblaciones
de protones, incluidas moléculas de agua y los solidos de la matriz (almidon, proteinas, lipidos,
etc.) durante el calentamiento, adsorcion de agua y/o cualquier otro proceso tecnologico al que
se exponga el alimento (Kovrlija y Rondeau-Mouro, 2017). Esto permite evaluar no sélo el rol
del agua en las transformaciones fisicoguimicas, sino las modificaciones de las distintas
poblaciones de protones como consecuencia de esas transformaciones (Chen y col., 2017; Lin
y col., 2006).

Se puede analizar la relajacion después de un solo pulso de radiofrecuencia, lo que se
Ilama decaimiento libre de la induccion (FID), pero esto solo permite evaluar el proceso de los
protones de los solidos y aquellos del agua que interactta fuertemente con los sélidos, que son
aquellos de contenido acuoso por debajo del limite de hidrataciéon o “monocapa”. Para poder
evaluar las distintas poblaciones de protones de mayor movilidad se requiere evitar los efectos

de las inhomogeneidades del campo magnético, ya que estos se magnifican a tiempos
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superiores al orden de los microsegundos. Para ello se han establecido secuencias de pulsos, y
mediante ecos de espin se pueden analizar aspectos de las interacciones de los sélidos con el
agua y las correspondientes modificaciones tecnoldgicas (Seccién 3.1.13).

A partir de estos resultados se logra profundizar en el conocimiento de las cinéticas de
los procesos y los cambios conformacionales de los componentes para establecer estrategias

de procesamiento y almacenamiento adaptadas a las necesidades de cada sistema alimentario.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

e Analizar las relaciones entre la composicion de las mezclas de harinas, las

transformaciones sufridas por los componentes principales durante los procesos de

extrusion y coccion-laminacion-tostado y las caracteristicas fisicoquimicas de los
productos obtenidos, su calidad final y estabilidad durante el almacenamiento.
Establecer asociaciones entre las propiedades supramoleculares de los productos finales y

las caracteristicas microestructurales, interacciones intramoleculares y disposicion

tridimensional de los componentes luego del procesamiento.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar la potencialidad del uso de harinas de mijo, sorgo, quinoa y alpiste en
formulaciones alimentarias destinadas al consumo humano.

Desarrollar productos alimentarios a base de maiz con la incorporacion de harinas de
cereales y pseudocereales mediante procesos de extrusion y coccion-laminacion-
tostado.

Caracterizar las propiedades fisicas, quimicas, mecanicas, microestructurales y
térmicas de los productos alimentarios obtenidos.

Establecer relaciones entre la composicion de las formulaciones y las caracteristicas
finales de los productos.

Analizar los efectos de los procesos de elaboracion sobre los componentes principales
de las formulaciones alimentarias.

Monitorear los cambios principales que ocurren durante el procesamiento y

almacenamiento de los alimentos desarrollados.
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3. Materiales y métodos

3.1 Sistemas extrudidos

3.1.1 Obtencién de materias primas y preparacién de mezclas de harinas

Se prepararon harinas integrales a partir de granos enteros de maiz amarillo (Zea mays
L., cv. Prisma, de Sinaloa — México), mijo perlado (Pennisetum glaucum L. Leeke, cv. ICMV-
88903, de San Luis Potosi — México), sorgo colorado (Sorghum bicolor L. Moench, cv.
PIONEER 82G63, de Tamaulipas — México), quinoa (Chenopodium quinoa Willd, cv. ‘real’,
de Bolivia) y alpiste sin silice (Phalaris canariensis L., cv. CDC Maria, de Canada), los cuales
se adquirieron en un mercado local de la ciudad de México. Los granos se molieron en un
molinillo industrial (Veyco, modelo mpv 150, México) y luego se tamizaron a través de una

malla nimero 14, con un tamafio de apertura de 1,41 mm.

Se prepararon cinco sistemas de muestras a extruir, un control de 100 % harina de maiz
(M) y 4 mezclas con el agregado de 25 % de harinas integrales de mijo perlado (M-M), sorgo
colorado (M-S), quinoa (M-Q) y alpiste (M-A). Este porcentaje de sustitucion es el
habitualmente utilizado a nivel industrial en formulaciones alimentarias y también a nivel de
investigacion para evaluar los efectos de la sustitucion de ingredientes en las interacciones

entre componentes (Téllez-Morales y col., 2020; Cueto y col., 2018).

3.1.2 Extrusion: definicién de condiciones del proceso

Se utilizé un extrusor de simple tornillo (Brabender, modelo AEV 330, Alemania), con

una relacion de longitud/didametro (L/D) de 20:1 y una boquilla de salida de 4 mm de didmetro,
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con tres zonas de calentamiento (alimentacion, coccion y salida). Las primeras dos zonas del
extrusor se fijaron en 90 °C y 135 °C, respectivamente. Las condiciones de procesamiento
restantes se definieron utilizando GUnicamente el sistema control (M), donde se evaluaron las
siguientes variables: humedad inicial de las muestras (24 — 28 %, base humeda), temperatura
de zona de salida del extrusor (125 — 135 °C) y velocidad de rotacion del tornillo (140 — 160
rpm). Los rangos de evaluacion de las variables de procesamiento fueron considerados teniendo
en cuenta las recomendaciones de uso del fabricante del equipo y también las caracteristicas
visuales y texturales generales de los productos. Para la definicién de la combinacién de
variables de procesamiento se consideraron propiedades fisicas del producto, tales como el
grado de expansion, humedad final, color, densidad aparente e indices de solubilidad y
absorcion de agua, que son evaluaciones habituales de este tipo de productos (Saldanha do
Carmo y col., 2019; Kasprzak y col., 2013). La combinacion que condujo a los mejores
resultados (maxima expansion, minima densidad aparente, parametros de color en rango con
otros snacks, mayores indices de absorcion, minimos indices de solubilidad en agua y bajos
valores de humedad finales) fue: 28 % de humedad inicial (base himeda), 135 °C como
temperatura de la zona de salida del extrusor y velocidad de rotacion de tornillo de 160 rpm.
Por lo tanto, se utilizaron estos parametros para la preparacion de todos los sistemas evaluados.
Luego de la extrusion, todas las muestras se dejaron enfriar por 12 horas, se guardaron en
envases de polietileno de baja densidad y se almacenaron a 25 °C en la oscuridad hasta realizar

analisis posteriores.
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3.1.3 Composicion proximal de materias primas y productos finales

Para evaluar los efectos de la extrusion sobre la composicion proximal, ésta se determind
antes y después del procesamiento. Para ello, los extrudidos fueron previamente molidos en un

molinillo de impacto (IKA, modelo M 20, China) durante un minuto.

Las determinaciones de humedad, proteinas, lipidos, fibra dietaria y cenizas se realizaron
siguiendo métodos oficiales de la AOAC (métodos 930.15, 920.87, 945.38, 985.29 y 923.03,
respectivamente) (AOAC, 2005) y el contenido de carbohidratos se calcul6 por diferencia. Para
el célculo del contenido de proteinas por el método Kjeldahl se utiliz6 un factor de conversion
de 6,25. El contenido de fibra dietaria se analizO en muestras que fueron previamente

desgrasadas. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.1.4 Evaluacion de propiedades fisicas

3.1.4.1 Grado de expansion

El grado de expansion (GE) se define como la relacion entre el didmetro del extrudido y
el diametro de la boquilla del extrusor (4 mm, Seccion 3.1.2). Para cada sistema se realizaron
15 determinaciones usando un calibre con Vernier y se calculé el GE de acuerdo con la

siguiente ecuacion (Ecuacion 1):

Ecuacion 1- GE = Diametro de extrudido

Diametro de boquilla

3.1.4.2 Densidad aparente

La densidad aparente (DA) se define como la relacién entre la masa y el volumen del

extrudido (Beck y col., 2018). Se realizaron 10 determinaciones para cada sistema, fijando una
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longitud de 2 cm para cada muestra analizada, de acuerdo con la siguiente ecuacion (Ecuacion

2):
Ecuacion 2: DA (g/L) = 2e =< il >
Ve nxTxl

donde M,,V,,dyl son la masa, el volumen, diametro y longitud del extrudido,

respectivamente.

3.1.4.3 Indices de solubilidad y absorcion de agua (ISA e 1AA)

Para la determinacion de ISA e IAA se siguieron las indicaciones reportadas por Moisio
y col. (2015) y Jafari y col. (2017), con pequefias modificaciones. Brevemente, 1,25 gramos de
las muestras molidas se colocaron en tubos de 15 mL, se llenaron con agua destilada a 20 °Cy
se agitaron durante 5 minutos. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 3000 g durante 10
min. Los sobrenadantes se recogieron en recipientes de aluminio que se secaron en estufa a 105
°C, hasta peso constante. Cada sistema se analizo por triplicado. Los ISA e IAA se calcularon

de acuerdo con las siguientes ecuaciones (Ecuacion 3 y Ecuacion 4, respectivamente):

Peso de sobrenadante seco

Ecuacion 3:  ISA (%) = (

)x100

Peso de muestra seca

Peso de sedimento humedo

Ecuacion 4: 1AA (g/g) =

Peso de muestra seca
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3.1.5 Medicidn objetiva del color

El anélisis del color se realiz6 con un espectrocolorimetro triestimulo (Konica Minolta,
modelo CR-10, Japdn), con un iluminante estandar D65, observador de 10 grados y
componente especular incluida. Las muestras molidas (Seccion 3.1.3) se colocaron en una
cabina oscura a 25 °C y se obtuvieron los pardmetros en el espacio de color CIELAB (CIE,
2001) L*, a* y b*. L* esta asociado a la luminosidad y toma valores del 0 (negro) al 100
(blanco), mientras a* y b* son componentes cromaticas con valores entre -120 y +120
asociados al verde (-)/rojo (+) y azul (-)/amarillo (+), respectivamente. Las muestras molidas
se colocaron sobre la superficie oscura de la cabina, presentadas en forma de discos de 4 mm
de altura. Se realizaron dos lecturas por muestra con tres disparos por cada una. El colorimetro
se coloco a 90° de los sistemas. De esta manera se leyo la misma cantidad de muestra para cada
sistema y se homogenizaron los efectos del fondo. Este procedimiento se repitio tres veces para

cada formulacion.

3.1.6 Propiedades mecanicas

La dureza de los extrudidos se determind mediante un texturometro (Brookfield
Engineering Labs., modelo CT-3, Estados Unidos) equipado con una celda de carga de 50 kg.
Se realizd una prueba de corte utilizando una cuchilla Craft de 9 mm de espesor. La fuerza
umbral se establecié en 7 g. Todas las muestras analizadas tenian la misma longitud (2 cm) y
se colocaron en la misma posicién para que las mediciones fueran comparables entre los
distintos sistemas. La velocidad inicial de la sonda fue de 2 mm-s y una vez que la cuchilla
tomé contacto con la muestra, la velocidad se redujo a 0,5 mm-s™ hasta el corte total del

extrudido. La dureza (g) se definié como la fuerza maxima necesaria para cortar las muestras.
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Los resultados se analizaron mediante el software Brookfield Texture PRO CT V1.6. Se

realizaron 10 determinaciones para cada sistema y se informo el resultado promedio.

3.1.7 Evaluacion de parametros de forma y tamafio mediante analisis de imagenes

Mediante anélisis de imagenes (ADI) obtenidas mediante camara digital (Source
DFK23U274, Alemania) se evaluaron distintos pardmetros de forma y tamafio de los sistemas,
siguiendo el método reportado por Blasco y col. (2012). Las muestras, de un centimetro de
largo, se colocaron de manera perpendicular a la superficie en el interior de una cabina oscura,
a 15 cm de distancia de la camara digital. La cabina estaba iluminada con lamparas LED de
color blanco y la camara se ubicaba de manera perpendicular a las muestras. La escala utilizada
fue de 23.559 pixeles/mm, definida mediante calibracion previa del software, y las imagenes
tuvieron una resolucion de 3264 x 2448 pixeles. Las imagenes, en formato RGB, fueron
convertidas a escala de grises (8-bits) y analizadas mediante el software gratuito Image J

version 1.50f (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Las imagenes se transformaron a un formato binario

mediante un algoritmo propio del software para separar las muestras del fondo y poder ser
analizadas. Posteriormente se selecciond y cortd el borde de cada imagen binaria para
determinar area, perimetro, circularidad y didmetro de Feret. Este Gltimo se define como la
méaxima distancia entre dos puntos del borde de la muestra. Para cada sistema se analizaron

como minimo 50 muestras y se informan los resultados promedio.

3.1.8 Difraccion de rayos X (DRX)

Las muestras se trituraron utilizando un molino de impacto (Seccion 3.1.3) y luego un

mortero para obtener particulas finas. Posteriormente, se extendio una alicuota de cada sistema
51


http://rsbweb.nih.gov/ij/

en un soporte de vidrio y se apison6 con una espatula para asegurar una superficie uniforme y
plana y se cargo6 en el difractometro de rayos X Rigaku MiniFlex 600 (Rigaku, Japon). Se
observaron patrones de difraccion de rayos X a un voltaje de 40 kV y una corriente de 15 mA.
La radiacion dispersa se detecto en el rango angular de 2° - 60° (20), con una velocidad de
escaneo de 2° (20) mint. Los resultados se analizaron utilizando el software MiniFlex

Guidance.

3.1.9 Microscopia de barrido electrénico (SEM)

Para el analisis de la microestructura las muestras extrudidas se cortaron
transversalmente con una cuchilla filosa, generando discos de 2-3 mm de espesor, que se
pegaron sobre portaobjetos. Se obtuvieron imagenes mediante un microscopio de barrido
electronico de emision de campo (FEI Quanta 3D FEG Dual Beam (SEM/FIB), FEI Company,

Estados Unidos), operando con un haz de electrones de 3 kV.

3.1.10 Microscopia de barrido laser confocal (CLSM)

La microscopia de barrido laser confocal permite obtener imagenes de diferentes
componentes de una muestra utilizando fluorocromos especificos para su tincion. Esta técnica
se utilizd para evaluar las interacciones de los componentes y sus distribuciones en las
diferentes mezclas después del procesamiento termo-mecanico. Para ello, se cortaron los
extrudidos transversalmente utilizando un cuchillo afilado y se observaron utilizando un
microscopio de barrido laser confocal 710 NLO (Carl Zeiss, Alemania), con un objetivo EC

Plan-Neofluar 10x/0.3. Dado que todas las muestras mostraron autofluorescencia, se aplicé una
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solucién de heparina (1000 Ul) durante 10 min para contrarrestar este efecto y el exceso se

lavé con agua destilada.

Se agregaron tres fluorocromos diferentes para la observaciéon de la distribucion de
carbohidratos, lipidos y proteinas entre las muestras, siguiendo la metodologia reportada por
Moisio y col. (2015). En primer lugar, se afiadi6 una solucién de 5-isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (0,1 % m/v en etanol al 70 %) para tefiir las proteinas. Después de 10 minutos en la
oscuridad, el exceso se lavo con agua destilada. Luego, para la tincion de carbohidratos, se
afiadio una solucion de rodamina (0,01 % m/v en etanol al 70 %) y después de 10 minutos en
la oscuridad, se lavo el exceso con agua destilada. Finalmente, se afiadio una solucion de Rojo
Nilo (0,5 % m/v en etanol al 70 %) para tefiir los lipidos y después de 5 minutos en la oscuridad
se lavo el exceso con agua destilada. Luego, las muestras se pegaron a portaobjetos y se
observaron simultdneamente utilizando longitudes de onda de excitacion de 488 nm (para
FITC), 561 nm (para rodamina) y 633 nm (para rojo Nilo). Todas las muestras se analizaron

por triplicado y las imagenes se adquirieron con una resolucion de 1025 x 1025 pixeles.

3.1.11 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Durante la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), la muestra se expone a
un haz de rayos X de cierta energia y aquellos electrones con energia de enlace menor a la que
estan siendo expuestos, son expulsados del atomo. Su energia cinética serd aproximadamente
igual a la diferencia entre la energia del fotdn y la energia de enlace. Dado que la energia de
enlace es caracteristica del atomo del que se expulsa, es posible identificar los elementos
presentes en la muestra (Faldt y col., 1993). Asi, se identificaron y cuantificaron C, Oy N en

la superficie externa, seccién media y centro de las diferentes mezclas después de la extrusion.
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Este se realizd mediante con un espectrometro K-alpha (Thermo Scientific, Reino Unido)
siguiendo el método descrito por Porras-Saavedra y col. (2015). Brevemente, las muestras
cortadas transversalmente se colocaron en un portamuestras y se mantuvieron en una camara
de ultra alto vacio durante 24 h. Luego, las muestras se midieron usando una fuente
monocromatica de rayos X Al K-alfa y un punto de rayos X de 400 um y los espectros se

analizaron usando el software Thermo Scientific Avantage (version 5.9).

3.1.12 Determinacion de propiedades térmicas mediante calorimetria diferencial de

barrido (DSC)

Las diferentes propiedades térmicas y parametros asociados de los sistemas
(gelatinizacion de almiddn, temperatura de transicion vitrea, T, y relajaciones entalpicas) se
determinaron en un calorimetro diferencial de barrido (Mettler Toledo, modelo 822, Suiza)
equipado con un sistema de enfriamiento con nitrégeno liquido a una presion en el tanque de
150 kPa. Una corriente continua de nitrégeno gaseoso de 200 mL/min, medido con un
caudalimetro (Bruno Shillig, Argentina), fue utilizada para evitar la condensacion de agua
sobre las capsulas y sobre el sensor. Los termogramas obtenidos se analizaron con el software

STARe version 6.1.

Se pesaron aproximadamente 20 mg de muestra, que se colocaron en capsulas de
aluminio de 40 pL de capacidad y se sellaron herméticamente. El equipo se calibré previamente
con indio y zinc (puntos de fusion de 156,6 °C y 419,6 °C, respectivamente) y una capsula
vacia fue utilizada como referencia en todas las determinaciones. Los rangos de temperaturas
de las determinaciones se ajustaron para cada experimento segun las transiciones a evaluar. El

rango maximo utilizado fue desde los -100 °C a los 120 °C, a una velocidad de calentamiento
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de 10°C/min. Para asegurar la correcta visualizacion de las transiciones térmicas, se establecio
un margen de temperatura inferior y superior de aproximadamente 30 °C para evitar cualquier
distorsion provocada por el calentamiento/enfriamiento. En los sistemas con elevados
contenidos de agua, la temperatura méaxima de calentamiento no superd los 120 °C de forma
tal de evitar la ruptura de la capsula provocada por el aumento de la presion de vapor. En todos

los casos se realizaron mediciones por duplicado y se informa el resultado promedio.

Particularmente, para la evaluacion de la gelatinizacion completa del almidén se
colocaron las muestras molidas en exceso de agua (relacion 3:1) y las determinaciones se
realizaron en el rango -30 °C a 120 °C. La gelatinizacion completa del almidén se confirma
tras la ausencia de transiciones térmicas en el rango de 55 °C — 70 °C, que es el habitual para
los almidones de cereales y pseudocereales en estudio (Farroni y Buera, 2014; Suma 'y Urooj,

2015; Jafari y col., 2017; Irani y col., 2017; Gerrano y col., 2014).

Por otro lado, durante el analisis de la temperatura de transicion vitrea (Tg), las
relajaciones entalpicas asociadas y su relacion con el contenido de agua, las muestras se
equilibraron a diferentes humedades relativas (Seccion 3.4). Una vez equilibradas, se colocaron
en las capsulas de aluminio y se llevaron a cabo las determinaciones, ajustando los rangos de
temperatura en cada caso segun el contenido acuoso del sistema. La T4 se establecié como la
temperatura de inicio de la discontinuidad en la curva de flujo térmico vs. temperatura, que
indica un cambio en la capacidad calorifica (Cp) de la muestra. Para describir los efectos del
agua sobre la Tg, se modelaron los resultados siguiendo la ecuacion de Gordon y Taylor

(Gordon y Taylor, 1952) (Ecuacion 5):

Wi Tg1 +kW Ty,

Ecuacion 5: T, =
Wy +kW,

55



donde Tg1 Y Tg2 son las temperaturas de inicio de la transicion vitrea de la porcion amorfa y el
agua (-135 °C), respectivamente, W1 y W- es la fraccion en masa de la porcion sélida y el agua,

respectivamente, y k es una constante asociada al efecto del agua sobre la Tg.

3.1.13 Movilidad molecular por resonancia magnética nuclear (*H-RMN)

La movilidad molecular del agua y los sélidos se evalué mediante resonancia magnética
nuclear de protones resuelta en el tiempo (*H-RMN) con un equipo Bruker minispec mq 20
(Alemania), con un campo de 0,47 T y operando a 20 MHz a una temperatura constante de 40
°C. La movilidad de protones se analizo por medicion de los tiempos de relajacion espin-espin
(T2) de muestras equilibradas a diferentes valores de humedad relativa (Seccion 3.4) y en el
rango de temperatura de 10 °C a 80 °C, con mediciones cada 10 °C. Para ello las muestras se
colocaron en tubos de vidrio de 10 mm de diametro hasta una altura de 5 cm, se comprimieron
para evitar la presencia de aire y finalmente los tubos se taparon y sellaron para evitar cambios
en los valores de humedad relativa o la salida de vapor de agua durante el calentamiento. El
calentamiento se llevd a cabo en un bafio térmico (Haake, modelo Phoenix Il C35P, Thermo

Electron Corporation, Alemania).

Se evaluaron los tiempos de relajacion T2 mediante tres secuencias de pulsos diferentes,
de forma tal de analizar los protones de distintas movilidades en todo el rango de temperatura
y humedad relativa de las muestras. Para medir los tiempos de relajacion mas cortos (unos
pocos microsegundos), los cuales estan relacionados con los solidos de la matriz y las
poblaciones de agua que tienen fuertes interacciones con los solidos, se analizé el decaimiento
libre de la induccion FID (free induction decay en inglés). EI FID consiste en realizar las

mediciones luego de un solo pulso de 90°. Se adquirieron 250 puntos de datos en un periodo
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de 0,5 ms y se registraron suficientes puntos de manera que la linea de base fuera cero. El T

se determind por el envolvente del decaimiento de la sefial.

El decaimiento libre de la induccidn es afectado por las inhomogeneidades en el campo
magnético. Esto es, los nlcleos en un sector de la muestra experimentan un campo levemente
diferente que los de otro sector. El T> medido en estas condiciones se conoce como T aparente.
Sin embargo, cuando los tiempos de relajacion son del orden de los microsegundos, el T»
aparente es muy cercano al T intrinseco (Fullerton y Cameron, 1988). Cuando los tiempos de
relajacion son mas largos, la difusion hace que los nicleos se muevan de una parte a otra del
campo magnético durante la medicion. En estos casos las inhomogeneidades del campo afectan
la amplitud de la sefial observada. Para abordar este problema se han desarrollado técnicas que
utilizan secuencias de pulsos de 180° para reenfocar la magnetizacion y poder medir el
decaimiento con mayor precision. Para el rango de T entre microsegundos y milisegundos se
utilizo la secuencia de eco de espin de Hahn (Hahn, 1950) que consiste en un pulso de 90° y
uno de 180° separados por intervalos crecientes (90°-1-180°) con un intervalo de tiempo entre
impulsos (1) de 0,001 a 4 ms y se adquirieron 40 puntos de datos. Finalmente, para medir los
tiempos de relajacion desde 0,5 milisegundos y mas, se utilizo la secuencia de pulsos Carr-
Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) (Ruan y Chen, 1998). Esta secuencia consiste en un pulso de
90° seguido de una serie de pulsos de 180° en el tiempo 1, 37, 51, etc. para reenfocar la sefial,
de la cual se obtienen ecos en los tiempos 21, 41, 61, etc. Esta secuencia esta asociada a
poblaciones de agua que presentan interacciones débiles con sélidos de matriz. Los ajustes de
CPMG fueron: separacion de pulsos de 0,04 ms para adquirir 256 puntos de datos con 3 ecos
ficticios (o dummy shots). Para todas las secuencias, la longitud del pulso de 90° y 180° fue
2,74 y 5,12 ps, respectivamente, se utilizaron 3 s como retardo de ciclo y se utilizaron 4 scans

para mejorar la relacion sefial-ruido.
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Las sefiales de H-RMN fueron ajustadas a modelos de comportamiento mono-
exponencial (Ecuacion 6) o bi-exponencial (Ecuacion 7), segun los mejores resultados de

ajuste:

-t

Ecuaciéon 6: [ = AeTz

-t -t
Ecuacion 7: I = Ale(Tn) + Aze(Tzz)
donde | es la intensidad de la sefial al tiempo t, T es tiempo de relajacion de los protones y A
es proporcional al nimero de protones asociados a la sefial, T»1 es el tiempo de relajacion de
los protones correspondientes a la fraccion de menor movilidad, A; es proporcional al nimero
de protones asociados a los tiempos Ta1, T22 es el tiempo de relajacion de los protones

correspondientes a la fraccion de mayor movilidad y Az es proporcional al nimero de protones

asociados a los tiempos T2».

Todas las determinaciones se hicieron por triplicado y los resultados promedio de las
secuencias de FID y eco de espin de Hahn se graficaron usando el software GraphPad Prism
version 6. Ademas, los valores de T» de FID se graficaron vs. el contenido de agua de las
muestras para analizar la movilidad molecular de la matriz y su asociacion con la temperatura
de transicion vitrea (Farroni y col., 2008). Por otro lado, los tiempos de relajacion de las
secuencias de eco de espin de Hahn y CPMG también se procesaron con el software UpenWin
(Alma Mater Studiorum, Bolonia, Italia), que convierte estas sefiales con una transformacion
de Laplace inversa para obtener la distribucion de las poblaciones de protones, que se
graficaron en una escala logaritmica utilizando el software OriginPro version 2017 (OriginLab

Corporation, Estados Unidos).
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3.2 Productos laminados

3.2.1 Optimizacién del proceso mediante Metodologia de Superficie de Respuesta

(MSR)

Las diferentes condiciones de procesamiento para la elaboracion de los shacks o
bocaditos se analizaron mediante un disefio de Box-Behnken (DBB), considerando Gnicamente
la utilizacion de harina de maiz. Las variables independientes analizadas (Xi), con sus
respectivos niveles, fueron: adicion de agua (g/15 g de harina) (6 — 12 g), tiempo de tostado (7
—12 min) y temperatura de tostado (200 — 270 °C). Los rangos considerados para cada variable
independiente fueron definidos de acuerdo con evaluaciones previas en los cuales se
consideraron el grado de coccidn (gelatinizacion de almiddn), color y aspecto general de los
productos. Ademas, estos valores se encuentran en el mismo rango que los utilizados en
condiciones domeésticas o industriales para la elaboracion de productos similares (Giovanelli y
Cappa, 2021; Gokmen, Cetinkaya Acar, Koksel, y Acar, 2007). Las variables dependientes o
respuesta (Yi) evaluadas en el DBB fueron: contenido de agua final (%, base seca (b.s.)),
parametros de color CIELAB (L*, a* y b*) y contenido de 5-hidroximetil-2-furfural (HMF)
(ppm). Las diferentes combinaciones de las variables y sus respectivas codificaciones de

niveles del DBB se encuentran en la Tabla 12.

Para calcular los valores predichos de las variables respuesta se aplico un modelo

polindmico de segundo orden (Ecuacion 8):

Ecuacion 8: Y = by + Xi_; biX; + X1 buX? + X7, X341 bijXi X;
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donde Y es la variable respuesta o dependiente, bo es el término independiente, bi, bii y bj; es el
término lineal, cuadratico y de interaccion, respectivamente, y X; y Xj son las variables

independientes.

Las condiciones experimentales de las variables dependientes fueron evaluadas
mediante andlisis de varianza (ANOVA), analisis de regresion y de las figuras resultantes de
las combinaciones (MSR). Todos los resultados, graficos y coeficientes resultantes fueron

analizados mediante el software Design-Expert® (version 11) y el valor-F, respectivamente.

3.2.1.1 Preparacion de muestras

Los productos laminados se prepararon utilizando grits de maiz (Zea mays L.) variedad
Flint, que fueron provistos por una empresa local (Buenos Aires, Argentina). Para la obtencion
de harina de maiz, los grits se molieron con un molinillo de Butt (Molab-2, Decalab S.R.L,
Argentina) que se tamizaron a traves de una malla numero 14, con un tamafio de apertura de

1,41 mm.

Los snacks se prepararon en condiciones similares a las utilizadas normalmente a nivel
industrial, siguiendo las indicaciones reportadas por Cueto y col. (2017), con algunas
modificaciones. Brevemente, se tomaron 15 g de harina de maiz que se colocaron en una placa
de Petri, a la cual se le agregaron cantidades variables de agua, segun el disefio experimental
(Seccion 3.2.1). Posteriormente se cocinaron en una olla a vapor durante 1 hora. Las muestras
cocidas se desmoldaron y colocaron sobre papel aluminio, donde se enfriaron durante 5 min.
A continuacion, las muestras se laminaron usando una sobadora manual semi industrial de
rodillos giratorios (RD, modelo S-300-M, Argentina), con una separacion entre rodillos de 2

mm. Finalmente, las muestras laminadas se tostaron en un horno convectivo (A.E.W Imperial

60



Works, Inglaterra) utilizando flujo de aire forzado, a tiempos y temperaturas variables, segun
el disefio experimental (Seccion 3.2.1). EI mismo lote de grits se utiliz6 en todos los casos para

evitar variaciones dadas por la materia prima.

3.2.1.2 Evaluacion del color mediante analisis de imagenes

El color de los snacks se evalué mediante analisis de imagenes, siguiendo la
metodologia reportada por Cueto y col. (2017) y Agudelo-Laverde y col. (2013). Se utiliz6 un
sistema de vision computarizado (SVC) compuesto de una caja gris estandar de luminosidad
50 en escala de Munsell, un iluminante D65 ubicado en la parte superior, que es el mas cercano
para la representacion de la luz diurna, y una camara digital (EOS 40D, Canon Inc., Estados
Unidos) controlada a través del software de captura remota EOS utility (Canon Inc., Estados
Unidos). Las muestras se colocaron en el interior de la caja y la camara se dispuso en angulo
de 45° con el plano de la muestra, a una distancia de 40 cm. Las fotografias se tomaron
utilizando los siguientes parametros: velocidad de obturacion 1/8 segundos (sin zoom, ni flash),
modo macro enfocado, apertura de f = 6,3 y sensibilidad ISO 100. Las imagenes tuvieron una
resolucion de 3888 x 2592 pixeles y se analizaron con el software Adobe Photoshop CS6
(Adobe Systems Inc., Estados Unidos) para convertirlas en escala Lab. Finalmente, los valores
Lab de cada muestra se convirtieron a los parametros estandar del espacio de color CIELAB
(L*, a* y b*) (Seccion 3.1.5) mediante férmulas matematicas (Ecuacion 9, Ecuacion 10 y

Ecuacion 11), descritas por Yam y Papadakis (2004):

Ecuacion 9: L* = — x 100
255

240a
255

Ecuaciéon 10: a* = 120
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240b

Ecuaciéon 11: b* = —120
255

La diferencia de color en el espacio CIELAB (4Eav*) se calculd a partir de la siguiente

ecuacion (Ecuacion 12):

Ecuacion 12: AE,, x = /(AL )2 + (Aa*)% + (Ab*)?

donde AL, A4a * y Ab* son las diferencias entre los valores medidos de L*, a* y b* de cada
muestra y los correspondientes a los grits crudos (Lg* = 64, ag* = 19, bg* = 65), tomados como

referencia.

3.2.1.3 Determinacion del contenido de agua

Los shacks se molieron con un molinillo Butt (Seccion 3.2.1.1) y 1 g de cada muestra
se calento en estufa a 105 °C durante 24 h, hasta peso constante (método 930.15, AOAC, 2005).

El contenido de agua (%, b.s.) se determind por triplicado, mediante diferencia de peso.

3.2.1.4 Contenido de hidroximetilfurfural (HMF) por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC)

Para la extraccion de HMF, los snacks se trataron siguiendo el método propuesto por
Ameur y col. (2006). Brevemente, se suspendi6 1 g de las muestras molidas en 10 mL de agua
mili-Q y se le afiadieron 2,5 mL de solucién de acido tricloroacético al 40 % (m/v). Después

de agitar durante 5 min, la mezcla se ajustd a un volumen final de 25 mL con agua mili-Q y se
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centrifugd a 5000 rpm durante 5 min a 25 °C. Se tom6 una alicuota de 200 pL que se filtré a

través de un filtro de nylon de 0,45 um (Waters, Estados Unidos).

Para la cuantificacion de HMF se utilizdé un sistema Alliance HPLC equipado con
detector de arreglo de diodos (DAD) Waters 2995 (Waters, Estados Unidos). Para la separacion
de compuestos se usé una columna Waters X-Bridge Cig de 2,1 mm x 100 mm con un didmetro
de particula de 3,5 um operando a 25 °C. La fase mdvil consistié en una solucién de
acetonitrilo-agua 5:95 (v/v) con un gradiente lineal de 20 min y un caudal de 0,1 mL-min
(Favre y col., 2020). EI volumen de inyeccion fue de 10 pL. La absorbancia se monitoreé a
284 nm y en estas condiciones el HMF presentd un tiempo de retencion de 7,4 min (Cueto y
col., 2017). La curva de calibracion se obtuvo a partir de soluciones de HMF en el rango 0,02

— 23 ppm (Figura 8).
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Figura 8: Curva de calibracion del contenido de hidroximetilfurfural (HMF), utilizando
soluciones estandar en el rango 0,02 — 23 ppm. Las barras indican las desviaciones estandar de
los valores informados.
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3.2.1.5 Optimizacion y verificacion del modelo

La funcion de deseabilidad D (Ecuacion 13) se utilizd para optimizar maltiples
respuestas de forma tal de obtener la combinacion de las variables independientes que llevaron

a los niveles de compromiso de las respuestas evaluadas (Derringer y Suich, 1980):

Ecuacion 13: D = (d,(Yy) - d,(Y,) ---di(Yi))%

donde di(Yi) son los valores normalizados (de 0 a 1) de cada respuesta estudiada. Los criterios
aplicados para la optimizacién fueron: minimizar la formacion de HMF para reducir el dafio
térmico, lograr un bajo contenido de agua final para asegurar la estabilidad de almacenamiento
(3—8%, b.s.), pero manteniendo las caracteristicas de color adecuadas: valores de L* entre 45
— 55, de a* entre 10 — 30 y de b* entre 35 — 50 (Cueto y col., 2017; Farroni y Buera, 2012;
Sumithra y Battacharya, 2008). El recurso de optimizacion numérica del software Design-
Expert® (versién 11) proporciond un punto de combinacién donde D se maximiza. Para
verificar la adecuacion del modelo para predecir los valores de las respuestas en el punto de
combinacion proporcionado para el D maximo, se prepararon los snacks en las condiciones
dadas por el modelo. Se midieron los valores de las variables de respuesta y luego se
compararon con los valores predichos. La adecuacion del modelo se evalu6 mediante el

coeficiente de variacion (CV), de la siguiente manera (Ecuacién 14):

Ecuaciéon 14: CV = i—x x 100

p

donde AX indica la diferencia entre los valores observados y los predichos y X, es el valor

promedio de la respuesta.
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3.2.2 Preparacion de mezclas

De manera similar a los sistemas extrudidos, se evaluaron los efectos de la
incorporacion de 25 % de mijo perlado (Pennisetum glaucum L.), sorgo (Sorghum bicolor),
quinoa (Chenopodium quinoa Willd, cv. ‘real’) y alpiste sin silice (Phalaris canariensis L.)
que se adquirieron en forma de harina o grano (segin disponibilidad y forma de
comercializacion) en un mercado local de la ciudad de Buenos Aires. En el caso de que se
tratara de granos, las harinas integrales de estos cereales se obtuvieron moliendo en un
molinillo de Butt (Seccién 3.2.1.1) y luego tamizando a través de una malla nimero 14, con un
tamafo de apertura de 1,41 mm. Las harinas integrales se mezclaron con la harina de maiz y
se elaboraron los snacks en las condiciones Optimas definidas por el disefio experimental
(Seccion 3.2.1) obteniéndose los 5 sistemas de estudio: control (M), maiz + mijo (M-M), maiz

+ sorgo (M-S), maiz + quinoa (M-Q) y maiz + alpiste (M-A).

3.2.3 Pruebas de almacenamiento

Con el fin de evaluar cambios en las propiedades fisicas y quimicas de los sistemas
laminados en el tiempo, se elaboraron lotes de las diferentes mezclas que fueron almacenados
a 25 °C durante 2, 4 y 6 meses en envases de polietileno de baja densidad cerrados. Estos se
compararon con lotes recién preparados (tiempo 0 — T0) que se utilizaron como control. Al
mismo tiempo, para evaluar los cambios generados durante el proceso, también se analizaron
las mezclas de harinas crudas. De esta manera se logra evaluar en simultaneo los efectos que
tienen tanto el proceso de obtencién de los snacks como el tiempo de almacenamiento sobre

caracteristicas fisicoguimicas de estabilidad y calidad de interés.
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3.2.3.1 Cambios de color

Como parte de las evaluaciones fisicoquimicas de los sistemas, se evalu6 el cambio de
color en coordenadas CIELAB generado por el procesamiento y el tiempo de almacenamiento
mediante analisis de imagenes, siguiendo la metodologia detallada en la Seccion 3.2.1.2. Es
importante aclarar que el color de las mezclas crudas se analizé directamente mediante
fotocolorimetro Konica Minolta, modelo CM-700d (Konica Minolta Inc., Tokio, Japén) de

igual manera a lo detallado en la Seccién 3.1.5.

3.2.3.2 Actividad antioxidante
3.2.3.2.1 Obtencion de extractos para evaluacion de contenido de polifenoles y actividad

antioxidante

La preparacion de los extractos de los diferentes sistemas se realizO mediante
adaptacion de la metodologia reportada por Félix-Medina y col. (2021). Brevemente, se tomo
1 g de muestra molida, a la cual se le agregaron 10 mL de etanol 80 % (v/v). La mezcla se agito
durante 30 minutos a 350 rpm, seguido de centrifugacion a 5000 rpm a5 °C durante 10 minutos.
Este proceso se repitio sobre el mismo gramo de muestra inicial en todos los casos. Luego de
la segunda extraccion, ambos sobrenadantes se juntaron, obteniéndose un volumen final de 20

mL de extracto en cada caso.

La actividad antioxidante de los sistemas crudos y almacenados a distintos tiempos se
evalué mediante cuantificacion de compuestos polifenolicos totales (CPT) por método de
Folin-Ciocalteau, método de captura de radicales por el reactivo de DPPHe (2,2-difenil-2-
picrilhidracilo) y método FRAP de evaluacion de poder reductor. Todas las determinaciones

se realizaron mediante espectrofotdmetro UV-Vis Jasco, modelo V-630.
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3.2.3.2.2 Cuantificacion de compuestos polifendlicos totales (CPT) por método de Folin-

Ciocalteau

Para la cuantificacion se tomaron 50 pL de extracto previamente obtenido segun lo
indicado en Seccién 3.2.3.2.1, al cual se le agregaron 800 pL de agua, 125 pL de reactivo de
Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y 125 pL de solucion de carbonato de sodio
al 20 %. El sistema se incub6 durante 30 minutos en la oscuridad a 40 °C y posteriormente se
evalu6 la absorbancia a 765 nm. Se construy6 una curva de calibracién utilizando soluciones

estandar de &cido galico (AG) y se expreso el resultado en mg de AG/g de muestra (Figura 9).
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Figura 9: Curva de calibracion del contenido de compuestos polifendlicos totales (CPT)
mediante método de Folin-Ciocalteau, utilizando soluciones estandar de acido galico (AG).
Las barras indican las desviaciones estandar de los valores informados.
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3.2.3.2.3 Meétodo de captura de radicales por el reactivo de DPPHe

Se tomaron 50 pL de extracto obtenido segln Seccion 3.2.3.2.1 que se mezclaron con 950
ML de una solucion etandlica recién preparada de radical DPPHe (2,2-difenil-2-picrilhidracilo)
con una absorbancia a 517 nm igual o cercana a 1, que se mantuvo en oscuridad durante 30
minutos a temperatura ambiente (Chaillou y Nazareno, 2006). Transcurrido el tiempo, se midio
la absorbancia de la mezcla a 517 nm y el porcentaje de inhibicion, asociado a la actividad

antioxidante de la muestra, se calculd de la siguiente manera (Ecuacion 15):

Ecuacion 15: %I = 100 x [ _ ‘:ﬂ]
0

donde %] es el porcentaje de inhibicion del radical DPPHe, Ao es la absorbancia a 517 nm del
sistema luego de los 30 minutos y Ao es la absorbancia inicial a 517 nm de la solucion etandlica
de DPPHe. A partir de una curva de calibracion con soluciones estaindar de AG se expresaron

los resultados en mg de AG/g de muestra (Figura 10).
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Figura 10: Curva de calibracion del porcentaje de degradacion del radical DPPHe, en
asociacion a la actividad antirradicalaria, utilizando soluciones estandar de acido galico (AG).
Las barras indican las desviaciones estandar de los valores informados.

3.2.3.2.4 Método FRAP de evaluacion de poder reductor

Para la evaluacion del poder reductor se tomaron 60 UL de extracto obtenido segun
Seccion 3.2.3.2.1 y se agregaron 840 uL de reactivo FRAP recién preparado (Benzie y Strain,
1996). El reactivo FRAP se prepara de la siguiente manera: 2,5 mL de una solucién 10 mM de
TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) disuelto en HCI 40 mM
(Biopack, Argentina) se mezclan con 2,5 mL de una solucién 20 mM de FeCls-6H20 (cloruro
férrico hexahidratado) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y 25 mL de un buffer acetato
(Biopack, Argentina) de 300 mM (pH 3.6). La muestra y el reactivo FRAP se dejan incubar a

temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriores a los cuales se realiza la medicion de
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absorbancia a 595 nm. Con una curva de calibracion construida a partir de soluciones estandar

de AG, se expreso el resultado en mg de AG/g de muestra (Figura 11).
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Figura 11: Curva de calibracion del poder reductor, mediante técnica FRAP, utilizando
soluciones estandar de &cido galico (AG). Las barras indican las desviaciones estandar de los

valores informados.

3.2.3.3 Extraccion y evaluacion de carotenoides

La extraccion de carotenoides se realizo siguiendo indicaciones de Li y Beta (2012),
con algunas modificaciones. A un gramo de muestra molida se le adicionaron 12,5 mL de una
mezcla 1:1 (v/v) de etanol-acetona. Luego de 15 minutos de agitacion a 350 rpm, la mezcla se
centrifug6 a 5000 rpm, durante 15 miny a 5 °C. La extraccion se repitio sobre el mismo gramo

inicial de muestra y ambos sobrenadantes se unificaron.
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Con el objetivo de evaluar la presencia de carotenoides, asi como las modificaciones
debidas al procesamiento y almacenamiento de los sistemas, se realizd un registrd del espectro
de los extractos obtenidos de todos los sistemas en el rango 350-800 nm mediante
espectrofotometro UV-Vis (Jasco, modelo V-630, Estados Unidos). Todas las muestras se

analizaron por triplicado.

3.2.3.4 Determinacion de absorbancia a 294 y 420 nm

Con el fin de hacer estimaciones del desarrollo de la reacciéon de Maillard, de manera
complementaria a los cambios de color se determino espectrofotométricamente la absorbancia
a 294 y 420 nm, que corresponde a la regién donde absorben compuestos intermediarios y
finales de la reaccion, respectivamente (Farroni y Buera, 2012). Estos Gltimos repercuten en el
color de los sistemas. Para ello se tomo una alicuota de los extractos previamente obtenidos
(Seccion 3.2.3.2.1) y se evaluo la absorbancia a 294 y 420 nm. Cada sistema se analizo por

triplicado.

3.2.3.5 Cuantificacion de hidroperdxidos

Los hidroperdxidos se cuantificaron mediante el método colorimétrico de tiocianato
férrico, adaptado de Shantha y Decker (1994). Se realiz6 la extraccion de los hidroperéxidos
mediante el agregado de 9,8 mL de una solucion de cloroformo y metanol (7:3, v/v) a 0,1 g de
muestra molida, seguido de una agitacion en vortex durante 5 segundos. A la mezcla se le
agregaron 50 pL de tiocianato de amonio al 30 % (m/v) y se volvio a agitar en vortex por otros
5 segundos. Luego se afiadieron 50 pL de una solucién de cloruro ferroso obtenida por la

mezcla 1:1 (v/v) de sulfato ferroso (0,5 g en 50 mL de agua) y cloruro de bario (0,4 g en 50
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mL de agua). La mezcla final se agitd 5 segundos en vortex y se mantuvo en oscuridad durante
5 minutos. Finalmente, se midié la absorbancia a 500 nm. Para la cuantificacion de los
hidroperoxidos presentes en los sistemas se realizé una curva de calibracion con soluciones de

hidroperoxido de cumeno en el rango 0,02 — 0,4 mg/mL (Figura 12).
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Figura 12: Curva de calibracion de la concentracion de hidroperéxidos, utilizando soluciones
estandar de hidroperoxido de cumeno. Las barras indican las desviaciones estandar de los
valores informados.

A partir de los datos de la curva, se calcul6 la concentracion de hidroperdxidos (meq de

perdxido/kg muestra) segun la Ecuacién 16:

Axm
55,84xmg*2

Ecuacion 16: Hidroperoéxidos (meq/kg) =
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donde A es la absorbancia de la muestra a 500 nm, m es la pendiente de la curva de calibracion,
55,84 es el peso atomico del hierro, mo es la masa en gramos de la muestra y la division por 2

es necesaria para expresar los resultados en miliequivalentes de peroxido.

3.3 Medicidn de contenido y actividad de agua

El contenido de agua de los diferentes sistemas extrudidos y laminados se determin6
por secado a 105 °C en una estufa de circulacién forzada, hasta peso constante (método 930.15,
AOAC, 2005). Los resultados se expresaron como gramos de agua cada 100 gramos de materia
seca (%, b.s.). Por otro lado, la actividad de agua se determind mediante el punto de rocio
utilizando un equipo Aqualab Serie 3 (Decagon Devices, Washington, Estados Unidos). Todas
las determinaciones se realizaron por triplicado y se informa el promedio, junto con el desvio

estandar.

3.4 Modelado de isotermas de adsorcion de agua

Las muestras extrudidas y laminadas molidas se expusieron a diferentes humedades
relativas (17-98 % HR) usando soluciones saturadas de sales a 25 °C en recipientes cerrados
herméticamente, siguiendo el método isopiéstico (Greenspan, 1977). Los modelos matematicos
de D’arcy y Watt (GDW) (D’arcy y Watt, 1970) (Ecuacion 17) y Guggenheim, Anderson y de
Boer (GAB) (Van den Berg y Bruin, 1981) (Ecuacién 18) se utilizaron para describir la relacion

actividad de agua (aw) vs. contenido de agua:

Ecuacion 17: M, = (mKhr).(l_k(l_W)hr) (GDW)

1+Kh, 1-khy
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donde Me es el contenido de humedad en equilibrio (%, b.s.), m es el m&ximo valor de agua
limite de hidratacion, hy es la humedad relativa (HR/100), K y k son las constantes de adsorcion
de la primera y posteriores capas de sitios activos de los solidos, respectivamente, y w indica
la relacion de moléculas de agua adsorbidas en sitios primarios que se convierten en sitios

secundarios de adsorcion.

. . aw _ 1 2 (1/6)-1 2
Ecuacion 18: = (mOCK) + (1 C) a, + ( —_ k) a; (GAB)
donde m es el contenido de agua (%, b.s.), aw es la actividad de agua (HR/100), C es la constante
de Guggenheim y esta relacionada con el calor de sorcion del agua a la primera capa de sitios
activos del solido, k es un factor que corrige las propiedades de las moléculas de agua de la

multicapa respecto del agua libre y m, es el contenido de agua limite de hidratacion.

Las ecuaciones se ajustaron utilizando el software GraphPad Prism (version 6). Para
verificar el ajuste de los modelos se determinaron el coeficiente de determinacion (R?), la
desviacion porcentual relativa media (%DPRM, Ecuacion 19) y el porcentaje de la raiz del

error cuadratico medio (%RECM, Ecuacion 20):

Ecuacion 19: %DPRM = (i N M

. )*100

—h AN\2
Ecuacion 20: %RECM = <\/%Z’i"=1 (h‘h—?’”) >* 100

donde h; y hpi son los valores de humedad reales y predichos por el modelo, respectivamente,

y N es el nimero de observaciones. En aquellos casos donde R? sea mayor a 0,85, valores de
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%DPRM menores a 10 % y valores de %RECM cercanos a cero los ajustes son considerados

adecuados (Wani y Kumar, 2016).

3.5 Espectroscopia infrarroja y Raman con transformada de Fourier (FT-IR y FT-

Raman)
3.5.1 Sistemas extrudidos

Las muestras antes y después de la extrusion se analizaron mediante espectroscopias
FT-IR y FT-Raman para evaluar los efectos del proceso sobre las interacciones de los
componentes a nivel molecular. Las muestras extrudidas se molieron como se menciona en la
Seccidn 3.1.3. Los espectros FT-IR se obtuvieron con un médulo FT-IR IR?, equipado con un
detector de arseniuro de indio y galio (InGaAs) y un accesorio de reflectancia total atenuada
(ATR) con un cristal de diamante, acoplado a un espectrometro LabRAM HR800 (Horiba Jobin
Yvon, Japon). Las muestras se apisonaron con una espatula para asegurar una superficie
uniforme y plana y se registraron espectros en la region de 400-4000 cm™, con una resolucion
de 4 cm? y una acumulacién de 32 barridos por medicion. Los espectros se trabajaron con el
software LabSpec (Horiba Jobin Yvon, Japon), donde se les corrigio la linea de base, se

convirtieron a unidades de absorbancia y se normalizaron utilizando el software Spekwin 32,

Los espectros FT-Raman se adquirieron utilizando un espectrometro LabRAM HR800
(Horiba Jobin Yvon, Japdn), acoplado a un microscopio Olympus BX 41 con un objetivo de
50x y un detector de dispositivo acoplado refrigerado por Peltier con 56,7 mW de potencia de
salida. Los espectros se registraron utilizando una rejilla de 400 lineas:-mm™ y con un laser de
emision de 784.12 nm. La resolucion espectral fue de 2 cm™. Las mediciones se realizaron en

el rango de niimeros de onda de 100 cm™ a 3400 cm™, a temperatura ambiente. Los espectros
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se registraron aplicando un tiempo de exposicion de 3 s y escaneando cada muestra al menos
seis veces. Todos los espectros FT-Raman se suavizaron dos veces utilizando un polinomio de
segundo orden. Los espectros FT-IR y FT-Raman se graficaron usando el software GraphPad

Prism (version 6) para Windows (GraphPad Software, Estados Unidos).

3.5.2 Sistemas laminados

Con el fin de analizar cambios conformacionales o en las interacciones entre
componentes, se evaluaron en todos los sistemas los espectros infrarrojos con un equipo de
andlisis infrarrojo (Perkin Elmer Inc., modelo Spectrum 400, Estados Unidos) equipado con un
detector DTGS y un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) (PIKE Technologies Inc.,
Estados Unidos). Las muestras molidas se colocaron directamente sobre el cristal ATR
(diamante/ZnSe, con reflectancia a 45°) y se presionaron hasta alcanzar la intensidad de sefial
deseada. Los espectros se obtuvieron en la regién media, en el rango de 650 a 4000 cm™, con
una resolucion de 4 cm™ y una acumulacion de 64 espectros por muestra. En cada caso se
corrigio la linea de base, se convirtieron las sefiales a unidades de absorbancia y se normalizé
el espectro utilizando el software Spectrum (version 6.3) (Perkin Elmer, Estados Unidos).
Debido a la presencia del cristal de ATR, todos los espectros mostraron una regién ruidosa en
la region 1800-2500 cm™ que no fue considerada en los analisis. Todas las muestras se

analizaron por triplicado.

3.6 Andlisis estadistico

En todos los casos los analisis se realizaron al menos por triplicado y se informa el

resultado promedio y el desvio estandar. Se llevaron a cabo analisis estadisticos del tipo analisis
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de varianza (ANOVA) y test de comparacion de Tukey (valor-p < 0,05) para encontrar

diferencias significativas entre muestras y/o tratamientos.
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4. Resultados y discusion

4.1 Sistemas extrudidos

4.1.1 Composicion proximal

La Tabla 1 presenta los datos composicionales de humedad, contenido de carbohidratos,
proteinas, lipidos, fibra dietaria y cenizas de los sistemas de mezclas antes (A) y después (D)

del proceso de extrusion (%, base seca (b.s.)):
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Tabla 1: Composicién proximal (%, b.s.) de los sistemas antes (A) y después (D) de la extrusion*

Contenido de

Carbohidratos

Sistemna agua totales Pgotel’nas Igl’pidos Fib(r)a dietaria Coienizas
(% bs) (% bs) (%, b.s.) (%, b.s.) (%, b.s.) (%, b.s.)
A 109+0,1B 66,0 + 0,3 %A 9,5+0,128 6,5+0,128 59+0,1°8 1,17 £ 0,01 @A
v D 10,4%0,1°A 69,1 +0,1 98 9,0+0,13" 6,1 +0,1 94 4,2+0,1%” 1,15 + 0,02 @A
A 104+0,1%A 62,9 £0,2 °A 10,44 + 0,05 ©B 6,5+0,12%B 8,1+0,1%8 1,65 + 0,05 ©A
MM D 10,60 + 0,04 PeA 67,2+0,1°8 9,3+0,1°A 5,30 + 0,04 PA 5,88 + 0,01 ¢A 1,64 + 0,04 ¢A
A 11,0+0,1°B 65,9 + 0,2 ¢4 9,75+0,1 8 6,4 +0,12%B 5,78 + 0,02 PB 1,16 + 0,01 *A
M-S D 108+0,1°" 67,3+0,3°B 9,4 +0,15A 6,04 + 0,04 A 5,1 +0,1 A 1,28 +0,01 >
A 10,7+0,1°A 64,4 +0,1 A 10,83 £ 0,01 4B 7,2+0,1°8 5,41 +0,02 2B 1,47 +0,05 8
Ve D 11,65+0,019B 68,4 +0,1 B 9,7+0,1°A 4,74 0,05 A 4,12 0,05 A 1,31+0,01 A
A 10,5+0,032B 61,2 +0,1 %A 11,3+0,1 %8 6,99 + 0,02 °8 75+0,2°B 2,21 +0,04 %A
VA D 8,9+0,1%A 65,1 +0,3 2B 12,7 +0,1 %A 5,8+0,2 %A 5,3+0,15A 2,16 + 0,01 %A

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste. A = antes de extrusion; D = después de extrusion.

*Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar (n = 3). El contenido de agua en los sistemas crudos fue determinado previo al acondicionamiento para la
extrusion. Los valores acompafiados por diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas: las letras mindsculas indican diferencias entre formulaciones, tanto
en sistemas crudos como extrudidos, mientras que las letras mayusculas representan diferencias antes y después de la extrusién para cada formulacién (valor-p < 0,05).
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En la Tabla 1 se observa que el contenido de agua de los sistemas crudos estuvo en el
rango de 10,4-11 % (b.s.), previo al acondicionamiento a 28 % (base himeda) para la extrusion
(Seccion 3.1.2). Luego de la extrusion el contenido acuoso rondé entre los 8,9y 11,65 % (b.s.),
con diferencias significativas entre las formulaciones (Rolandelli y col., 2021; Rolandelli y
col., 2020). Por otro lado, y a pesar de que los valores de los componentes fueron bastante
similares en todas las formulaciones, se encontraron diferencias significativas entre los
sistemas luego de la extrusion, especialmente en el contenido de proteinas, lipidos y fibra
dietaria, y en particular para los sistemas que contenian harina de mijo (M-M), quinoa (M-Q)
y alpiste (M-A). Estas diferencias entre componentes se deben a modificaciones ocurridas
durante el proceso de extrusion, que condujeron a cambios en las reactividades durante las

diferentes pruebas analiticas de cuantificacion (Rolandelli y col., 2021).

Todas las mezclas de harina crudas presentaron mayor contenido de proteinas que el
control (M); en particular, las harinas de quinoa y alpiste aportaron los mayores niveles de
proteinas y lipidos entre las mezclas. La leve reduccion en los valores de proteinas después de
la extrusion puede atribuirse también a modificaciones ocurridas durante el proceso que
pudieron haber limitado la determinacion de nitrogeno por el método Kjeldahl, tales como
entrecruzamientos, formacion de puentes disulfuro o el desarrollo de la reaccion de Maillard
(Felix-Medina y col., 2020; Téllez-Morales y col., 2020; Jebalia y col., 2019; Ramos Diaz y
col., 2019). Sin embargo, se mantuvo el mayor contenido proteico en las mezclas extrudidas
respecto del control con 100 % de harina de maiz. Particularmente, el sistema M-A presentd

casi un 40 % mas de proteinas que el control luego de la extrusion.

Respecto a la fibra dietaria, los sistemas crudos que contenian mijo (M-M) y alpiste
(M-A) fueron los que presentaron los niveles mas altos. Luego de la extrusion, el sistema M-
M mantuvo los mayores niveles, seguido por M-A 'y M-S. La reduccion en los niveles de fibra
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dietaria de los extrudidos se debe a modificaciones producidas por el calentamiento en la
susceptibilidad de los sustratos a las enzimas usadas durante las determinaciones analiticas
(Félix-Medina y col., 2020). Por ejemplo, a medida que el almidén gelatiniza, su digestibilidad
aumenta y, por lo tanto, los niveles de fibra dietaria se reducen (Zhao y col., 2020; Téllez-

Morales y col., 2020).

En cuanto a los lipidos, los sistemas que contenian quinoa (M-Q) y alpiste (M-A)
presentaron los mayores niveles entre las mezclas crudas, mientras que luego de la extrusion,
los sistemas M-Q mostraron los menores niveles y el control (M) los valores méas altos de
lipidos. Esta leve reduccion luego de la extrusion puede explicarse por la formacion de
complejos con amilosa o al entrecruzamiento de los lipidos con otros componentes que ocurren
durante el procesamiento termo-mecéanico (Rolandelli y col., 2021; Rolandelli y col., 2020;
Cueto y col., 2018; Jafari y col., 2017), que los hacen menos solubles, contribuyendo a una
reduccidn aparente en sus niveles (Félix-Medina y col., 2020).

Finalmente, los sistemas con harina de alpiste (M-A) y mijo (M-M) presentaron los
mayores niveles de cenizas previos a la extrusion, mientras que todas las mezclas extrudidas
presentaron valores de cenizas mas altos que el control (M). Respecto a los carbohidratos, y
dado que se calcularon por diferencia de masa respecto al resto (Seccion 3.1.3), también se
observaron cambios en sus niveles tanto entre formulaciones como antes y después de la

extrusion.

4.1.2 Caracterizacién de propiedades fisicas y mecanicas

Los aspectos principales que definen las propiedades fisicas y mecanicas de los
extrudidos son las condiciones del proceso termo-mecanico y la composicion de las
formulaciones (Ajita y col., 2017). Dado que los sistemas se obtuvieron en iguales condiciones
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de procesamiento, las diferencias entre las propiedades estudiadas en los sistemas se pueden
atribuir a su composicion. En la Tabla 2 se encuentran los resultados del grado de expansién
(GE), densidad aparente (DA, g/L), indice de solubilidad y absorcion de agua (ISA, %, e IAA,

g/g) y dureza (g) de los diferentes sistemas extrudidos:

Tabla 2: Propiedades fisicas y mecanicas de los sistemas extrudidos*

DA ISA I1AA Dureza

Sistema GE (g/L) (%) (9/g) (9)

M 1,9+0,1° 916+82° 47+02° 39+0,1¢ 4177 + 280°
M-M  18+01° 893+68 42+01%° 48+0,1° 3303 + 242¢
M-S  19+01° 933+69% 4,3+02%° 44+02° 3777 +288°
M-Q 21+£01* 956+78 3103 54+01* 6227 + 329

M-A 19+0,1* 954 +67° 2,3+0,2° 4,52+0,03°¢ 3764 +278°

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.
GE: grado de expansion. DA: densidad aparente. ISA: indice de solubilidad en agua. IAA: indice de
absorcion de agua.

*Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar. Los valores seguidos por diferentes letras en
cada columna indican diferencias significativas entre los sistemas (valor-p < 0,05).

La gelatinizacion del almidon es el factor limitante en la definicion del grado de
expansion: cuanto mayor sea el grado de gelatinizacidn, mayor sera la expansion de la muestra
(Wang y col., 2021). Los resultados de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de todos los
sistemas en exceso de agua después de la extrusibn mostraron termogramas planos, indicando
que durante el proceso se produjo la gelatinizacion completa del almidon (Seccién 4.1.7).

Algunos autores (Nikmaramy col., 2015; Oliveiray col., 2018) reportaron una relacién inversa
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entre el contenido de proteinas y fibra respecto al GE en extruidos a base de maiz. Por otro
lado, la adicion de harinas con elevados niveles de proteinas y fibra aumentd los niveles de
expansion en extrudidos a base de otros cereales (Philipp y col., 2017; Philipp y col., 2018;
Cueto y col., 2015; Ackar y col., 2018). En general no se observé una diferencia significativa
en los valores de GE respecto del control, salvo para M-Q (maiz + quinoa) que presentd los
valores mas altos (Tabla 2). La mezcla con alpiste (M-A), con el mayor contenido de proteinas,
pero a su vez con mayor contenido de fibra que M-Q, tampoco presentd diferencias en GE con
el control. Esto también ocurri6 en los sistemas con mijo (M-M), que mostraron los mayores
contenidos de fibra y los menores niveles de proteinas y GE entre las diferentes formulaciones.
Estos resultados indican que no sélo el contenido de uno de los componentes, sino que el de
ambos, su interaccion o incluso el tipo de proteina y/o fibra pueden afectar el grado de
expansion de los extrudidos. No se encontraron diferencias significativas en los resultados de
densidad aparente entre las diferentes formulaciones, con valores que rondaron entre 893 g/L
y 956 g/L. Sin embargo, una tendencia de mayor DA se pudo observar para los sistemas M-Q
y M-A, que pudo estar asociado a sus mayores contenidos de proteina y fibra (Rolandelli y

col., 2021; Nikmaram y col., 2015).

Por otro lado, los sistemas M-Q mostraron los mayores I1AA, seguidos por M-M, M-A
y M-S, mientras que el control (M) presentd los menores niveles. Los mayores contenidos de
proteinas y fibra (Tabla 1) pudieron permitir una mayor retencion de moléculas de agua en la
estructura formada post extrusién en comparacion con el control. M-Q también presenté el
mayor contenido de agua final luego de la extrusion, lo cual también justificaria los mayores
valores de IAA y GE, ya que una estructura mas expandida permite una mayor superficie para
la adsorcion de agua. Ademas, mayores contenidos de fibra pudieron contribuir también a ligar

mayores cantidades de agua, lo que podria justificar los resultados para las formulaciones M-
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M, M-A 'y M-S. La misma tendencia se observo para el reemplazo de harina de maiz por sésamo
(Nikmaram y col., 2015) o salvado de avena (Kasprzak y col., 2013). Respecto al ISA, los
mayores niveles los presentaron los sistemas M, M-M y M-S, indicando mayor dafio de
almidon. Dado que el mijo y el sorgo presentan contenidos de almidon similares al maiz (Tabla
1), no se encontraron diferencias significativas en el ISA por el reemplazo de harina de maiz

por los mencionados cereales.

Al analizar la dureza se observo que los menores valores (3303 g) correspondieron a
los sistemas M-M, seguido por M-S y M-A (Tabla 2). Esto puede explicarse por el
debilitamiento de la estructura porosa generada en los sistemas expandidos producida al
incorporar ingredientes con elevados niveles de fibra (Oliveira y col., 2018, Kasprzak y col.,
2013). Por el contrario, M-Q y M presentaron los resultados mas altos de dureza, en
coincidencia con sus menores niveles de fibra respecto al resto de las formulaciones (Tabla 1).
También se ha demostrado que el reemplazo de cereales por harinas de legumbres (Philipp y
col., 2017) u otros ingredientes ricos en proteinas genera estructuras mas duras, con mayores
valores de fuerza de ruptura en los tests de corte (Cueto y col., 2015). Esto fue particularmente
confirmado para los sistemas con harina de quinoa; sin embargo, la formulacion M-A, con
elevado contenido proteico, presentd bajos valores de dureza respecto al resto de las muestras,
aunque esto puede deberse a un efecto predominante del contenido de fibra por sobre el de

proteinas.

4.1.3 Evaluacién de color

En la Figura 13 se muestran los valores de L*, a* y b* para los diferentes sistemas

extrudidos. La coordenada cromatica predominante en todos los casos fue b*, asociada al color
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amarillo, con valores cercanos al 40 en todos los casos, que se pueden atribuir a la presencia
dominante del maiz en todas las muestras. Por lo tanto, el reemplazo de harina de maiz por las
demaés harinas evaluadas produce una disminucion en los valores de b*, salvo en el sistema M-
Q, dado que la quinoa también aporta coloraciones amarillentas, que hacen que el producto
resultante presente valores de b* aun mayores que el control. Por otro lado, se encontraron
diferencias significativas entre las distintas formulaciones, que se manifestaron por aumentos
leves pero significativos de a*, asociados al rojo, y disminucion de luminosidad (L*), indicando
mayor oscurecimiento. El reemplazo de 25 % de harina de maiz por las otras harinas estudiadas
produjo disminucién de luminosidad en el siguiente orden: M > M-M > M-S > M-Q > M-A,
siendo la ultima la muestra mas oscura. Los valores de a* en todos los productos fueron
mayores que para el control, lo que indica que la adicion de las harinas en estudio

(particularmente sorgo) genera sistemas con mayor componente rojo.
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Figura 13: Valores de L*, a* y b* de parametros de color CIELAB para los sistemas
extrudidos. M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-
A = maiz + alpiste. Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar. Los
valores seguidos por diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (valor-
p < 0,05) entre los sistemas. Las barras indican las desviaciones estandar de los valores
informados.

Todas las modificaciones de color observadas (menores valores de L* y b* y mayores
valores de a*) estan asociadas a los colores naturales de los ingredientes, pero también
responden a la formacion de productos pardos tipicos de la reaccion de Maillard (Coulter y
Lorenz, 1998; Singha y col., 2018; Ac¢kar y col., 2018), la cual se encuentra favorecida en los
sistemas con mayores contenidos proteicos, M-Q y M-A (Tabla 1). Los procesos que se basan
en la aplicacién de importantes cantidades de energia mecanica, tales como la extrusion,

generan, sin embargo, productos de Maillard en baja concentracién en comparacion con otros
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donde se involucran mayores combinaciones de tiempos-temperaturas de elaboracion, con

etapas como coccion/tostado (Cueto, 2016).

4.1.4 Parémetros de forma y tamafio medidos por analisis de imégenes

En la Tabla 3 se resumen los resultados del area, perimetro, circularidad y diametro de

Feret que se obtuvieron a través de analisis de imagenes para los distintos sistemas extrudidos.

Tabla 3: Parametros macroscopicos de sistemas extrudidos obtenidos por andlisis de
imagenes*

Sistema Area Perimetro Circularidad Dlarllwetro de
eret
M 76 + 9° 39 + 58 0,6 +0,12 10,7 £ 0,82
M-M 69 + 5° 38 + 42 0,6 +0,12 10,4 + 0,72

M-S 68,2 +55% 43,7 +6,5° 0,5+0,1% 10,35 £+ 0,552

M-Q 65 £+ 11° 44 + 10P 0,48 £ 0,152 10,2 £ 0,92

M-A 74 + 8° 49 + 8° 0,4+0,12 11,0 £ 0,82
M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.

*Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar. Los valores seguidos por diferentes letras en
cada columna indican diferencias significativas entre los sistemas (valor-p < 0,05).

Considerando la definicién de diametro de Feret (Seccidn 3.1.6) se observa que aquellos
sistemas con mayores areas (M y M-A) también presentan los valores mas altos de didametro
de Feret y que, de la misma manera, las muestras con menores areas (M-Q y M-S) también

presentan los menores didmetros de Feret. En particular, los extrudidos conteniendo alpiste (M-
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A) también presentan los valores més altos de perimetro, aunque esto no ocurre para el sistema
control, quien presenta los resultados més bajos. Por lo tanto, si bien existe una relacion directa

entre el area y didmetro de Feret, lo mismo no ocurre para el caso del perimetro.

Las variaciones entre los parametros de forma de las diferentes muestras, tales como el
perimetro o la circularidad, pueden atribuirse a los efectos de proteinas y/o fibra dietaria, que
afectan estas propiedades visuales de los productos. Por ejemplo, tanto M-Q como M-A
presentan los menores valores de circularidad, lo cual coincide con sus mayores contenidos
proteicos o de fibra dietaria (Tabla 1). De la misma manera, M-A, M-Q y M-M presentan los
mayores perimetros, en linea con sus mejores perfiles proteicos y/o contenidos de fibra dietaria.
De esta manera, y con relacion a lo discutido en la Seccion 4.1.2, la composicion de los sistemas
define no solo aspectos nutricionales, sino que también influyen sobre las propiedades fisicas

y visuales de los productos obtenidos.

4.1.5 Difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccion de rayos X de los cinco sistemas extrudidos, previamente
molidos, se presentan en la Figura 14. Todas las formulaciones presentaron estructura del tipo
Vh, asociada a los picos tipicos a 20 = 7,8°, 13,2° y 20°, en concordancia con otros autores
(Cueto y col., 2018; Zhang y col., 2016; Ramos Diaz y col., 2013), siendo el pico principal en
todos los casos el que se encuentra a 20 =20°. Esta estructura cristalina se genera cominmente
como resultado de una asociacion entre las hélices de amilosa 'y las moléculas de lipidos durante
el proceso de extrusién (Cueto y col., 2018; Zhang y col., 2016). Realizando una comparacion
entre los sistemas, se puede observar que los productos M-A presentaron las mayores

intensidades de picos, seguido por M-My M, con pequefias diferencias entre ellos, luego M-S
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y, finalmente, M-Q presento los picos méas bajos. Se encontraron algunos desplazamientos de
20 de + 0,3° en las diferentes muestras, pero este hecho no afectd la comparacion directa entre
ellas. Estos resultados muestran que cuando se agregan harina de alpiste y mijo se forman y
preservan mayores estructuras cristalinas asociadas a los complejos amilosa-lipidos, en
comparacion con el control. Por otro lado, tanto la adicién de harina de quinoa como de sorgo
generd estructuras mas amorfas. Es importante destacar que las muestras M-A y M-M fueron
las que presentaron mayores niveles de fibra dietaria (Tabla 1, Seccion 4.1.1). Otros autores
(Kumar y col., 2018; Guimaraes y col., 2010) también reportaron mayor cristalinidad con la

adicion de ingredientes con elevados niveles de fibra dietaria.
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Figura 14: Patrones de difraccion de rayos X de los sistemas extrudidos. M = control; M-M =
maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.
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Los picos a 20 = 15,4° y 22,6° estan asociados a estructuras cristalinas del tipo A
provenientes del almidén nativo (Cueto y col. 2018; Zhang y col., 2016). Comparando las
formulaciones entre si, se puede notar que s6lo M-S y M presentaron picos a 20 = 15,4°, siendo
de mayor intensidad en el primer caso. Respecto al pico a 20 = 22,6°, las formulaciones se
pueden ordenar de la siguiente manera: M-S > M-Q > M-A > M-M, mientras que el control no
presentd sefiales. Estos resultados indican que la adicion de harina de sorgo tuvo mayor impacto
en el mantenimiento de la estructura cristalina. De hecho, Jafari y col. (2017) también
reportaron estructuras cristalinas del tipo A para extrudidos de harina de sorgo. Sin embargo,
durante la extrusion y debido a las fuerzas de cizallamiento y las elevadas presiones y
temperaturas a las que se someten los sistemas, las estructuras tipo A, asociadas a las porciones
cristalinas del almidén nativo, se convierten al tipo Vi (Jafari y col., 2017), indicando la
gelatinizacion del almiddn, con la consecuente pérdida de sus estructuras cristalinas. Esta
puede ser la principal razon de las menores intensidades o incluso desapariciones de estos picos
en comparacion con los previamente descritos. Esto, junto con la formacion de complejos
amilosa-lipidos responsables de las estructuras cristalinas del tipo Vi en todos los productos,
demuestra que durante el proceso de extrusion se produce la coccion completa de los sistemas.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Cueto y col. (2018), quienes demostraron la
desaparicion de picos asociados a las estructuras cristalinas del almidon nativo y formacion de
nuevos picos luego de la extrusidn en harina de maiz y formulaciones conteniendo harina de

quinoa y chia.
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4.1.6 Modelado de las isotermas de adsorcién de agua

En la Tabla 4 se presentan los pardmetros obtenidos cuando dos modelos matematicos

de sorcién de agua (GDW y GAB) se ajustaron a los datos experimentales para las diferentes

formulaciones de los sistemas extrudidos.

Tabla 4: Parametros de los modelos de D’Arcy & Watt (GDW) y Guggenheim, Anderson y

de Boer (GAB) para las isotermas de adsorcion de agua de los diferentes sistemas extrudidos a

25 °C.

Modelo Constantes M M-M M-S M-Q M-A
m 16,08 17,23 17,01 17,85 9,91
K 4,22 3,42 3,61 3,36 10,56
k 0,92 0,86 0,85 0,87 0,74
GDW w 0,06 0,07 0,08 0,06 0,37
R? 0,986 0,994 0,996 0,997 0,989
%DPRM 1,649 0,952 1,952 2,204 7,784
%RECM 1,973 1,418 2,24 2,601 8,302
Mo 8,25 9,87 9,96 10,3 7,35
C 35,23 17,85 18,71 17,93 46,02
Kk 0,59 0,5 0,5 0,48 0,61
GAB
R? 0,976 0,99 0,993 0,995 0,987
%DPRM 4,183 2,78 2,976 3,343 8,434
%RECM 5,134 3,441 4,055 4,166 9,086
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M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.
my me son los contenidos de agua limite de hidratacion (% b.s.); K, k, w, C y K son constantes de los modelos;
RZ es el coeficiente de determinacion; %DPRM es la desviacion porcentual relativa media y %RECM es el
porcentaje de la raiz del error cuadratico medio.

Ambos modelos presentaron valores de R? mayores que 0,97 y %DPRM menores que
10 % para todos los sistemas, lo que indica un buen ajuste de los datos experimentales (Wani
y Kumar, 2016). Los valores de k' y C del modelo de GAB se presentaron dentro de los rangos
normalmente encontrados para una buena descripcion de la isoterma (0,24 <k <1y 5,67 <C
< o0, respectivamente) (Lewicki, 1997). Los contenidos de agua limite de hidratacion (mo) se
encontraron en el rango de 7,35 a 10,3 g H>O/g muestra (b.s.). Este parametro esta relacionado
con la estabilidad de los alimentos y el control de calidad (Furmaniak y col., 2009), ya que por
debajo de este valor las reacciones de deterioro son minimas, excepto la oxidacion de lipidos.
Bajos contenidos de agua en materiales con estructuras porosas potencian la difusion de
oxigeno y promueven la oxidacion de lipidos durante el almacenamiento. En estos casos se
deben emplear envases protectores contra el aire y la luz o atmdsferas modificadas para
minimizar dichos procesos de deterioro. Los valores de humedad a la salida del extrusor (Tabla
1) se encontraron cercanos a los valores de m, de GAB indicando que los parametros de
extrusion han sido adecuados para lograr productos con baja humedad. Paralelamente, los
valores de k fueron menores que 1y los de C mayores que 2 en todos los casos, lo cual es tipico
para isotermas de tipo Il (forma sigmoidea, Figura 15), e indica la existencia de multicapas de
moléculas de agua adsorbidas a los componentes de la matriz en la superficie interna de los

productos (Furmaniak y col., 2009).
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Figura 15: Isotermas de adsorcion de agua a 25 °C y ajuste de valores experimentales de los
modelos (a) GDW y (b) GAB de los diferentes sistemas extrudidos. M = control; M-M = maiz
+ mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste. Las barras indican
las desviaciones estandar de los valores informados.
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Por su parte, el modelo GDW proveyd los mejores valores de ajuste, ya que mostro
menores %RECM comparado con el modelo GAB (Wani y Kumar, 2016). Ademas, cuando al
aplicar el modelo GDW se obtiene un valor de w < 1, esto indica que sélo una proporcion de
moléculas de agua adsorbidas a los centros primarios pueden actuar como centros secundarios
y unir otras moléculas de agua. Por otro lado, si cada molécula de agua unida a un centro
primario se convierte en un centro secundario de adsorcion, w = 1y el modelo GDW se reduce
al modelo GAB. Finalmente, un centro primario puede adsorber mas de una molécula de agua,
y en esos casos W > 1 (Furmaniak y col., 2009). En este sentido, los valores de w estan
relacionados con propiedades microestructurales de la matriz. Todas las muestras presentaron
valores de w menores que 1 (Tabla 4), indicando una microestructura muy densa o tortuosa, en
donde la unidén de moléculas de agua adicionales a los centros primarios de adsorcion se
encuentra altamente impedida. La elevada presion dentro del extrusor favorecié la formacion
de arreglos densos en los productos, limitando la adsorcion de moléculas de agua s6lo a centros
especificos mas activos y, por lo tanto, reduciendo el numero de centros primarios que puedan
actuar como centros secundarios de adsorcion. Particularmente, el valor de w del sistema M-A
fue mayor que para el resto de las formulaciones, indicando una estructura mas porosa o abierta,

afectando las propiedades de sorcion.

Todas las muestras presentaron valores de agua limite de hidratacion similares para
cada modelo matematico, pero el sistema M-A mostrd los menores resultados. Esto también se
manifesto en la Figura 15, particularmente en el rango de actividades de agua de 0,2-0,7. A
menores valores de aw, la isoterma del sistema M-A se encuentra por encima del resto, lo cual
es mas notorio para el modelo GDW, indicando un mayor grado de interaccion con el agua
cuando la muestra presenta muy bajos contenidos acuosos. Por el contrario, la tendencia se

invierte a valores mas altos de contenido acuoso, donde los productos M-A requirieron menores
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cantidades de agua adsorbida para alcanzar el mismo valor de aw en comparacion con el resto
de las muestras, y esto explica los menores valores de agua limite de hidratacion. Esto, al igual
que las diferencias en los valores de w, puede relacionarse a los mayores niveles de proteinas,
lipidos y fibra dietaria de la harina de alpiste (Tabla 1), que modifican la conformacion
microestructural y la disposicion de grupos hidrofilicos (Abdel-Aal y col., 2011a). La presencia
de altos niveles de fibra en estos sistemas o una posible exposicion de las moléculas de lipidos
a nivel superficial también pudo haber facilitado la formacion de sitios secundarios de
adsorcién de agua, que justifique los mayores valores de w y la menor higroscopicidad. Por el
contrario, los productos M-Q presentaron los mayores niveles de agua limite de hidratacion en
ambos modelos (Tabla 4), y esto concuerda con los mayores valores de humedad e IAA (Tabla
1y Tabla 2, respectivamente) y la disposicion de la isoterma correspondiente por encima del
resto, lo que demuestra que los sistemas M-Q son los mas higroscopicos. Finalmente, y de
acuerdo con lo reportado para otros sistemas que contienen azucares (Furmaniak y col., 2009),
en los productos amilaceos estudiados los valores de m del modelo GDW fueron mayores que

los de mo de GAB, en todos los casos.

Por otro lado, los valores de actividad de agua (aw) de los diferentes sistemas luego de

la extrusion se muestran en la Tabla 5:

Tabla 5: Valores de actividad de agua (aw) para las diferentes formulaciones de sistemas luego

de la extrusién*

Sistema Actividad de agua (aw)
M 0,333 £ 0,002 (27,5 °C)
M-M 0,368 £ 0,001 (28,5 °C)
M-S 0,360 £ 0,001 (29,1 °C)

95



M-Q 0,323 + 0,003 (29,6 °C)

M-A 0,324 £ 0,002 (29,8 °C)
M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.

*Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar.

De la interpolacion de estos resultados en las isotermas presentadas en la Figura 15, se
observa que los contenidos de agua correspondientes a cada sistema extrudido se encuentran
en rango con los valores reportados en la Tabla 1, con una diferencia menor que el 1 %. De la
comparacion entre los valores predichos por ambos modelos, el de D’arcy y Watt (GDW) se
acerca mas a los determinados analiticamente, reforzando atiin més la idea de que este modelo
resulta mas Util en comparacion al modelo de GAB para la descripcion y ajuste de los datos

experimentales.

4.1.7 Propiedades térmicas

En la Figura 16 se encuentran los termogramas de los sistemas extrudidos equilibrados
a diferentes valores de humedad (%, b.s.). Ademas, en la Tabla 6 se resumen los parametros

asociados a las diferentes transiciones térmicas de cada sistema.

En la Figura 16 se destacan las transiciones vitreas a cada porcentaje de humedad,
enmarcadas con lineas punteadas y sefialadas por una flecha. En todos los casos se encuentra
que la transicion del estado vitreo a liquido sobre enfriado ocurre a menores temperaturas a
medida que aumenta el contenido acuoso del sistema. Resultados similares fueron reportados
por otros autores (Porras-Saavedra y col., 2019; Masavang y col., 2019; Nithya y col., 2014;

Farroni y Buera, 2014; Roos, 2010). Esto se debe al efecto del agua, que promueve la movilidad
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molecular de los componentes amorfos y aumenta el volumen libre. Considerando que los
diferentes sistemas estudiados alcanzaron porcentajes de humedad de equilibrio similares, es
posible realizar comparaciones entre ellos para analizar su estabilidad fisica con relacion al
agua. Del anélisis de la Tabla 6 se observa que, en general, todos los sistemas presentan Tg;
similares a contenidos acuosos cercanos. Esto indica que los productos presentan asociaciones
similares con el agua, independientemente de la formulacién. Sin embargo, dentro de los
productos con mayor humedad, los sistemas con alpiste (M-A) presentan la menor estabilidad
0, dicho de otra manera, los valores de Tgi mas bajos y, por lo tanto, menor estabilidad fisica.
Desde otra perspectiva, los sistemas con alpiste alcanzan valores de Tg similares a otras
formulaciones, pero a menores contenidos de agua. Esto también se desprende de la isoterma
de adsorcion de agua y de los valores de agua limite de hidratacion méas bajos discutidos en la
Seccion 4.1.6. Estos resultados se observan también con el analisis de la curva correspondiente
en la Figura 17, con el ajuste de la ecuacion de Gordon y Taylor y los pardmetros asociados en
la Tabla 7. En ambos casos se confirma, en principio, que no existen diferencias significativas
en cuanto a los parametros térmicos entre las formulaciones. Sin embargo, existe una tendencia
de menores valores de temperatura de inicio de la transicion vitrea de los productos con alpiste
(M-A) en comparacion al resto de las formulaciones cuando el contenido acuoso es intermedio
o alto, pero que la tendencia se revierte a menores humedades. Esto coincide con lo discutido
en el comportamiento del sistema M-A durante la adsorcion de agua (Seccién 4.1.6).
Particularmente, en la Tabla 7, y aunque sin diferencias significativas, los mayores valores de
k de M-Q y M-A respaldan la observacion de la mayor susceptibilidad de estos sistemas al
efecto del agua de reducir el valor de la T4, indicando menores estabilidad fisica a niveles
crecientes de contenido de agua. Esto puede atribuirse a los mayores niveles de componentes
hidrofilicos tales como proteinas y/o fibra de estos productos (Seccién 4.1.1, Tabla 1), su

asociacion con el almidén y/o los lipidos, ademas de aspectos microestructurales como la
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porosidad, que pueden influir en el grado de asociacion con el agua (Farroni, 2011). Por su
parte, en los productos con mijo y sorgo (M-M y M-S), si bien presentan menores valores de
Tg1 (Tabla 7), el efecto del agua sobre su estabilidad es menor, ya que tienen menores valores
de k, Tgi més altos a contenidos acuosos similares al resto (Tabla 6) y las curvas de ajuste de
Gordon y Taylor se ubican por encima de las demas en practicamente todo el rango de sélidos

totales (Figura 17).

Del andlisis de la Figura 17 también se puede conocer mediante interpolacion el
contenido de agua necesario en cada formulacion para que ocurra la transicién vitrea a 25 °C,
en asociacion a su estabilidad. Asi, los sistemas se pueden ordenar de manera creciente segun
la humedad (%, b.s.) necesaria para que ocurra la transicion vitrea a 25 °C de la siguiente
manera: M-A (17,44%) < M-Q (18,08%) < M (18,44%) < M-M (19,18%) < M-S (19,66%).
Nuevamente se demuestra la tendencia a menor estabilidad fisicoquimica de la formulacion
con alpiste y la mayor de aquellas conteniendo sorgo, en relacion con su asociacion con el agua

y la transicion vitrea.
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Figura 16: Termogramas de sistemas extrudidos con diferentes contenidos de agua (%, b.s.).
(A) M; (B) M-M; (C) M-S; (D) M-Q; (E) M-A. Las lineas punteadas enmarcan la transicion
vitrea (Tg), sefialada por las flechas, mientras que los circulos denotan las relajaciones
entélpicas. M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-
A = maiz + alpiste.
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Tabla 6: Temperatura de inicio de transicion vitrea (Tgi), capacidades calorificas especificas
(ACp) v relajaciones entalpicas (AHge) de sistemas extrudidos con diferentes contenidos de

agua (C.A., %, b.s.), determinados por DSC*

Muestra C.A. (%, b.s.) Tgi, °C ACyp, J-gK? AHgg, J-g*

6,8 £0,2 112,6 £0,5 0,06 £0,03 0,11 £0,03

9,2+0,1 81,6 £0,2 0,11 £0,05 0,08 £ 0,01

M 11,5+0,3 74 +£1 0,10 £ 0,02 0,40 £0,01
143+0,6 50,2+0,4 0,21 £0,03 N/C

15,1+0,1 38,2+0,7 0,23£0,01 0,38 £ 0,02

6,4 £0,3 111,0+0,4 0,05 £0,02 0,07 £0,03

10,0+ 0,6 81,7+15 0,14 £ 0,04 0,05 0,02

M-M 11,7+0,5 73,3+£0,9 0,09 £ 0,04 0,80 £ 0,03
14,1 +£0,3 53,2+0,7 0,19 £0,03 N/C

15,5+0,7 38,2+1,2 0,29 + 0,03 0,22 +£0,11

6,7+0,8 113,1+0,9 0,11 £0,01 0,07 £0,01

10,1+0/4 84 +2 0,09 £ 0,03 0,02 £0,01

M-S 116 £0,3 74 +2 0,03+ 0,04 0,56 + 0,02
14,7 +£0,3 54+1 0,15+ 0,02 N/C

15,4+0,3 40+ 2 0,17 £ 0,08 0,33 +0,02

6,6 £ 0,3 115+ 2 0,10+ 0,01 0,15+ 0,06

10,0£0,1 75+l 0,22 £ 0,07 0,36 £ 0,03

M-Q 12,1+04 61+1 0,12 £ 0,09 0,02 £0,01
14,7+ 04 502 0,24 £0,01 N/C
154+0,1 362 0,28 £ 0,05 N/C

6,6 £ 0,7 109,3+0,8 0,09 £ 0,03 0,09 £ 0,04

9,4+0,6 802 0,19 £ 0,02 0,26 £ 0,02

M-A 9,604 75+2 0,13+ 0,08 0,37 £ 0,03
135+0,1 52+ 1 0,19 £ 0,03 N/C

145+0,3 39+1 0,22 £ 0,09 0,19+£0,01

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.

* Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar. N/C = no calculado.
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Por otro lado, de la Figura 16 y de la Tabla 6 también se observa, en rasgos generales y
en todos los casos, que los cambios de las capacidades calorificas especificas asociadas a las
transiciones vitreas (4Cp) aumentan también con el contenido de agua. Es decir, las transiciones
vitreas se hacen mas evidentes con el aumento gradual del contenido acuoso. Los AC, hallados
se encuentran en el mismo rango que otros reportados en productos a base de maiz, donde los
valores también aumentaron con el contenido acuoso de las muestras (Farroni, 2011). Esto,
nuevamente, se relaciona a una mayor movilidad molecular de los s6lidos amorfos con el
aumento de la cantidad de agua, que facilita el cambio de estado de la matriz, evidenciando

mas facilmente la transicion en los termogramas.
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Figura 17: Modelado de las temperaturas de transicion vitrea (Tq) mediante la ecuacion de
Gordon y Taylor en sistemas extrudidos. M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz +
sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.
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Tabla 7: Pardmetros de ajuste de la ecuacion de Gordon y Taylor en sistemas extrudidos.-

Muestra To1 k R?
M 226 + 26 6,812 0,9709
M-M 208 £ 23 61 0,9667
M-S 217 £ 20 6,1+0,9 0,9771
M-Q 229 £ 21 7,1+0,9 0,9812
M-A 222 £ 16 71 0,988

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.

Otra de las transiciones térmicas importantes que sufren los sistemas extrudidos se
encuentra en el rango de 55 °C — 65 °C, independientemente del contenido acuoso (Figura 16),
la cual se observa como una endoterma que desaparece en un segundo barrido realizado
inmediatamente posterior al primero (datos no mostrados). Si bien esta endoterma no se
encuentra completamente descrita, en la bibliografia se asocia a interacciones polimero-agua
(Appelgvist y col., 1993), a eventos de relajaciones entalpicas o envejecimiento fisico
relacionados con relajaciones estructurales y la movilidad residual de grupos de a&tomos de los
materiales amorfos (Masavang y col., 2019; Fan y Roos, 2017). La teoria mayormente aceptada
establece que estas transiciones son dependientes del tiempo y reflejan relajaciones
espontaneas de los sistemas vitreos hacia el equilibrio que ocurren durante el almacenamiento
a temperaturas inferiores a la Tq en condiciones de movilidad reducida (Fan y Roos, 2017). En
estas condiciones, las moléculas de agua y los grupos hidrofilicos de los polisacaridos
establecen interacciones energéticas, con consecuente reduccion del volumen libre, en la cual
una cierta cantidad de energia se pierde o se relaja. Durante el calentamiento de la muestra

mediante DSC, el sistema absorbe energia, lo que se manifiesta en forma de una transicion
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endotérmica que causa la disrupcion de estas interacciones (Masavang y col., 2019). En
relacion con esto, Liu, Bhandari y Zhou (2006) establecen que estas relajaciones se deben a
movimientos de una pequefia porcién de una molécula, tales como ramificaciones o grupos
laterales de polisacaridos, para establecer interacciones puente de hidrégeno en regiones donde
la densidad y las fuerzas intermoleculares se encuentran minimizadas.

Las entalpias asociadas a estos eventos endotérmicos aumentan con el contenido de
agua (Tabla 6) debido a la mayor movilidad molecular del sistema, lo cual permite una mejor
visualizacion o identificacion del fendmeno. Ademas, se ha reportado un incremento de esta
entalpia con el tiempo y la temperatura de almacenamiento (Masavang y col., 2019; Farroni,
2011; Gonzalez y col., 2010), debido a mayor agua absorbida, lo cual apoya la teoria de que la
endoterma se asocia a interacciones entre carbohidratos y el agua. A determinados valores de
humedad (13-15 %, (b.s.)) segun cada formulacion (Tabla 6), esta endoterma se superpone con
la transicion vitrea, lo cual dificulta la diferenciacion entre ambas transiciones térmicas, asi
como la cuantificacion de los parametros asociados. Es interesante destacar que en los sistemas
con humedades tales que la transicion vitrea ocurre a temperaturas proximas a la relajacion
entalpica, se verifica una disminucion de la capacidad calorifica (4Cp) disminuye. Esto puede
deberse a fendmenos fisicos asociados al cambio estructural y las interacciones agua-solidos
que dificultan la transicion. Esta endoterma desaparece a valores de humedad mayores (= 20-
25 %, en b.s.), en coincidencia con los contenidos de agua a los que se verifica la fusién del
agua congelada, comiinmente denominada “agua libre”, y también aparece el fendémeno de la
gelatinizacion del almiddn, que ocurre en un rango de temperaturas cercano al de la
mencionada endoterma (Farroni y Buera, 2014).

Finalmente, al exponer las distintas formulaciones en exceso de agua (relacion 3:1), se
confirmd que el almiddn se encuentra totalmente gelatinizado a la salida del extrusor (Figura

18), lo que indica una coccién completa de los productos. Estos resultados estan en
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concordancia con los difractogramas descritos en la Seccion 4.1.5, donde se determiné la
disminucion de la cristalinidad de los productos extrudidos por la gelatinizacion del almidon.
Simultaneamente, en esas condiciones se observo la desaparicion de las transiciones

endotérmicas en el rango de 55 — 65 °C, previamente descritas.
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Figura 18: Termogramas de sistemas extrudidos en exceso de agua (relacion 3:1). M = control;
M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.

4.1.8 Movilidad molecular por resonancia magnética nuclear (*H-RMN)

La movilidad molecular evaluada a través de los tiempos de relajacion espin-espin (T2)
mediante *H-RMN complementa los estudios térmicos y de sorcion de agua. De esta manera
se amplia el conocimiento del papel de las interacciones solidos-agua en la definicion de

propiedades macromoleculares y de estabilidad del alimento. Asi, a través de diferentes
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secuencias de pulsos se logran estudiar los comportamientos dinamicos de las diferentes
poblaciones de protones presentes frente al aumento del contenido de agua y la temperatura.
Dado que un cierto grado de movilidad molecular es necesario para que se lleven a cabo algunas
transformaciones y procesos, estos andlisis proveen herramientas Utiles para planificar
estrategias de produccion y almacenamiento que minimicen cambios fisicos desfavorables

asociados a modificaciones mecénicas y otros parametros de calidad.

4.1.8.1 Decaimiento libre de la induccion (FID)

De acuerdo con Hemdane y col. (2017), Bosmans, Pareyt y Delcour (2016), Roudaut y
col. (2009) y Choi y Kerr (2003), las sefiales FID se pueden asociar con protones de enlaces C-
Ny N-H de almidon cristalino y proteinas, respectivamente, y protones de moléculas de agua
que se encuentran intimamente asociadas a ellos. Los tiempos de relajacién obtenidos por FID
se modelaron mediante una ecuacion mono-exponencial (Ecuacién 6) y se denominaron Tzrip.
Los Torip de los sistemas extrudidos con diferentes contenidos de agua (%, b.s.) en el rango de
temperaturas 10-80 °C se muestran en la Figura 19. Como puede observarse, 10s T2rip
aumentan con la humedad y la temperatura, indicando mayor movilidad molecular en los
solidos y las moléculas de agua asociadas. Este comportamiento coincide con el descrito por
otros autores para sistemas alimentarios similares (Kovrlija y col., 2020; Kovrlija y Rondeau-

Mouro, 2017; Roudaut y col., 2009; Farroni y col., 2008).
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Figura 19: Tiempos de relajacion Tzrip de los diferentes sistemas extrudidos con diferentes
contenidos de agua (%, b.s.) en funcion de la temperatura. @) M = control; b) M-M = maiz +
mijo; ¢) M-S = maiz + sorgo; d) M-Q = maiz + quinoa; ) M-A = maiz + alpiste.

Los tiempos de relajacion aumentan casi linealmente con la temperatura, pero, en un
cierto punto, ocurre un cambio marcado de pendiente. De acuerdo con Srikaeo y Rahman
(2018) y Farroni y col. (2008), la temperatura a la que ocurre este cambio de pendiente esta
asociada a la temperatura de transicion vitrea (Tg), a cada contenido acuoso. La pendiente
positiva de las gréficas de Torip vS. temperatura y el aumento de los valores de T2rip con el
contenido de agua por debajo de la T4 evidencia los movimientos moleculares de los sélidos y
las moléculas de agua asociadas en el estado vitreo (Lin y col., 2006). Asi, de manera
complementaria al andlisis por DSC, se determin6 la Ty de los sistemas extrudidos con
diferentes contenidos acuosos en aquellas muestras donde se observo el cambio de pendiente
en el gréafico. Es importante destacar que en este caso sdlo se pudieron determinar aquellas Ty
que se encontraban en el rango de temperaturas analizada (10-80 °C). Esto implica que se

pudieron observar los cambios de pendientes para las muestras con humedades en el rango 9,6
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— 15,5 % (b.s.), segun cada sistema. En todos los casos, la Ty disminuyé con el contenido
acuoso, debido al efecto del agua (Farroni y col., 2008) (Seccion 4.1.7). Otra observacion
importante es que los cambios de pendientes se hicieron mas evidentes con el aumento de la
humedad, lo que facilité la determinacion de la transicion vitrea (Lin y col., 2006). Esto
coincide con el aumento de los valores de 4C,, asociados a la transicion vitrea con el contenido
de agua (Tabla 6, Seccion 4.1.7), en asociacion a mayores movilidades moleculares. Los
valores de Tgy hallados por los tiempos de relajacion de la secuencia FID se presentan en la
Tabla 8 y son similares a los reportados por DSC, con pequefias variaciones segun cada caso,
lo que confirma la efectividad de esta técnica para el analisis de la transicion vitrea.

Debido a la similitud entre los valores reportados por ambas técnicas, la comparacion
entre las diferentes formulaciones coincide con lo discutido en la Seccion 4.1.7. El
comportamiento de los sistemas a bajas humedades no pudo analizarse por esta técnica, dado
que sélo se visualizaron las Ty que se encontraban por debajo de 80 °C. En el rango de
temperaturas evaluadas se observo que, a grandes rasgos, los sistemas M-Q y M-A presentan
los valores de Ty mas bajos para humedades medianas a altas en todas las formulaciones,
aunque sin diferencias significativas entre los sistemas. Esto se podria asociar a la distribucion
y/o concentracion de compuestos hidrofilicos o de lipidos y también al cambio en su
disposicién o asociacion durante la adsorcion de agua. Se ve reflejado también en los valores
de la constante k de Gordon y Taylor levemente mayores para dichas muestras (Tabla 7), que
indica mayor susceptibilidad al efecto del agua sobre la Tq. Esto coincide con los resultados del
analisis de las propiedades de adsorcion de agua (Seccion 4.1.6). Por su parte, los sistemas M,
M-My M-S presentaron valores de Tg més altos para los contenidos de agua evaluados, aunque,
nuevamente, sin diferencias significativas. En particular, las formulaciones M-M y M-S
mostraron los valores levemente mas altos en todos los casos y, consecuentemente, los valores

levemente menores de la constante k de Gordon y Taylor para estas muestras (Tabla 7). Estos
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resultados también se respaldan con la discusién de los parametros de adsorcion de agua
obtenidos a través de las isotermas (Seccién 4.1.6).

El ajuste de Gordon y Taylor para los valores de Ty determinados por FID no pudo
realizarse debido al niumero limitado de datos experimentales a modelar, obtenidos en un rango
acotado de humedad para todos los sistemas. De esta manera, no se pudieron determinar los
valores de Tg1 0 k, para poder hacer una comparacion mas exhaustiva del efecto del agua entre
las diferentes formulaciones. Esto impidid, en principio, conocer el comportamiento de los
sistemas a muy bajos contenidos de agua que, por ejemplo, para la mezcla con alpiste resultaron

relevantes en las isotermas de adsorcion de agua.

Tabla 8: Valores de temperatura de transicion vitrea (Tq) obtenidos por secuencia FID de *H-

RMN para los sistemas extrudidos con diferentes contenidos de agua (%, b.s.)*

Contenido de Temperatura de
Muestra agua transicion vitrea (Tqg,
(%, b.s.) °C)
11,5+0,3 74,8+0,3
M 11,8+0,2 72,5+0,5
14,3+ 0,6 51,1+0,2
151+0,1 38,5+0,7
11,7+0,5 71,6 £0,3
12,0+0,2 67,5+0,2
M-M
14,1+0,3 54,5+ 0,4
155+0,7 38,7+0,4
11,7+0,3 73,4+0,1
M-S 12,2+0,3 70+1
14,8 +0,2 55+1
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154 +0,3 41,4 +0,3

10,0 0,1 71,8 +0,4
12,0+0,4 60,2 +0,3

M-Q 12,1+0,2 58,6 +0,3
14,7 +0,4 49,9 +0,2
15,4 +0,1 34,2+0,2
9,6 +0,4 73+2
10,7+ 0,6 65,7 +0,2

M-A 13,5+0,1 51,7+ 0,3
14,5+0,3 39,9+0,3

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.

* Los resultados se expresan como promedio + desvio estandar (n = 3).

4.1.8.2 Ecos de espin de Hahn

La secuencia de Hahn se aplico para evaluar ecos de espin de aquellas poblaciones de
protones con mayor movilidad que las detectadas por la secuencia FID. Para las muestras con
contenidos de agua por debajo del limite de hidratacion de GAB (Tabla 4), se observé una sola
poblacién y su decaimiento de la induccidn se ajustd a un modelo mono-exponencial (Ecuacion
6) (T21). A humedades mas altas, el modelo bi-exponencial (Ecuacion 7) resultd mas adecuado,
indicando la aparicién de una segunda poblacion de protones (T22).

En la Figura 20 se muestran los valores de los tiempos de relajacion T21 en funcion de
la temperatura para los sistemas extrudidos con diferentes contenidos acuosos (%, b.s.). Estos
tiempos se encuentran en el rango de 0,019 y 0,03 ms y corresponden a la misma poblacion
descrita por la secuencia FID (Tzrip), es decir, protones de solidos y moléculas de agua
intimamente asociadas a ellos. Sin embargo, los valores de los tiempos de relajacién para la
misma poblacién son mas altos debido a las diferencias entre las secuencias de pulsos.
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Figura 20: Tiempos de relajacion T»: obtenidos por eco de espin de Hahn para los sistemas
extrudidos con diferentes contenidos de agua (%, b.s.) en funcién de la temperatura. a) M =
control; b) M-M = maiz + mijo; ¢) M-S = maiz + sorgo; d) M-Q = maiz + quinoa; e) M-A =
maiz + alpiste.

Los valores de T»1 aumentaron casi linealmente con la temperatura para los sistemas
con contenidos de agua de hasta 11-12 % (b.s.) en todas las formulaciones. Por encima de este
valor, mayor al limite de hidratacion de GAB, la curva comenzé a parecerse a una sigmoide.
Se destaca el aumento de los tiempos de relajacion de las muestras con contenidos acuosos
superiores al 15 % (b.s), lo que hace que estas curvas se separen del resto. Esto se atribuyo a
que su temperatura de transicion vitrea (Tg) se encuentra por debajo de los 10 °C (Tabla 6) v,
por lo tanto, al comienzo de la evaluacidon, ya se encontraban en el estado de liquido sobre
enfriado o gomoso a diferencia de las de menor humedad que estaban en estado vitreo. Esto
implica un aumento significativo de la movilidad molecular, lo que se reflej6 en los valores de

T21 de las poblaciones de protones presentes.
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La segunda poblacién de protones, que surge en aquellas muestras con contenidos de
agua superiores a los limites de hidratacion de GAB (Tabla 4), presentd valores de tiempos de
relajacion (T22) mas altos que la primera poblacion (T21). Esta se atribuyd a moléculas de agua
con interacciones mas débiles con los s6lidos, o también llamadas “moléculas de la multicapa”,
y por lo tanto presentan mayor movilidad que las de la primera capa de hidratacion (Hemdane
y col., 2017; Farroni y Buera, 2014; Farroni y col., 2008). Los tiempos de relajacion asociados
a esta poblacidn se representaron como T2z Yy Su variacion con la temperatura se representa en
la Figura 21. Los T2, tomaron valores en un rango entre 0,75 — 1,75 ms y también aumentaron
con la temperatura, pero de manera sigmoidea, indicando mayor movilidad molecular.

En particular, para los sistemas con un humedades iguales o mayoresal 10 —12 % (b.s.),
segun cada formulacion, se observo una disminucion de los T2, al aumentar la temperatura a
partir de los 60 °C. Considerando el bajo contenido de agua de estos sistemas, este fendmeno
no puede asociarse a la gelatinizacion del almidén, dado que en estas condiciones ocurre a
temperaturas mas altas. Sin embargo, este fendmeno podria atribuirse a las relajaciones
entalpicas discutidas en la Seccién 4.1.7, dado que ocurren en un estrecho rango de
temperaturas, independientemente del contenido de agua de la muestra (Porras-Saavedra y col.,
2019; Cova y col., 2012; Shogren, 1992). Como se mencioné anteriormente (Seccion 4.1.7)
estas transiciones dependen del contenido acuoso del sistema y de la temperatura del
tratamiento (Fan y Roos, 2017). De hecho, con el aumento del contenido agua y la temperatura
las caidas de los T2 fueron mas pronunciadas en todas las formulaciones, indicando mayores
reacomodamientos moleculares del material, facilitados por el aumento de la movilidad
molecular dado por las mayores cantidades de moléculas de agua presentes. Incluso, estas
caidas de T2. se pudieron observar a temperaturas méas bajas (50 °C) para las muestras con los
mayores contenidos acuosos, ya que en esas condiciones se requiere menor energia para que

ocurran las relajaciones estructurales. Se han relacionado estas transiciones con cambios en
116



varias propiedades fisicas y sensoriales, como la pérdida de crocancia de la corteza del pan
(van Nieuwenhuijzen y col., 2010). Adicionalmente, van Nieuwenhuijzen y col. (2010)
confirmaron que la pérdida de crocancia del pan es atribuible al comportamiento dinamico de
la poblacion de protones que no se encuentra intimamente asociado a los sélidos, es decir, los
correspondientes a las sefiales To,. Particularmente, estos autores establecieron que el aumento
de la movilidad molecular de las cadenas laterales de polimeros como consecuencia del mayor
contenido acuoso (grupos involucrados en la relajacién entalpica segin Liu y col. (2006))
resulta en una menor energia disponible para la propagacion de la fractura durante la
deformacion del material, lo que justifica la disminucidn de la crocancia.

Todos estos resultados también se sustentan con el analisis de las poblaciones de
protones a partir de la distribucion de los tiempos de relajacion en todo el rango de aw a
temperaturas por debajo (20 °C) y por encima (80 °C) de la relajacion entalpica (Figura 22).
En todas las formulaciones cuando la humedad estuvo por debajo de los valores de agua limite
de hidratacion de GAB (Tabla 4), solo se visualizaron sefiales de protones atribuibles a los
solidos de la matriz y el agua intimamente asociada a ellos (T21). Por encima de estos valores
de humedad, aparece la segunda poblacion de protones (T22), con mayores tiempos de
relajacion (Figura 22). La amplitud o intensidad de sefial de esta segunda poblacion aumenta
con el contenido acuoso, debido a la mayor cantidad de moléculas de agua presentes. Sin
embargo, esta sefial disminuye a 80 °C en comparacién con los 20 °C. Es importante destacar
que los sistemas a 20 °C se encuentran en estado vitreo, mientras que a 80°C ya se ha superado
la temperatura de transicion vitrea para la mayoria de las formulaciones (Tabla 6, Seccién
4.1.7). Por lo tanto, ademas de la relajacion entélpica, como consecuencia del calentamiento
también ocurre un cambio fisico y estructural en las muestras, que podria justificar estos

cambios en las sefiales.
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Figura 21: Tiempos de relajacion T»» obtenidos por eco de espin de Hahn para los sistemas
extrudidos con diferentes contenidos de agua (%, b.s.) en funcién de la temperatura. a) M =
control; b) M-M = maiz + mijo; ¢) M-S = maiz + sorgo; d) M-Q = maiz + quinoa; e) M-A =
maiz + alpiste.
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Figura 22: Poblaciones de protones de sistemas extrudidos a 20 °C y 80 °C equilibrados a diferentes valores de actividad de agua (aw) analizadas
por ecos de espin de Hahn. U.A. = unidades arbitrarias. M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A =
maiz + alpiste.
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4.1.8.3 CPMG

A través de la secuencia CPMG se pueden analizar poblaciones de protones con
mayores movilidades que las que permiten el decaimiento libre de la induccion o el eco de
espin de Hahn. Estos protones los comprenden moléculas de agua que interactian débilmente
con los sélidos y también protones de lipidos (Chen y col., 2017; Choi y Kerr, 2003). Los
resultados se muestran en la Figura 23. Las poblaciones con tiempos de relajacion entre 1-10
ms corresponden a las moléculas de agua con interacciones débiles con los solidos y son
visibles en los sistemas con contenidos de agua superiores a los limites de hidratacion de GAB
(Tabla 4). EI comportamiento dindmico de esta poblacion de agua fue discutido previamente
en el estudio de ecos de espin de Hahn (Seccion 4.1.8.2). Las poblaciones con picos anchos y
méaximos alrededor de los 100 ms corresponden a protones de los lipidos (Cheny col., 2017) y
se detectaron en todo el rango de aw. En las muestras con menores valores de aw estos picos se
ven mas altos debido a su mayor importancia relativa. Es importante notar que en las mezclas
las sefiales son mas intensas porque se suma el aporte de la harina de maiz mas el que aportan
las harinas en estudio. Con el aumento del contenido acuoso, el nimero de protones asociados
a las moléculas de agua moviles se incrementa, mientras que las sefiales relativas a los lipidos
se vuelven menos intensas y mas angostas. De todos modos, las bandas de los lipidos son mas
anchas en comparacion a las del agua y esto se asocia a la heterogeneidad de la fase lipidica

(Cheny col., 2017).
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Figura 23: Poblaciones de protones de sistemas extrudidos a 20 °C equilibrados a diferentes valores de actividad de agua (aw) analizadas por
secuencia CPMG. U.A. = unidades arbitrarias. M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz +
alpiste.
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4.1.9 Microscopia de barrido electronico (SEM)

En la Figura 24 se encuentran las micrografias de los sistemas extrudidos analizados
mediante microscopia de barrido electrénico. Se encontraron algunos patrones comunes entre
todas las formulaciones. Una caracteristica general es la estructura densa, cavernosa y porosa,
que explica los bajos valores de w del modelo GDW utilizado para modelar los datos de las
isotermas de adsorcion de agua, discutido en la Seccion 4.1.6. Particularmente, el sistema M-
A (Figura 24 E) presenta una microestructura interna mas porosa, con multiples celdas de aire
de tamafios variables, lo cual coincide con el valor méas alto de w en comparacion al resto. Por
otro lado, las muestras M (Figura 24 A) y M-Q (Figura 24 D) presentaron una microestructura
mas compacta, lo que pudo relacionarse con su mayor contenido de agua final (Tabla 1). Como
las burbujas de aire son el resultado de una evaporacion rapida, favorecida por el secado del
producto, mayores contenidos de agua finales se asociaron con una menor cantidad de celdas
de aire formadas durante la etapa de expansion y, por lo tanto, mayores valores de dureza, como

se muestra en la Tabla 2.
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Figura 24: Micrografias de barrido electronico de los diferentes productos extrudidos. A) M =
control; B) M-M = maiz + mijo; C) M-S = maiz + sorgo; D) M-Q = maiz + quinoa; E) M-A =
maiz + alpiste.

Las muestras control (Figura 24 A) presentaron algunas celdas de aire, con tamarios
variables a través de la estructura interna irregular. También pudieron observarse algunas
fracturas y particulas de gran tamafio. Estas caracteristicas pueden atribuirse a la dextrinizacion
del almiddn (valor mas alto de ISA, Tabla 2) o la lixiviacion de amilosa, que actia como un
pegamento, llevando a la formacion de particulas de mayor tamafio (Jafari y col., 2017).
También se distingui6 una capa externa o borde mas grueso que para el resto de los sistemas,
que pudo ser responsable de los elevados contenidos de agua finales (Tabla 1), limitando la
eliminacion de agua durante la etapa de enfriamiento. Al mismo tiempo, este borde también

puede explicar los valores altos de dureza obtenidos para las muestras control (Tabla 2).

Con la adicién de harina de mijo (Figura 24 B), se formaron mas burbujas de aire y de

mayor tamafio. Esta estructura interna cavernosa, y los altos niveles de fibra dietaria que
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disminuyen la fuerza de la matriz, pueden justificar los valores més bajos de dureza de estas
muestras (Tabla 2), ya que la energia necesaria para penetrarlas se reduce a medida que la
cuchilla fractura de manera consecutiva las paredes de las celdas de aire (Oliveiray col., 2018;
Kasprzak y col., 2013). Cuando hay mas burbujas de aire o éstas son mas grandes se reduce el
espesor o la cantidad de paredes que debe atravesar la cuchilla durante el recorrido en una

determinada distancia.

La Figura 24 C muestra la micrografia de los sistemas extrudidos conteniendo 25 % de
harina de sorgo. Los productos resultantes presentaron una estructura interna aspera y
heterogénea, con celdas de aire grandes y profundas. También se observaron particulas grandes
e incrustaciones, que pueden relacionarse al contenido de fibra dietaria como en las muestras
M-M. Similarmente al caso anterior, en estos productos el borde externo es mas fino y la matriz
mas porosa, lo que en conjunto justifica los menores valores de dureza de estos sistemas en

comparacion al control (Tabla 2).

La adicion de quinoa (Figura 24 D) resultd en la obtencion de productos con una
microestructura mas homogénea y suave que con el resto de las harinas, con menor nimero de
poros Yy de fracturas, en concordancia con lo reportado por Cueto y col. (2015). Desde un punto
de vista estructural, estas observaciones explican los elevados valores de dureza obtenidos en
estas muestras (Tabla 2). Los sistemas M-Q presentaron los valores mas altos de humedad final
(Tabla 1) y, curiosamente, de dureza, con la microestructura menos porosa de todas. Sin
embargo, se conoce que el agua puede actuar como un agente antiplastificante hasta un
contenido de agua de 16 %, incrementando la energia necesaria para deformar la muestra
(Farroni y col., 2008). A nivel macroestructural, las muestras M-Q presentaron el grado de
expansion mas alto (Tabla 2), pero las micrografias SEM revelaron que estos sistemas
presentaron las microestructuras mas compactas.
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Con la adicidon de harina de alpiste, se obtuvieron productos con una estructura interna
aspera, rugosa y heterogénea (Figura 24 E). Se observaron, ademas, numerosas fracturas y
particulas incrustadas, con relacion a su elevado contenido de fibra dietaria, de manera similar
que para los sistemas M-M y M-S. También se visualizaron multiples burbujas de aire de gran
tamarfio, en relacion con el valor de w del modelo GDW, que indica una microestructura mas
porosa que el resto de las formulaciones. El borde externo mas fino y el elevado nimero de
poros también justificaria los menores valores de dureza respecto al control (M) o la

formulacion con quinoa (M-Q) (Tabla 2).

4.1.10 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 25 se presentan los espectros obtenidos para las diferentes formulaciones
antes (linea completa) y después del proceso de extrusion (linea punteada). Algunas bandas se
pueden atribuir a modos vibracionales de enlaces de grupos quimicos y, por lo tanto, asignarse

a componentes de la matriz, tales como almidon, proteinas y lipidos (Tabla 9).

La banda mas intensa en todos los espectros tiene un pico principal a 998 cm™ (Figura
25 A-E), correspondiente a la flexion del enlace C-O del grupo glicosidico, que esta asociado
al almidon (Cueto y col., 2018). Otras bandas relacionadas al almidon incluyen el estiramiento

C-Oy la flexion C-O-C de los enlaces glicosidicos a 1014 cm™ (Wiercigroch y col., 2017).

En la region de frecuencia alrededor de 1000-1100 cm™ se observaron algunas
modificaciones de bandas luego del proceso de extrusion, que fueron usadas en otros trabajos
para analizar cambios de corto rango en el almidén debido a diferentes tratamientos (Warren y

col., 2016). En esa region se aplicd la primera derivada para resaltar las diferencias entre los
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espectros y mejorar las relaciones entre las sefiales y el ruido (Fetterman, 2005), que se muestra

en los insertos de cada figura.

Tabla 9: Asignacion tentativa de bandas de espectroscopia FT-IR a grupos quimicos, basada
en datos bibliograficos.-

NUumerode  Asignacion tentativa de ; ) .
1 Molécula asociada Referencia
banda (cm™) banda
Cueto y col. (2018); Wiercigroch y col.
998 Flexién C-O Almidén (2017);
Warren y col. (2016)
1010 Estiramiento C-O / Almidén Zhao y col. (2020); Cueto y col. (2018);
Flexion C-O-C (fase amorfa) Jafari y col. (2017); Warren y col. (2016)
] Zhao y col. (2020); Cervantes-Ramirez y col.
o Agua / fibra / o
3300-3500 Estiramiento O-H ] (2020); Wiercigroch y col. (2017);
carbohidratos ) )
Bernardino-Nicanor y col. (2017)
Zhao y col. (2020);
Estiramiento asimétrico ] Cervantes-Ramirez y col. (2020);
2922 Lipidos o
-CH; Wiercigroch y col. (2017); Warren y col.
(2016)
o oo Zhao y col. (2020); Cervantes-Ramirez y col.
Estiramiento simétrico ) o
2853 CH Lipidos (2020); Wiercigroch y col. (2017); Warren y
’ col. (2016)
o ) Cervantes-Ramirez y col. (2020);
1745 Estiramiento C=0 Lipidos
Cueto y col. (2018)
1640 Estiramiento C=0/ Proteinas (amida I, a- Cueto y col. (2018); Wang y col. (2017);
Flexién N-H hélice) Jafari y col. (2017)
1540 Estiramiento N-H Proteinas (amida Il) Cueto y col. (2018); Jafari y col. (2017)
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Puede observarse para todas las muestras que la banda a 1010 cm™ fue mas intensa,
mientras que la de 1038 cm™ disminuyd luego de la extrusion. Estas bandas se asocian a modos
vibracionales de los enlaces involucrados en la region amorfa y cristalina del almidon,
respectivamente (Zhao y col., 2020; Cueto y col., 2018; Warren y col., 2016; Bernardino-
Nicanor y col., 2017). Las modificaciones de las intensidades de las sefiales y las areas bajo las
curvas observadas luego de la extrusion en cada caso reflejan la ocurrencia de la gelatinizacion
del almiddn, con reduccion de la estructura cristalina/ordenada (Cervantes-Ramirez y col.,
2020; Bernardino-Nicanor y col., 2017; Warren y col., 2016). Esto coincide con los resultados

discutidos en secciones anteriores.
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Figura 25: Espectros FT-IR de los diferentes productos extrudidos. A) M = control; B) M-M
= maiz + mijo; C) M-S = maiz + sorgo; D) M-Q = maiz + quinoa; E) M-A = maiz + alpiste.
Los espectros continuos corresponden a las muestras antes de la extrusion, mientras que los
punteados pertenecen a los sistemas extrudidos. En los insertos se amplid la region del almidon,
se aplicd la primera derivada y se muestran los cambios de las bandas a 1010 cm™ y 1038 cm’
1

La segunda banda mas importante en todos los espectros fue la que se encontro
alrededor de 3300-3500 cm™, que esta asociada al estiramiento O-H (Zhao y col., 2020) y pudo
relacionarse al agua y fibra dietaria, al igual que a otras moléculas conteniendo grupos
oxhidrilos, tales como los carbohidratos (Cervantes-Ramirez y col., 2020). Cuando se
comparan las sefiales de los espectros antes y después del proceso de extrusion, se puede
observar que la intensidad de esta banda disminuyo para todos los sistemas extrudidos,

reflejando la disminucion del contenido de agua y fibra dietaria (Tabla 1).

Las bandas a 2922 y 2853 cm™, correspondientes a los estiramientos simétricos y
asimétricos de -CHp, respectivamente, y la de 1745 cm™, atribuido al estiramiento del C=0, se
asocian a los lipidos (Cervantes-Ramirez y col., 2020; Cueto y col., 2018). Las modificaciones
del contenido de lipidos discutido en la Seccion 4.1.1 so6lo se observaron para los sistemas M-
M (Figura 25 B). La formacién de complejos amilosa-lipidos durante la extrusion podria
explicar las modificaciones en esas regiones de los espectros (Rolandelli y col., 2020; Cueto y

col., 2018; Moisio y col., 2015).

Las bandas en la region 1600-1700 cm™ corresponden al grupo amida | (estiramiento
C=0y flexion N-H), indicativo de la estructura proteica secundaria (Cueto y col., 2018; Wang
y col., 2017), mientras que la de 1540 cm™ se asocia al grupo amida Il (estiramiento N-H).
Como el pico principal correspondiente al grupo amida | se encontr6 a 1640 cm™ para todas

las formulaciones crudas, se puede afirmar que todas las proteinas nativas se encontraban en
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conformacién a-hélice (Jafariy col., 2017). En concordancia con la Tabla 1 y considerando las
absorbancias a 1540 cm™ y 1640 cm, los sistemas con el mayor contenido proteico (M-M, M-
Q y M-A) presentaron las mayores intensidades de picos, especialmente previo a la extrusion
(Figura 25 B, D y E, respectivamente). Como se discutio previamente, luego del procesamiento
termo-mecénico los contenidos de proteinas disminuyen ligeramente en la mayoria de los
casos, pero las muestras M-A mantuvieron los mayores niveles y las M, los menores. Estos
resultados también se manifestaron en los correspondientes espectros FT-IR (Figura25E y A,
respectivamente). Por otro lado, como el maximo de absorcion cambid a 1627 cm™ luego de la
extrusion (linea punteada), se puede afirmar que el proceso generé un aumento de las
conformaciones aleatorias o desordenadas de las proteinas en todos los casos (Jafari y col.,
2017). Ademas, se observo un ensanchamiento de las bandas correspondientes a los grupos
amida I y 11, lo cual puede atribuirse al fendmeno de desnaturalizacion o desenrollamiento de
las conformaciones a-hélices de las proteinas, lo que trae como consecuencia una potencial
exposicion de grupos reactivos (Wang y col., 2017). Estas modificaciones pueden promover
las interacciones de las proteinas con otras macromoléculas, dado que aumenta la exposicién
de los enlaces peptidicos (Cueto y col., 2018). Esta exposicion de las proteinas puede facilitar,
por ejemplo, el desarrollo de reacciones de pardeamiento no enzimatico, con los consecuentes
cambios de color en las muestras, o la formacién de los aglomerados proteicos por enlaces
covalentes, con modificaciones en las propiedades mecanicas (Téllez-Morales y col., 2020;

Jebalia y col., 2019).

4.1.11 Espectroscopia Raman con transformada de Fourier (FT-Raman)

De manera similar que para el caso de FT-IR, los sistemas extrudidos presentaron

diferencias marcadas en los espectros antes (Figura 26 A) y después de la extrusion (Figura 26
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B) en todos los casos. Todas las bandas de los espectros FT-Raman analizados, asi como la

asignacion tentativa de las bandas asociadas se encuentran en la Tabla 10.

Tabla 10: Asignacién tentativa de bandas de espectroscopia FT-Raman a grupos quimicos,

basada en datos bibliograficos.-

Numero c_Jle Asignacion tentativa Molécula asociada Referencias
onda (cm™) de banda
. . Ildiz y col. (2019); Yang y col. (2018);
476 Flexién C-C/ C-O Almldi?gn(c?:;)llo de Wiercigroch y col. (2017); Bernardino-Nicanor y col.
P (2017); Mir y col. (2016)
940 Estiramiento Almidon (enlace Ildiz y col. (2019); Yang y col. (2018);
C-0-C glicosidico a-1,4) Bernardino-Nicanor y col. (2017)
2911 Esngmemo Almidon Ildiz y col. (2019); Wiercigroch y col. (2017)
Flexiény giro . Yang y col. (2018); Wiercigroch y col. (2017);
1460 -CH; Almidon Bernardino-Nicanor y col. (2017)
Estiramiento . Ildiz y col. (2019); Yang y col. (2018);
1127 C-0 Almidon Wiercigroch y col. (2017)
1522 Estlram|ent(_) C=Cen Carotenoides Yang y col. (2018)
fase polienos
Estiramiento .
1157 C-C polienos Carotenoides Yang y col. (2018)
1754 Estiramiento C=0 Lipidos Ildiz y col. (2019); Yang vy col. (2018)
1658 Estiramiento C=0 Proteinas (amida I, lldiz y col. (2019); Yang y col. (2018);

a-hélice)

Wang y col. (2017)
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Figura 26: Espectros FT-Raman de los diferentes sistemas extrudidos (a) antes y (b) después
de la extrusion. M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa;
M-A = maiz + alpiste. Todos los espectros se suavizaron dos veces utilizando un polinomio de

segundo orden y 4 vecinos a cada lado.
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Las bandas Raman que méas cambiaron debido al proceso de extrusion son las que se
encuentran a 476, 940 y 2911 cm™. Las bandas a 476 y 940 cm™* se han considerado como las
mas representativas para la discriminacion de almidones de diferentes fuentes (Almeiday col.,
2010; Yang y col., 2018). Se han atribuido a deformaciones del anillo de piranosa y a
vibraciones provenientes de los enlaces glicosidicos a-1,4, respectivamente (Wiercigroch y
col., 2017; Mir y col., 2016). Algunos autores también relacionaron las intensidades de estas
bandas con el contenido de amilosa (Almeida y col., 2010). En relacion con las intensidades
de las bandas a 476 y 940 cm™ las mezclas crudas pueden ordenarse como M > M-A > M-S >
M-Q > M-M, que coincide con su contenido de amilosa reportado de 25-30 %, 22-23 %, 14-
19 %, 10-12 % y 6 %, respectivamente (Cervantes-Ramirez y col., 2020; Ramos-Diaz y col.,
2019; Irani y col., 2017; Sumay Urooj, 2015; Gerrano y col., 2014). Por otro lado, el aumento
de las intensidades de estas bandas luego del proceso de extrusion puede explicarse por la
organizacion molecular mas relajada, promovida por la amorfizacion y dextrinizacion del
almiddn, o debido a la formacion de complejos amilosa-lipidos que se sabe ocurren en este
proceso (Fany col., 2012; Almeida y col., 2010). Estos resultados concuerdan con lo discutido
para la banda 1010 cm™ de los espectros FT-IR (Seccion 4.1.10) y el analisis de difraccion de
rayos X (Seccion 4.1.5). Paralelamente, la banda a 2911 cm™ fue la mas intensa para todos los
sistemas crudos y extrudidos, pero no se modificd luego de la extrusion en ninguna formulacién
(Figura 26 B), por lo que no puede ser utilizada como un indicador de la transformacion térmica
del almidén (Almeida y col., 2010). Otras bandas Raman asociadas al almiddn se encuentran a
1460y 1127 cm™, que se atribuyen a deformaciones -CH, y estiramiento C-O, respectivamente
(Yangy col., 2018; Wiercigroch y col., 2017; Mir y col., 2016). Luego de la extrusion, la banda
de 1460 cm™, atribuida a una reduccion de la fase cristalina del almiddn debido al tratamiento

(Fan 'y col., 2012), disminuyd considerablemente en todas las formulaciones.
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Se analizaron dos bandas asociadas a carotenoides a 1522 y 1157 cm?, siendo M-A la
mezcla que mostrd la mayor intensidad de pico luego de la extrusion, seguido por M. Estas
bandas estan relacionadas con los modos de estiramientos en fase de C=C y C-C de las cadenas
de polienos, respectivamente (Yang y col., 2018). El reemplazo de maiz por harinas de mijo,
sorgo y quinoa promueve un efecto de dilucion que se reflejo en la disminucion de las
intensidades de las bandas en las mezclas crudas. Aunque se sabe que parte de los carotenoides
se pierde durante la extrusion (Cueto y col., 2017), las bandas asociadas a carotenoides en FT-
Raman aparecieron s6lo después del proceso. Dado que el s-caroteno, la luteina y la zeaxantina
se encuentran principalmente en la cascara de los granos (Cueto y col., 2017), la disrupcion de
la estructura de la pared celular por la presion y el calentamiento favorecié su liberacion y
potencial disponibilidad (Ortak y col., 2017). Al mismo tiempo, la desnaturalizacion de las
proteinas durante la extrusion (discutido en la Seccion 4.1.10) también pudo promover el
desarreglo de los complejos formados entre las proteinas y los carotenoides, favoreciendo su

liberacion y determinacion (Ortak y col., 2017) y también su degradacion.

La banda a 1754 cm™, que se relaciona con el estiramiento del grupo éster C=0 de los
triglicéridos (Yang y col., 2018), se pudo observar claramente en las mezclas crudas (Figura
26 A), particularmente en los sistemas M-Q, M-A y M-S, que presentaron los mayores
contenidos de lipidos (Tabla 1). Sin embargo, la banda no pudo detectarse luego de extrusion
(Figura 26 B), lo cual puede atribuirse a la formacion de los complejos amilosa-lipido que hizo
que disminuyera la intensidad de la banda, como se discutié para los resultados de

espectroscopia FT-IR.

El analisis de las bandas FT-Raman permiti6 evaluar las modificaciones de los
carotenoides, lo cual no pudo hacerse mediante espectroscopia FT-IR. Por el contrario, los
lipidos se distinguieron mejor por FT-IR en las muestras extrudidas. Esto sugiere que es
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conveniente utilizar ambas técnicas de manera complementaria para evaluar la composicion de

las mezclas y sus modificaciones por el proceso.

Finalmente, Ildiz y col. (2019) asociaron las bandas de la region 1600-1690 cm™ a las
vibraciones del estiramiento C=0 del grupo amida I, y particularmente a conformaciones de a-
hélice para sefiales a 1655-1662 cm™. Como todas las muestras presentaron sefiales de pico a
1658 cm™, se puede afirmar que las proteinas se encontraban en conformacion a-hélice,
coincidente con los resultados de FT-IR. Por otro lado, y como ya se discuti6, los cambios
conformacionales promovidos por el calentamiento llevan a la disminucién de estas bandas en
las muestras extrudidas (Figura 26 B), indicando también reduccion de conformaciones a-
hélice. Algunas de estas modificaciones estructurales de las proteinas pueden incluir la
exposicion de grupos reactivos que se encontraban ocultos, y la promocion de estructuras
desordenadas (Wang y col., 2017). Estos cambios deben considerarse porque pueden
relacionarse con un aumento de la susceptibilidad de las proteinas a interaccionar con otras
moléculas, con implicancias en las propiedades mecanicas y visuales de los productos (Wang

y col., 2017).

4.1.12 Microscopia de barrido laser confocal (CLSM)

Las imagenes de microscopia de barrido laser confocal de los sistemas extrudidos se
presentan en la Figura 27. Debido a los fluorocromos usados, los carbohidratos se muestran en
rojo, las proteinas en verde y los lipidos en marrédn. Los lipidos superpuestos con las proteinas
o carbohidratos se presentan en amarillo (Moisio y col., 2015). Los carbohidratos son los
componentes predominantes en todas las muestras, en concordancia con los resultados de la

Tabla 1 (Seccion 4.1.1). Ademas, se confirma la gelatinizacion completa de los granulos de
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almidon, ya que no se observan granulos intactos o nativos, coincidente con los analisis de
DSC (Seccion 4.1.7). Las elevadas temperaturas, presion y cizallamiento aplicados en
presencia de agua favorecieron la fusion de los granulos y la formacion de vapor de agua que
se libera rapidamente a la salida del extrusor. Esto genera las microestructuras altamente

porosas que prevalecen en la mayoria de los sistemas estudiados (Jafari y col., 2017).

A) M
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B) M-M

C) M-S
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D) M-Q

E) M-A
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Figura 27: Iméagenes de microscopia de barrido laser confocal (CLSM) de los sistemas
extrudidos. A) M = control; B) M-M = maiz + mijo; C) M-S = maiz + sorgo; D) M-Q = maiz
+ quinoa; E) M-A = maiz + alpiste. Los carbohidratos se muestran en rojo, las proteinas en
verde y los lipidos en marrén. Los lipidos superpuestos con carbohidratos o proteinas se
muestran en amarillo.

En las muestras control (Figura 27 A) se distinguen grandes agregados proteicos. Estos
se encuentran dispersos e incluidos en una red roja continua de almidén (Jebalia y col., 2019;
Ramos Diaz y col., 2019). Chanvrier y col. (2005) afirmaron que, en harina de maiz extrudida,
los agregados proteicos derivan de la ruptura, desnaturalizacion y formacion de puentes
disulfuro, asi como también del entrecruzamiento de cuerpos proteicos causado por las
elevadas temperaturas y energias mecanicas. Ademas, Jebalia y col. (2019) y Ramos Diaz y
col. (2019) sugirieron que la distribucion de las proteinas y sus interacciones con el almidon
para formar matrices de proteinas-almidon definen las propiedades mecénicas de productos a
base de maiz. Por lo tanto, la presencia de aglomerados proteicos aislados en las muestras
control influiria negativamente en sus propiedades organolépticas, resultando en productos

fragiles, con reducida crocancia y crujencia (Jebalia y col, 2019; Ramos Diaz y col., 2019).

En la Figura 27 B se encuentran los extrudidos que contienen un 25 % de harina de
mijo. En estas muestras se observa una menor proporcién de agregados proteicos en
comparacion con el control. Se distingue la red formada por los granulos de almidon
gelatinizados, donde se visualizan grandes poros (Rolandelli y col., 2020). Se destacan las
manchas amarillas, indicando la superposicion de los lipidos con las proteinas y/o los
carbohidratos, lo cual se pudo haber favorecido por la desnaturalizacion proteica y por la
formacion de los complejos amilosa-lipidos discutidos en la Seccion 4.1.5. Por otro lado, la
presencia de los lipidos en cercania a los poros puede implicar una mayor susceptibilidad de

estos sistemas a los procesos oxidativos.
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Con la adicion de la harina de sorgo (Figura 27 C), los agregados proteicos fueron
menores que en los sistemas anteriores, pero también se visualizan algunos poros. La presencia
predominante de las manchas marrones, asociadas a los lipidos, coincide con el mayor
contenido lipidico de estos sistemas (Tabla 1). Sin embargo, no se visualizan superposiciones
de lipidos con proteinas o carbohidratos. Los altos contenidos grasos y su distribucién
predominante en cercania a los poros o a nivel superficial, hacen a estos productos

particularmente susceptibles a la oxidacion, como en el caso de M-M (Moisio y col., 2015).

Las muestras M-Q resultaron mas regulares y homogeéneas que el resto (Figura 27 D).
No se observaron poros, los agregados proteicos fueron mas pequefios y con una distribucién
mas uniforme que en los demas sistemas. En este sentido, luego del proceso de extrusion se
formd una matriz con microestructura no porosa por una distribucion regular de almidon,

proteinas y lipidos.

Finalmente, con la adicién de harina de alpiste (Figura 27 E) se observa una estructura
fragil e irregular, con poros de diferentes tamarios, pero en general mas pequefios que en M,
M-My M-S. Lared cavernosa formada present6 una distribucién homogénea de carbohidratos
y lipidos, con pequefios agregados proteicos. En concordancia con Jebalia y col. (2019) y
Chanvrier y col (2005), no se observo una orientacion particular de los agregados proteicos en

todos los sistemas, indicando que se encuentran distribuidos de manera aleatoria.

4.1.13 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

La identificacién y cuantificacion de C, O y N en la superficie externa, seccion media
y centro de los diferentes extrudidos se presentan en la Tabla 11. Todas las muestras

presentaron C como elemento principal, seguido por Oy, finalmente, N.
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Tabla 11: Composicion relativa elemental de la superficie externa, seccién media y centro de

los sistemas extrudidos, determinada por XPS*

Concentracion atomica relativa (%)

Elemento _
Muestra o Superficie . )
atémico Seccion media Centro
externa
C 79,5+ 0,398 79,1+05%8  77.6+0,42B
M @) 17,0+ 0,2 @A 18,4+0,3%A  191+0,2 0B
N 1,8 +0,2 2BC 19+0,22B 19+0,22C
C 79,6 £ 0,4 2B 79,1+0,32B 80,2 + 0,6 €
M-M 0 17,9 +0,3 2B 19.0+0,3%A 186+0,3%B
N 1,2+0,223A 1,2+0,12A 0,8+0,1%A
C 80,7+ 0,4 °C 789+042%8  810+04P°C
M-S 0 16,4 + 0,4 @A 182 +0,35A  16,2+0,42A
N 1,6 + 0,3 2ABC 1,3+0,23A 1,6+0,12BC
C 78,0 £ 0,324 765+04%  763+0723A
M-Q o) 19,3+ 0,2 2¢ 20,8+0,3P8  213+0,20P
N 1,4+0,12AB 1,4+0,12AB 1,1+0,12AB
C 78,9+ 0,4 2B 78,8+ 0,4 2B 78,0+ 0,328
M-A o) 17,9+ 0,3 2B 186+0,33"  195+0,30C
N 20+0,3b0C 16+03%AB  144+0,22BC

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz +
alpiste.

*Los resultados se expresan como promedio + desvio estandar (n = 3). Los valores seguidos por diferentes letras
en cada columna indican diferencias significativas: letras en mintscula indican diferencias entre las secciones de

la misma muestra, mientras que letras en mayuscula representan diferencias entre la distribucion elemental entre
muestras para cada seccién (valor-p <0,05).

Para el control, se encontraron pequefias diferencias en la distribucién de C, siendo

menos concentrado en el centro, mientras que la tendencia opuesta se observé para O. La
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distribucion de N, atribuida a proteinas (Porras-Saavedra y col., 2015), fue similar en las tres
secciones, indicando que las proteinas se distribuyeron aleatoriamente, lo cual esta de acuerdo
con lo discutido en las imagenes de microscopia de barrido laser confocal (Figura 27 A, Seccion
4.1.12).

Por su parte, no se encontraron diferencias en la distribucion de C o N para las muestras
M-M; pero para O, se observé mayor concentracion en las secciones media y el centro, aunque
la diferencia fue pequefia. La relacion C/O puede relacionarse con los contenidos de
carbohidratos y/o lipidos (Nawaz y col., 2016). Por lo tanto, las mayores concentraciones de O
en estas secciones puede indicar la distribucion preferencial de los lipidos en la superficie
interna de los poros, tal como se observd en las imagenes de CLSM (Figura 27 B, Seccidn
4.1.12), confirmando la mayor susceptibilidad de M-M a la oxidacion lipidica.

Para el caso de M-S, la superficie externa y el centro presentaron la mayor
concentracion de C, mientras que lo opuesto se observo en la distribucion de O. Estos patrones
de distribucion pueden relacionarse con la presencia homogénea de carbohidratos y lipidos
luego de la extrusion discutida en la Seccion 4.1.12. De manera similar, no se encontraron
diferencias en la concentracion de N entre las secciones, confirmando la distribucion aleatoria
de las proteinas en las muestras.

En los sistemas M-Q, C se presento principalmente en la superficie externa, mientras
que, en la seccion media o el centro, O fue predominante. Como en el caso de M-S, no se
encontraron diferencias en la distribucién de N (y, por lo tanto, de proteinas) entre las
secciones. Es interesante destacar que la concentracion atomica relativa de N fue la menor en
comparacion con el resto de las muestras, a pesar de tener altos contenidos proteicos (Tabla 1,
Seccion 4.1.1). Porras-Saavedra y col. (2015) también encontraron diferencias en el contenido

proteico durante la cuantificacion por el método de Kjeldahl y XPS.
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Finalmente, para M-A, C se distribuy6 equitativamente entre las secciones, pero O se
presentd predominantemente en el centro, mientras que N lo estuvo en la superficie externa. A
diferencia de M-Q, la mayor concentracion relativa de N en los sistemas M-A se puede
relacionar con su mayor contenido proteico (Tabla 1, Seccién 4.1.1). Esta mayor concentracion
proteica pudo también ser la razon de la microestructura fragil e irregular descrita en las
imagenes de CLSM (Figura 27 E, Seccion 4.1.12). A su vez, la distribucion predominante a
nivel superficial de las proteinas favorece la elasticidad e incrementa los tiempos de mojado
cuando se sumergen en agua (Porras-Saavedra y col., 2015). Esto puede representar una
ventaja, ya que ambas propiedades resultan favorables durante el consumo de las muestras,

particularmente en la masticacion, aportando percepciones sensoriales agradables.

146



4.2 Sistemas laminados

4.2.1 Optimizacion del proceso de obtencion mediante Metodologia de Superficie de

Respuesta (MSR)
4.2.1.1 Modelado matematico de las variables respuesta

En la Tabla 12 se muestra la combinacién de las variables independientes analizadas:
adicién de agua cada 15 g de harina de maiz (X1), temperatura de tostado (X2) y tiempo de
tostado (X3), junto con los resultados de las variables dependientes: parametros cromaticos L*
(Y1), a* (Y2), b* (Y3), contenido final de agua (%, b.s.) (Y4) y concentracion de HMF (ppm) (Ys)
en las condiciones dadas, analizadas por Metodologia de Superficie de Respuesta. El analisis
de varianza (ANOVA) y el andlisis de regresion se encuentran en la Tabla 13. Los resultados
muestran que todos los resultados experimentales se ajustaron de manera correcta a un modelo
polindmico de segundo orden (Ecuacion 8). Ademas, los valores-p y F (Tabla 13) indican que
la significancia del modelo fue mayor al 95 % de nivel de confianza. Simultaneamente, la falta
de ajuste, los errores puros y los valores de R? muestran una buena descripcion de los resultados

a partir del modelo (Favre y col., 2020; Giimiisay y col., 2019).
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Tabla 12: Valores de variables independientes codificadas y simbolos de Metodologia de Superficie de Respuesta para la optimizacion del proceso
de produccion de snacks de maiz, basada en los valores de los pardmetros del espacio de color CIELAB (L*, a* y b*), contenido de agua y
formacion de HMF, mediante disefio de Box-Behnken*

Parametros de produccién del proceso

- — — Variables respuesta
Variables codificadas y decodificadas

Corrida X1 NG X3 v v v Ys Ys
Adicion de Tiempo de Temperatura de Li aj bj Contenido de HMF
agua (9) tostado (min) tostado (°C) agua (%, b.s.) (ppm)

1 @9 (-1)7 (-1) 200 72,3+0,2 19,4+0,2 70,57+ 0,04 9+1 3+1

2 (1) 12 095 (1) 270 60,9+0,4 23,8+0,2 60,5+0,7 4+1 64+3

3 (-1)6 (112 (0) 235 24,86 + 0,04 15,3+0,2 15,2+0,3 0,701 162 +£5

4 (-1)6 095 (-1) 200 68,1+£0,2 24,91+ 0,05 705+0,3 6,1+05 10,3+ 0,6

5 (1) 12 (-1)7 (0) 235 71,2+0,2 239+0,2 72,8+0,3 3+1 8,607

6 (1) 12 (1) 12 (0) 235 54,0+1,8 27,8+0,5 55,9+0,8 0,8£0,2 57+5

7 (-1)6 (-1)7 (0) 235 69,1+£0,2 26,41+0,01 72,11+0,08 20+0,3 21+3

8 )9 0)9,5 (0) 235 689+15 31,3+£0,9 62,8+0,5 2104 28+4

9 )9 0)9,5 (0) 235 69+1 321+01 62,6 £0,7 1,9+01 27,8+0,6

10 @9 (1) 12 (-1) 200 71,6+0,5 25,63+ 0,02 67,0£0,3 48+0,6 10,14 +£0,01

11 (1) 12 (0)9,5 (-1) 200 779+0,2 18,6 +0,1 56,9+£0,2 44+0,2 3,9£07

12 @9 (-7 (1) 270 702+1,0 235+0,5 69,0+0,8 19+01 32+£3

13 ©)9 (0)9,5 (0) 235 67,6 £0,9 314+01 63,7+£0,9 23+£05 28+4

14 @9 (1) 12 (1) 270 19+1 9,4+0,7 6,0£0,2 1,8+0,3 212£3

15 (-1)6 0)9,5 (1) 270 30,4+04 6,76 + 0,03 76+0,.2 0,44+0,02 178 £ 2

* Todos los resultados se expresan como promedio + desvio estandar (n = 3).
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Tabla 13: Analisis de varianza (ANOVA) y ajuste de pardmetros del modelo cuadrético de las

variables respuesta para el proceso de produccion de snacks de maiz.-

Fuente Modelo Falta de ajuste  Errores puros
SC 5022,43 21,07 1,03
L* GL 9 3 2
2 CM 558,05 7,02 0,5134
(RT=0998) " \salor-F 126,26 13,68
Valor-p < 0,0001 0,0689
SC 808,15 0,1984 0,3885
a* GL 9 3 2
(R*=0,9993) CM 89,79 0,0661 0,1942
Valor-F 765,06 0,3404
Valor-p < 0,0001 0,8035
SC 7871,54 8,53 0,6521
b* GL 9 3 2
(R?=0,9988) CM 874,62 2,84 0,3260
Valor-F 476,21 8,72
Valor-p < 0,0001 0,1046
Contenido SC 70,64 3,41 0,0672
deagua GL 6 6 2
(%, bs) CM 11,77 0,5678 0,0336
(R*=0,9531) Valor-F 27,11 16,90
Valor-p < 0,0001 0,0569
SC 66736,98 3,86 0,5414
(';F';"n']:) GL 9 3 2
CM 7415,22 1,29 0,2707
2 — 1 1 1
(RE=0.9999)  \rq1or-F 8431,23 4,75
Valor-p < 0,0001 0,1789

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. Nivel de significancia = valor-p < 0,05.

4.2.1.2 Modelado matematico para los parametros de color CIELAB

Las siguientes ecuaciones codificadas se utilizaron para describir los efectos de las

variables independientes sobre los valores de L*, a* y b* de los snacks de maiz (Ecuaciones

21, 22 y 23, respectivamente):
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12,67X,X; — 6,30X2? — 7,38X2 — 2,86X2

5,08X,X; — 4,62X? — 3,65X2 — 8,46X2

14,85X,X; — 6,67X% — 2,40X2 — 7,50X%

donde X es la adicion de agua (g/15 g de harina de maiz), X> es el tiempo de tostado (min) y
X3 es la temperatura de tostado (°C) (Tabla 12). Los coeficientes de regresion (R?) fueron
0,9956, 0,9993 y 0,9988 para L*, a* y b*, respectivamente (Tabla 13), indicando un buen ajuste
de los datos experimentales (Giimiisay y col., 2019). Todos los términos de las Ecuaciones 21-

23 fueron significativos para el modelado de los parametros de color.

De acuerdo con las ecuaciones 21, 22 y 23, a mayores niveles de agua (X1), los snacks
mantienen una coloracion amarillenta clara, indicando un incipiente desarrollo de reacciones
de pardeamiento no enzimatico, mientras que mayores tiempos (X2) o temperaturas de tostado
(Xa3), favorecen el pardeamiento y oscurecimiento de los productos. Las modificaciones de los
parametros cromaticos pueden relacionarse directamente con el desarrollo de la reaccion de
Maillard (Mesias y col., 2019; Cueto y col., 2017; Nguyen y col., 2016). Ademas, el
pardeamiento no enzimatico se encuentra favorecido por la dextrinizacion del almidén, que
ocurre a temperaturas mayores a 200 °C en sistemas a base de cereales (Singh y col., 2000).
Estas reacciones se promueven por la combinacion de largos tiempos y temperaturas de tostado
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(X2X3) y el consecuente pardeamiento se visualiz6 en la reduccion de los valores de los
parametros de reflectancia (Cueto y col., 2017; Farroni y Buera, 2012; Sumithra y

Bhattacharya, 2008).

Los efectos de las combinaciones de las condiciones de proceso en los parametros
cromaticos se reflejan en la Figura 28 (A-1). En estos graficos 3D se predice la respuesta
utilizando dos variables independientes mientras que la tercera se mantiene en el valor central
del rango utilizado. La luminosidad (L*) disminuy6 considerablemente con el aumento de los
tiempos de tostado (Xz), particularmente a bajos niveles de agua afiadida (X1), a los cuales los
valores de L* de alrededor de 70 para las muestras crudas (indicando un color claro)
disminuyeron al rango de 25-30 (Figura 28 A). Por el contrario, los resultados de L* se
mantuvieron altos (60 y més) a cortos o0 medianos tiempos de tostado (7-9 min), especialmente
con niveles crecientes de agua afiadida. Observando la pendiente de la superficie de respuesta
de la Figura 28 A, se puede afirmar que la adicion de agua (X1) tuvo un efecto predominante
en comparacion con el tiempo de tostado (X2) sobre los valores de L* en los rangos estudiados,
en concordancia con la Ecuacion 21: la luminosidad aumentd con niveles crecientes de agua
inicial afadida. Ademas, las muestras se oscurecieron a medida que aumento la temperatura de
tostado (Xs3), especialmente a bajos niveles de agua afiadida (Figura 28 B). Los efectos
combinados del tiempo y la temperatura de tostado (X2 y Xs, respectivamente) influyeron
negativamente en los resultados de luminosidad (Figura 28 C). Observando detenidamente el
comportamiento de los atributos cromaticos a lo largo del eje Xi, se puede distinguir un
maximo, especialmente a bajos tiempos o temperaturas de procesado, lo cual es mas evidente
en la variable b* (Figuras 28 D-F). A muy bajos niveles de agua afiadida, a los cuales el
movimiento molecular se encuentra altamente reducido, el desarrollo de las reacciones de

pardeamiento no enzimatico se encuentra muy limitado. A partir de un dado punto, con niveles
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crecientes de agua la velocidad de las reacciones de pardeamiento aumenta debido a que la
movilizacién de los reactivos se encuentra favorecida (Acevedo, Schebor y Buera, 2008). Por
el contrario, el agua, como producto de la reaccion, retrasa su progreso (Agudelo-Laverde y
col., 2013) y, por lo tanto, altos niveles de agua afiadida producen una reduccién del

pardeamiento no enzimatico.
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Figura 28: Gréficos de superficie de respuesta de los valores de los parametros del
espacio de color CIELAB L* (A-C), a* (D-F) y b* (G-1) de snacks de maiz en funcion
de la combinacidn de variables independientes. (A), (D) y (G) combinan adicion de agua
(9) y tiempo de tostado (min) a 235 °C como temperatura de tostado; (B), (E) y (H)
combinan adicion de agua (g) y temperatura de tostado (°C) con 9,5 min como tiempo de
tostado; (C), (F) y (I) combinan tiempo de tostado (min) y temperatura de tostado (°C)
con 9 g de agua afadida.

Es importante destacar que mientras los valores de L* disminuyen
progresivamente con el aumento del tiempo o la temperatura de tostado, las variables
cromaticas a* (representando coloraciones rojizas) y b* (asociada a coloraciones
amarillentas) muestran valores maximos en los niveles medios de los rangos de
temperatura y cantidad de agua afiadida (Figuras 28 D-F y G-I, respectivamente). De
acuerdo con lo demostrado por Pepay col. (2020), durante las reacciones de pardeamiento
no enzimatico las muestras con mayor luminosidad se encontraron cercanas al punto
acromatico blanco, pero también los componentes cromaticos de las muestras mas
oscuras son muy bajos, ya que se acercan al punto acromatico negro. Como se menciond
antes, dependiendo el contenido, el agua puede favorecer o inhibir el desarrollo de las
reacciones de pardeamiento no enzimatico (Gomez-Narvaez y col., 2019; Van Der Fels-
Klerx y col., 2014; Farroni y Buera, 2012; Farroni y col., 2008). Este doble efecto de los
niveles del agua inicial afiadida fue diferente para los componentes cromaticos a* y b*
(Figuras 28 D-E y G-H, respectivamente), en comparacion con los valores de L* (Figuras
28 A-B). Por un lado, la luminosidad disminuye de manera continua con el progreso de
la reaccion, mientras que los componentes cromaticos muestran valores maximos. En
otras palabras, mientras los valores de L* disminuyen con el aumento de la temperatura
(Figuras 28 B-C), las variables a* y b* muestran valores maximos a valores de

temperatura intermedios (Figuras 28 E-F y H-I, respectivamente), lo cual se relaciona con
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las interacciones complejas de las variables contenido de agua y temperatura, que se

discutird en la Secciéon 4.2.1.6.

4.2.1.3 Modelado matematico para el contenido final de agua

La siguiente ecuacion, conteniendo sélo los términos significativos en forma
codificada, se utilizd para analizar los efectos de las variables independientes en el

contenido final de agua (%, b.s.) de los snacks de maiz (Ecuacion 24):

Ecuacion 24: Contenido de agua (%,b.s.) = 1,80 + 0,2862X; —

0,9663X, — 2,08X5 + 1,19X,X; — 1,04X,X;5 + 2,19X2

El coeficiente de regresion (R?) del modelo fue 0,9531 (Tabla 13) y los términos
X1X2, X12 'y X22 no fueron significativos para predecir el contenido final de agua en los

snacks.

Las modificaciones del contenido final de agua debido a la combinacion de las
condiciones de procesamiento se muestran en la Figura 29. De acuerdo con la Ecuacién
24, el contenido final de agua de los productos obtenidos fue menor a menores niveles de
agua afadidos y a mayores temperaturas de tostado (Figuras 29 A-B). La pendiente
negativa en el eje de temperatura fue mayor que la del eje tiempo, indicando que, en los
rangos estudiados, la primera tuvo efectos predominantes por sobre el tiempo en la
reduccién del contenido final de agua (Figura 29 A). El aumento de la temperatura de
tratamiento incrementd la fuerza impulsora para la evaporacion de agua, lo cual se

evidencid con la rapida caida de la pendiente de las superficies de respuesta en el eje X3
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Contenido de agua

de las Figuras 29 Ay B. A medida que la temperatura alcanzaba los 270 °C el contenido
de agua fue menos dependiente del tiempo de tostado (Figura 29 A), indicando que toda
el agua que podia evaporarse se perdi6 en menos de 7 minutos (Nguyen y col., 2017; Van
Der Fels-Klerx y col., 2014). Con la exposicion de las muestras a elevadas temperaturas
durante varios minutos, el pardeamiento estuvo favorecido y los valores de L*, a* y b*
fueron disminuyendo, segun lo discutido en la seccién anterior. Por otro lado, segln lo
esperado, el contenido de agua final fue mayor a mayores niveles de agua inicial afiadida
(X1), incluso a la temperatura mas alta de tostado (270 °C) (Figura 29 B). Es decir, llevo
mas tiempo evaporar el agua presente en la muestra, porque habia una mayor cantidad
inicial, incluso aunque el aumento de la temperatura de tratamiento acelerara el proceso.

Este efecto se reflejo en el término positivo X1X3 en la Ecuacion 24.

!

©
>
[@)]
©
”; = o
pt Vo T 9
o] 777777 o o
=} S -
> z S
A O ~
s
C
(@]
©]
7’%]
o, de[ o .
G g, o @
(A)

Figura 29: Graficos de superficie de respuesta de contenidos de agua (%, b.s.) de snacks
de maiz en funcién de la combinacidn de variables independientes: (A) tiempo de tostado
(min) y temperatura de tostado (°C) con 9 g de agua afiadida y (B) temperatura de tostado
(°C) y adicion de agua (g) con 9,5 min de tiempo de tostado.
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4.2.1.4 Modelado matematico para la formacién de HMF

La siguiente ecuacion codificada describe los efectos de las variables

independientes en la formacion de HMF (ppm) (Ecuacion 25):

Ecuacion 25: HMF (ppm) = 27,27 — 29,81X, + 47,01X, + 57,29X5 —

23,17X,X, — 27,01X, X5 + 43,19X,X; + 17,27X? + 17,73X2 + 19,40X2

El coeficiente de regresion obtenido (R?) fue 0,9999 (Tabla 13) y todos los
términos fueron significativos. El término X; y las interacciones X1X2 y X1X3 tuvieron
efectos negativos, mientras que Xz, Xs, la interaccion X2Xs y los términos cuadraticos Xi2,

X2? y X% promovieron la formacion de HMF en los snacks.

Los efectos combinados de las condiciones de procesamiento en el desarrollo de
HMF se pueden visualizar en la Figura 30. El aumento del tiempo o de la temperatura de
tostado produjeron un aumento del contenido de HMF. Este aumento fue menos marcado
con niveles crecientes de cantidad de agua inicial afiadida (Figuras 30 A-B). Es
importante destacar que la formacion de HMF ocurre a traves de reacciones de
deshidratacion y, por lo tanto, la presencia de agua como producto de la reaccion,
enlentece el progreso de la reaccion (Agudelo-Laverde y col., 2013). La combinacién de
elevadas temperaturas y tiempos de tostado a los menores niveles de agua inicial afiadidos
produjo los mayores contenidos de HMF y, por lo tanto, el mayor dafio térmico en los
productos. Los efectos del tiempo y la temperatura de tostado prevalecieron por encima

del nivel de agua inicial, lo cual es particularmente notable en la Figura 30 C. En este
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grafico también se puede observar la fase lag de la formacién de HMF descrita por

Nguyen y col. (2017), Nguyen y col. (2016) y Van Der Fels-Klerx y col. (2014).

HMF (ppm)

HMF (ppm)

Figura 30: Gréaficos de superficie de respuesta de la concentracion de HMF (ppm) en los
snacks de maiz en funcién de la combinacion de variables independientes: (A) adicion de
agua (g) y tiempo de tostado (min) a 235 °C como temperatura de tostado; (B) adicion de
agua (g) y temperatura de tostado (°C) con 9,5 min como tiempo de tostado; (C) tiempo
de tostado (min) y temperatura de tostado (°C) con 9 g de agua afadida.

Teniendo en cuenta que la formacion de HMF ocurre a través de etapas de
deshidratacion, esta fase lag puede explicarse por la necesidad de eliminar ciertas

cantidades de agua durante la formacion de HMF. Ademas, la eliminacion de agua y la
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continua exposicion de las muestras a elevadas temperaturas durante varios minutos
favorece la dextrinizacion del almidén. Como resultado se forman dextrinas y azlcares,
que son precursores de HMF, lo cual podria explicar su acumulacion exponencial luego
de la fase lag (Giovanelli y Cappa, 2021; Gokmen y col., 2007; Van Der Fels-Klerx y
col., 2014). El punto de maxima formacion de HMF (212 ppm) coincide con los menores
valores cromaticos (L* = 19; a* =9,4; b* = 6,0, Tabla 12) y, por lo tanto, con las muestras
mas oscuras. Estos resultados confirman la relacion existente entre los intermediarios de
las reacciones de pardeamiento no enzimatico y los atributos cromaticos de estas muestras

(Gémez-Narvéez y col., 2019).

4.2.1.5 Condiciones optimas, funcion de deseabilidad y validacion del modelo

La funcion deseabilidad (D) se us6 para determinar la combinacion de las
variables independientes que llevan a minimizar la formacién de HMF, pero manteniendo
valores adecuados de las variables cromaticas y bajos contenidos de agua finales, segun
lo descrito en la Seccidn 3.2.1.5. La combinacién que resulta de la adicion de 6 g de agua
a la harina de maiz previo a la coccion y con una etapa de tostado a 217 °C durante 11
minutos presentd una deseabilidad de D = 0,705. En estas condiciones, los productos
resultantes deberian presentar como respuestas predichas 3 % de humedad final (b.s.),
con valores de los parametros de CIELAB de L* =53, a* =24y b* = 50 y 65 ppm de
HMF. Estos parametros estan en el mismo rango que otros productos a base de cereales
de adecuada calidad y aceptabilidad (Ghazouani y col., 2021; Mesias y col., 2019; Cueto

y col., 2017; Van Der Fels-Klerx y col., 2014).

Para verificar la utilidad del modelo, los snacks de maiz se prepararon en las

condiciones 6ptimas definidas y luego las variables respuesta se midieron. Los resultados
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de la comparacion entre valores predichos y experimentales, evaluada mediante el

coeficiente de variacion (CV, Seccion 3.2.1.5) se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14: Comparacion entre valores predichos por la funcion deseabilidad (D) y los
valores experimentales de las variables respuestas, junto con el coeficiente de variacion
(CV) para el proceso de produccion de snacks de maiz.-

] Valor Valor
Variable respuesta ) _ CV (%)
predicho  experimental
L* 53 49,97 6,06
ax 24 24,66 2,68
b* 50 47,54 5,17
Contenido de agua (%, b.s.) 3 3,23 7,12
HMF (ppm) 65 65,83 1,26

Los bajos valores de los CV obtenidos confirmaron que la MSR es una
herramienta adecuada para optimizar simultaneamente maltiples variables respuesta para
la definicion de los parametros del proceso de produccion de los snacks de maiz (Favre y
col., 2020; Giimiisay y col., 2019).

A partir de estos resultados, las formulaciones control (M) y aquellas conteniendo
25 % de harina de mijo (M-M), sorgo (M-S), quinoa (M-Q) y alpiste (M-A) se prepararon

en las condiciones definidas por esta metodologia para caracterizaciones posteriores.

4.2.1.6 Discusion general

Las combinaciones de las condiciones de proceso analizadas condujeron a

modificaciones de las variables respuesta: mayores niveles de agua inicial afadida
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promovieron colores més claros, manifestado por los mayores valores de reflectancia de
los parametros de color CIELAB, mayores contenidos de agua finales y minima
formacion de HMF. Por el contrario, largos tiempos y altas temperaturas de tostado
produjeron el oscurecimiento de las muestras y mayor formacién de HMF, de la mano de
menores contenidos acuosos finales. Estas relaciones se grafican en conjunto en la Figura
31. Las condiciones que llevan a bajos valores de L* y cambios de cromaticidad (valores
de a* y b*) se relacionaron con etapas especificas del pardeamiento no enzimético. Segun
Pepa y col. (2020), el pardeamiento ocurre en tres etapas diferentes. Confirmando esto,
primero, las muestras se tornaron algo amarillentas (aumenté b*) durante los primeros
minutos de tostado. Luego, el color de las muestras cambi¢ a tonalidades rojas (aumento
a*) vy, finalmente, los pardmetros cromaticos disminuyeron Yy prevalecié el
oscurecimiento en este punto, dominado por la disminucion de L* en las muestras muy
oscuras. La Figura 31, que grafica la combinacion de los tres parametros CIELAB,
muestra que los snacks se oscurecen siguiendo una trayectoria espiral, con mayores
modificaciones de las variables a* y b* en condiciones de tratamiento suaves e
intermedios, y con menores valores de L* y el correspondiente desplazamiento hacia el
negro en condiciones de tratamiento mas drasticas (Pepa y col., 2020). En la Figura 31 se
muestra el desplazamiento de los parametros de color CIELAB, que cambiaron con las
condiciones de proceso en concordancia con el tipico comportamiento cromatico
esperado para el desarrollo de la reaccion de Maillard (Pepa y col., 2020; Cueto y col.,

2015; Farroni y Buera, 2012).
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Figura 31: Relaciones entre las condiciones de procesamiento adicion de agua, tiempo y
temperatura de tostado y las variables respuesta parametros del espacio de color CIELAB,
contenido de agua final y formacion de HMF en snacks de maiz.

Observando que los cambios de color y la formacién de HMF ocurren de manera
paralela, se realiz6 un analisis de la correlacion entre los valores predichos de las variables
cromaticas y HMF. Los resultados, incluyendo los parametros y las ecuaciones de ajuste,
se muestran en la Figura 32 (A-D). Se obtuvieron buenas correlaciones negativas entre la
concentracion de HMF y los valores de L* y b* (Figuras 32 A 'y C, respectivamente) con
R? = 0,97 en ambos casos. Este comportamiento se encuentra relacionado con el proceso
de oscurecimiento, que promueve una disminucion constante de la luminosidad (L*) y
también de la variable asociada al amarillo (b*), que se relaciona a los tonos mas claros.

Sin embargo, el comportamiento de la variable a* (asociada al rojo), mostrado en la
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Figura 32 B, presenta una forma acampanada que indica que el color rojo disminuye

Unicamente con un grado acelerado de oscurecimiento (debido a la pérdida de reflectancia

total). Por otro lado, como se muestra en la Figura 32 D, hay una correlacién pobre entre

el contenido de HMF y AEa,". De hecho, cuando una muestra se oscurece, los valores de

L* y b* disminuyen mientras ocurre una compensacién por el aumento de a* (como se

muestra en la Figura 32 B), lo cual se refleja en los valores de AEa", llevando a

malinterpretaciones. Estas correlaciones confirman que el oscurecimiento y menores

coloraciones amarillas (menores valores de L* y b*, respectivamente) pueden ser usados

como indicadores de dafios térmicos o de cambios inducidos por el calentamiento.
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Figura 32: Correlaciones entre la formacion de HMF (ppm) y los valores predichos de
(A) L*, (B) a*, (C) b* y (D) 4Ea" en los snacks de maiz. Las barras indican las
desviaciones estandar de los valores informados.
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4.2.2 Isotermas de adsorcion de agua

Los parametros de ajuste de los modelos de GDW y GAB para las isotermas de

adsorcién de agua a 25 °C de los sistemas laminados se encuentran en la Tabla 15. En

cuanto a la bondad de ajuste, ambos modelos presentaron coeficientes de correlacion

mayores que 0,99 y %DPRM menores que 10 % para todos los sistemas, confirmando un

ajuste adecuado de los datos.

Tabla 15: Parametros de los modelos de D’Arcy & Watt (GDW) y Guggenheim,
Anderson y de Boer (GAB) para las isotermas de adsorcion de agua de los diferentes

sistemas laminados a 25 °C.

Modelo Constantes M M-M M-S M-Q M-A
m 4,76 6,56 6,58 3,435 3,52

K 30,93 11,28 8,848 70,61 33,36

k 0,541 0,64 0,598 0,586 0,527

GDW w 3,273 1,497 1,863 4,044 4,656
R? 0,994 0,993 0,994 0,993 0,994

%DPRM 4,55 4,81 4,09 5,03 4,61

%RECM 4,13 4,46 3,796 4,595 4,32

Mo 7,98 7,32 8,03 7,25 7,685

C 10,17 11,69 8,392 7,977 7,004

Kk 0,667 0,684 0,664 0,705 0,668

GAB

R? 0,993 0,993 0,994 0,992 0,993

%DPRM 4,756 6,619 4,17 6,962 8,921

%RECM 3,857 4,983 3,633 5,558 7,544

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.

m y mg son los contenidos de agua limite de hidratacion (% b.s.); K, k, w, C y K son constantes de los
modelos; R? es el coeficiente de determinacion; %DPRM es la desviacion porcentual relativa media y

%RECM es el porcentaje de la raiz del error cuadréatico medio.
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De manera similar a las muestras extrudidas, los valores de k' y C del modelo de
GAB en los sistemas laminados se encontraron en los rangos habituales para la
descripcion de las isotermas (Lewicki, 1997). Los valores de agua limite de hidratacién
(mo) fueron menores que para los sistemas extrudidos y se encontraron en un rango mas
acotado (7,25 — 8,03 g H2O/g muestra (b.s.)). Este valor indica los contenidos de agua
que aseguran la mayor estabilidad frente a las reacciones deteriorativas. En particular,
considerando la composicion y estructura de estos productos, la oxidacion de lipidos es
la de mayor prevalencia. A diferencia del deterioro microbiol6gico u otras reacciones
quimicas que se enlentecen mucho a bajos contenidos de agua, la oxidacion de lipidos
suele acelerarse debido a que en estas condiciones el oxigeno puede difundir facilmente
al interior de la matriz. Por lo tanto, y similarmente a los sistemas extrudidos, se sugiere
la utilizacion de envases que eviten la accion prooxidante del aire y la luz. Por otro lado,
los valores de k y C también se corresponden con aquellos asociados a isotermas de tipo
I o forma sigmoidea (Figura 33), que describen la presencia de multicapas de moléculas

de agua adsorbidas a los componentes solidos de la matriz (Furmaniak y col., 2009).
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Figura 33: Isotermas de adsorcion de agua a 25 °C y ajuste de valores experimentales de
los modelos (a) GDW y (b) GAB de los diferentes sistemas laminados. M = control; M-
M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste. Las
barras indican las desviaciones estandar de los valores informados.
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Comparando los modelos de GAB y GDW entre si, en la mayoria de los casos los
valores de %RECM del modelo GDW fueron menores, indicando mejores ajustes de los
datos experimentales (Wani y Kumar, 2016). Los valores de m del modelo GDW fueron
menores que los de mo de GAB en todos los casos, de manera contraria a lo discutido para
los productos expandidos. Particularmente, el modelo GDW incluye un parametro que
describe el tipo de asociacion de las moléculas de agua en la zona de la multicapa (w).
Para todas las formulaciones w fue mayor que 1 (Tabla 15), lo cual indica que varias
moléculas de agua pueden unirse a aquellas que interacttan con los centros primarios de
sorcion. Esto difiere de lo encontrado para los sistemas extrudidos, lo cual puede
atribuirse a las diferencias que generan los procesos de obtencion en la microestructura
de los productos. Para los sistemas expandidos, la extrusion y las diferencias de presion
producen materiales porosos que difieren de las microestructuras compactas obtenidas
como resultado de la etapa de laminacion. Estos aspectos tecnoldgicos repercuten en la
forma en la que la matriz interactta con las moléculas de agua y modifican su estabilidad.
Las etapas de laminacion y tostado pueden limitar la cantidad de centros primarios
expuestos que puedan interactuar con las moléculas de agua. Esto puede promover la
unién de varias moléculas de agua a los pocos centros de adsorcion presentes en estos
productos. Estas limitaciones también explican los menores valores de agua limite de
hidratacion de los productos laminados en comparacion con los extrudidos. Estas
observaciones demuestran el valor del modelo GDW para explicar caracteristicas de la

microestructura de las muestras.

En lo que respecta a las comparaciones entre formulaciones, los sistemas M-Q y
M-A presentaron los menores valores de agua limite de hidratacion (m) en el modelo

GDW, lo cual se manifiesta en las curvas de la Figura 33, especialmente en el rango de
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actividades de agua de 0,2 — 0,8. Esto también ocurrié en los sistemas extrudidos
conteniendo alpiste, lo cual nuevamente podria atribuirse a los mayores contenidos de
proteinas y fibra dietaria, o la presencia de lipidos, que repercuten sobre la exposicion de
grupos hidrofilicos y la asociacién entre componentes, afectando la higroscopicidad de
los sistemas (Abdel-Aal y col., 2011a) y produciendo mayores valores de w (Tabla 15).
Por el contrario, los sistemas extrudidos que incluyeron quinoa fueron los mas
higroscdpicos (Seccion 4.1.6), mientras que la misma formulacion de los productos
laminados present6 los valores de agua de hidratacion mas bajos, indicando la menor
higroscopicidad. Siendo iguales las composiciones, los cambios en los productos se
explican por las diferencias en el proceso. Los componentes de la fibra o las proteinas de
quinoa pueden haber sufrido cambios conformacionales o estructurales que afectaron su
capacidad de adsorber moléculas de agua. Simultaneamente, el proceso de coccion-
laminacion-tostado pudo generar asociaciones diferentes entre los componentes
higroscopicos y el resto de los integrantes de la matriz, como los lipidos, limitando su

exposicion o interaccién con el agua (Romani y col., 2016).

4.2.3 Pruebas de estabilidad durante almacenamiento

4.2.3.1 Actividad de agua (aw)

Los valores de aw de los sistemas crudos y productos finales a los diferentes

tiempos de almacenamiento se presentan en la Tabla 16.
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Tabla 16: Valores de actividad de agua (aw) para los sistemas crudos y productos finales

almacenados a diferentes tiempos*

Sistema Tiempo aw

Crudo 0,650 + 0,001°B
TO 0,079 + 0,002%C
M T2 0,181 +0,001°P
T4 0,194 + 0,003°B
T6 0,211 +0,001%¢
Crudo 0,646 + 0,001%8
TO 0,083 + 0,002%C
M-M T2 0,160 + 0,001°¢
T4 0,207 + 0,004¢CP
T6 0,214 + 0,004%C
Crudo 0,648 + 0,001%8

TO 0,06 + 0,00*A
M-S T2 0,148 + 0,004°8
T4 0,177 +0,002°A
T6 0,182 + 0,002°A
Crudo 0,633 + 0,001°4
TO 0,134 +0,001*P
M-Q T2 0,192 + 0,005°F
T4 0,209 + 0,003%P
T6 0,236 + 0,003¢P

Crudo 0,63 + 0,009A
TO 0,066 + 0,003*B
M-A T2 0,137 £ 0,003°4
T4 0,199 + 0,003¢%BC
T6 0,202 + 0,003%B
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M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste. T0 =
recién preparado; T2 = 2 meses de almacenamiento; T4 = 4 meses de almacenamiento; T6 = 6 meses de
almacenamiento.

*Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar (n = 3). Los valores acompafiados por
diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas: las letras mindsculas indican
diferencias entre tiempos de almacenamiento para cada formulacion, mientras que las letras mayusculas
representan diferencias entre formulaciones para cada tiempo de almacenamiento (valor-p < 0,05).

De los resultados de la Tabla 16 se destaca que todas las formulaciones crudas
tuvieron valores de actividad de agua similares, pero en particular las mezclas M-Q y M-
A presentaron valores apenas menores que el resto. Es importante aclarar que las
formulaciones crudas no fueron sometidas a ningdn tratamiento ni fueron equilibradas
previamente. Los valores corresponden a la actividad de agua propia de las harinas que
resultan tras la molienda de los granos y las respectivas mezclas de materias primas,

previo al acondicionamiento definido para la coccion (Seccion 4.2.1.5).

Luego del procesamiento (TO0), y debido a la exposicion a las altas temperaturas
durante tiempos prolongados, la aw disminuye drasticamente en todos los casos,
alcanzando valores en el rango 0,06 — 0,134. Se encontraron diferencias significativas
entre las formulaciones, siendo los valores mas altos para la formulacién M-Q. El elevado
contenido y la disposicion espacial de grupos hidrofilicos de la quinoa, como las proteinas
o la fibra, pueden explicar la mayor retencion de agua durante el procesamiento. La misma
situacion se observé para los productos extrudidos con quinoa (Seccion 4.1.6). Si bien las
isotermas de adsorcién y los parametros de los modelos matematicos presentan al sistema
M-Q como el menos higroscépico, los valores més altos de aw a tiempo 0 reflejan una
mayor capacidad de los componentes hidrofilicos de retener el agua inicial durante el
procesamiento. De la interpolacion de los valores de actividad de agua de los sistemas
recién preparados en las isotermas de la Figura 33 se puede conocer el contenido de agua

(%, b.s.) de las muestras a tiempo 0. Segun humedad decreciente, las formulaciones se
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ordenan de la siguiente manera: 3,640 (M-Q) > 3,213 (M-M) > 3,061 (M) > 2,172 (M-S)
> 1,966 (M-A). Estos valores se encuentran por debajo del agua limite de hidratacion para
todas las formulaciones con excepcion de M-Q. Particularmente para el sistema control
(M), esta humedad (%, b.s.) coincide con los valores predichos por la funcion
deseabilidad en las condiciones 6ptimas previamente definidas (Seccion 4.2.1.5). En ese
sentido, en comparacion con los sistemas extrudidos, los valores predichos por el modelo

GAB para los productos laminados resultaron mas cercanos a los experimentales.

Durante el almacenamiento se produce un aumento progresivo de los valores de
actividad de agua y, por consiguiente, de la humedad para todas las formulaciones. Esto
coincide con lo reportado por otros autores para snacks elaborados a base de cereales
(Yadav, Singh y Arora, 2018; Wani y Kumar, 2016; Sahu y Patel, 2020; Dar, Sharma y
Nayik, 2016). Es importante destacar el marcado incremento de los valores de aw durante
los primeros dos meses de almacenamiento. EI aumento de la actividad acuosa podria
atribuirse a la generacion de agua como producto de las primeras etapas de la reaccion de
Maillard que se desarrolla durante el almacenamiento (Claude y Ubbink, 2006). En
particular, los valores finales (T6) mas bajos corresponden a los sistemas M-S, mientras
que los mas altos a M-Q. De todas maneras, los maximos valores de actividad de agua
obtenidos, incluso luego de 6 meses de almacenamiento, se encuentran por debajo de los
valores criticos en relacion con la aceptacion sensorial de consumidores reportados por
otros autores para alimentos a base de maiz y otros cereales y tampoco constituyen rangos
de aw de riesgo microbiologico (Katz y Labuza, 1981; Wani y Kumar, 2016; Yadav y col.,

2018).
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4.2.3.2 Compuestos intermediarios y pardos

Los resultados de las mediciones de absorbancia a 294 nmy 420 nm de los extractos

obtenidos segun la Seccidn 3.2.3.2.1, asociado a los productos solubles de la reaccion de

Maillard, se muestran en la Tabla 17. Los compuestos intermedios absorben en la region

de 294 nm y son indicadores de los primeros estadios de la reaccién, mientras que los

compuestos pardos, que se determinan a 420 nm, se forman en etapas avanzadas y son

los responsables de los cambios en la coloracion del alimento (Farroni y Buera, 2012;

Cueto y col., 2017).

Tabla 17: Valores de absorbancia (Abs) a 294 nm y 420 nm de la fraccién soluble para
los sistemas crudos y productos finales almacenados a diferentes tiempos*

Sistema Tiempo Abs 294 nm Abs 420 nm
Crudo 0,237 + 0,005%4 0,0482 + 0,0001 °B
TO 0,4714 +0,0015 %A 0,0500 + 0,0002 >4
M T2 0,398 + 0,002¢4 0,030 + 0,001 24
T4 0,3818 +0,0015°~  0,0247 + 0,0002 A
T6 0,3714 +0,0015*  0,0211 +0,0003 &~
Crudo 0,259 + 0,0022B 0,0272 + 0,0005 24
TO 0,535 +0,00198 0,049 + 0,001 >A
M-M T2 0,522 +0,00498 0,027 + 0,002 A
T4 0,490 + 0,003¢B 0,026 + 0,001 24
T6 0,434 +0,003"B 0,014 + 0,002 A
Crudo 0,366 + 0,0022C 0,0239 + 0,0004 24
MLS TO 0,581 +0,0049¢ 0,0820 + 0,0002 98
T2 0,56 + 0,01¢C€ 0,060 + 0,001 °B
T4 0,533 + 0,005°¢ 0,0469 + 0,0003 *B
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T6 0,529 + 0,003"¢ 0,0365 + 0,0002 ®B

Crudo 0,52 +0,012P 0,025 + 0,004 A
TO 0,629 + 0,004 P 0,225 + 0,001 &P
M-Q T2 0,63 +0,01°P 0,202 + 0,004 4P
T4 0,620 + 0,001 0,115 + 0,001 ¢P
T6 0,617 + 0,002°F 0,0821 + 0,0003 *€
Crudo 0,55 + 0,022F 0,03 £ 0,02 2~
TO 0,619 +0,001°P 0,157 + 0,001 €
M-A T2 0,61 +0,01°P 0,137 + 0,001 ¢
T4 0,599 + 0,004°P 0,075 + 0,001 ¢
T6 0,549 + 0,003*°  0,0249 + 0,0002 *A8

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste. T0 =
recién preparado; T2 = 2 meses de almacenamiento; T4 = 4 meses de almacenamiento; T6 = 6 meses de
almacenamiento.

*Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar (n = 3). Los valores acompafiados por
diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas: las letras mindsculas indican
diferencias entre tiempos de almacenamiento para cada formulacion, mientras que las letras mayusculas
representan diferencias entre formulaciones para cada tiempo de almacenamiento (valor-p < 0,05).

Para todas las formulaciones se registro la misma tendencia: valores bajos en los
sistemas crudos, seguidos de un aumento considerable en los productos recién preparados
(TO) y una disminucién progresiva con el tiempo de almacenamiento. En los sistemas
crudos no hubo desarrollo de la reaccion de Maillard ya que no se dieron las condiciones
propicias; esto explica los bajos valores de absorbancia a 294 y 420 nm. Por el contrario,
se produjo un aumento significativo luego del procesamiento (T0) en todas las
formulaciones. M presentd los valores mas bajos de absorbancia a ambas longitudes de
onda, seguido de M-My M-S, mientras que M-A 'y M-Q tuvieron los resultados mas altos.
Particularmente, se destaca la mayor absorbancia a 420 nm de estos Gltimos dos sistemas.
Los mayores contenidos proteicos de las harinas evaluadas, y en particular en quinoa y

alpiste, favorecen el desarrollo de la reaccion de Maillard y la generacién de compuestos
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solubles que absorben a ambas longitudes de onda. Con el transcurso del tiempo de
almacenamiento, los valores de absorbancia disminuyeron progresivamente, con cinéticas
variables segun el sistema. Esta disminucion, si bien no se encuentra ampliamente
reportada en la bibliografia, podria explicarse por dificultades en la extraccion de los
compuestos intermedios y avanzados del pardeamiento no enzimatico en las condiciones
dadas, ya que forman parte de estructuras entrecruzadas insolubles durante el

almacenamiento (Rufian-Henares y Delgado-Andrade, 2009).

4.2.3.3 Color

Los pardmetros de color del espacio CIELAB (L*, a* y b*) de los sistemas crudos
y productos finales a los distintos tiempos de almacenamiento se presentan en la Tabla

18.

Los parametros de color de los sistemas crudos provienen de los atributos
cromaticos de los ingredientes que los componen. Respecto a la luminosidad (L*) no se
encontraron diferencias significativas entre las distintas formulaciones, donde los valores
variaron entre 75,7 y 79,7, lo que indica colores claros. Donde si se presentaron
diferencias significativas fue en los parametros a* y b*, donde el control (M) mostro los
valores mas altos en ambos casos. Esto se debe al mayor contenido de carotenoides de la
harina de maiz y su coloracion natural anaranjada, que impactan sobre estos parametros
cromaticos. El reemplazo de 25 % de harina de maiz por el resto de las harinas evaluadas
produce un efecto de dilucién en el contenido de carotenoides que se ve reflejado en el

color de las mezclas.
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Tras el proceso de coccion-laminacion-tostado (TO) se observan marcados
cambios en los pardmetros CIELAB, no sélo respecto a los sistemas crudos, sino también
entre formulaciones. La exposicion de las mezclas de harinas a elevadas temperaturas en
tiempos considerables durante el proceso de obtencion favorece el desarrollo de la
reaccion de Maillard, con formacion de productos tipicos que afectan al color de los
sistemas (Van Der Fels-Klerx y col., 2014; Rufian-Henares y col., 2009), como se
discutio en las secciones 4.2.1.6 y 4.2.3.2. Como consecuencia disminuye L* y aumentan
a* y b* en todos los casos (Farroni y Buera, 2012). En relacion con esto, la Figura 34
muestra la correlacion entre las absorbancias de la fraccion soluble a 294 y 420 nm (Tabla
17) para las muestras crudas y aquellas luego del proceso de coccion/laminado/tostado
(TO) con los cambios de luminosidad para todas las formulaciones. No se incluyeron los
valores de las muestras almacenadas debido al mencionado cambio de solubilidad de los
compuestos de Maillard durante el almacenamiento. Los resultados de la Figura 34
coinciden con lo discutido en la Seccion 4.2.1.6 sobre la posibilidad de evaluar cambios
debidos al proceso térmico mediado por la reaccion de Maillard a partir de parametros
fisicos como L*. Respecto a a* y b* no hubo correlacion con las absorbancias porque hay
otros factores interviniendo en las modificaciones. Por ejemplo, la transformacion de los
compuestos polifenolicos (Seccion 4.2.3.5) y carotenoides (Seccion 4.2.3.6) también

influye en las modificaciones cromaticas.

Tabla 18: Valores de L*, a* y b* para los sistemas crudos y productos finales
almacenados a diferentes tiempos*

Sistema Tiempo L* a* b*

M Crudo 78,9 +1,6°A 4,6 +0,5%8B 36,04 + 1,25 %8
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TO 55,9 +2223B 17,8 £2,2 PA 59,2 +1,4¢P
T2 56,6 + 1,1 2B 19,78 + 0,45 A 56,3 + 1,2 D
T4 58,8 + 0,8 2B 20,1 + 1,3 bcAB 54,9 + 3,6 D
T6 59,6 +1,7 2B 21,4 +0,7 ¢AB 53,5 +2,7 P
Crudo 78 +15A 3,5+0,6 "8 33,3+1,728
TO 53,2 +243B 17,4 £ 1,4 °A 49,2 +1,4°¢C
M-M T2 53,2+ 3,138 18,1 £ 2,5 A 47 +1¢C
T4 53,5+ 2,828 19,4 +0,7 PAB 45,2 +4,3bcC
T6 57,4+152%B 19,6 £ 2,2 PA 40,3 +1,2°€
Crudo 79,7+0,8 A 2,9+0,7 278 25,4 +253A
TO 51,5+1,62%B 16,3 £ 2,1 %A 42,2 +2,4°8
M-S T2 52,3+3,12%B 17,7 £2,9 %A 42,26 + 1,25 PBC
T4 53,6 +1,6 *B 17,4 £1,1°A 39+ 308
T6 56,0 + 3,6 B 18,8 +0,9 b4 37 + 4 PBC
Crudo 79,4+1,7°A 1,6 £0,2 248 23+ 1234
TO 36,9 +3,4°%A 24 + 2B 41,4 +42°B
M-Q T2 42,8 £5,4 A 25+ 308 40+ 4°8B
T4 435 +6,3PA 22 +3P8 38,2+ 4,1 8B
T6 43,3 +58PA 23,3+25P8 33,6 +1,2 48
Crudo 75,7 2,1 PA 0,9+0,5A 22,7+1,6%A
TO 38,3+0,7%A 17,5+0,7 %A 34,3+0,8 "A
M-A T2 41 +13A 18,1 +1,5°4 33,0+0,8 °A
T4 41,4 +1,32A 18,4 +£0,8 A 32,3+1,5%A
T6 42 +13A 19,8 £1,1°4 31,4+1,9°A

M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste. TO =
recién preparado; T2 = 2 meses de almacenamiento; T4 = 4 meses de almacenamiento; T6 = 6 meses de

almacenamiento.

*Los resultados estan expresados como promedio + desvio estandar (n = 6). Los valores acompafiados por
diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas: las letras minusculas indican
diferencias entre tiempos de almacenamiento para cada formulacion, mientras que las letras mayusculas
representan diferencias entre formulaciones para cada tiempo de almacenamiento (valor-p < 0,05).
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Figura 34: Correlacién entre luminosidad (L*) y absorbancia a a) 294 nm y b) 420 nm
de la fraccion soluble de sistemas crudos y productos laminados a TO para todas las
formulaciones.
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Seguln se observa en la Tabla 18, en TO los valores de a* son similares en todas
las formulaciones, salvo en M-Q que presentd los resultados méas altos. Por su parte,
respecto a b* hubo diferencias significativas entre las formulaciones, ordenandose de
manera creciente de la forma M > M-M > M-S > M-Q > M-A. Los aumentos de b* luego
del tratamiento pueden deberse también a una mayor exposicion de compuestos
polifendlicos o carotenoides que se encontraban retenidos estructuralmente o asociados a
compuestos de la matriz, tales como proteinas o fibra (Ortak y col., 2017; Rolandelli y
col., 2021). Esta exposicion genera cambios en la apariencia y el color del producto. Esto
es particularmente aplicable para el caso del control (M), que presenta altos contenidos
de carotenoides y donde los valores de b* resultaron ser los mayores. Sin embargo, la
exposicion de carotenoides y compuestos polifenolicos también supone un aumento en la

susceptibilidad a la oxidacion o degradacion (Cueto y col., 2017).

Con el tiempo de almacenamiento se observa una tendencia general en todos los
casos: aumentan progresivamente L* y a*, pero disminuye b*. Estos cambios son leves y
se hacen mas marcados en el ultimo periodo de almacenamiento (T6). Si bien no
existieron diferencias significativas en los valores de L* en el tiempo para cada
formulacion, se observa un leve aumento en todos los casos. Para mostrar el aumento
progresivo de L* durante el almacenamiento, se grafico la diferencia de luminosidad
(4L*) respecto al sistema crudo (L* a cada tiempo — L* crudo) para cada formulacion y
los resultados se muestran en la Figura 35. Alli se visualiza como las muestras se van
aclarando de manera progresiva con el paso del tiempo, lo que puede relacionarse con el
aumento de contenido acuoso (Tabla 16, Seccién 4.2.3.1), que se ha demostrado genera

tonalidades mas claras en otros productos a base de cereales (Ogawa y Adachi, 2014).
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Ademas, durante el almacenamiento también puede haber ocurrido descomposicién de

los pigmentos carotenoides que haya influido en los cambios de los parametros de color.

40
- MQ ¢
: M -A I
« —
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20 -

Tiempo de almacenamiento (meses)

Figura 35: Modificacion de la luminosidad (4L *) respecto al sistema crudo durante el
almacenamiento para las diferentes formulaciones de productos laminados. M = control;
M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste.
Las barras indican las desviaciones estandar de los valores informados.

4.2.3.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 36 se presentan los espectros infrarrojos de los sistemas crudos y
productos finales de las cinco formulaciones durante el periodo de almacenamiento de
seis meses. De la misma manera que para los productos extrudidos, algunas bandas
pueden atribuirse a modos vibracionales de grupos quimicos y, por lo tanto, asociarse a

compuestos de la matriz (Tabla 9).
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(C) M-S
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Figura 36: Espectros FT-IR de los diferentes sistemas crudos y productos finales
almacenados a diferentes tiempos. (A) M = control; (B) M-M = maiz + mijo; (C) M-S =
maiz + sorgo; (D) M-Q = maiz + quinoa; (E) M-A = maiz + alpiste. TO = recién preparado;
T2 = 2 meses de almacenamiento; T4 = 4 meses de almacenamiento; T6 = 6 meses de
almacenamiento. En los insertos se amplio la region del almidon, se aplicéd la primera
derivada y se muestran los cambios de las bandas a 1010 cm™ y 1038 cm™.

En todos los casos, incluyendo sistemas crudos y los diferentes tiempos de
almacenamiento, las bandas principales son las de 998 cm™ y 1014 cm, asociadas a la
flexion C-O y al estiramiento C-O y la flexibn C-O-C del grupo glicosidico,
respectivamente, que se atribuyen al almidén (Cueto y col., 2018; Wiercigroch y col.,
2017). Similarmente a los productos extrudidos, se observaron modificaciones luego del
procesamiento en la region de frecuencia 1000-1100 cm?, que se relacionan con cambios
en la estructura y conformacién del almidon (Warren y col., 2016). Para maximizar las
diferencias, y en linea con lo planteado por Fetterman (2005), en esa region se aplico la

primera derivada con el fin de mejorar las relaciones entre las sefiales y el ruido, que se
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presenta como un inserto en cada espectro. De este andlisis se visualiza en todas las
formulaciones un aumento en la intensidad y el area de la banda de 1010 cm™, propia de
modos vibracionales de los enlaces de la porcion amorfa, y una disminucion en la
intensidad y el area de la banda de 1038 cm™, correspondiente a modos de vibracion de
la regidn cristalina, luego del procesamiento (Zhao y col., 2020; Bernardino-Nicanor y
col., 2017). Esta modificacion es minima para el sistema M-Q (Figura 36 D). El aumento
de la porcion amorfa y disminucién de la region cristalina u ordenada son consecuencia
de la gelatinizacion del almidén que se produce durante la elaboracién de los productos
(Seccidn 1.4.3.1) (Cervantes-Ramirez y col., 2020). Salvo en algunas excepciones, estas
bandas no modifican su intensidad con el tiempo de almacenamiento, indicando que la

estructura general del almidén no cambia durante los 6 meses evaluados.

Otra de las sefiales importantes que se presenta en todos los espectros como una
Unica banda ancha ubicada en la regién de 3000-3500 cm™ es la asociada al estiramiento
O-H, que se asocia con el agua, fibra dietaria y cualquier otra molécula que contenga
cantidades considerables de grupos oxhidrilos (Zhao y col., 2020; Cervantes-Ramirez y
col., 2020). De manera general no se observan modificaciones significativas con el
procesamiento o almacenamiento. De todos modos, en la mayoria de las formulaciones
los sistemas crudos presentan una sefial un poco mas intensa, que podria deberse al mayor
contenido acuoso en estos casos. Sin embargo, dada la cantidad de compuestos
involucrados en esta sefial, no es posible atribuir el cambio Unicamente al contenido de
agua, ya que modificaciones fisicoquimicas en carbohidratos y fibra, con numerosos
grupos -OH, también repercuten en la intensidad de la banda. De hecho, si sélo dependiera
del contenido de agua, se esperaria un aumento de la banda con el tiempo de

almacenamiento, dado el incremento en los valores de aw en todos los casos (Tabla 16).
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Las bandas de la region 1600-1700 cm™ y 1540 cm? estan asociadas al grupo amida
| y amida Il, respectivamente, de las proteinas. Estas bandas corresponden al estiramiento
C=0y flexion N-H (amida 1) y al estiramiento N-H (amida Il) (Cueto y col., 2018; Wang
y col., 2017). Ademas, como el maximo de la banda amida I se encuentra a 1640 cm™ en
todos los sistemas, se confirma que las proteinas presentan conformacién a-hélice (Jafari
y col., 2017; Reszczynskay col., 2015). Se puede relacionar las intensidades de las bandas
con mayores contenidos proteicos en las formulaciones M-A (Figura 36 E) y M-Q (Figura
35 D) crudos, mientras que en los sistemas M-M (Figura 36 B) y M-S (Figura 36 C) los
niveles son mas bajos. Luego del procesamiento (T0) las intensidades de las mencionadas
bandas disminuyen, reflejando cambios en las fracciones proteicas. Esta disminucion es
muy marcada para la mezcla M-S. Por su parte, los sistemas M-A y M-Q contindan
presentando las mayores intensidades de las bandas correspondientes a las proteinas,
incluso luego del tratamiento térmico. Otro aspecto importante para destacar es el
corrimiento del méximo de absorcién del grupo amida Il a menores longitudes de onda
(~ 1527 cm™) luego del procesamiento. Esto indica cambios en la estructura secundaria
de las proteinas, que adoptan conformaciones desordenadas o aleatorias tras el
calentamiento, posiblemente asociadas a un cierto grado de desnaturalizacion o apertura
de la cadena polipeptidica (Jafari y col., 2017). Estos cambios conformacionales pueden
promover mayores interacciones de las proteinas con otros componentes de la matriz por
un aumento en la exposicion de grupos funcionales, incluyendo el desarrollo del
pardeamiento no enzimatico, o con otras moléculas proteicas, favoreciendo la formacién
de aglomerados proteicos y modificando las propiedades mecanicas de los productos
(Wang vy col., 2017; Jebalia y col., 2019; Téllez-Morales y col., 2020). De hecho, este
cambio podria justificar las modificaciones de color y de absorbancias a 294 y 420 nm,

como consecuencia de la reaccion de Maillard entre sistemas crudos y recién preparados
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discutidos en secciones anteriores. La modificacion estructural de las proteinas también
puede influir en el grado de asociaciéon con carotenoides o compuestos polifendlicos,
limitando o favoreciendo la exposicion, susceptibilidad de degradacién y funcionalidad
de estos compuestos (Reszczynska y col., 2015). Durante el almacenamiento (T2, T4y
T6) se producen disminuciones progresivas de las intensidades de las bandas
correspondientes a las proteinas, siendo de mayor magnitud en el control (Figura 36 A),
donde las reducciones son mas considerables con el paso del tiempo. Estas variaciones se
generan como consecuencia de transformaciones fisicoquimicas de las proteinas durante

el almacenamiento (Romani y col., 2016).

Por otro lado, las bandas a 2922 y 2853 cm™ corresponden a estiramientos
simétricos y asimétricos de -CHy, respectivamente, y se asocian a los lipidos (Cervantes-
Ramirez y col., 2020; Cueto y col., 2018). Dado que todas las formulaciones se elaboraron
a partir de grits de maiz, donde el germen que contiene la mayor parte de los lipidos se
elimina, las intensidades de estas bandas en los sistemas crudos (M) son muy bajas
(Figura 36 A). Por este motivo, las sefiales en las mezclas corresponderan al aporte
lipidico de las harinas evaluadas. Los mayores contenidos de lipidos se observan en M-A
y M-Q (Figuras 36 E y D, respectivamente), donde las sefiales son mas intensas. Si bien
luego del procesamiento las modificaciones de estas bandas no siguen una tendencia
general, se puede observar que, en principio, hay un aumento de la sefial en los sistemas
TO y que con el tiempo de almacenamiento (T2, T4 y T6), nuevamente las intensidades
disminuyen. La ruptura de estructuras celulares y liberacion de lipidos como
consecuencia del tratamiento térmico puede explicar las mayores sefiales de las bandas

en TO. Esta exposicion favorecera la susceptibilidad al desarrollo de la oxidacién de los
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lipidos durante el almacenamiento, que puede ser responsable de la disminucion de las

intensidades de las bandas asociadas con el tiempo.

Finalmente, los carotenoides pueden evaluarse a través de las bandas de 1100 y 960
cm, que corresponden a vibraciones de deformacion de enlaces C-H de la cadena de
polienos y estiramientos C-O de xantdfilas, respectivamente (Quijano-Ortega y col.,
2020). Del andlisis de estas bandas se observa que el control presenta las mayores
intensidades (Figura 36 A) y que en las formulaciones la sefial disminuye como
consecuencia del efecto de dilucion. Ademas, en los sistemas recién preparados (T0) la
banda es mas intensa que en las formulaciones crudas, lo cual podria atribuirse a la ruptura
de las interacciones que presentaban los carotenoides con las proteinas como
consecuencia de la desnaturalizacion producida por el calentamiento, aumentando su
exposicion (Reszczynska y col., 2015). Sin embargo, la oxidacion, isomerizacion o
destruccion de los carotenoides durante el almacenamiento conduce a una disminucion
progresiva de las intensidades de las bandas, de manera similar al caso de los lipidos. En
relacion con ellos, al actuar los carotenoides como agentes antioxidantes, su
concentracion ira disminuyendo con el paso del tiempo en su funcion de prevenir la

oxidacion de los lipidos u otros componentes susceptibles en el alimento.

4.2.3.5 CPT y actividad antioxidante

Los resultados de la actividad antioxidante de las formulaciones crudas y productos
finales a los diferentes tiempos de almacenamiento, evaluada por el contenido de
compuestos polifendlicos totales (CPT) y mediante las técnicas de DPPHe y FRAP, se

muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19: Valores de contenido de compuestos polifendlicos totales (CPT) y actividad
antioxidante mediante técnica DPPHe y FRAP (mg AG/mL) para los sistemas crudos y
los productos finales almacenados a diferentes tiempos*

Sistema Tiempo CPT (mg AG/g) DPPHe (mg AG/g) FRAP (mg AG/g)
Crudo 0,38 £ 0,01 24 0,32 £ 0,01 248 0,046 + 0,002 A
TO 0,387 + 0,025 A 0,46 + 0,01 ©A 0,126 + 0,009 °A
M T2 0,33 + 0,06 A 0,40 0,04 ®A 0,092 + 0,001 A
T4 0,32 +0,01 A 0,39 + 0,01 A 0,091 + 0,006 >A
T6 0,314 + 0,006 ** 0,332 + 0,004 A  0,0812 + 0,0009 >A
Crudo 0,48 + 0,03 24 0,30 £ 0,02 248 0,079 + 0,003 2B
T0 0,49 + 0,04 2AB 0,49 + 0,02 bA 0,174 + 0,003 4B
M-M T2 0,46 + 0,08 /B 0,47 £ 0,01 bAB 0,157 + 0,003 8
T4 0,398 + 0,025 *A® 0,450 + 0,009 A 0,144 + 0,005 *B
T6 0,36 +£0,01 "8 0,412 + 0,009 ®A8 0,113 + 0,001 ®B
Crudo 0,53 + 0,04 A 0,29+0,01**  0,0786 + 0,0025 2B
TO 0,61 + 0,05 *B 0,60 + 0,03 °B 0,227 + 0,006 €
M-S T2 0,54 + 0,04 *B 0,531 +0,005°8 0,197 + 0,008 ¢€
T4 0,495 + 0,002 *8 0,498 + 0,005 **AB 0,169 + 0,004 *=B
T6 0,47 +£0,06 "8 0,476 +£0,009°8 0,154 + 0,004 >C
Crudo 0,89 + 0,09 *B 0,4+0,128 0,1396 + 0,0009 &€
TO 1,25 + 0,04 >P 0,92 + 0,02 P 0,46 + 0,03 °F
M-Q T2 1,13 £0,07 °P 0,91 + 0,05 P 0,43 +0,02 F
T4 0,93 + 0,05 P 0,70 + 0,04 € 0,32+0,01 ¢
T6 0,88 + 0,09 &€ 0,66 + 0,01 € 0,298 + 0,005 &
Crudo 1,04 £0,09¢% 0,337 £0,007 **® 0,138 + 0,003 €
TO 1,048 + 0,055 ©C 0,80 + 0,02 ©C 0,41 +0,01 P
M-A T2 0,84 +0,03 o€ 0,73+ 0,02 ¢C 0,378 + 0,008 9P
T4 0,7 +0,1°C 0,59 +0,02°8  0,3258 + 0,0095 ©C
T6 0,505 + 0,009 *B 0,51+0,03%8  0,2571 + 0,0095 PP
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M = control; M-M = maiz + mijo; M-S = maiz + sorgo; M-Q = maiz + quinoa; M-A = maiz + alpiste. TO =
recién preparado; T2 = 2 meses de almacenamiento; T4 = 4 meses de almacenamiento; T6 = 6 meses de
almacenamiento.

*Los resultados estan expresados como promedio * desvio estandar (n = 3). Los valores acompafiados por
diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas: las letras mindsculas indican
diferencias entre tiempos de almacenamiento para cada formulacion, mientras que las letras mayuUsculas
representan diferencias entre formulaciones para cada tiempo de almacenamiento (valor-p < 0,05).

De los resultados de la Tabla 19 se observa que el control (M) presentd los valores
mas bajos de CPT, DPPHe y FRAP, tanto en los sistemas crudos como a los distintos
tiempos de almacenamiento. Esto indica que la incorporacion de un 25 % de las harinas
evaluadas aumenta el contenido de compuestos benéficos y de las propiedades
antioxidantes de los productos laminados. Particularmente, el reemplazo de maiz con

harina de quinoa (M-Q) y alpiste (M-A) aumenta significativamente el contenido de CPT

y los valores de FRAP en los sistemas crudos.

En los productos laminados recién preparados (TO) se produjo un aumento en los
valores de actividad antioxidante evaluada por las técnicas FRAP y DPPHe en las cinco
formulaciones. EIl control presento los valores mas bajos, mientras que el sistema M-Q
los més altos, seguido por M-A. Particularmente, la formulacion con quinoa también
present6 un aumento significativo en los valores de CPT tras el calentamiento, que podria
explicar las mayores actividades antioxidantes para este sistema. La liberacion de
compuestos fendlicos que se encontraban retenidos en estructuras celulares, o la
disociacion de complejos con proteinas u otros componentes de la matriz (Kim y col.,
2020; Calinoiu y Vodnar, 2020) podrian explicar estos aumentos. Simultdneamente, la
generacion de productos de la reaccidon de Maillard con propiedades antioxidantes como
consecuencia del procesamiento también puede favorecer el aumento de los valores
obtenidos por las determinaciones de las técnicas DPPHe y FRAP. Hay que recordar que

M-Q y M-A presentaron las mayores absorbancias a 294 y 420 nm (Tabla 17), lo que
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indicaria también mayor formacion de productos de Maillard con propiedades

antioxidantes que justifiquen los resultados méas altos de DPPHe y FRAP.

Durante el tiempo de almacenamiento se observa una reduccion de los valores
obtenidos de la actividad antioxidante en todas las formulaciones. Por su parte, la
disminucion de CPT en el tiempo solo fue significativa para los sistemas M-Q y M-A. La
pérdida de los compuestos funcionales puede darse por degradacion en las condiciones
de almacenamiento mientras ejercen su funcion antioxidante, retrasando, por ejemplo, la
oxidacion de los lipidos. La disminucion de las intensidades de las bandas
correspondientes a los lipidos durante el almacenamiento se discutid en la Seccion 4.2.3.4
por analisis espectroscopico. Las mayores caidas de la capacidad antioxidante ocurren
durante el sexto mes. Sin embargo, M-Q contintia presentando los valores mas altos de
todas las formulaciones, seguido por M-A, mientras el control rene los resultados mas

bajos en las tres categorias.

4.2.3.6 Carotenoides

Los espectros UV-Vis de los extractos con compuestos carotenoides de las distintas
formulaciones y sus modificaciones con el tiempo de almacenamiento se muestran en la

Figura 37.
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Figura 37: Espectros de extractos conteniendo carotenoides de los diferentes sistemas
crudos y productos finales almacenados a diferentes tiempos. (A) M = control; (B) M-M
= maiz + mijo; (C) M-S = maiz + sorgo; (D) M-Q = maiz + quinoa; (E) M-A = maiz +
alpiste. TO = recién preparado; T2 = 2 meses de almacenamiento; T4 = 4 meses de
almacenamiento; T6 = 6 meses de almacenamiento. Se identifican los picos tipicos de los
carotenoides a 427, 450 y 475 nm (Reszczynska y col., 2015).

En los espectros UV-Vis de todos los extractos provenientes de sistemas crudos se
pueden observar tres picos que son caracteristicos de los carotenoides, que se ubican a
427,450 y 475 nm (Reszczynska y col., 2015). Para el caso de la mezcla M-A (Figura 37
E), las intensidades de estos picos son las mas altas en comparacion con el resto. Sin

embargo, luego del procesamiento (T0) y durante el almacenamiento (T2, T4y T6) se
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produce la pérdida total de los picos, indicando una destruccién de los carotenoides en

todos los casos. Si bien el proceso pudo favorecer la exposicidn de los carotenoides, tal

como se manifestd por las bandas caracteristicas en los espectros FT-IR en los sistemas

TO, su elevada susceptibilidad a la oxidacion por exposicion a condiciones desfavorables

(luz, presencia de oxigeno) pudo haber conducido a un marcado descenso en sus

concentraciones. Esto se condice, también, con las menores actividades antioxidantes en

los sistemas laminados durante el almacenamiento (Tabla 19) y las menores intensidades

de bandas propias en los espectros FT-IR (Figura 36).

4.2.3.7 Cuantificacion de hidroperéxidos

Los resultados de la cuantificacion de hidroperoxidos (meg/kg de muestra) de las

formulaciones crudas y a los distintos tiempos de almacenamiento de los sistemas

laminados se muestran en la Figura 38.
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Figura 38: Cuantificacion de hidroperdxidos (meg/kg de muestra) de los sistemas crudos
y productos finales almacenados a diferentes tiempos. (A) M = control; (B) M-M = maiz
+ mijo; (C) M-S = maiz + sorgo; (D) M-Q = maiz + quinoa; (E) M-A = maiz + alpiste.
TO = recién preparado; T2 = 2 meses de almacenamiento; T4 = 4 meses de
almacenamiento; T6 = 6 meses de almacenamiento. Las barras indican el desvio estandar
para cada muestra. Los valores acompafiados por diferentes letras en cada columna
indican diferencias significativas: las letras mindsculas indican diferencias entre tiempos
de almacenamiento para cada formulacion, mientras que las letras mayusculas
representan diferencias entre formulaciones para cada tiempo de almacenamiento (valor-
p <0,05).

Del analisis de la Figura 38 se visualiza que los sistemas crudos presentaron los
menores contenidos de hidroperoxidos, sin diferencias entre las formulaciones. Dado que
los sistemas se elaboraron a partir de grits de maiz, donde gran parte de la porcion lipidica
se retirg, el bajo contenido de lipidos presente limita el desarrollo de la oxidacion.
Ademas, si bien la molienda puede favorecer la oxidacion, los bajos contenidos de
hidroperdxidos en las formulaciones crudas confirma el bajo grado de oxidacién previo

al procesamiento.

La situacion se modificd con el tratamiento térmico, donde se produjeron aumentos
significativos en los contenidos de hidroperdxidos en todos los casos. Mediante
comparacion entre formulaciones, se observa que el control (M) y la mezcla con sorgo
(M-S) tuvieron los menores valores al tiempo TO, seguido por M-A, M-Q vy, finalmente,
M-M, que present6 los mayores contenidos de hidroperdxidos. Por un lado, en estos
analisis se evidencia que el proceso de obtencion de los productos laminados promueve
significativamente la oxidacion de los lipidos, a partir de la cual se producen los
hidroperdxidos. Al mismo tiempo se visualiza que las formulaciones con mayor grado de
oxidacion son las que tuvieron mayores intensidades de bandas asociadas al estiramiento
simétrico y asimétrico de -CH. de los lipidos (2922 y 2853 cm™), segin resultados de los

espectros FT-IR (Figura 36).
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Con el tiempo de almacenamiento (T2, T4 y T6) se producen cambios en los
contenidos de hidroperdxidos, que evolucionan de manera diferente segun la formulacion.
Si bien no existen diferencias significativas a los distintos tiempos, la tendencia que se
observa en el caso de M y M-S es que, tras un maximo de concentracion a T0, se produce
una disminucién en la cantidad de hidroperéxidos a T2, que luego aumentan
progresivamente hacia T6. Para M-Q la situacion es similar, aunque los valores de
hidroperéxidos aumentan continuamente desde TO hasta T6, donde se obtienen los
resultados mas altos. Finalmente, para M-M y M-A se produce una disminucion
progresiva en la concentracién de hidroperdxidos desde TO hasta T6. Si bien para la
mezcla con mijo se obtiene un minimo a T6, para M-A el valor mas bajo se registré a T4

y en T6 se observo un pequefio aumento, aunque sin diferencias significativas.

La disminucion en el contenido de hidroperdxidos con el paso del tiempo se puede
atribuir a transformaciones de los productos primarios de la oxidacion de lipidos hacia la
generacion de productos secundarios por reacciones de f-escision, a partir de los cuales
se generan los compuestos responsables de los aromas rancios, principalmente aldehidos
y cetonas (Hall, 2010; Barden y Decker, 2013). Sin embargo, es importante destacar que
los productos laminados no presentaban aromas desagradables, incluso luego de 6 meses
de almacenamiento. De hecho, las concentraciones de hidroperdxidos fueron muy
inferiores respecto a otros snacks a base de cereales para condiciones de almacenamiento
similares (Amft y col., 2019; Jan, Saxena y Singh, 2017; Romani y col., 2016). En ese
sentido, el rol de los antioxidantes pudo haber sido fundamental, previniendo o retrasando
la fase lag de la oxidacién. Esto justificaria también las marcadas reducciones en los
contenidos de carotenoides (Figura 37), asi como también de compuestos polifenélicos y

de las propiedades antioxidantes durante el almacenamiento de los productos (Tabla 19).
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Es importante destacar que, en casi todas las formulaciones, el contenido méximo
de hidroperdxidos se presentd a TO (Figura 38), donde los valores de aw y humedad son
minimos (Tabla 16, Seccién 4.2.3.1) y se encuentran por debajo del valor de monocapa.
En estas condiciones se promueve la oxidacion de lipidos (Labuza y Dugan, 1971).
Durante el tiempo de almacenamiento la humedad del producto aumenté progresivamente
en todos los sistemas (Tabla 16), acercandose al valor de monocapa, lo cual trae aparejado
mayores movilidades moleculares. La adsorcién de agua de una muestra de muy baja
humedad dificulta la difusion del oxigeno hacia el interior de la matriz, disminuyendo la
velocidad de oxidacién lipidica (Romani y col., 2016). Este fendmeno podria estar
relacionado con la disminucion del contenido de hidroperdxidos en M-M, M-S y M-A
con el paso del tiempo. Por otro lado, como los hidroperdxidos son compuestos
intermediarios de oxidacion, su disminucion también puede deberse a transformaciones
hacia productos secundarios, como se discuti6 anteriormente. Paralelamente, la
degradacion de los carotenoides y los compuestos polifendlicos con actividad
antioxidante (Secciones 4.2.3.5 y 4.2.3.6) también pudo haber influido en la disminucién

del progreso de la oxidacion.

En el caso particular de M-Q, el contenido de hidroperdxidos aumento con el tiempo
de almacenamiento. En este sistema, el contenido de humedad a TO era el mayor de todas
las formulaciones y se encontraba por encima del valor de monocapa (Seccién 4.2.3.1),
lo cual podria explicar los menores contenidos de hidroperdxidos en estas condiciones
(Romani y col., 2016). Sin embargo, el aumento del contenido acuoso durante el
almacenamiento promueve la movilidad de los componentes de la matriz, favoreciendo
la oxidacion, con aumento de la concentracién de hidroperéxidos (Labuza y Dugan,

1971).
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5. Resultados destacados y discusion final

La adicion de 25 % de harina de mijo, sorgo, quinoa y alpiste a productos
extrudidos y laminados a base de maiz mejoré las propiedades nutricionales y funcionales
y cambid las caracteristicas microestructurales, térmicas, visuales y fisicoquimicas de los
sistemas obtenidos. Desde el punto de vista nutricional, las mezclas extrudidas tuvieron
menores contenidos de lipidos y carbohidratos y mayores valores de proteina. En cuanto
a los componentes funcionales, los sistemas con las mezclas de harinas presentaron
mayores contenidos de fibra dietaria y, en algunos casos, mayores capacidades
antioxidantes. Estos aumentos promovieron mayor retencion de agua y la formacion de
una matriz mas elastica que favorecio la expansion de los productos extrudidos. Con
respecto al color, y en relacion con el desarrollo de la reaccion de Maillard, los productos
elaborados a partir de las mezclas tuvieron mayor grado de pardeamiento que los de harina

de maiz, lo que es atribuible a sus mayores contenidos proteicos.

La cristalinidad del almidon, el grado de expansion, la microestructura y los
indices de absorcion y solubilidad en agua se relacionaron directamente con la
composicién de los productos y las interacciones entre los principales componentes. Los
mayores contenidos de fibra indujeron mayor cristalinidad y menor dureza de los

extrudidos.

A través de una combinacién de técnicas espectroscopicas (FT-IR, FT-Raman,
XPS) y microscopicas (SEM, CLSM) se analizaron las interacciones a nivel molecular de
los componentes y las modificaciones promovidas por los procesos, tales como
desnaturalizacion proteica, formacion de complejos amilosa-lipidos, modificaciones de

la estructura del almidon y exposicion de carotenoides. Se analizaron para cada
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formulacién la distribucion superficial de los componentes principales y sus
modificaciones luego del proceso. De especial importancia resultaron la gelatinizacion
del almidén y la formaciéon de aglomerados proteicos, los cuales pueden influir en la
estructura de la matriz y sus propiedades mecénicas. Las caracteristicas
microestructurales y los arreglos tridimensionales de cada formulacion se correlacionaron
con la composicion y las propiedades fisicoquimicas, tales como adsorcion de agua,
dureza, susceptibilidad a la oxidacion lipidica, estabilidad de compuestos polifendlicos y

carotenoides, entre otras.

En los sistemas laminados el estudio de superficie de respuesta fue de utilidad en
la definicion de las condiciones de proceso orientadas a lograr caracteristicas especificas
de los productos: color adecuado, minimizar la formacion de HMF y el contenido de agua
final. El tostado de las formulaciones con bajos contenidos acuosos durante largos
tiempos y a elevadas temperaturas generd productos con bajos valores de L* y b* y altos
de a*, debidos al desarrollo de reacciones de pardeamiento no enzimatico, confirmado
por los contenidos de HMF. El proceso también produjo un aumento de la actividad
antioxidante, evidenciando que con un adecuado disefio es posible generar compuestos

funcionales, minimizando la formacién de compuestos no deseados, como el HMF.

Es de destacar que el parametro AEa™ ha sido utilizado con frecuencia como
indice de evolucion del color en las reacciones de pardeamiento no enzimatico; sin
embargo, este parametro representa una distancia en el espacio CIELAB y no es
informativo del tipo de cambio de color que estd ocurriendo. En su lugar, mediante
relaciones entre los cambios de L*, b* y HMF se propone a estos pardmetros de color

como indicadores del dafio térmico en los productos.
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Cuando los productos laminados se almacenaron durante 6 meses se observaron
cambios en varias de sus propiedades, las cuales pudieron relacionarse entre si. Por un
lado, se produjo un leve aumento en sus contenidos de agua, dada su naturaleza
higroscopica y la captacion de agua que se libera en la reaccion de Maillard. Como
consecuencia de esto la oxidacién de lipidos resulta desfavorecida. En simultaneo, las
transformaciones de los hidroperdxidos a productos secundarios de la oxidacién pueden
explicar la disminucidn de sus contenidos durante el almacenamiento. Paralelamente, se
produjo una disminucion del contenido de compuestos polifendlicos, que podrian
contribuir a evitar el progreso de la oxidacion lipidica. De todas maneras, las
concentraciones de hidroperdxidos en todos los casos no fueron relevantes para afectar la
estabilidad de los productos en el tiempo del experimento y sus valores se encontraron

por debajo de otros alimentos a base de cereales.

Los contenidos de agua de los sistemas obtenidos por ambas técnicas se
encontraron por debajo del valor de monocapa para la mayoria de las formulaciones,
indicando que los productos se encuentran en la zona de estabilidad microbioldgica y
fisica. Los modelos matematicos de GAB y GDW ajustaron correctamente a los datos de
sorcion y proveyeron informacion de las interacciones del agua con los solidos y sus
arreglos microestructurales, que resultan Utiles para establecer parametros de calidad y
condiciones de almacenamiento. Particularmente, los valores de agua de monocapa del
modelo GDW en los sistemas laminados fueron menores que los de GAB, mientras que

lo opuesto ocurrid para los productos extrudidos.

Los diferentes grados de asociacion del agua con los sélidos y el estudio de la
movilidad molecular pudieron analizarse utilizando DSC vy varias secuencias de pulsos

de *H-RMN como técnicas complementarias. La transicion vitrea pudo observarse por
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DSC y midiendo los tiempos de relajacion obtenidos mediante FID. También pudo
observarse una transicion endotérmica, la cual, luego de un estudio mas profundo, pudo
identificarse como una relajacion entélpica. Los cambios dindmicos de los T» utilizando
la secuencia de ecos de espin de Hahn revelaron poblaciones de protones cuyos cambios
en movilidad se relacionaron con las relajaciones entalpicas observadas por DSC. Los
parametros obtenidos confirmaron que estas relajaciones corresponden a asociaciones
energéticas entre el agua y grupos hidrofilicos de polisacéridos que se incrementan con
el contenido de agua del sistema y se dan de manera espontanea en estructuras vitreas con
movilidad reducida durante el almacenamiento. Estas asociaciones se rompen durante el
calentamiento y generan reacomodamientos estructurales dinamicos de los biopolimeros
que influyen sobre aspectos fisicos y estructurales. El analisis integral incluyendo los
tiempos de relajacion de *H-RMN permitié definir que la relajacion entélpica esta mas
relacionada al agua que no se encuentra interactuando fuertemente con los sélidos

(“monocapa”), sino con moléculas que tienen cierto grado de libertad, o en “multicapa”.

En la Figura 39 se muestran los procesos de extrusion y coccion-laminacion-
tostado en el diagrama de fase y estado. Estos diagramas de temperatura vs. porcentaje
de sdlidos incluyen las curvas de equilibrio termodinamico correspondiente a las
temperaturas de fusion de agua, o descenso crioscopico, y de solubilidad, que en el caso
del almidén corresponden a la gelatinizacion. Mediante estos diagramas se pueden
interpretar los cambios fisicoquimicos que sufren las materias primas durante la
transformacion hacia los productos finales. Si bien las caracteristicas de ambos productos
parecieran ser similares (bajas humedades, se encuentran en estado vitreo, el almidon se
encuentra completamente gelatinizado, entre otras), el camino que siguen los materiales

a través de las diferentes fases y estados es muy diferente. Este camino es determinado
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por la tecnologia aplicada para cada proceso, asi como los tiempos y temperaturas

utilizadas.

En los sistemas extrudidos las porciones amorfas de las harinas crudas deben
encontrarse en la zona de estado gomoso, con un adecuado contenido acuoso necesario
para la extrusion y, posteriormente, todos los cambios y transiciones de fase se concentran
en dos etapas. En la etapa de extrusion la mezcla llega a la zona de fusion sin cambio en
el contenido de agua y alli se producen las principales transformaciones. Al llegar a la
boquilla del extrusor, el material se expande y seca atravesando la zona de estado gomoso

para alcanzar, finalmente, el estado vitreo al enfriarse.

En los sistemas laminados, en cambio, las transformaciones se producen en un
mayor numero de etapas, cada una de ellas determinada por un paso especifico del
proceso: coccidn con alto contenido de agua para lograr la maxima gelatinizacién, secado
que hace posible la laminacion con un contenido de agua intermedio en la zona gomosa,
tostado a alta temperatura con rapida pérdida de agua y, luego, enfriamiento que lleva al
producto a la zona vitrea. La consecuencia de transitar estos diferentes caminos para llegar
a un producto de baja humedad y en estado vitreo a temperatura ambiente es la generacion
de diferentes microestructuras en cada uno de los productos, lo cual influye directamente
en las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y superficiales. La expansion y el rapido
secado en los productos extrudidos genera materiales porosos que presentan asociaciones
con el agua diferentes que los productos que se comprimieron durante la laminacion.
Estas diferencias también modifican las propiedades en las cuales el agua tiene un rol
protagonista, tales como transiciones térmicas, propiedades mecanicas, desarrollo de

reacciones de deterioro, entre otras.
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El proceso de extrusion en el diagrama
de fase y estado
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Figura 39: Los procesos de extrusion y coccidén-laminacién-tostado en el diagrama de
fase y estado.
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Todos estos resultados demuestran que los productos obtenidos a partir de las
mezclas de harinas mostraron mejores propiedades nutricionales, funcionales,
fisicoquimicas, mecéanicas, térmicas y microestructurales en comparacion al control.
Paralelamente, estas incorporaciones generaron productos con caracteristicas
organolépticas y visuales distintivas. Asi, se ejemplifica la potencial aplicacion y
utilizacion de estos ingredientes subvalorados en formulaciones alimentarias destinadas

al consumo humano a nivel industrial para la obtencion de productos innovadores.
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6. Conclusiones

En conjunto, las caracteristicas de los productos analizados estuvieron definidas no
solo por la combinacién de ingredientes, sino por las condiciones del procesamiento y el
método de elaboracién utilizado. En todos los casos la combinacion de maiz con los
cereales y pseudocereales propuestos generd productos con propiedades fisicoquimicas,

mecanicas y microestructurales diferenciadas.

Las condiciones de los procesos de elaboracion fueron establecidas a partir de
variables experimentales donde se consideraron propiedades fisicoquimicas de interés,
asi como aspectos visuales, caracteristicas organolépticas de los productos y la minima
generacion de reacciones indeseadas. Posteriormente, y teniendo en cuenta que todas las
formulaciones fueron obtenidas en iguales condiciones, fue posible atribuir las diferencias
en los productos finales a la composicion de las mezclas de harinas evaluadas, asi como

a los cambios a nivel molecular y las interacciones generadas por los tratamientos.

La incorporacion de un 25 % de las harinas de mijo, sorgo, quinoa y alpiste genero
mejoras en los perfiles nutricionales y funcionales en los sistemas extrudidos en
comparacion con los productos elaborados Gnicamente con harina de maiz. Los aumentos
en los contenidos de proteinas y fibra dietaria, y los cambios en las interacciones de los
componentes tras el procesamiento, trajeron como consecuencia diferentes relaciones de

los productos con el agua y los procesos mediados por ella.

En los sistemas extrudidos el analisis de las isotermas de adsorcion de agua, las
propiedades térmicas por DSC y la movilidad molecular por *H-RMN para las diferentes
formulaciones permitié establecer relaciones composicion-proceso-propiedades finales.
Los valores de temperatura de transicion vitrea no se vieron afectados en forma
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significativa por el agregado de otras harinas. En cambio, las propiedades de sorcion de
agua, la microestructura de las matrices y sus caracteristicas superficiales se modificaron
segun la formulacion como consecuencia del aumento del contenido de grupos

hidrofilicos y sus interacciones, o la disposicién de los lipidos.

Mediante el uso de herramientas de disefio experimental se definieron las
condiciones del proceso de coccidén-laminacion-tostado orientadas a conseguir
caracteristicas deseadas en el producto final, que se verificaron experimentalmente. El
tiempo y la temperatura de tostado, asi como el contenido inicial de agua tuvieron roles
criticos en la definicion del color de los productos, la humedad final y el grado de
desarrollo de la reaccion de Maillard. Particularmente, el analisis de los cambios de color
asociados al pardeamiento reveld que es posible predecir el dafio térmico a partir de
parametros fisicos como L* o b*. Por otro lado, todas las mezclas de productos laminados
presentaron mayores contenidos de compuestos polifendlicos totales y mayor actividad
antioxidante que el control. La actividad antioxidante aumento significativamente luego
del proceso de elaboracion en comparacion a los sistemas crudos, debido a la exposicion,
sintesis o liberacion de compuestos con esta funcionalidad. Esto revela la importancia del
proceso de elaboracién como generador de compuestos antioxidantes que influyen en la

preservacion del producto.

Las mezclas que contuvieron quinoa y alpiste fueron las que presentaron mayores
diferencias con el resto en ambos procesos: presentaron mayores valores de proteinas,
fibra dietaria y lipidos y fueron menos higroscopicas. A su vez, no soélo los contenidos
sino también las conformaciones de los componentes resultaron importantes, ya que se
presentaron diferencias significativas en la microestructura de ambos sistemas. En ese

sentido, las formulaciones con quinoa fueron las menos porosas, las mas duras y con
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mayores |AA, mientras que las que contenian alpiste mostraron bajos valores de dureza
y una matriz porosa y fragil. Estas caracteristicas tienen influencia en la relacion de los
productos con el agua y los procesos asociados. En los sistemas laminados estas
formulaciones mostraron, a su vez, los niveles més altos de polifenoles y actividad
antioxidante, y también mayor pardeamiento. Estos resultados confirman que estas
propiedades pueden ser controladas por una adecuada eleccion de ingredientes y sus

proporciones.

La combinacion de metodologias analiticas complementarias y no destructivas
como las empleadas en esta tesis facilito el analisis y la obtencion de resultados valiosos.
En conjunto permitieron establecer relaciones entre la incorporacion de las harinas, los
cambios a nivel molecular promovidos por los distintos procesos de elaboracion y las
propiedades finales de los productos. Asi se comprobo la relacion entre los aspectos
moleculares y las propiedades macroscopicas (porosidad, cristalinidad, formacion de
aglomerados proteicos y dureza). La disposicion de los componentes y los cambios
estructurales fueron Utiles para predecir la susceptibilidad a reacciones de deterioro. De
esta manera, es posible relacionar las caracteristicas organolépticas, visuales y mecanicas

a partir de la determinacion de parametros microscopicos y asociaciones moleculares.

Las diferencias metodologicas de los procesos de elaboracion (extrusion vs.
coccidn-laminacién-tostado) generaron conformaciones diferentes de los componentes
principales de los alimentos estudiados. Esto trae como consecuencia, por ejemplo,
mayores valores de agua limite de hidratacion para los productos expandidos en
comparacion con los laminados. Estas diferencias pudieron asociarse a la microestructura
generada por cada proceso. Por un lado, los productos extrudidos son materiales porosos

y expandidos, que se generan a través de un proceso termo-mecanico que dura unos pocos

204



segundos. Por el contrario, los sistemas laminados se obtienen a través de coccion,
seguida de una fuerte compresion para darles forma y, finalmente, un tostado a
temperaturas superiores a los 200 °C. Las diferencias entre los procesos modifican la
asociacion de los componentes mayoritarios y las caracteristicas de la superficie externa,

que esta en contacto con el medio.

De todas maneras, algunas transformaciones fueron comunes a ambos procesos.
En este grupo se destacaron la gelatinizacién del almidon, a partir de la cual disminuy6
la cristalinidad de los productos y se generd la estructura basica de los diferentes sistemas,
la generacion de complejos amilosa-lipidos, la exposicion o liberacion de carotenoides,
acompafiado de un aumento de la actividad antioxidante del producto, la
desnaturalizacion proteica, que favorecié la asociacion de proteinas entre si generando
aglomerados o la exposicion de grupos reactivos para dar lugar al pardeamiento no
enzimatico, con consecuentes cambios en la coloracion de los productos y generacion de

compuestos asociados, entre otros.

Estos resultados alientan a la inclusion a escala industrial de cultivos subvalorados
y con mejores propiedades agrondémicas para el disefio de productos alimentarios
economicos a partir de harinas integrales, libres de gluten y con caracteristicas distintivas
e innovadoras para el consumo humano. Por otro lado, resaltan la accesibilidad
econdmica del equipamiento, la facil preparacion de productos laminados y la versatilidad

de la extrusion para la preparacién de productos con mezclas de harinas.

La interpretacion de los fendmenos que ocurren durante la coccién de harinas de
granos permitira elaborar productos innovadores sobre bases cientificas y agregar valor a
los productos de maiz, que es una de las principales cosechas del pais. Ademas, favorecera

el empleo de harinas de granos subvalorados para la alimentacién humana, y aptos para
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cultivar en suelos semiaridos, lo que se considera importante para favorecer la seguridad

alimentaria y el desarrollo econémico en zonas vulnerables.
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