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RESUMEN
Disefio y desarrollo de productos carnicos magros adicionados con fuentes vegetales

de elevado valor nutricional

El rdpido crecimiento de la poblacién mundial asociado con el agotamiento de
recursos hace necesario el incremento en la producciéon de alimentos fuente de
proteinas para garantizar la seguridad alimentaria de manera que todos tengan acceso
a una dieta equilibrada, pero ademds tomando medidas para mitigar el impacto
ambiental ocasionado.

Asimismo, desde hace algunos afios, la industria alimentaria se encuentra
atravesando un cambio de paradigma con relaciéon al desarrollo y produccion de
nuevos alimentos, debido al incremento de la conciencia social por el medio ambiente,
el bienestar animal y la salud, principales motivaciones de una tendencia creciente
hacia el cambio de dietas ricas en carne a otras con un mayor aporte de vegetales, con
el consenso de los organismos mundiales sobre sus beneficios asociados.

Esto ha provocado la aparicién de nuevos movimientos asociados al consumo de
alimentos hibridos, aquellos que combinan carne e ingredientes vegetales. Este
enfoque ofrece un producto final con los beneficios tanto de la carne como de la
fuente vegetal adicionada. La sustitucion parcial de carne a través de la mezcla con
proteinas vegetales constituye en la actualidad una estrategia emergente utilizada
para lograr productos con una menor proporcién de carne pero respetando sus
caracteristicas. En este contexto las legumbres se presentan como una buena
alternativa debido a sus atributos nutricionales, funcionales, los beneficios a la salud
asociados a su consumo y a ser reconocidas como una opcidn sustentable.

Las legumbres son definidas como semillas comestibles, secas, limpias, sanas vy
separadas de las vainas de plantas leguminosas, siendo utilizadas en nutricién humana
y animal. Algunas de las mdas consumidas incluyen a garbanzos (Cicer arietinum),
lentejas (Lens culinaris), porotos (Phaseolus vulgaris) y arvejas (Pisum sativum). Son
fuentes reconocidas de proteinas, almiddn, fibra, vitaminas y minerales, y compuestos
bioactivos. Todo esto esta relacionado con numerosos estudios que evidencian la
relacion existente entre el consumo de legumbres y beneficios en la salud

cardiovascular, control de peso, salud gastrointestinal y diabetes, entre otras.



En este contexto, el principal objetivo de la presente Tesis Doctoral fue desarrollar
un alimento hibrido: hamburguesas de carne de cerdo magras con la incorporacién de
aceite de girasol alto oleico pre-emulsificado como fuente lipidica, y un reemplazo de
entre un 10 y 44 % de carne de cerdo por harinas de legumbres y agua, destinados a
brindar al consumidor un alimento con alto valor nutricional y adecuadas
caracteristicas de calidad.

Para eso, en el Capitulo 1 se estudiaron las harinas de legumbres disponibles en el
mercado. Se las caracterizé desde el punto de vista de la composicidn, sus propiedades
fisicas y funcionales. Para todas se encontraron buenas caracteristicas nutricionales y
funcionales, resultando potenciales ingredientes para el desarrollo del producto.

A partir de estos resultados y mediante pruebas preliminares de laboratorio e
informacién bibliografica, en el Capitulo 2 se disefiaron formulaciones de
hamburguesas de carne de cerdo incorporando harinas de legumbres en diferentes
niveles y agua en diferentes proporciones. Partiendo de una formulacién que incluia
aceite de girasol alto oleico como fuente lipidica, de buen perfil de acidos grasos, y
sales en reducidas proporciones se elaboraron seis formulaciones en las que se
variaron los niveles de harina (8 y 15 %) y las relaciones agua/harina adicionadas (1,25;
1,6 y 2 g/g). Se evaluaron sus principales atributos de calidad, incluyendo el sensorial, y
se las compard con diferentes tipos de controles. El reemplazo parcial de carne de
cerdo por harinas comerciales de legumbres, en dos niveles y en tres relaciones
agua/harina permitid obtener productos con adecuadas caracteristicas fisicoquimicas
asi como parametros de textura y color que, en algunas combinaciones, resultaron
similares a los controles utilizados, resultando en productos con propiedades
tecnolédgicas satisfactorias. Debido a que los ensayos con todas las harinas presentaron
resultados adecuados para las variables analizadas, se opté por seguir adelante con
una de las harinas de manera de profundizar el estudio del sistema.

Dado que en Argentina el poroto representa cerca del 80 % del cultivo de
legumbres, destacandose la regién del NOA por el ser la principal zona de cultivo y por
existir un continuo mejoramiento genético para mejorar sus caracteristicas
agrondmicas, en el Capitulo 3 se estudiaron las caracteristicas fisicoquimicas y
funcionales de dos variedades de poroto Alubia, denominadas Cerrillos y Paloma,

provistas por INTA-Salta. Los resultados indicaron que las harinas provenientes de



ambas variedades de porotos resultaron similares en cuanto a su composicion,
caracterizdndose por su alto contenido de fibra y proteinas, caracteristicas
fisicoquimicas, propiedades funcionales, térmicas, espectrales y microestructura. Por
lo tanto, las harinas de porotos NOA agrondmicamente mejorados presentaron un
adecuado potencial como ingredientes funcionales en el desarrollo de hamburguesas
hibridas.

Entonces, a fin de obtener una formulacién éptima, en el Capitulo 4 se utilizo la
metodologia de superficie de respuesta para hallar los niveles de cada variable
(cantidad de harina y relacién agua/harina) que optimizaran los principales parametros
de calidad (nivel de harina, rendimiento, pardmetros de textura y color) a partir de los
resultados obtenidos previamente para las hamburguesas elaboradas con harina de
poroto comercial, empleando la funcién “deseabilidad”. Mediante elaboracién de la
formulacién hibrida optimizada y la validacion se comprobd que el procedimiento
matematico elegido predijo adecuadamente los atributos de calidad estudiados. Se
evalué también el efecto de la incorporacién de la harina de porotos sobre el
comportamiento térmico y microestructura del sistema.

Por ultimo, en el Capitulo 5 se analizé el impacto de la incorporacion de harina a la
formulacidn carnica a través de los cambios en la composicién y valor caldrico respecto
a un producto sin agregado, asi como sobre su estabilidad durante el almacenamiento
congelado. Los productos carnicos hibridos optimizados cocidos resultaron de similar
aporte energético y de proteinas respecto al control, pero constituyendo una fuente
de fibra dietética a la dieta. Asimismo, resultaron estables durante su almacenamiento
congelado, presentando cambios menores en rendimiento, textura, color y oxidacién
lipidica.

Se pudo concluir que las harinas de legumbres comerciales y las de porotos NOA
agrondmicamente mejoradas demostraron gran potencial como ingredientes para el
desarrollo de alimentos debido a sus propiedades funcionales y a su destacable
composicion en macro y micronutrientes. Asimismo, fue posible desarrollar
hamburguesas hibridas con el agregado de las diferentes harinas de legumbres y
niveles en reemplazo parcial de carne de cerdo, obteniendo una formulaciéon que
optimizd sus pardmetros de calidad y permitid lograr adecuadas caracteristicas

tecnolédgicas, nutricionales y estabilidad en el producto carnico.



Las nuevas tendencias plantean una oportunidad de posicionamiento para el
mercado argentino de legumbres con innegable capacidad de responder a los nuevos
escenarios. Mientras que los productos carnicos hibridos se presentan como
alternativas mas sustentables y con una composicidon distintiva, que los posiciona

como una de las principales tendencias en la industria alimentaria.
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Introduccidon general

El planeta esta sometido a un severo estrés por diversos factores interrelacionados
y principalmente asociados con el aumento de la poblacion mundial, la produccién
lineal de recursos y generacion de desechos, e inequidad social con malnutricién
proteica, que inevitablemente conducen a un siglo XXl con muchos desafios en cuanto
a la sustentabilidad. Una posible estrategia multidisciplinaria para revertirlo deberia
involucrar tres areas de la ciencia de alimentos: una dieta sustentable, la valorizacion

de desechos y la circularidad de la cadena productiva.

La sustentabilidad o sostenibilidad es una problematica de vanguardia en la
sociedad actual, como lo remarcan las Naciones Unidad en su Agenda 2030 para el
Desarrollo Sostenible que incluye el desarrollo de sistemas alimentarios mas
sustentables que reviertan a los actuales sistemas con exceso en uso de recursos e
impacto ambiental, y que soporten el incremento esperado de dos mil millones de

personas en la poblacion mundial para el aifio 2050.

Existe una creciente conciencia en los sectores involucrados y los consumidores,
sobre los principales problemas relacionados con los sistemas de produccidn de carne
convencionales y altamente industrializados, que constituyen la mayor parte de la
produccién mundial de carne (Hartmann y Siegrist, 2020). No solo acerca del bienestar
animal y las preocupaciones de salud publica (como enfermedades zoondticas o
enfermedades cardiovasculares), sino en particular, la seguridad alimentaria (como la
alta necesidad de granos para la alimentacion animal) y las preocupaciones
ambientales (como el agotamiento de los recursos naturales y la contaminacion
ambiental) son el foco de atencién (Faucitano et al., 2017, Kumar et al., 2017, Poore y
Nemecek, 2018). Con el fin de proporcionar fuentes de proteinas a la creciente
poblacién mundial y, al mismo tiempo, limitar la carga causada por la produccién
masiva de proteinas animales, se buscan fuentes proteicas alternativas para la

nutricion humana (He et al., 2020; Jungbluth et al., 2012, Poore y Nemecek, 2018).

En los ultimos afios, se ha reportado una reduccién en el consumo de carne y una
transicién en aumento hacia dietas vegetarianas, veganas, o flexitarianas, siendo estas
ultimas las que promueven la ingesta mayoritaria de alimentos de origen vegetal sin

abandonar el consumo de alimentos de origen animal. Una estrategia para esta
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reduccion lo representan los llamados productos carnicos "hibridos", es decir, aquellos
donde parte de la carne es sustituida por ingredientes de origen vegetal y disefiados
por sus connotaciones positivas en salud y por su menor impacto ambiental asociados

a un menor consumo de carne.

Los ingredientes potenciales utilizados en este tipo de productos son diversos. En
este contexto, las legumbres se presentan como una excelente opcién, debido a
diferentes factores: en cuanto a la seguridad alimentaria, representan una fuente
sumamente importante y econdmica de alto contenido de proteinas, fibras, vitaminas,
minerales y componentes bioactivos; al mismo tiempo, contienen un bajo contenido
lipidico (Chandler y McSweeney, 2022). Asimismo, presentan propiedades funcionales
(absorcion de agua y grasa, solubilidad, actividad emulsificante y capacidad
espumante) permitiendo emplearlas en productos innovadores (Bessada et al., 2019).
Las proteinas de legumbres ofrecen ademads opciones para alternativas a productos
libres de gluten, y libres de microorganismos genéticamente modificados al mercado

(Vatansever et al., 2020).

En cuanto a la salud, existen numerosos estudios que relacionan la inclusiéon de
legumbres en la dieta con variados efectos fisioldgicos, controlando y previniendo
diversas enfermedades metabdlicas como diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares y cancer de colon (Becerra-Tomas et al., 2019; Martini et al., 2021;

Papandreou et al., 2019).

Respecto a la agricultura sostenible, las legumbres son capaces de fijar
biolégicamente nitrégeno y liberar fésforo al suelo, lo que favorece una gestién mas
eficiente de los recursos y a la salud de los ecosistemas (Calles et al. 2019). Asimismo,
su mayor eficiencia hidrica (en relacién con las proteinas de origen animal) da como
resultado una menor utilizacién de agua por kg producido (FAO, 2016). Y por ultimo,
debido a su gran diversidad genética, pueden seleccionarse o crearse variedades

resilientes al clima, adaptandose el cambio climatico acontecido.

Las legumbres han sido objeto de estudio respecto a su potencial uso en el
desarrollo de alimentos funcionales, pero no son tan numerosos respecto a su

inclusidon en productos carnicos. El reemplazo parcial de carne por legumbres en la
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formulacidn de éstos, permitiria obtener un producto mas bajo en colesterol (debido al
menor contenido de carne), y con alto contenido de fibra, con propiedades
beneficiosas para la salud de los consumidores (Ahmed et al., 2011). Entre los efectos
tecnoldgicos, la inclusion de harinas de legumbres reforzaria la capacidad de absorcion
de agua del producto, resultando en menores pérdidas durante la coccién y mejores
rendimientos, asociado con efectos beneficiosos también en sus caracteristicas
sensoriales (Shariati-levari et al., 2016).

Por lo tanto, los productos carnicos hibridos formulados con el agregado de
legumbres podrian actuar como un producto de transicidn a una dieta mas
sustentable, y ampliar la gama de productos disponibles para individuos flexitarianos
gue desean disminuir su consumo de carne sin comprometer el gusto, sabor y textura
de los alimentos, y obtener productos con los beneficios nutricionales aportados tanto

por la carne como por las legumbres utilizadas.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Como se menciond en la Introduccién General, con el fin de proporcionar fuentes de
proteinas a la creciente poblacién mundial y, al mismo tiempo, limitar la carga causada
por la produccién masiva de proteinas animales, se requiere de una mayor utilizacién de
proteinas de origen vegetal para mantener la produccion de alimentos proteicos y
reemplazar parte de las proteinas animales de la dieta humana. En este contexto, las
legumbres son, en general, buenas fuentes de carbohidratos de liberaciéon lenta y ricas en
proteinas, fibra dietaria, minerales y vitaminas, y compuestos bioactivos. Por lo tanto, la
inclusion de harinas de legumbres en reemplazo parcial de la carne empleada en
productos carnicos, no solo como extensor sino como ingrediente funcional, contribuiria

en el cumplimiento de la meta propuesta.

En este contexto, en este Trabajo de Tesis se postularon las siguientes hipdtesis:

- Las harinas de legumbres comerciales constituirdn buenas fuentes de proteina, fibra y
compuestos bioactivos, ademas de presentar adecuadas propiedades fisicoquimicas vy
funcionales.

- Es posible reemplazar parte de la carne empleada en formulaciones de hamburguesas
por harina de legumbres comerciales y agua, de manera de obtener productos hibridos
con adecuadas caracteristicas fisicas y sensoriales.

- Las harinas obtenidas de variedades de porotos NOA agronémicamente mejoradas
conservaran las propiedades fisicas y funcionales de las obtenidas de variedades
tradicionales.

- Mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta es posible modelar
matematicamente las respuestas de las variables estudiadas sobre los productos hibridos
y predecir el nivel de harina de porotos y la relacién agua/harina que optimice sus

parametros de calidad.
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- El producto hibrido optimizado sera nutricionalmente equivalente o superior al control

sin reemplazo de carne, y estable durante su almacenamiento, pero mas sustentable.

Por lo tanto, el objetivo general es contribuir a la optimizacién de formulaciones de
productos carnicos procesados incrementando su calidad nutricional y reduciendo su
impacto ambiental por aprovechamiento e incorporacion de proteinas mas amigables con

el medio ambiente. Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

e Estudiar y analizar las caracteristicas fisicas, quimicas, y propiedades funcionales
de harinas de legumbres comerciales disponibles en la regién.

e Reemplazar parcialmente carne de cerdo por harinas de legumbres comerciales y
agua en hamburguesas formuladas con aceite de girasol alto oleico pre-
emulsificada y evaluar las caracteristicas fisicas y sensoriales de los productos
hibridos obtenidos.

e Estudiar y analizar las caracteristicas fisicoquimicas, propiedades funcionales vy
térmicas de harinas obtenidas de variedades de porotos alubia agrondmicamente
mejoradas del NOA.

e Modelar matematicamente las respuestas de las variables en los productos
obtenidos mediante Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR), y predecir y
validar el nivel de harina de porotos y la relaciéon agua/harina que optimice sus
parametros de calidad.

e Analizar la calidad nutricional del producto hibrido optimizado y evaluar los
cambios en los pardmetros de calidad durante el almacenamiento congelado, en

relacion con el producto sin reemplazo.
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RESUMEN

Las legumbres constituyen una de las familias botanicas mas importantes desde el
punto de vista socioecondmico, con notables implicancias en nuestra agricultura,
medio ambiente y alimentacidén. Las legumbres son fuentes reconocidas de proteinas,
almidon, fibra, vitaminas y minerales. Ademas contienen un grupo diverso de
compuestos bioactivos. Existe creciente evidencia cientifica que relaciona el consumo
de legumbres con efectos benéficos sobre la salud, asociadas a su particular
composicion.

Motivados por la conciencia ambiental, el bienestar animal y la salud, cada vez mds
consumidores prefieren alimentos de origen vegetal. En este contexto, las legumbres
ocupan un lugar preferencial y se presentan como una oportunidad uUnica para la
Argentina, que cuenta con potencial para abastecer un mercado en auge. En
contrapartida, el volumen demandado por el mercado interno es bajo, ya que el
consumo estimado es de 800 g por habitante/afio, debido principalmente a una
cuestion de indole cultural.

En este Capitulo, se trabajo con distintas harinas comerciales de legumbres
caracteristicas de Argentina: arveja, garbanzo, lenteja y poroto. Se analizaron sus
propiedades fisicas evaluando densidad aparente, pH, color y distribucion y el tamafio
de particula. Ademas se determind la composicién proximal, el contenido de
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante, y se estudiaron algunas de sus
propiedades funcionales y de pasting.

Los resultados en cuanto a su composicidn, si bien fueron diversos para cada
legumbre, se caracterizaron por un alto contenido de fibra y proteinas y bajo
contenido de lipidos, siendo este Ultimo mayor para el garbanzo.

La harina de lentejas se caracterizd por presentar el mayor contenido de
compuestos polifendlicos totales y los mayores valores para la capacidad antioxidante.

Las legumbres exhibieron propiedades funcionales algo diversas segln su especie,

pero mostraron similares tendencias.
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1.1 INTRODUCCION
1.1.1 Legumbres

Segun el Codex Alimentarius (2007) se entiende por legumbres a las semillas secas
de plantas leguminosas las cuales se distinguen de las semillas oleaginosas por su bajo
contenido de grasa. Otra definicion de este grupo de alimentos se encuentra en el
Capitulo XI “Alimentos Vegetales” del Codigo Alimentario Argentino (CAA, 2021) en la
cual se reserva la denominacion de legumbres a las frutas y semillas de las
leguminosas.

Si bien existe una gran variedad de legumbres, arvejas (Pisum sativum L.), lentejas
(Lens culinaris), porotos (Phaseolus vulgaris L.) y garbanzos (Cicer arietinum L.) son las
mas conocidas y consumidas en todo el mundo (FAO, 2016a). En conjunto, estos
cuatro cultivos representan aproximadamente el 70 % de la produccion global total de
legumbres (77,3 millones de toneladas), en donde los porotos representan
aproximadamente el 30 %, seguido de los garbanzos (17 %), arvejas (15 %) y lentejas (7
%) (Conde, 2016). Particularmente en Argentina, la cadena de legumbres comprende
principalmente la produccién de porotos, y en menor medida de garbanzos, lentejas y
arvejas, entre otras variedades. Estas leguminosas se cosechan para obtener
principalmente semillas secas. La valoracién de este tipo de productos esta dada en
funcién al calibre, aspecto y tamafio, caracteristicas apreciadas por el mercado que
determina su cotizacion.

Una de las caracteristicas mas relevantes del sector legumbrero es el escaso
volumen demandado por el mercado interno. En Argentina, el consumo es de 800 g
por habitante/afio, apenas la décima parte del consumo per cdpita a nivel mundial (8
kg por habitante/afio) (MAGYP, 2021). Esto se debe principalmente a una cuestion de
indole cultural, siendo la mayor parte de las legumbres consumidas sin grandes
procesos de transformacidn. Segun datos de la Cdmara Argentina de Legumbres de la
Republica Argentina (MAGYP, 2021) las lentejas son las legumbres mds aceptadas por
el consumidor argentino, seguidas por las arvejas y finalmente los porotos y garbanzos.

El consumo mundial de legumbres tuvo una fuerte caida en la década del 60. El
lento crecimiento de los rendimientos con el consecuente aumento de los precios
debilité la demanda. Por otra parte, el aumento de los ingresos y la urbanizacién

desplazaron la preferencia de las legumbres hacia dietas ricas en proteinas animales,
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azucar y grasa. Sin embargo, las legumbres siguieron siendo una fuente importante de
proteinas en los paises en desarrollo y el consumo mundial promedio per cdpita pudo
recuperarse con los afios, principalmente a mediados del 2000, segun los indices
actuales de consumo (OCDE, 2020). Segun la misma fuente, se espera que las
legumbres recuperen importancia en las dietas y en los sistemas agricolas de Africa,
Asia, América Latina y la Unidn Europea, alcanzando un consumo mundial promedio
per cdpita de 8,3 kg/afio hacia el 2029. El aumento de los ingresos en regiones donde
las legumbres son una fuente importante de proteina y la necesidad de los
consumidores de incorporar a sus dietas alimentos con marcadas caracteristicas
nutricionales benéficas impulsan estas proyecciones.

En Argentina, el cultivo que se destaca dentro de la cadena de legumbres es el
poroto, representando aproximadamente el 92 % de la superficie total cultivada con
legumbres y el 87 % del volumen de produccion. Las principales zonas de cultivo se
encuentran en las provincias de Salta, Jujuy, Tucuman, Santiago del Estero y norte de
Santa Fe. El grano se siembra en enero y se cosecha a fines de marzo/abril siendo un
cultivo de verano que compite en la utilizacion del suelo con la soja. Su destino
principal es la exportacién (MAGyP, 2021).

Respecto a la arveja, segun el Instituto Nacional de Semillas (INASE) existen mas de
80 variedades registradas en nuestro pais. Cada una de ellas se caracteriza por el color
y textura de la semilla, y atributos de la planta. Se cultiva en forma extensiva para
abastecer al sector industrial y en forma intensiva para su consumo fresco (como
grano seco, remojado, o forraje), predominando los cultivos extensivos (arveja seca).
Se trata de un cultivo de invierno; la siembra se extiende de julio hacia fines de agosto
en las zonas de centro de Buenos Aires, centro-sur de Santa Fe y Cérdoba. La cosecha,
de noviembre a principios de diciembre, posibilita el desarrollo de cultivos de segunda
ocupacidn como la soja, el girasol o maiz.

Dentro de las legumbres con destino alimenticio, en nuestro pais la lenteja ocupa el
tercer lugar en importancia luego de los porotos y la arveja seca (IDEP, 2021). Es un
cultivo de invierno, que se siembra entre mayo y agosto, y se cosecha en noviembre y
diciembre. Sus zonas de produccién comprenden Buenos Aires, centro sur de Santa Fe

y Cérdoba.
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Respecto al garbanzo, la siembra se lleva a cabo entre mayo y junio, principalmente
en la zona centro de nuestro pais (Cérdoba y Buenos Aires) y en el NOA (Tucuman,
Salta). Existen tres tipos de garbanzo, Kabuli, Desi y Gulabi, siendo la primera la
variedad con mayor produccién en nuestro pais (Vizgarra et al., 2019). Se caracteriza
por presentar un grano de tamafio medio a grande, redondeado y arrugado, color
claro, y flores no pigmentadas. Cabe destacar que el garbanzo en los ultimos afos se
ha convertido en un producto de importancia y pasé a constituir uno de los alimentos

gue mejor cotiza en el mercado internacional.

1.1.2 Produccion agricola

Las legumbres son consideradas alimentos ecolégicamente sustentables debido a su
habilidad de fijar el nitrogeno atmosférico en el suelo. Ayudan a mitigar el cambio
climdtico al reducir indirectamente las emisiones de diéxido de carbono, y al mismo
tiempo, disminuyen la dependencia hacia los fertilizantes nitrogenados sintéticos
(Calles et al., 2019). Muchas leguminosas son capaces de formar una asociacién
simbidtica con algunas especies de bacterias que se denominan "rizobios" (Sprent y
Sprent, 1990). Los rizobios fijan nitrogeno atmosférico en formas biolégicamente utiles
dentro de los nédulos de las raices de leguminosas en un proceso llamado "Fijacidon
Bioldgica del Nitrogeno" (BFN, por sus siglas en inglés) (Sprent, 2009). Esta asociacion
simbidtica es la mayor fuente natural de nitrégeno para sustentar los sistemas
naturales (Vitousek et al., 2002). A su vez, algunas legumbres son capaces de movilizar
el fésforo del suelo, mejorando asi la renovacion bioldgica del mismo (Nuruzzaman et
al., 2005; Rose et al., 2010). El fésforo es también un nutriente importante para las
plantas, el cual es proporcionado principalmente por fertilizantes inorganicos.

La presencia de legumbres en los ecosistemas agrarios ayuda a mantener o
aumentar la biomasa y actividad microbianas vitales en el suelo y, por ende, nutre a los
organismos responsables de consolidar la estructura del suelo e impulsa la
disponibilidad de nutrientes (Blanchart et al., 2005). Un nivel elevado de biodiversidad
en el suelo no solo hace que el ecosistema sea mas resistente y resiliente frente a las
alteraciones y las tensiones, sino que también mejora la capacidad de los ecosistemas

para suprimir enfermedades (Brussaard et al., 2007). Estas caracteristicas son
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especialmente importantes para los sistemas de produccion agricola que utilizan pocos
insumos.

Las legumbres son un componente fundamental de sistemas de cultivos multiples
tales como el cultivo intercalado, la rotacion de cultivos y los sistemas agroforestales;
estos sistemas cuentan con una mayor diversidad de especies que los de monocultivo
(FAO, 2013a). La mayor diversidad de especies de los sistemas de cultivo no solo da
lugar a un uso mas eficiente de los recursos, en concreto luz, agua y nutrientes (Giller y
Wilson, 1991), sino que también puede aumentar el rendimiento combinado de las
especies de cultivos intercalados en una determina zona y disminuir el riesgo global de
malas cosechas (Norgaard et al., 1999).

Por lo tanto, la incorporacion de legumbres a los cultivos a través de sistemas de
rotacion o intercalado de los mismos, aumenta la biodiversidad del suelo y mejora el
ciclo de nutrientes, aportando a la sostenibilidad y la resiliencia de los sistemas
agricolas (Sieveking et al., 2017).

Por otro lado, su mayor eficiencia hidrica (en relacién con las proteinas de origen
animal) da como resultado una menor utilizacién de agua por kg producido (FAO,
2016). La huella hidrica (HH), concepto introducido por Hoekstra (2003) y retomado
por Hoekstra y Chapagain (2008), es un indicador multidimensional que permite
expresar el volumen de agua utilizado en una produccidn. Puede ser considerado como
un indicador global de apropiacién de los recursos de agua dulce, por encima de la
medida tradicional y restringida de la extraccién de agua. Relacionado a este concepto
se definen la “HH azul” como el agua extraida de rios, lagos y acuiferos aplicada al
riego, la “HH verde” como el volumen de agua de lluvia consumida durante el proceso
de produccion, y la “HH gris” como la la cantidad de agua dulce contaminada en el
proceso. La evaluacién de la HH engloba a estos tres tipos de huella, refiriéndose
entonces al volumen de agua incorporada o contaminada en toda la cadena de
obtencidén de un producto.

Es importante resaltar que las legumbres tienen una menor HH en comparacion con
otras fuentes de proteinas. Gerbens-Leenes et al. (2011) afirmaron que la obtencion
de productos de origen animal requiere un volumen significativamente mayor en
comparacion con los alimentos de origen vegetal. Por citar un ejemplo, la HH de Ila

carne de cerdo es dos veces mayor que la de las legumbres y cuatro veces mayor que
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la de los granos. A su vez, cualquier HH de un producto animal es mayor que la HH de
los productos de cultivo con un valor nutricional equivalente, siendo 20 veces mayor
en promedio por caloria respecto a los cereales y las raices con almidén. Actualmente,
la HH mundial vinculada a la produccién animal constituye casi un tercio de la HH de la
produccién agricola total. Por ejemplo, la HH por gramo de proteina para la leche,
huevos y carne de pollo es 1,5 veces mayor que para las legumbres. Estos valores
difieren si los productos animales provienen de sistemas industriales o de sistemas de
pastoreo o mixtos, ya que los primeros generalmente consumen y contaminan mas
recursos de aguas subterraneas y superficiales, lo que contribuye a aumentar la HH
gris (Gonzalez et al., 2020).

En reconocimiento a la importancia agricola, econdmica y nutricional de las
legumbres, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) decidié declarar el 2016 como “Afo Internacional de Legumbres”
(FAO, 2016b) con el fin de crear conciencia publica sobre sus beneficios nutricionales y

medioambientales.

1.1.3 Composicion y propiedades

Las legumbres se caracterizan por tener un elevado contenido proteico, superior a
la mayoria de los alimentos vegetales, con aproximadamente el doble del contenido de
proteinas que en los cereales. Esto podria atribuirse a su asociacion con la actividad de
las bacterias fijadoras de nitrégeno en sus raices, que convierten el gas nitrégeno
inutilizable en amonio que la planta luego incorpora en la sintesis de proteinas
(Maphosay Jideani, 2017).

Arvejas, garbanzos, porotos y lentejas presentan un contenido proteico entre 17 y
30 % con un contenido variado de aminoacidos (Boye et al., 2010a). Las proteinas mas
abundantes encontradas en legumbres son globulinas y albliminas. Las globulinas son
la fraccién mayoritaria (entre el 45 y 70 % del total de las proteinas) mientras que las
albuminas corresponden aproximadamente al 8 - 30 % (Barac et al., 2015; Lam et al.,
2018; Liang y Tang, 2013). Las albuminas son solubles en agua y comprenden enzimas,
inhibidores de proteasa, inhibidores de amilasa y lectinas, y poseen una masa molar
(MM) entre 5000 y 80.000 Da. Las globulinas, por otro lado, son solubles en soluciones

salinas. De acuerdo a los coeficientes de sedimentacidn, las globulinas se clasifican en
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diferentes fracciones. Las principales globulinas encontradas en legumbres son
legumina (11S) y vicilina (7S), proteinas de almacenamiento que incluyen subunidades
polimdrficas codificadas por familias de multigenes. La legumina 11S posee estructura
cuaternaria hexamérica con subunidades acida (MM = 40.000 Da) y basica (MM =
20.000 Da). La vicilina 7S posee una estructura trimérica con MM de 175.000-180.000
(Boye et al., 2010b).

Una tercera proteina de almacenamiento, convicilina, diferente de legumina vy
vicilina, fue purificada de semillas de arvejas. Posee un perfil aminoacidico tipicamente
diferente y a diferencia de vicilina, contiene muy poco carbohidrato y posee una
subunidad de 71.000 Da de MM y en su forma nativa una MM de 290.000 Da
incluyendo una extension N-terminal. Se han encontrado variaciones cualitativas y
cuantitativas en subunidades de convicilina dentro y entre diferentes variedades de
arvejas. Presenta aminoacidos azufrados que estan ausentes en vicilina. Sin embargo,
algunos autores discrepan con la nomenclatura de la convicilina argumentando que la
definiciéon de la heterogeneidad de vicilina debe extenderse para admitir la posible
inclusion oligomérica del polipéptido de 70.000 Da (Bessada et al., 2019; Shevkani et
al., 2019).

Otras proteinas menores encontradas en legumbres son las prolaminas y glutelinas.
Las prolaminas son solubles en alcohol y se caracterizan por una elevada proporciéon de
prolina y glutamina. Las glutelinas, solubles en acido diluido o detergentes alcalinos, y
en presencia de agentes caotrdpicos o reductores, presentan mayores contenidos de
metionina y cisteina que las globulinas y por ello son también de interés nutricional.

La composicién proximal de diferentes legumbres, asi como su contenido proteico,
puede presentar algunas variaciones entre diferentes especies o como consecuencias
de factores ambientales (como origen geografico o ciclo fenolégico). La fraccién
proteica de arvejas (19,5 — 22,4 %) esta principalmente constituida por globulinas
(legumina, vicilina y convicilina, 50 — 85 %) y albiminas (15 — 25 % del total de
proteinas), la de garbanzo (15 - 30 %) por globulinas (53 — 60 %), glutelinas (19 — 25 %),
albuminas (8 — 12 %) y prolaminas (3 — 7 %), en el caso de lenteja (24 — 30 %) de
leguminas (=45 %), albuminas (=17 %), glutelinas (=11%), vicilinas (=4 %), y prolaminas

(=3 %), y en porotos (17 — 27 %), globulinas (45 - 70 %) y albuminas (10 — 30 %) (Boye
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et al., 2010b; Bessada et al., 2019; Los et al., 2018; Millar et al., 2019a; Wang y Daun,
2006).

La calidad nutricional de las proteinas estd determinada por los requerimientos de
aminodcidos de nuestro organismo y su disponibilidad al ser digeridos (FAO, 2013b).
De manera general, las legumbres presentan una calidad proteica inferior a las de
origen animal tales como las de la leche o huevo. Esto se debe a diversos factores
entre los que podemos destacar su menor contenido de aminoacidos azufrados
(metionina y cisteina), la resistencia a la digestion de ciertas proteinas (relacién
estructura/digestibilidad) y a la presencia de compuestos antinutricionales que
dificultan la digestibilidad de las proteinas (Lynch et al., 2018). Sin embargo, por su
elevado contenido de lisina, las proteinas de legumbres se complementan con las
proteinas de cereales, ya que estos presentan un bajo contenido en este aminodcido.

Almiddn, fibra y oligosacaridos constituyen los principales carbohidratos presentes
en las legumbres. Su contenido es elevado, siendo el almidén el polisacarido
mayoritario (35 - 45 % del peso seco de las semillas). El contenido de almidén en
legumbres suele ser inferior al de los cereales, esto esta relacionado a las diferencias
entre especies y variedades, asociaciones de granulos de almidén con otros
constituyentes, estado fisiolégico de la semilla, y métodos de estimacidon. Otra
diferencia con el almidén de cereales, es que el de las legumbres se caracteriza por el
mayor contenido de amilosa (Wani et al., 2016).

El almiddn estd compuesto fundamentalmente por dos polimeros de glucosa,
amilosa y amilopectina, ademas de una fraccion minoritaria (de 1 % a 2 %) de
compuestos como lipidos endégenos, proteinas, y monoésteres de fosfato (Ren et al.
2021). En los granulos de almidén las moléculas de amilosa y de amilopectina se
disponen en forma radial, formando una serie de anillos concéntricos, resultando en
una estructura semi-cristalina, en donde las cadenas lineales de la amilopectina
forman dobles hélices organizadas en una estructura cristalina tridimensional mientras
que la region amorfa estaria formada por las zonas de los puntos de ramificacion de la
amilopectina y la amilosa (Ren et al., 2021). En presencia de agua, bajo calentamiento
continuo y agitacién, los granulos de almidén se hinchan, proceso conocido como
"gelatinizacion". La absorcién de agua a través de la region amorfa, la hidratacion y el

hinchamiento de los granulos, la pérdida de la birrefringencia y de la cristalinidad, y la
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lixiviacion de la amilosa, estan asociados a la gelatinizacion (Hoover et al., 2010; Waigh
et al., 2000). Los almidones de legumbres exhiben un hinchamiento restringido en una
sola etapa, indicativo de fuertes interacciones entre cadenas de almiddn que se
debilitan a una Unica temperatura, y bajo grado de lixiviacion de amilosa (Hoover y
Sosulski, 1985). Asimismo, las moléculas de amilosa lixiviadas al medio podrian formar
un gel, atrapando gran cantidad de agua.

En cuanto a la digestion del almidén, estd principalmente mediada por amilasas,
dextrinasas y disacaridasas que actuan hidrolizdndolo a mondmeros de glucosa,
facilmente absorbibles a través de la mucosa intestinal. La digestibilidad del almidon
depende de factores tales como el tamafio del granulo, su estructura molecular y la
relacion amilosa/amilopectina (Villarroel et al., 2018). Estas caracteristicas guardan
relacion con su origen botdnico ya que éste determina la organizacién y estructura
cristalina (Tester et al., 2004).

De acuerdo con el indice y grado de digestion in vitro, los almidones se clasifican en
tres fracciones principales: a) almidén rapidamente digerible (fraccion de almidén
digerido en los primeros 20 minutos de incubacion), b) almidén lentamente digerible
(fraccion de almiddn digerido entre los 20 y 120 minutos de incubacidn), y ¢) almiddén
resistente (AR) (fraccidn restante que no es digerida) (Magallanes-Cruz et al., 2017). El
AR se encuentra naturalmente en granos de cereal, semillas, tubérculos y legumbres,
caracterizandose esta ultima por su elevado contenido (Bede y Zaixiang, 2021).
Estudios en humanos resaltan los potenciales efectos positivos del AR en el
mejoramiento de la salud de la microbiota intestinal, la reduccién de la acumulacién
de grasa, el aumento de la sensibilidad a la insulina, la regulacion de la glucemia y el
control del metabolismo lipidico (Halajzadeh et al., 2020; Liu et al., 2020; Meenu y Xu,
2019; Snelson et al., 2019). Gran parte de estos beneficios se explican a través de los
atributos del AR como fibra soluble, su capacidad para generar acidos grasos de
cadena corta y su habilidad para formar soluciones viscosas en el lumen intestinal.
Ademads, estos hidratos de carbono de absorcidn lenta presentarian un gran potencial
para aumentar la saciedad, pudiendo ser un buen complemento en dietas restrictivas
en calorias (Clark y Duncan, 2017).

Las legumbres presentan un alto contenido en fibra dietaria (14 - 33 %) (Vaz Patto

et al.,, 2015). La composicion de la fibra dietaria depende principalmente de la
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localizacion de la misma. La mayor diferencia entre la fibra en las cubiertas externas
del grano y el cotileddn es el contenido relativo de celulosa y compuestos polisacaridos
no celuldsicos. Las paredes celulares del cotiledén presentan diversos polisacaridos
como pectinas (aproximadamente 55 %), celulosa (= 9 %) y glucanos (6 — 12 %),
mientras que las cubiertas contienen grandes cantidades de celulosa (35 a 57 %) y baja
cantidad de hemicelulosas y pectinas (Guillon y Champ, 2002).

La fibra se puede clasificar en soluble e insoluble de acuerdo a su solubilidad en
agua. Quimicamente, la fibra insoluble estd constituida por un conjunto de moléculas
heterogéneas, tales como hemicelulosa, pectinas y lignina derivadas de carbohidratos
estructurales presentes en la pared celular. La fibra soluble estd constituida
fundamentalmente por pectinas, gomas, mucilagos, algunas hemicelulosas y
polisacaridos. Los niveles de fibra soluble de las legumbres son superiores a los
encontrados en cereales y tubérculos (Delgado-Andrade et al., 2016). La fibra soluble
es resistente al proceso digestivo y escapa a la absorcién intestinal; es parcial o
totalmente fermentada en el intestino grueso principalmente a diversos acidos grasos
de cadena corta como el acetato, propionato y butirato (Silva et al., 2020), donde
pueden ejercer efectos fisiolégicos importantes tanto a nivel local (reduccién del pH
gue implica un incremento de la biodisponibilidad de minerales, e inhibicidon del
crecimiento de bacterias patdgenas) como sistémico (modulacion de respuesta
inmune e inflamatoria, entre otros efectos) (Dahl y Stewart, 2015; Guillon y Champ,
2002). A diferencia de la fibra soluble, la fibra insoluble sufre menor fermentacién
intestinal siendo excretada mayoritariamente en heces, regulando asi el transito
intestinal (Soliman, 2019). A su vez, es importante destacar que las legumbres
presentan elevado contenido de oligosacaridos derivados de la rafinosa, los cuales,
junto a otros componentes indigeribles, son responsables de producir flatulencias. No
obstante, estudios sugieren un papel importante como compuestos prebidticos
emergentes con capacidad para modular la microbiota intestinal (Moussou et al.,
2017).

Entre los compuestos bioactivos de naturaleza polifendlica presentes normalmente
en las semillas de leguminosas podemos citar a los acidos fendlicos, flavonoides y
taninos condensados. Las sustancias fendlicas son compuestos polihidroxilados

presentes en todas las plantas superiores que se sintetizan principalmente por las vias
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del acido shikimico, pentosa fosfato y fenilpropanoides (Balasundram et al., 2006).
Dada su importante accidn en diversos procesos fisiolégicos y metabdlicos, su inclusion
en la dieta ha sido relacionada con el control y prevencidon de diferentes enfermedades
metabdlicas, tales como osteoporosis, hipertensién, desérdenes gastrointestinales,
diabetes mellitus, afecciones cardiovasculares y cancer de colon (Bernardi et al., 2019;
Fraga et al., 2019; Mattioli et al., 2019). Entre los beneficios se destaca el efecto
cardioprotector asociado con la habilidad de disminuir el contenido de lipoproteinas
de baja densidad y colesterol total (Padhi y Ramdath, 2017). Adicionalmente, estos
compuestos tienen una fuerte relacion con ciertos atributos de los alimentos como el
color, sabor y flavor. Por ello, en los ultimos afios, las legumbres han sido estudiadas
por su potencial uso en el desarrollo de alimentos funcionales.

Por otra parte, la porcidon lipidica insaponificable es una fuente potencial de
componentes bioactivos como fitoesteroles y tocoferoles. Los fitoesteroles se
encuentran en pequefias cantidades en las legumbres; el B-sitosterol, el campesterol y
el estigmasterol son los mas comunes (Benveniste, 1986). Diversos estudios han
demostrado la eficiencia de los esteroles y estanoles en la reduccién del colesterol
sanguineo (Chen et al., 2019; Trautwein et al., 2018).

Otro aspecto a destacar de las legumbres es su bajo indice glucémico (IG), concepto
propuesto por Jenkins et al. (1981) como un método para evaluar y clasificar a los
alimentos ricos en carbohidratos en base a los efectos que producen sobre la glucemia
posprandial. Dietas con altos IG se han asociado con mayor riesgo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, sindrome metabdlico y enfermedades coronarias
(Chiavaroli et al., 2021; Dwivedi et al., 2022; Gotgbek y Regulska-llow, 2019; Jenkins et
al., 2021). En legumbres, el contenido de AR, compuestos fendlicos, proteinas y fibra
muestra una relacién inversa con el IG, dado que el AR, resulta menos susceptible a
hidrélisis enzimatica, los compuestos fendlicos (incluidos los flavonoides) inhiben a las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, altos niveles de proteina estimulan la secrecién de
insulina, modulando mejor la cantidad de glucosa, y la fibra funciona como inhibidor
fisico de la digestidn en el intestino, lo que ralentiza las interacciones entre las enzimas

y los sustratos (Afandi et al., 2021).
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El éxito del uso de fuentes proteicas de origen vegetal en el desarrollo de alimentos
depende de sus propiedades funcionales. Las propiedades funcionales proporcionan
informacién sobre cdmo se comportaria un ingrediente en particular en la matriz de un
alimento, desempefian un papel destacado durante la preparacion, elaboraciéon vy
almacenamiento de los alimentos y, a su vez, se correlacionan con las propiedades
sensoriales. Componentes como la fibra, el almidén y las proteinas contribuyen
significativamente a la funcionalidad del producto (Kaur et al., 2009; Kaur y Singh,
2005); como resultado, su presencia, composicién y concentracion en un producto
alimenticio podria modificar positiva o negativamente la funcionalidad de éste.

En ese sentido, las harinas de legumbres han sido utilizadas como ingredientes
alimenticios debido tanto a sus propiedades funcionales como a su alto contenido
proteico (Bayomy y Alamri, 2022; Kotsiou et al., 2022; Marchini et al., 2021; Millar et
al., 2019b; Turfani et al., 2017; Wiesinger et al., 2020). Desde el punto de vista de su
aplicaciéon en alimentos, la hidratacién, emulsificaciéon, propiedades espumantes,
gelificacion, retencidon de agua y aceite, solubilidad, dispersabilidad, propiedades de
adhesién, capacidad buffer, viscosidad, comportamiento de flujo (propiedades de
pasting), color, sabor, flavor, y la capacidad de formacion de pelicula, junto a sus
propiedades nutricionales, son los principales factores a tener en cuenta (Sathe et al.,
1984). Estas propiedades influyen en la calidad general y en la percepcién sensorial de
los alimentos. A su vez, son variables importantes en la fabricacién de productos de
panaderia o confiteria, postres, bebidas, aderezos para ensaladas y productos carnicos.
El entendimiento de los factores que influyen en estas propiedades funcionales, asi
como de los mecanismos subyacentes a las interacciones que inducen estas
propiedades, es de vital importancia para la incorporacién exitosa de legumbres
enteras en forma de harina, concentrados o aislados, hidrolizados o mezclas en
alimentos. A su vez, este conocimiento permite identificar las condiciones éptimas de
procesamiento (pH, temperatura, concentracién) y predecir interacciones eficientes
entre los ingredientes optimizando la obtenciéon del producto final.

Las legumbres pueden presentar una gran diversidad en cuanto a su composicién y
exhibir propiedades funcionales muy diversas segln su especie, variedad, condiciones

del cultivo y ambientales. Identificar las propiedades funcionales especificas de harinas
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obtenidas a partir de legumbres es esencial para determinar sus posibles usos como

ingredientes alimentarios.

1.2 OBJETIVOS
Sobre harinas de legumbres comerciales disponibles en el mercado local se
propuso:

e analizar sus caracteristicas fisicas (evaluando densidad aparente, color y
distribucién y tamafio de particulas) y quimicas (pH, composicién proximal,
contenido de compuestos polifendlicos y capacidad antioxidante).

e estudiar sus propiedades funcionales (absorcion de agua y de aceite,
actividad emulsificante y estabilidad de la emulsién, concentracién minima

de gelificacién y propiedades de pasting).

1.3 MATERIALES Y METODOS
1.3.1 Muestras analizadas

Se trabajé con harinas de legumbres comerciales de arvejas (Pisum sativum L.) (Yin
Yang, Dietética Cientifica, Buenos Aires, Argentina), garbanzos (Cicer arietinum L.,
variedad Kabuli) (Yin Yang, Dietética Cientifica, Buenos Aires, Argentina), lentejas (Lens
culinaris Medik) (Condiment S.A., Buenos Aires, Argentina) y porotos blancos
(Phaseolus vulgaris L.) (Fincas Andinas S.R.L., Buenos Aires, Argentina). Las mismas

fueron adquiridas en comercios locales y conservadas al abrigo de la luz y humedad.

1.3.2 Caracterizacion fisica
1.3.2.1 Densidad aparente

La densidad aparente se determind mediante el método descripto por Wani y
Kumar, (2014) evaluando el peso de harina requerido para enrasar a 10 ml en probeta
graduada. La densidad aparente se definié como el peso de la muestra por unidad de

volumen (g/ml). Las medidas se realizaron por triplicado.

1.3.2.2 Distribucion de tamanos de particulas
Se determinaron las distribuciones de tamafios de particulas de las harinas de

legumbres comerciales y de las mismas harinas tras 30 s de sonicado (TestLAb TB04n)
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para evitar la posible aglomeraciéon en la mismas, mediante un equipo de dispersién
laser (Mastersizer 2000E, Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) con sistema de
dispersién Hydro 2000MU provisto de un laser He-Ne (633 nm), y rango de medicién
entre 0,1 a 1000 um. Se adoptd un indice de refraccidn de 1,14 para las particulas y de
1,33 para el medio acuoso (Marquez et al., 2015). El coeficiente de absorcidn
considerado para las particulas fue de 0,01.

Para cada determinacién, se agregaron aproximadamente 2 g de harina dentro de la
unidad de dispersién conteniendo agua destilada con agitacién rotacional Hydro SM
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido) a 2000 rpm hasta alcanzar una
obscuracion de alrededor del 10 %.

Los resultados se expresaron como diferentes percentiles de la curva de
distribucién de particulas (D). A D10, el 10 % del volumen de la muestra presentd
particulas del diametro indicado (um) o menor; a D50, el 50 % del volumen de la
muestra presentd particulas del diametro indicado (um) o menor; y a D90, el 90 % del
volumen de la muestra presentd particulas del diametro indicado (um) o menor. Las

medidas se realizaron por cuadriplicado.

1.3.2.3 Color

El color se evalué con un colorimetro triestimulo (Minolta CR-400, Minolta Corp.,
Ramsey; New Jersey, Estados Unidos) sobre una capa uniforme de harina colocada en
placa de Petri empleando el espacio de color CIE-Lab (Commission Internationale de I'
Eclairage (CIE), 1931) calibrado con un standard (Y=93,80, x=0,3133, y=0,3193).

En este espacio de color el pardmetro a* representa la variacién rojo-verde,
tomando valores positivos para el primero y negativos para el segundo; el parametro
b* representa la variacion amarillo-azul, siendo positivo para el primero y negativo
para el segundo, y el pardametro luminosidad L* varia entre 0 para el negro y 100 para
el blanco. Los resultados informados corresponden al promedio de al menos diez

determinaciones.
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1.3.3 Caracterizacion quimica
1.3.3.1 Determinacion del pH

Se prepararon dispersiones de harina en agua destilada al 10 % p/v y el pH de las
mismas se determind mediante electrodo de vidrio (Phoenix, Garbsen, Alemania)

empleando un pHmetro Hach Sension+pH3 (Hach, Loveland, CO, EE.UU).

1.3.3.2 Composicidn proximal

Sobre las harinas de legumbres comerciales se determind por duplicado el
contenido de humedad, lipidos, cenizas y proteinas, empleando métodos AOAC (1984),
el contenido de fibra dietaria total mediante kit enzimatico y calculando el contenido
de hidratos de carbono disponibles por diferencia (Zou et al., 2007). Los resultados
para el contenido de lipidos, cenizas, proteinas, fibras e hidratos de carbono
disponibles fueron expresados en base seca (g/100 gbs).
Determinacion de humedad: Se determindé el contenido de humedad mediante
método indirecto (método 24.003, AOAC, 1984). Se pesaron aproximadamente 2 g de
muestra en cristalizador y se secaron en estufa a 105 °C hasta peso constante. El
contenido de humedad (g/100 g) se calculé a partir de las diferencias de peso
obtenidas.
Determinacion de proteinas: Se determiné el contenido de proteinas totales mediante
el método de Kjeldahl (método 24.027, AOAC, 1984) que consiste en determinar el
nitrégeno total (N) presente en la muestra y relacionarlo directamente con la cantidad
de proteinas, tras eliminar la materia organica con H,SO4. La muestra se sometié a un
tratamiento oxidativo en caliente en un digestor (K-435 Biichi Labortechnik AG) con 20
ml de H,SOs concentrado en presencia de una mezcla catalizadora (1:10 -
CuSO04:K3S04). Del (NH4)2S04 formado se liberd el NHsz por tratamiento alcalino con
NaOH 32% en una unidad de destilacién, empleando una corriente de vapor y
colectando el NHs en un recipiente con H3BOs; 4 g/100g. Finalmente se realizé una
titulacion con una solucion valorada de H2SOa.

Se realizdé por duplicado una determinacion del blanco de reactivos de manera
analoga a lo detallado anteriormente pero sin la adicién de muestra. El contenido de

proteina de las harinas (g/100 gbs) se calculé teniendo en cuenta el factor de
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conversion de nitrogeno a proteina comunmente utilizado para legumbres de 6,25
(Rizvi et al. 2022).

Determinacion de lipidos: Se determind el contenido de lipidos mediante el método
de Soxhlet (método 24.005, AOAC, 1984). Se colocaron aproximadamente 5 g de
muestra en un cartucho de papel de filtro que posteriormente fue colocado en el tubo
de extraccion del equipo. Se agrego éter de petrdleo (Punto de ebullicidon: 35-60 °C) y
se conectd con una linea refrigerante. La extraccidn se realizd a reflujo sobre manta
calefactora durante 8 ciclos. Una vez finalizada, se eliminé el solvente por evaporacion
obteniéndose la fraccidn lipidica de las muestras a partir de las cuales se calculd el
contenido de lipidos solubles en éter en las harinas (g/100 gbs).

Determinacion de cenizas totales: Se determinaron los residuos de incineracién o
cenizas, refiriéendose al residuo que queda tras la calcinacién completa de los
componentes organicos de un alimento en condiciones determinadas. Este residuo, se
corresponde con el contenido de minerales del alimento (método 24.003, AOAC,
1984). En primer lugar, se calcinaron las capsulas de porcelana vacias a 900 °C en
mufla, se enfriaron en desecador y pesaron al tomar temperatura ambiente con el fin
de efectuar una limpieza de las mismas.

Empleando las cdpsulas asi preparadas se realizé la carbonizacion de
aproximadamente 1,5 g de muestra sobre triangulo de pipas y mechero, hasta lograr
un residuo carbonoso. Luego se procedid a calcinar en mufla a 525 °C hasta obtener
cenizas blancas o de color gris claro y de peso constante a partir de las cuales se
calculd el contenido de cenizas totales de las harinas (g/100 gbs).

Determinacion de fibra dietaria total: se determind segun AACC 32-05 (Grami, 2000)
utilizando el método enzimatico-gravimétrico (kit K-TDFR Megazyme®©, Irlanda). Las
muestras se trataron a 100 °C con a-amilasa (3000 Unidades Ceralpha/ml) para
gelatinizar, hidrolizar y despolimerizar el almidén presente; luego se incubaron a 60 °C
con enzima proteasa (E-BSPRT, 350 Unidades tirosina/ml) para solubilizar vy
despolimerizar proteinas, y amiloglucosidasa (E-AMGDF, 200 p-NP-B maltésido
Unidades/ml) para hidrolizar fragmentos de almidén a glucosa. Posteriormente las
muestras fueron tratadas con etanol 96 % para precipitar la fibra soluble y eliminar la
proteina despolimerizada y la glucosa (proveniente del almidén). Cada residuo se filtro;

se lavo con etanol 78 %, etanol 95 % y acetona, se sec9, y finalmente se peso.
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Para cada muestra, a uno de los residuos de fibra se le determiné el contenido de
cenizas incinerando la muestra a 550 °C, y al otro se le determind contenido de
proteinas por el método de Kjeldahl descripto previamente. La fibra dietaria total se
calculé como el peso de la fibra dietaria filtrada y seca al que se le descontaron los

contenidos de proteinas y cenizas. Se expresé en g/100 gbs.

1.3.3.3 Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante
1.3.3.3.1 Obtencién de extractos

Para obtener los extractos se colocaron 0,5 g de cada harina en contacto con 5 ml
de mezcla acetona/agua (80:20, v/v) como solvente (Xu y Chang, 2007), se agitaron 3 h
a temperatura ambiente, se dejaron en reposo 18 h al resguardo de la luz y
centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min (Centrifuga 5415D, Eppendorf, Hamburg,
Alemania). Se removieron y reservaron los sobrenadantes, y los residuos obtenidos
fueron nuevamente puestos en contacto con otros 5 ml de solvente, repitiendo todo el
proceso descripto. Ambos sobrenadantes fueron combinados y almacenados a -20 °C
en oscuridad hasta realizar las determinaciones. De cada harina se obtuvieron los

extractos por duplicado.

1.3.3.3.2 Determinacion del contenido de polifenoles totales

El ensayo de Folin-Ciocalteu (FC) es un método comunmente utilizado en el area de
agroquimica e industrias alimenticias por su simplicidad, por la disponibilidad
comercial del reactivo y por ser un procedimiento ya estandarizado (Munteanu y
Apetrei, 2021). El reactivo de FC utiliza un mecanismo de reaccion de
oxidacion/reduccion que no es especifico para fenoles. El ensayo de FC mide la
capacidad para reducir el reactivo de acido fosfomolibdico/fosfotingstico a un
complejo azul que es monitoreado espectrofotométricamente, donde el molibdeno es
reducido en el complejo y se da la reaccion de transferencia de electrones entre el Mo
(IV) y el reductor (Huang et al., 2005). El método implica la oxidacién de fenoles en
solucién alcalina por el heteropolianién molibdotungstofosférico amarillo y la
medicion colorimétrica del molibdotungstofosfato azul resultante. Este complejo azul
tiene su maxima absorcidon dependiendo de su composicién fendlica, ademas del pH

de las soluciones implicadas (Cicco et al., 2009).

24



Capitulo 1

Los compuestos polifendlicos totales (CPT) presentes en las harinas de legumbres
fueron determinados por el método de FC utilizando 4cido galico (AG) como patrén. Se
mezclaron 300 pl de cada extracto con 3 ml de Na;COs3 2% p/v en NaOH 0,1 N y se
dejaron 2 min en oscuridad. Luego, se agregaron 300 ul de solucion de reactivo FC en
agua (1:1) y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente también en oscuridad.
Posteriormente se midié la absorbancia a 725 nm utilizando un espectrofotémetro
(T60 Vis Spectrophotometer, PG Instruments, Reino Unido) y agua destilada como
blanco. Los CPT se expresaron como mg equivalentes de acido galico por gramo de

harina (mg EAG/g harina) utilizando la curva de calibracién correspondiente.

1.3.3.3.3 Capacidad antioxidante

No existen métodos mundialmente unificados para medir capacidad antioxidante,
en parte, debido a la disparidad de condiciones en las cuales se desarrollan estas
metodologias, ademas de la complejidad de los sistemas y de la diversidad de matrices
que necesitan ser evaluadas. Por lo tanto, ningin método refleja por si solo la “capaci-
dad antioxidante total” de una muestra, puesto que este parametro debera expresar la
capacidad de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, reflejar y diferenciar los diferentes
mecanismos antioxidantes y evaluar la reactividad del antioxidante frente a diferentes
especies reactivas. Es por eso que se suelen combinar diferentes métodos para
determinar la capacidad antioxidante en matrices complejas como los alimentos.

En los métodos clasificados como indirectos se estudia la habilidad del antioxidante
para estabilizar algin radical libre metaestable, como por ejemplo en los métodos de
DPPH y ABTS ampliamente utilizados, que se fundamentan en la estabilizacion de
radicales libres sintéticos metaestables, cuya reaccidon con un antioxidante genera un
cambio de color que puede ser detectado instrumentalmente.

Ambos métodos miden en forma diferente los compuestos antioxidantes. EI ABTS™
presenta baja selectividad, contrariamente a la reaccién del DPPH* el cual no reacciona
con todos los compuestos flavonoides (Brand-Williams et al., 1995; Roginsky y Lissi,
2005), ni con moléculas de alto peso molecular, debido a un impedimento estérico a
causa de su conformacion estructural (Almeida et al., 2011). Por lo tanto, se debe ser

considerado en los resultados, que el DPPH® es mas selectivo que el ABTS™.
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El 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox) es un analogo del
a-tocoferol soluble en agua. Es conocido por su alta capacidad antioxidante y por lo
tanto es utilizado como compuesto de referencia (Oehlke et al., 2011), principalmente
para los métodos de DPPH y ABTS, comparando su capacidad de decoloracién contra la
qgue producen los compuestos antioxidantes presentes en el extracto, calculando asi la

capacidad antioxidante en términos del Trolox (Arts et al., 2004).

Método de DPPH

La técnica se basa en la reaccion de compuestos con supuesta actividad
antioxidante con el radical libre 2,2-difenil-1-picril hidracilo (DPPH") en una solucién
metandlica. La forma estable del DPPH" (violeta) absorbe a una longitud de onda de
515 nm; al ser reducido por un compuesto antioxidante u otra especie radicalaria su
absorcion disminuye (cambiando al amarillo), representando la capacidad antioxidante
total del compuesto ensayado. En este estudio se uso el protocolo de Brand-Williams
et al. (1995) con modificaciones. Se empled como solvente y medio de reaccién etanol
(96 %) en lugar de metanol ya que diversos autores (Goérnas, 2015; Chaieb et al., 2011)
demostraron que no existian mayores diferencias entre ambos solventes y el uso de
etanol seria ecolégicamente mas favorable que el metanol.

Una alicuota de 0,1 ml de los extractos de harinas o sus diluciones se mezclé con 3,9
ml de DPPH" disuelto en etanol (25 mg DPPH"/ I). La absorbancia se determind a 515
nm después de 5 h (tiempo definido previamente a partir del estudio de la cinética de
la reaccion) en oscuridad.

Se realizé una curva de calibracion con Trolox y la capacidad antioxidante se

expresé como umoles equivalentes de Trolox (ET)/g de harina.

Método de ABTS

La capacidad antioxidante se determind también mediante un ensayo de
decoloraciéon del radical catidnico croméforo 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS'*) segun la metodologia desarrollada por Re et al. (1999). Este ensayo
se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS™ debido a la
interaccidon con especies donantes de hidrégeno o de electrones. El radical ABTS™ fue

producido tras incubar en la oscuridad una disolucidon acuosa de ABTS™ (7 mM) con
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persulfato potasico (2,45 mM) durante 16 h a 25 °C. Una vez formado el radical ABTS™*
se diluyd con etanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0,70 (+0,05) a 734 nm
(longitud de onda de maxima absorcidén), utilizando un espectrofotémetro (T-60 Vis
Spectrophotometer, PG Instrument, Reino Unido).

Una alicuota de 0,1 ml de los extractos de harinas o sus diluciones se mezclé con 3,9
ml de la solucién de trabajo de ABTS™. La absorbancia se determind a 734 nm después
de 180 min (tiempo definido previamente a partir del estudio de la cinética de la
reaccién) en oscuridad. Se realizd una curva de calibracion con Trolox y se expresaron

los resultados como umoles equivalentes de Trolox (ET)/g de harina.

1.3.4 Propiedades funcionales
1.3.4.1 Capacidad de absorcion de agua y capacidad de absorcién de aceite

La determinacion de la capacidad de absorcion de agua (CAA) y la capacidad de
absorcién de aceite (CAAc) fueron realizadas segun el método de Ferreira et al., (2018).
En tubos tipo Falcon de 50 ml se colocaron aproximadamente 2 g de harina y 20 g de
agua destilada o aceite de girasol segin corresponda. Se mezclaron con vortex por 2
min, se dejaron en reposo por media hora y se centrifugaron por 20 min a 3000 g
(Hermle Z 326 k, Wehingen, Alemania). Posteriormente se realizo el drenaje del liquido
no absorbido dejando los tubos inclinados por 15 min y retirando el excedente con
papel absorbente. Se pesaron los tubos y se determinaron los pesos de los sedimentos.
Los resultados de CAA o CAAc se expresaron como g agua/g harina o g aceite/g harina,

respectivamente.

1.3.4.2 Actividad emulsificante y estabilidad de emulsion

Las propiedades emulsificantes se pueden evaluar generalmente a través de dos
indices, la actividad y la estabilidad emulsificantes. La actividad emulsificante (AE) mide
la cantidad de aceite que la harina puede emulsificar, mientras que la estabilidad de
emulsion (EE) mide la habilidad de la emulsidn para resistir cambios en su estructura
en un periodo de tiempo determinado (Boye et al., 2010a). Todas las mediciones se
realizaron por cuadriplicado.

Se utilizd la metodologia de Yasumatsu et al. (1972) con modificaciones. En tubo

para centrifuga de 50 ml se suspendié 1 g de harina en 15 ml de agua destilada con
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homogenizador (20000 rpm, 20 s, Ultra-Turrax T25, IKA-Werke, Alemania), se
adicionaron 15 ml de aceite de girasol y se emulsificaron a 20000 rpm durante 90, y
finalmente se centrifugd a temperatura ambiente a 750 g por 5 min en centrifuga
refrigerada (Hermle modelo Z326 K, Wehingen, Alemania).

La actividad emulsificante se calculé empleando la siguiente expresion:

altura de la capa emulsificada

x 100 Ec.1.1

.. e 0 —
Actividad emulSlfwante (A) ) altura del contenido total del tubo

Para la medida de la estabilidad, la emulsién preparada siguiendo los pasos
anteriores, se colocd en un bafio termostatico de agua a 80 °C calentdndose por 30
min, luego se enfrié con agua fria bajo canilla (15 min) y se centrifugé a 750 g por 5
min.

La estabilidad de emulsién se calculé empleando la siguiente expresion:

altura de la capa emulsificada remanente

x 100 Ec. 1.2

1. ./ 0 —
Estabilidad de emulsion (A)) altura del contenido total del tubo

1.3.4.3 Concentracion minima de gelificacion

La Concentracion Minima de Gelificacion (CMG, %) se defini6 como la menor
concentracion de harina necesaria producir la gelificacién. Se determind segun Sathe
et al. (1982) realizando suspensiones de harina en 5 ml de agua destilada de manera
de obtener concentraciones de 2, 4, 6, 8, 10 12, 14, 16, 18, y 20 % (p/v). Los tubos
conteniendo las suspensiones se calentaron 1 h en bafio de agua hirviendo, y luego se
enfriaron en agua fria bajo canilla (10 min) para luego llevar a heladera por 2 h.
Transcurrido este tiempo, la CMG se determind como la minima concentracién a la

gue los tubos ensayados se invirtieron y la muestra no se deslizo.

1.3.4.4 Propiedades de pasting
Las propiedades de pasting (o de empaste) de las harinas comerciales fueron
estudiadas a través de los ensayos descriptos por Felker et al. (2018) con

modificaciones, utilizando un redmetro (Haake RS600, ThermoGap, Alemania) con una
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unidad de control de temperatura (K-15 Haake, 23 Thermoelectron, Alemania). Se
realizaron dispersiones de cada una de las harinas en agua (10 g/100 ml), se dejaron
hidratar por 30 min y se obtuvieron sus perfiles de viscosidad utilizando un sensor de
platos paralelos rugosos (didmetro 35 mm con abertura de 1 mm). Las muestras
fueron constantemente agitadas a 2800 rpm durante el transcurso de todo el ensayo.
Luego de equilibrar a 50 °C por 1 min, las muestras fueron calentadas de a 6 °C/min
hasta 95 °C, mantenidas a esa temperatura por 5 min, y luego enfriadas de a 6 °C/min
hasta 50 °C. Para minimizar la posible deshidratacion de las muestras, éstas fueron

recubiertas con una fina capa de silicona. Cada muestra fue ensayada por triplicado.

1.3.5 Andlisis estadistico

Procedimientos estadisticos tales como andlisis de varianza (ANAVA) vy
comparaciones pareadas de medias se llevaron a cabo mediante el software Infostat
v2009 (Infostat 2008, Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina). Se utilizé el ensayo de Tukey para estudiar las comparaciones pareadas de
medias. Las diferencias entre medias y ensayos F se consideraron significativas cuando
las probabilidades estimadas fueron inferiores a 0,05 (P < 0,05). Los resultados
experimentales se informaron como valor medio y error estandar de la media entre

paréntesis.

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION
1.4.1 Caracterizacion fisica de harinas de legumbres comerciales
En la Tabla 1.1 se presentan los resultados obtenidos para la densidad aparente de

las harinas de legumbres comerciales.
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Tabla 1.1. Densidad aparente de harinas de legumbres comerciales.

Harinas de legumbres
Arvejas Garbanzos Lentejas Porotos
Densidad aparente (g/ml) 0,86%(0,02) 0,59¢0,02) 0,75°(0,02) 0,70°(0,02)
Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

Los resultados para la densidad aparente estuvieron dentro del rango de 0,59 a
0,86 g/ml. Los valores mas bajos correspondieron a la harina de garbanzos, mientras
gue los mas altos fueron para la de arvejas, no encontrandose diferencias significativas
entre las densidades aparentes de harinas de lentejas y de porotos (P > 0,05). Un
menor valor de densidad aparente, estaria relacionado con la morfologia de las
particulas y con el mayor grado de empaquetamiento que experimentan (Trifianes,
2010).

La evaluacién de la densidad aparente aportaria informacion util para el analisis de
la transferencia de calor, control de calidad, y evaluacién, célculo y disefio de sistemas
de transporte, limpieza y clasificacidon, ya que el volumen ocupado tiene un alto
impacto en el manejo de estos procesos y en sus costos (Vilchis Velazquez, 2019).
También, la densidad aparente podria ser usada para determinar los requerimientos
de envasado y esta relacionada con la carga que la muestra puede soportar si se
colocan directamente una sobre otra (Wani y Kumar, 2014).

Estos resultados indicarian que la harina de arvejas fue mas pesada que el resto, por
lo que tendria menos costos de embalaje dado que ocuparia menos espacio por
unidad de peso. Ademas, una elevada densidad aparente indicaria que podria
funcionar como buen espesante en alimentos y seria adecuada a productos
procesados (Ratnawaki et al., 2019), ademas se ha encontrado que harinas con valores
mayores de densidad aparente se dispersan mds facilmente (Appiah et al., 2011). Por
el contrario, la baja densidad aparente encontrada en la harina de garbanzos indicaria
que fue mas liviana que las otras, siendo entonces apropiada para productos
destinados a ser introducidos durante la alimentacién complementaria de infantes
(menores a 12 meses), de densidad energética alta pero de consistencia adecuada

para la edad (McCarthy et al., 2016; Ojinnaka et al., 2013).
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El tamano de las particulas es un parametro que influye tanto en las propiedades
de las harinas como asi también en el producto final donde son incorporadas (Ahmed
et al., 2016). Las particulas sdlidas pueden sufrir aglomeracion y agregacién como
consecuencia de fendmenos fisicos y quimicos que provocan la adhesién y unién entre
sus superficies, influyendo en la determinacién de manera significativa debido a que
los aglomerados son medidos como una sola particula. El ultrasonido es una
herramienta fiable para destruir los aglomerados, ya que la colisidon de particulas entre
si con la gran fuerza impartida por el ultrasonido, puede provocar la fragmentacién de
los aglomerados presentes (Kumar et al., 2013).

En la Figura 1.2 se muestran las distribuciones de tamanos de particulas obtenidas
para las harinas comerciales y para las mismas harinas después del sonicado (Figura
1.2 ay b, respectivamente) y en la Tabla 1.2 se presentan los parametros obtenidos
del andlisis de las mismas.

Segun Pelgron et al. (2013) en harinas de legumbres las poblaciones de particulas a
tamafio pequeios (entre 2 y 5 um) corresponderian a agregados proteicos, las
poblaciones de tamafos mayores (alrededor de 30 um) a granulos de almiddn,
mientras que restos de fragmentos de paredes celulares tendria una amplia variedad
de tamafios (desde pocas micras a tamafios por encima de los 40 um).

Segun los resultados obtenidos para las harinas sin sonicar (Figura 1.2a), tanto la de
porotos como la de garbanzos presentaron distribuciones de tamanos de particulas
concentradas en una poblacién principal, con maximos en 36 y 27 um,
respectivamente, y poblaciones mas pequefias a tamafios mayores, que podrian estar
asociadas a restos de paredes celular. Mientras que las harinas de arvejas y lentejas
presentaron dos poblaciones bien definidas con maximos en 31 y 457 um, y en 26 y
276 um, respectivamente. Mientras que las poblaciones principales ubicadas en
maximos aproximados a 30 um corresponderian a los granulos de almiddén. Todas las
harinas evaluadas también presentaron poblaciones mas pequenas a diametros

pequefiios, entre 1y 3 um, relacionados posiblemente a agregados proteicos.
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Figura 1.2. Distribucién de tamafios de particulas para: (a) harinas de legumbres comerciales,
(b) harinas de legumbres comerciales sonicadas.
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Tabla 1.2. Percentiles D10, D50 y D90 para las distribuciones de tamafios de particulas de
harinas de legumbres comerciales antes y después del sonicado.

Diametro de particula (um)

:eagrl:r:;r:‘: Antes del sonicado Después del sonicado

D10 D50 D90 D10 D50 D90
Arvejas 15,7%(0,3) 182%(2) 613?%(3) 9,4°(0,2) 165%(7) 6423%(3)
Garbanzos  9,7¢0,7) 31,9¢0,7) 32199) 6,6%0,4) 31¢1) 467°(9)
Lentejas 7,9%0,3) 364(1) 339%¢(5) 5,21(0,2) 103°(6) 465°(8)
Porotos 14,7°(0,1)  49,6°(0,7) 407°(6) 16,3%(0,4) 98°(3) 5743(8)

Medias con distinto superindice en una misma columna presentan diferencias significativas (P
< 0,05). Todos los resultados se expresaron en funcién del volumen acumulado. D10: diametro
tal que el 10 % de la muestra estd compuesta de particulas con un didmetro menor que este
valor. D50: didmetro tal que el 50 % de la muestra estd compuesta de particulas con un
diametro menor que este valor. D90: diametro tal que el 90 % de la muestra estd compuesta
de particulas con un didmetro menor que este valor.

Cuando los percentiles de las distribuciones de tamafios de las particulas fueron
calculados (Tabla 1.2) se observé que la harina de arvejas presenté valores de D50 y
D90 mayores (3-5 y 1-1,5 veces, respectivamente) que para las demas harinas.

Luego del sonicado (Figura 1.2 b), para la harina de arvejas no se observaron
modificaciones significativas en la distribucion de tamafios. Se continuaron observando
dos poblaciones principales, con maximos levemente corridos, la primera a 23 umy la
segunda a 478 um. Respecto a la harina de porotos, se observd un gran aumento en la
poblacién a diametros mayores, dando como resultados dos poblaciones principales
centradas en 25 um y 470 um, maximos similares a la distribucién de la harina de
arvejas. Para la harina de lentejas, la primer poblacién no se modificé sustancialmente
respecto al didmetro maximo, pero si se produjo una disminucién en su frecuencia.
Mientras que la segunda poblacién principal, se corrié a valores mayores (275 pum) y
aumenté su frecuencia. Por ultimo, para la harina de garbanzos se observaron
poblaciones con gran variacién de tamafio, con dos poblaciones principales centradas
en 20 um y 480 um y otras dos minoritarias a 3 umy 105 um.

A pesar que, en general el sonicado provoca la fragmentacién de aglomerados
presentes en una muestra, por los resultados obtenidos para algunas de las harinas
sonicadas (de lentejas y porotos) donde se observd un aumento del tamafio de las
particulas presentes, en estos sistemas causaria una posible agregacion. Wang et al.
(2020) lo han adjudicado al fenémeno de cavitacidon ocurrido y su impacto sobre la

estructura de los granulos de almiddn, que en algunos casos provocaria la agregacién
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de los mismos. Este efecto seria dependiente de la potencia y frecuencia de
sonicacién, temperatura y tiempo de tratamiento, propiedades de la dispersidon de
almiddn, concentracion, asi como su origen botdnico (Romero et al., 2016). Por ello,
los resultados encontrados en harinas sonicadas resultan diferentes para distintas

legumbres.

Los parametros de color determinados sobre las distintas harinas de legumbres
pueden observarse en la Tabla 1.3. Esta caracteristica es una de las mds importantes al
momento de seleccionar un ingrediente destinado a ser incorporado en un alimento ya
que tiene una relacién directa con la aceptabilidad del producto final (Shariati-levari et

al., 2016).

Tabla 1.3. Pardmetros de color de harinas de legumbres comerciales.

Harina de legumbres
Arvejas Garbanzos Lentejas Porotos

L 82,6°0,2) 92,6%(0,2) 85,3°(0,6) 95,9%0,6)
a* -5,51¢0,04) -0,63°(0,04) -0,7°(0,1) -0,01%0,01)
b* 22,9°(0,1) 15,1°(0,2) 13,8%0,3)  7,7%0,3)

Colores representados por los C] C] C] D
parametros colorimétricos
Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

Los valores de luminosidad, L*, fueron mayores para las harinas de garbanzos y
porotos, mientras que los pardmetros a* y b* variaron de manera opuesta entre si: el
menor valor de a* se observd para la harina de arvejas (color verdoso) y el mas alto
para la de porotos, mientras que b* varié del mdas amarillento (mayor valor de b*) en
harina de arvejas al menor en la de poroto. Estas diferencias en los parametros de
color entre las harinas estarian determinadas por los diferentes tipos y proporcién de
carotenoides (pigmentos liposolubles, que presentan colores amarillos, naranja y
rojos) y flavonoides (pigmentos hidrosolubles, con colores naranjas, rojos o azules)
presentes en cada tipo de legumbre que hacen que sus harinas presenten diferencias

en color, como puede observarse en los colores representados en la Tabla 1.3.
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1.4.2 Caracterizacion quimica de harinas de legumbres comerciales
En la Tabla 1.4 se presentan los resultados obtenidos para el pH y la composicién

proximal de las harinas de legumbres comerciales.

Tabla 1.4. Composicién proximal (expresada en base seca, bs) y pH de harinas de legumbres
comerciales.

Harina de legumbres

Arvejas Garbanzos Lentejas Porotos
Proteinas (g/100 gbs) 23,3%(0,1) 16,8%0,3) 23,6°%0,3) 19,5°(0,1)
Fibra Dietaria Total (g/100 gbs) 17,41°0,1) 13,1¢0,1) 17,8°(0,5) 20,40%0,3)
Cenizas (g/100 gbs) 3,38°(0,01) 2,53¢0,01) 3,35°(0,05) 4,13(0,1)
Lipidos (g/100 gbs) 2,43°(0,07) 5,22%0,01) 1,60,3) 1,21%0,02)
Carbohidratos disponibles (g/100 gbs) 53,50 62,27 53,66 54,73
pH 6,75°(0,02) 6,21¢0,01) 6,029(0,04) 6,42°(0,01)

Humedad (%): 13,28°+0,01 para harina de arvejas, 11,90°+0,03 para harina de garbanzos,
11,75°+0,01 para harina de lentejas y 8,78°0,01 para harina de porotos. Medias con distinto
superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P < 0,05).

Las dispersiones de harina presentaron valores de pH entre 6,02 - 6,75 (Tabla 1.4),
concordando con resultados encontrados por otros autores para harinas de legumbres
(Aguilera Gutierrez, 2010).

El contenido de humedad varié entre 8,78 % para la harina de porotos y 13,28 %
para la de arvejas, presentando las demas harinas valores intermedios. EI mayor
contenido de humedad en la harina de arvejas podria estar relacionado con el mayor
tamafio de particula (Tabla 1.2) dado que se ha descripto para harinas de legumbres
gue particulas mas grandes serian capaces de retener mayor contenido de agua que
las mas pequefias (Borsuk et al., 2012)

Todas las harinas ensayadas presentaron altos contenidos de fibra dietaria total (>
13,1 %), siendo mayor para la harina de porotos (20,40 %).

Los contenidos de cenizas fueron muy similares en todas las harinas de leguminosas
estudiadas presentando diferencias significativas entre ellas, variando entre 2,53 — 4,1
g/100 gbs. Estos valores resultaron muy préoximos a los obtenidos por El Tinay et al.
(1989) en garbanzos, lentejas y porotos blancos, y por Igbal et al. (2006) en garbanzos,

lentejas y arvejas.
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Se encontrd una correlacién positiva entre el contenido de cenizas y el de fibra
dietaria total (R= 0,941, P < 0,001), lo que estaria relacionado a la presencia de
tegumentos en las harinas ya que ambos componentes se encuentran principalmente
en ellos.

El contenido proteico de las harinas de legumbres reflejaron valores medios en
torno al 20 g/100 gbs, siendo mayores en las de arvejas y lentejas (> 23 gbs), seguidos
por la de porotos (19,5 g/100 gbs) y por ultimo la de garbanzos (16,8 g/100 gbs). Estos
niveles estuvieron en concordancia a los encontrados en legumbres por otros autores
(Boye et al., 2010a; Du et al., 2014; Erbersdobler et al., 2017), confirmando sus
potencialidades como fuentes proteica alimentarias.

El contenido de lipidos en todas las harinas fue bajo y varié significativamente entre
la mayoria de ellas, siendo el contenido mayor para la harina de garbanzos.

En lo que se refiere al contenido de carbohidratos totales disponibles (suma de

mono y disacaridos y almiddn, el cual seria el principal componente (Zou et al.,
2007; Aguilera Gutiérrez, 2010), variando entre 53,50 — 62,27 g/100 gbs, siendo

mayor para la harina de garbanzos.

Los contenidos de compuestos polifendlicos totales (CPT) y capacidad antioxidante

de las harinas de legumbres se presentan en la Tabla 1.5.

Tabla 1.5. Compuestos polifendlicos totales (CPT) y capacidad antioxidante evaluada mediante
métodos DPPH y ABTS sobre harinas de legumbres comerciales.

Harinas de legumbres
Arvejas Garbanzos Lentejas Porotos
CPT (mg EAG/g) 2,7°(0,1)  2,1%0,4) 9,8%0,5)  2,10°(0,03)
DPPH (umol ET/g) 2,1°(0,1) 1,3%(0,1) 61,6°(0,9) 2,5°(0,2)
ABTS (umol ET/g) 13,2°(0,1) 12,1°(0,3) 149,3%0,9) 11,5°(0,8)
Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05). Todos los resultados se expresan por gramo de harina.

La harina de lentejas presentd el mayor contenido de CPT, tres veces mayor que
para el resto de las harinas, no encontrandose diferencias significativas entre éstas (P >

0,05). Similares resultados fueron encontrados para lentejas por Xu et al. (2007) y por
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Campos-Vega et al. (2010), quienes lo relacionaron con la alta pigmentaciéon de las
semillas.

Los compuestos polifendlicos pueden ser clasificados en 4&cidos fendlicos,
flavonoides, taninos y estilbenos en base al nimero de grupos hidroxilos unidos al
anillo fendlico y elementos estructurales que unen los anillos de benceno (Singh et al.,
2016). La distribucion de estos compuestos no es homogénea en las semillas, ya que
las capas externas suelen contener grandes concentraciones, mientras que su
concentracién es considerablemente menor en el endosperma (Duefas et al., 2003;
Duefias et al., 2004; Shahidi et al., 2001). Sin embargo, esta distribucion es incluso
diferente entre las diversas legumbres. En las lentejas existen compuestos fendlicos no
flavonoides (como acido hidroxibenzoico o hidroxicindmico), tanto libres como como
combinados, en los cotiledones (Duefia et al., 2002), mientras que flavonoides (como
glicésidos de flavonoles y flavones) han sido identificados en las cubiertas externas,
junto a trans-resveratrol-3-O-glucosidico, y altas concentraciones de procianidinas
(Duefias et al., 2002 y 2003). Una distribucion similar fue reportada para arvejas
(Troszynska y Ciska, 2002; Duenas et al., 2004). En garbanzos, las principales
diferencias entre endosperma y capas externas se observé para el contenido de
polifenoles y taninos, mientras que la diferencia en el contenido de flavonoides fue
menor, pero estadisticamente diferente (Sreerama et al., 2010). Respecto a los
compuestos polifendlicos, en las capas externas se encuentran los mayores niveles de
flavonoles, como quercetina, kaempferol y miricetina. Mientras que el cotiledén
resultaria con mayor contenido de derivados del acido benzoico y del cinamico.
Respecto a porotos, en variedades blancas el contenido de polifenoles fue bajo en
comparacion con las variedades coloreadas (Ombra et al., 2016). Incluso, en algunas
variedades no se han identificado compuestos de tipo flavonoides (Lin et al., 2008).

Por ello, el contenido de CPT de las harinas depende, ademas del tipo de legumbre
considerado, de si se emplea grano con cubiertas o no para su procesamiento.

Se ha demostrado que los antioxidantes presentes en la naturaleza presentan
efectos benéficos para la salud relacionado con enfermedades degenerativas vy
disminuyendo el efecto nocivo de agentes tdxicos (Mishra et al., 2012). Los
compuestos fendlicos, por sus caracteristicas estructurales, tienen la facilidad de

captar radicales libres, propiedad que les otorga capacidad antioxidante. En general,
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esta capacidad es proporcional al contenido de compuestos fendlicos presentes en
extractos obtenidos a partir de distintas muestras (Amarowicz et al., 2005; Shahidi y
Naczk, 2003). Conforme a los resultados presentados en la Tabla 1.5, la harina de
lentejas, que presentd el mayor contenido de CPT, también presentd los mayores
valores para la capacidad antioxidante evaluada por ambos métodos, mientras que
para el resto de las harinas no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) entre
ellas; por lo tanto, la harina de lentejas seria una mejor fuente de compuestos
bioactivos respecto a las demas harinas. Resultados similares fueron informados por
Xu y Chang (2007) y por Ladjal y Mohamed (2015), en donde las variedades de lentejas
analizadas presentaron mayores valores de CPT, resultando en mayores valores para la

capacidad antioxidante.

1.4.3 Propiedades funcionales de harinas de legumbres comerciales

El conocimiento de las propiedades funcionales, tales como capacidad de absorcidon
de agua asi como aquellas ligadas a la afinidad por componentes lipidicos, es de gran
utilidad para la industria de los alimentos debido a que durante su elaboracién y/o
procesamiento se pueden producir modificaciones que deben tenerse en cuenta en
funcién del destino final del producto y de las condiciones de comercializacidn. Las
propiedades de hidratacion, entre las que se destaca la capacidad de absorcién de
agua (CAA), tienen un rol importante en el proceso de elaboraciéon de los alimentos
debido a sus efectos sobre otras propiedades funcionales y sensoriales. Ademas, las
posibilidades de la aplicacidon de harinas como ingredientes alimentarios dependen, en
gran medida, de su interaccion con el agua.

Los resultados obtenidos para las diferentes propiedades funcionales estudiadas se

presentan en la Tabla 1.6.
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Tabla 1.6. Propiedades funcionales (capacidad de absorcion de agua (CAA), actividad
emulsificante (AE), estabilidad de emulsién (EE), y concentracidn mimima de gelificacion
(CMG)) de harinas de legumbres comerciales.

Harina de legumbres
Arvejas Garbanzos Lentejas Porotos
CAA (g agua/g) 0,994(0,03) 1,24%0,02) 1,87%(0,01) 1,59°(0,02)
CAAc (g aceite/g) 0,84°(0,05) 0,79°(0,01) 0,82%0,05) 0,79%0,05)

AE (%) 672(0,01) 49°(0,05) 71%(0,02) 66°(0,04)
EE (%) 682(0,03) 51°(0,04) 73%(0,03) 622°(0,01)
CMG (% p/v) 18 8 16 14

Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

Los resultados obtenidos para la CAA de las harinas (Tabla 1.6) variaron entre 0,99 y
1,87 g agua/g harina, siendo el mayor para la harina de lentejas y casi duplicando al
menor valor que correspondid a la harina de arvejas.

La CAA es la mayor cantidad de agua que la harina puede absorber y retener
(ljarotimi y Keshinro, 2012), segun Faroog y Boye (2011) depende de las
concentraciones de proteina, fibra y almidén presentes. Sin embargo, debido a la
diversidad en el tipo de macrocomponente entre legumbres, otros factores ademas de
la concentracidon, deben ser considerados. Por ejemplo, el tipo y tamafio de las
particulas de fibra podrian influir en las propiedades de hidratacién de las harinas. La
composicion aminoacidica de las proteinas es también igualmente importante en la
absorcion de agua (Sreerama et al., 2012). Se han encontrado valores de CAA similares
para concentrados de proteina de legumbres y los encontrados para las
correspondientes harinas (Boye et al. 2010a) indicando que los residuos aminoacidicos
tendrian mayor influencia en los resultados en comparaciéon con la cantidad de
proteina, coincidiendo con Kaur y Singh (2005). Respecto al almiddn, éste tiene la
capacidad de unir agua, y se han encontrados valores significativos de CAA en
muestras de almidén, aun a temperatura ambiente (Abu et al., 2006; Sirivongpaisal,
2008; Wani et al., 2010).

Asimismo, segun Wang vy Flores (2000), la distribucidon de tamarfios de particulas de
una harina tendria cierta influencia en sus propiedades funcionales. En general, cuanto
menor es el tamafio de una particula, mayor es su area superficial y mayor su CAA
(Farooq y Boye, 2011). Considerando los D50 de las harinas estudiadas (seccién 1.4.1),

el cual podria considerarse como el tamafio medio de las particulas, se observd que
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aquellas harinas que presentaron menores tamanos (de garbanzos, lentejas, porotos)
resultaron con mayores valores de CAA, con algunas diferencias entre ellas, mientras
gue para la harina de arvejas con un D50 significativamente mayor, su CAA resulté en
el valor mas bajo.

Por lo tanto, las variaciones de CAA encontradas entre las distintas harinas podrian
explicarse no sélo por la diferente proporcién de componentes entre ellas sino
también por el tipo de macrocomponente presente y por los diferentes tamafos de las

particulas resultado de la molienda.

En la evaluacion de la capacidad de absorcion de aceite (CAAc), el mecanismo
involucra el atrapamiento fisico de este. Por lo tanto, el tamafio de las particulas, la
composicion de las harinas, el contenido de humedad y la microestructura son algunos
de los factores que pueden afectar los resultados.

El componente principal relacionado con esta propiedad son las proteinas,
compuestas tanto de residuos hidrofilicos como hidrofébicos, donde cadenas laterales
no polares de aminodcidos pueden interaccionar con las cadenas hidrocarbonada de
los lipidos. Por lo tanto, en la CAAc influirdn tanto el perfil aminoacidico de las
proteinas como la disposicion de los aminoacidos (Wani et al., 2013).

Ademas, esta propiedad podria estar influenciada por el tipo de lipido y la presencia
de almiddn (Kinsella, 1979; Lazou y Krokida, 2010), afectando los resultados.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas para la CAAc entre las
harinas de legumbres estudiadas (P < 0,05) (Tabla 1.6) obteniéndose un valor medio
de 0,81 g aceite/g harina. Resultados similares fueron descriptos para harinas de
lentejas roja y verde (0,7 — 0,8 g/g) (Der, 2010); para harinas de garbanzos tipo Desi y
Kabuli (0,78 — 0,88 g/g) (Sanjeewa et al., 2010) y para harinas de porotos (0,97 g/g) (Du
etal., 2014).

Esta habilidad para absorber y retener agua y/o aceite de las harinas podria ayudar
a mejorar la capacidad de unidn, favorecer la retencién de flavor, mejorar el mouthfeel
y reducir las pérdidas de humedad y/o grasa de en el desarrollo de productos hibridos
(Fiorentini et al., 2020).

Las propiedades de emulsificacién de las harinas de legumbres fueron evaluadas a

partir de la determinacion de la actividad emulsificante (AE) y la estabilidad de
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emulsion (EE). La AE mide la capacidad de las proteinas y otras moléculas con actividad
interfacial presentes en la harina de absorberse en la interface aceite/agua y contribuir
con la formacién de la emulsién (Lin y Fernandez-Fraguas, 2020), mientras que otros
componentes de naturaleza no proteica como almidén y fibra podrian mejorar la EE
aumentando la viscosidad de la fase continua y actuando como barrera entre las gotas
evitando su coalescencia (Ma et al., 2011). Asimismo, se han descripto mayores AE
para harinas de legumbres en comparacién con sus respectivos aislados proteicos
atribuyéndolo a que la fibra presente formaria un film interfacial mixto mas fuerte, en
conjunto con las proteinas (Boye et al., 2010a; Lam y Nickerson, 2013).

Los resultados obtenidos tanto para la AE como para la EE de las harinas pueden
observarse en la Tabla 1.6. No se encontraron diferencias significativas (P > 0,05) para
la AE entre las harinas, a excepcién de la AE para la harina de garbanzos, que presenté
un valor menor al resto, probablemente asociado a su contenido lipidico mayor.
Mientras que la EE que resulté menor para las harinas de garbanzos y porotos.

En este tipo de sistemas complejos, la diferencia en el contenido total de proteinas
(tanto solubles como insolubles) y sus caracteristicas fisicoquimicas, como la
hidrofobicidad y la carga, como asi también otros componentes presentes, como el

almidoén y fibra, (Sikorski, 2001), pueden afectar los resultados obtenidos.

La capacidad de las harinas para formar geles es una propiedad funcional muy
importante tanto en el procesamiento como en la formulacién de alimentos. La
gelificacion ocurre cuando las proteinas y el almidén presentes forman una matriz o
red tridimensional que se resiste a fluir bajo presién. La CMG depende de varios
factores como el tipo y composicién de la legumbre estudiada (Boye et al., 2010a), la
presencia/ausencia de grasa, la competencia entre proteinas y almidén por el agua
(Singh, 2001), y de factores extrinsecos entre los que se pueden incluir fuerza idnica,
pH, y temperatura (Gupta et al., 2018). A menor CMG, mejores serian la habilidad de
las proteinas para gelificar y la capacidad de hinchamiento de la harina (Kaushal et al.,
2012). De acuerdo al uso final previsto de la harina resultaria conveniente evaluar la
CMG para lograr la calidad deseada del producto.

Los resultados para la CMG de las diferentes harinas se pueden observar en la Tabla

1.6. Las variaciones en los resultados, entre 8 % para obtener la gelificacién con harina
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de garbanzos y 18 % con harina de arvejas, pueden asociarse a las diferentes
proporciones relativas de sus diferentes componentes como proteinas, hidratos de
carbono vy lipidos, y las interacciones entre los mismos (Aremu et al., 2007).
Particularmente, la harina de garbanzos es la que presentd mayor contenido de
hidratos de carbono disponibles (Tabla 1.4), entre los que se encuentra el almiddn, lo

que estaria asociado al bajo valor de CMG, respecto a las demas harinas.

1.4.4 Propiedades de pasting de harinas de legumbres comerciales

En la Figura 1.3 se muestran, a modo de ejemplo, perfiles de viscosidad aparente
obtenidos para las harinas de arvejas, garbanzos, lentejas y porotos comerciales,
mientras que en la Tabla 1.7 se presentan los valores medios obtenidos para las
temperaturas de pasting (Tp), viscosidad de pico o maxima a 95 °C (Vp) vy viscosidad

final o de pastas enfriadas (Vf).
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Figura 1.3. Curvas representativas de viscosidad aparente en funcion del tiempo de ensayo
para harinas de legumbres comerciales.
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Tabla 1.7. Propiedades de pasting de harinas de legumbres comerciales.

Harinas de legumbres
Arvejas Garbanzos Lentejas Porotos
Temperatura de pasting, T, (°C) 78,8%(1,1)  70,0°(0,8)  68,7¢0,1)  74,2°(0,2)
Viscosidad de pico, Vp (Pa.s) 0,54%(0,05) 0,55%(0,05) 0,50%(0,08) 0,57%(0,01)
Viscosidad final, Vf (Pa.s) 0,66%(0,04) 0,43°(0,04) 0,38°(0,04) 0,76%0,02)
Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

Las harinas de legumbres comerciales mostraron viscosidades aparentes iniciales
bajas asociadas a la dispersidon de sus granulos de almiddn intactos en combinacién
con componentes de la fibra no hinchada y proteinas solubles, entre otras sustancias.
Con el aumento de la temperatura y el tiempo de ensayo se observaron aumentos de
las viscosidades aparentes relacionados con el hinchamiento de los granulos de
almidon vy lixiviacion de amilosa, asi como con la absorcion de agua de otros
componentes de las harinas como proteinas y fibra, hasta alcanzar los valores de
viscosidad maximos (Vp).

La temperatura de pasting (Tp) es la temperatura requerida por los granulos de
almidén para comenzar a hincharse (Ratnawati et al., 2019). Las Tp de las harinas
estuvieron comprendidas entre 68,7 y 78,8 °C (Tabla 1.7). Estas temperaturas
resultaron superiores a Tp de harinas de cereales (de aproximadamente 65 °C), lo que
podria atribuirse al mayor contenido de amilosa en los almidones de legumbres
(Rebello et al., 2014; Sharma y Gujral, 2010). Como ya se menciond, los cereales,
tubérculos y raices generalmente tienen un contenido de amilosa de entre 15 % a 30 %
(Hoover, 2001; Jane et al., 1999), mientras que los almidones de legumbres pueden
llegar a contener en promedio entre 30 y 40 %. Esta diferencia en contenido de
amilosa le concede a las legumbres propiedades funcionales destacadas. Por otro lado,
proteinas y almiddn en legumbres forman una matriz citoplasmatica muy organizada
que dificulta el acceso del agua, el hinchamiento de los granulos y la gelatinizacién,
modulando incluso también su digestibilidad (Edwards et al., 2015; Rovalino-Cérdova
et al., 2019) por lo que, como se dijo, exhiben un hinchamiento restringido y bajo
grado de lixiviacion de amilosa. Las temperaturas de pasting observadas para las
harinas estudiadas se corresponden a las temperaturas normalmente encontradas

para las legumbres (Hoover et al., 2010).
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Al comparar la Tp entre las harinas se observd para la de arvejas una temperatura
mayor (Tabla 1.7) lo que indicaria que su almiddn fue mas resistente al hinchamiento y
rotura respecto al de las demds. Una mayor temperatura en almidones nativos
reflejaria una mayor estabilidad interna del granulo, normalmente asociada con una
mayor presencia de zonas cristalinas y un mayor contenido de amilosa. Similares
resultados fueron reportados por Tayade et al. (2019) quienes encontraron un mayor
contenido de amilosa en almiddon de arvejas respecto a otras legumbres. Diversos
trabajos postulan que en los granulos de almidén con alto contenido de amilosa, las
cadenas pueden estar estrechamente empaquetadas dentro de los dominios amorfos.
Esto podria resultar en fuertes interacciones, a través de puente hidrégeno, entre
cadenas adyacentes de amilosa. Por lo tanto, se necesitaria un alto aporte energético
para romper estar interacciones (Hoover et al.,, 2010). Esta limitacién en el
hinchamiento y absorcidon de agua podria estar relacionada con los valores hallados
para la CAA y CMG de la harina de arveja (Tabla 1.6), la cual presenté menor CAA y
mayor CMG respecto a las demds harinas. Por otro lado, las menores Tp encontradas
para las harinas de garbanzos y lentejas, podrian ser consecuencia de una mas rdpida
absorcion de agua por sus granulos de almidéon respecto a las otras harinas. La
hidratacion del granulo de almidén, como se menciond, comienza en las regiones
amorfas por lo que almidones con mayor cantidad de estas zonas absorben agua mas
rapidamente (Martinez et al., 2014). Por lo tanto, las harinas de garbanzo y lentejas
podrian tener almidones con mayor proporcion de estas regiones amorfas respecto a
las otras evaluadas. Para la harina de porotos, los resultados encontrados fueron

intermedios entre ambas situaciones.

Por lo tanto, la relacién amilosa/amilopectina y la proporcion de zonas cristalinas y
amorfas de los granulos de almidén de las distintas legumbres influirian en las
temperaturas de pasting observadas y sus diferencias. Asimismo, diferencias entre
variedades, procesamiento de las harinas, equipamiento y también método de andlisis
podrian influir en los resultados obtenidos (Ratnawati et al., 2019). Temperaturas de
pasting bajas indicarian que se requeririan menores temperaturas para cocinar el
ingrediente por lo que se reduciria el costo energético de la preparacion de un

producto donde es incluido.
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Cuando se evaluaron las viscosidades de pico (viscosidades a 95 °C) (Tabla 1.7), no
se encontraron diferencias significativas entre las harinas, presentando un valor
promedio de 0,54 Pa.s. Si bien las harinas presentaron diferencias en su composicién
proximal y probablemente en sus almidones, estas diferencias no se manifestaron en
este parametro. En harinas de legumbres, la interaccion almidén-proteinas de la matriz
podria inhibir el hinchamiento del granulo de almiddén y reducir la viscosidad, asi como
un elevado contenido de lipidos, ya que podria inhibir las interacciones entre
moléculas de almidon limitando también el hinchamiento (Hamid et al.,, 2015;
Ratnawati et al.,, 2019). Probablemente esto explicaria que no se observaran
diferencias en la Vp entre harina de garbanzos (de menor contenido proteico pero
mayor en lipidos) respecto a las demas (de menor contenido lipidico pero mayor
contenido proteico).

Durante el periodo de mantenimiento a 95 °C con cizallamiento se observé un
descenso en las viscosidades aparentes de las harinas de garbanzos y lentejas respecto
a la viscosidad maxima, de entre 0,18 y 0,22 Pa.s, lo que demostraria una menor
aptitud del almidon para el calentamiento y cizalla durante la coccién (Ratnawati et al.,
2019), respecto a las harinas de arvejas y porotos, para las cuales la caida fue
significativamente menor y hacia el final de este periodo (Figura 1.4). Se han asociado
bajos descensos de la viscosidad aparente durante este periodo del ensayo a un mayor
contenido de amilosa, debido a que ésta ayudaria a mantener la integridad del granulo
y a prevenir el colapso de los granulos hinchados (Blazek y Copeland, 2008).

Luego del periodo de mantenimiento a 95 °C, las zonas de enfriamiento de las
curvas correspondientes a las harinas de arvejas y poroto mostraron nuevos
incrementos de viscosidad, alcanzando las mayores viscosidades finales (Vf) o de
pastas enfriadas respecto a las otras harinas, en acuerdo a lo mencionado
anteriormente. Esto estaria relacionado con un mayor contenido de amilosa, ya que
habria mayor reasociacion de estas cadenas para dar una mayor viscosidad final (Li et
al., 2019), con remocion de agua de la amilosa lixiviada de los granulos tras su
hinchamiento, en concordancia con observaciones en harinas de garbanzos realizadas
por Kaur y Singh (2005) y ademds con una posible formacion de redes en presencia de

proteinas y fibra (Felker et al., 2018).
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Para el caso de la harina de arvejas y lentejas los valores de sus respectivas Vf
resultaron iguales a los de sus Vp (P > 0,05), mientras que para la de garbanzos Vf<Vpy
para la de porotos Vf>Vp (P < 0,05).

Segln estos resultados, las harinas de garbanzos y lentejas presentaron bajas
temperaturas de pasting, marcadas caidas de viscosidad durante el calentamiento y
bajas viscosidades de pastas enfriadas de garbanzos. En el caso del garbanzo, podria
atribuirse a su mayor contenido de lipidos (Tabla 1.4), asociados a cierto grado de
restriccion al hinchamiento de los granulos de almidén (afectando la viscosidad) y a
una mayor dificultad para retrogradar (Wani y Kumar, 2014). Sin embargo, la harina de
lentejas presenté similares propiedades de pasting con un contenido lipidico bajo pero
mejores propiedades funcionales (Tabla 1.6), por lo cual, el contenido lipidico no
puede considerarse como Unico responsable de las propiedades funcionales de la
harina.

Estas diferencias en las propiedades de pasting de las harinas de las diferentes
legumbres reflejarian las variaciones caracteristicas en sus principales componentes,
almidon, proteinas y fibra, y en consecuencia, de sus interacciones (Felker et al., 2018).

Es reconocido que el almidén de legumbres es almiddn tipo C, forma cristalina
relacionada con el tipo de empaquetamiento que presenta la amilopectina en el
granulo. Especificamente para este tipo de almidén se ha descripto que el valor de
viscosidad de pico no es tan bien detectado. Almidones tipo C han presentado limitado
hinchamiento granular y han sido relativamente constantes durante la coccion. Por
ello, son adecuados para ser aplicados como ingrediente en elaboracién de productos
de panaderia.

Las propiedades de pasting de harinas o almidones son influenciadas por el tipo de
almidén, tamanio de granulo, cantidad de almiddn, relacién amilosa/amilopectina y sus
caracteristicas moleculares (longitud de cadenas, numero vy longitud de
ramificaciones), otros componentes (particularmente lipidos y fésforo), ingredientes
(sales, azucar, reguladores de pH) e historia fisica después del pasting (tiempo,
temperatura y relacion esfuerzo de cizalla/velocidad). Por ello, servirian como
informacién complementaria a otras propiedades funcionales, debiendo ser evaluado
su desempeno final como ingrediente en cada sistema alimentario donde pretenden

ser incorporadas.
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1.5 CONCLUSIONES

Se caracterizaron fisica y quimicamente distintas harinas de legumbres comerciales.

Si bien los resultados obtenidos para los diferentes ensayos fueron diversos, todas
las harinas evaluadas mostraron buen potencial como ingredientes, al constituir
productos de alto valor nutricional, ricas en fibra y proteinas, debido a su composicién
en macro y microcompuestos destacada y sus adecuadas propiedades funcionales. Por
todo esto, a partir de los resultados presentados en este Capitulo, resulta interesante
evaluar la incorporacién de las harinas de legumbres como ingredientes funcionales en

una matriz alimentaria especifica.
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RESUMEN

Actualmente, una parte de los consumidores prefieren disminuir la ingesta de
carne, aumentando los productos de origen vegetal. De esta necesidad surgen los
productos hibridos: una opcidon emergente pensada para los consumidores
flexitarianos que desean disminuir el consumo de carne sin comprometer el gusto, el
sabor y textura. Los productos hibridos son alimentos donde se realiza una sustitucién
parcial de carne a través de ingredientes de origen vegetal, generando productos mas
sanos y reduciendo el impacto ambiental asociado al consumo de carne.

En este contexto, las legumbres se presentan como una excelente opcion para la
incorporacién en alimentos hibridos, debido a sus atributos nutricionales, funcionales y
los beneficios a la salud asociados a su consumo.

En este Capitulo se estudid la incorporacion de harinas de legumbres, previamente
caracterizadas y evaluadas en el Capitulo 1, en hamburguesas de cerdo magras con la
incorporacion de aceite de girasol alto oleico pre-emulsificado como fuente lipidica, en
reemplazo de entre un 10 y 44 % de carne de cerdo. Se estudiaron diferentes
propiedades tecnoldgicas como el rendimiento en la coccién, liquido liberado por
presion, reduccion del didmetro, color y perfil de textura de los productos obtenidos.

En todos los casos, el agregado de harinas de legumbres permitid obtener
productos con elevados rendimientos, bajos valores de reduccién del didmetro y del
liquido liberado por presion, respecto a controles sin harinas, indicando buena
capacidad de retencion liquidos por parte de la matriz formada.

Los productos con mayor proporcién de agua agregada resultaron en hamburguesas
con menor dureza. Las hamburguesas evaluadas por el panel sensorial presentaron
buenos puntajes en todos los atributos.

Por lo tanto, fue posible aplicar un reemplazo parcial en las hamburguesas de cerdo
por distintos tipos de harina (arveja, garbanzo, lenteja y poroto), en diferentes niveles,
obteniendo productos con adecuadas caracteristicas tecnolégicas y buena

aceptabilidad sensorial.
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2.1 INTRODUCCION
2.1.1 Productos carnicos y consumo

La carne es un componente de gran importancia en la dieta humana debido a que
constituye una buena fuente de proteinas de alta calidad, vitaminas del grupo B y
minerales (Cocking et al., 2020). Se considera esencial para el éptimo desarrollo del
organismo y también indispensable para la vida de la sociedad moderna, desde el
punto de vista nutricional (Jiang y Xiong, 2016).

El consumo de carne estd fuertemente arraigado en la cultura alimenticia argentina,
principalmente el de carne vacuna. En los ultimos afos, sin embargo, éste se ha
reducido, incrementdndose el consumo de otros tipos de carne, principalmente aviar y
porcina, asemejandose a la tendencia del resto de mundo. En el afio 2020, un afio de
fuerte crisis econémica por la pandemia COVID-19, con caida de ingresos y pérdida de
empleos, se estima que el consumo de carne de vacuna se habria ubicado en 50,2 kilos
promedio por habitante por afio, un 2,2 % por debajo de los niveles del ano previo, y
probablemente el mds bajo de la historia del pais (al menos de los Ultimos 70 afios de
los que se tienen registro). Esto es un 25 % menos de lo que se consumia a principios
del siglo, y un 40 % por debajo del consumo medio por habitante hace 50 afios.

En lo que respecta a la situacion mundial, la carne de cerdo esta consolidada como
una de la mas consumida junto a la aviar, y presenta un aumento sostenido en los
ultimos afos, como se comentd anteriormente. Segun el informe del Foreign
Agricultural Service del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (FAS-USDA),
en el afio 2021 se consumieron alrededor de 100 millones de toneladas de carne de
cerdo, cifra que representa el 33 % del consumo mundial de carnes, mientras que la
vacuna y la aviar representaron el 22 % y 40 %, respectivamente. En Argentina, el
consumo promedio actual es de 11,6 kg/per capita/afio (OECD, 2022), similar al
promedio mundial (11,76 kg/per cédpita/afio), de los cuales aproximadamente el 80 %
es consumida como fresca y el resto como productos elaborados (chacinados)
(CAICHA, 2017).

Diferentes presiones, como el rapido crecimiento demografico, la urbanizacién, el
aumento de la riqueza y los consiguientes cambios en los habitos de consumo, estan
poniendo a prueba la capacidad de los sistemas alimentarios para proporcionar

alimentos nutritivos y ayudar a ofrecer mejores oportunidades de subsistencia de
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forma ambientalmente sostenible. Los sistemas alimentarios muchas veces estan
asociados al cambio climatico, a la degradaciéon de la tierra y la pérdida de la
biodiversidad. Para hacer frente a estos desafios es necesario un enfoque sistémico.

Si se tiene en cuenta el concepto de “dieta saludable y sostenible” de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) como
“aquellos patrones alimentarios que promueven todas las dimensiones de la salud y el
bienestar de las personas, tienen una baja presion e impacto ambiental, son accesibles,
asequibles, seguras y equitativas y sean culturalmente aceptables” (FAO-OMS, 2020),
es facil reconocer que las tendencias histéricas de elecciones alimentarias y el continuo
crecimiento demografico tienen y tendran un gran impacto en los sistemas de salud y
en el medio ambiente.

El camino hacia una dieta mds saludable y sostenible incluye la modificacién de
muchos habitos alimentarios representando un reto importante por razones
culturales, politicas y econdmicas (Campbell et al., 2016). La evidencia sugiere que los
cambios a gran escala en los patrones dietéticos de los consumidores pueden ayudar a
brindar salud, bienestar y beneficios ambientales a una escala y un alcance que no se
pueden lograr solo con mejoras basadas en la produccion (Clark y Tilman, 2017; Poore
y Nemecek, 2018). Ademas, existe un consenso cada vez mayor en que los esfuerzos
para mejorar la sostenibilidad de los sistemas alimentarios pueden verse beneficiados
con una transicidn de los consumidores hacia una mayor dependencia de alimentos de
origen vegetal y una disminucion del consumo de carne y otros productos de origen
animal (Aiking y de Boer, 2018; R60s et al., 2017; Tilman y Clark, 2014; Willet, 2019).

Ademas de estas consideraciones, la evidencia disponible sobre los patrones
alimentarios y la salud indican la necesidad de centrarse en los alimentos de origen
vegetal. La Organizacién Mundial de la Salud promueve activamente el incremento del
consumo de frutas y vegetales, legumbres, granos enteros, y nueces, entre otras
recomendaciones dietarias para la ingesta de nutrientes, a fin de prevenir
enfermedades crénicas (OMS, 2020). El consumo elevado de productos carnicos
procesados se ha relacionado con una mayor mortalidad (Pan etal,. 2012; Larsson y
Orsini, 2014; Etemadi etal, 2017), enfermedades cardiometabdlicas (Abete
etal., 2014; Yang et al., 2016; Kim y Je, 2018; Al-Shaar et al., 2020; Key et al., 2019;

Zhong et al., 2020), diversos tipos de cancer (Bouvard et al., 2015; Johnson, 2017;
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Huang et al., 2013; Farvid et al., 2015; Carr et al., 2016), y desdrdenes intestinales (Cao
et al., 2018), relacionado con dietas altas en grasas y colesterol, perfiles lipidicos poco
saludables y la eventual presencia de nitritos como aditivos (Grasso et al., 2014).

Por lo tanto, una reduccidon en el consumo de alimentos cdrnicos procesados
constituiria formas eficientes de reducir el impacto negativo de la actividad humana no
solo sobre el ambiente y la seguridad alimentaria, sino también sobre la salud (Neacsu
et al., 2017; Harguess et al., 2020).

En este sentido, la sustitucién parcial de carne a través de ingredientes de origen
vegetal en productos carnicos populares es una estrategia emergente para reducir la
proporciéon de carne consumida (Spencer et al., 2018). Este tipo de alimentos es
conocido como “blended foods” o “hibridos”.

El atractivo de los alimentos hibridos es que su premisa no se basa en eliminar la
carne de la dieta, sino en hacer simples ajustes a productos carnicos populares (Lang,
2020). Muchos de los alimentos carnicos procesados que actualmente se encuentran
en el mercado son considerados hibridos (Raphaely, 2015). Una gran variedad de
ingredientes funcionales son tradicionalmente adicionados a los productos carnicos
procesados, incluyendo los rellenos o “fillers” (derivados de origen vegetal
caracterizados por un alto contenido de carbohidratos), extensores (compuestos no
carnicos, con una cantidad importante de proteinas) y aglutinantes o “binders”
(sustancias con alto contenido de proteinas que pueden ser capaces de unir agua y
grasa) (Petracci et al., 2013). Entre los ingredientes mas comunmente utilizados en la
industria carnica encontramos al trigo y la soja, no solo para lograr ahorros de costos
sino también por sus interesantes propiedades funcionales: emulsificacion de grasas,
capacidad de gelificacidn y unién de agua.

Si bien el concepto de productos cdrnicos hibridos estd asociado en la poblacion con
la inclusiéon de extensores, rellenos y aglutinantes sélo por razones tecnoldgicas y
econdmicas, el objetivo de los alimentos carnicos hibridos es principalmente centrarse
en generar productos mas sanos, reducir el impacto ambiental y estimular Ia
progresiva disminucion del consumo de carne (Grasso y Jaworska, 2020). Otra
diferencia, es que para que la reduccién en la cantidad de carne sea significativa, la
cantidad adicionada del ingrediente de origen vegetal debe ser mayor a las cantidad

comunmente utilizadas como simples extensores (Chandler y McSweeney, 2022). Los
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productos hibridos podrian ser particularmente adecuados para consumidores no
involucrados con el cuidado del medio ambiente o pasivos (Verain et al., 2015). Es
dificil modificar completamente el patrén de una dieta centrada en la carne a un
vegetarianismo o veganismo estricto debido a creencias positivas y apegos a la carne y
construcciones sociales centradas en la misma, sin embargo, el cambio a una dieta
flexitariana o semivegetariana (principalmente basada en plantas, con un consumo
limitado de carne) es menos estricta y todavia podria tener un impacto positivo tanto
en la salud publica como para el medio ambiente (Spencer et al., 2018). Asi los
productos hibridos podrian funcionar como un producto de transicién y ampliar la
gama de productos disponibles para los flexitarianos que quieren bajar su consumo de

carne sin comprometer el gusto, el sabor y textura.

2.1.2 Productos carnicos mas saludables y sustentables

La investigacidn sobre el desarrollo de productos carnicos mas saludables comenzé
en la década de 1990 pero aun constituye un gran motor de la investigacion actual en
este campo. Existen dos estrategias principales: i) la reduccién de componentes
nocivos a cantidades apropiadas vy, ii) la incorporacion de ingredientes potencialmente
beneficiosos para la salud (Texeira y Rodrigues, 2021). La primera estd enfocada en la
reduccion de acidos grasos saturados (Ozer y Celegen, 2020), sal (Delgado-Pando et al.,
2019), colesterol (Do Amaral et al., 2015) y aditivos como nitritos (Zhu et al., 2020) o
fosfatos (Camara et al., 2020). La segunda estudia la incorporacidn de los denominados
“ingredientes funcionales”, principalmente de origen vegetal, que aportan
caracteristicas mas saludables al producto (Pintado et al., 2016; Alirezalu et al., 2020;
Barrén-Ayala et al., 2020).

En lo que se refiere a la sustitucién de carne y grasa por ingredientes vegetales en
productos carnicos procesados, el principal desafio es evitar cambios de calidad no
deseados, particularmente de textura. La textura de estos productos depende de la
estructura de la matriz formada por el gel proteico, los solutos, las particulas atrapadas
en el gel y el agua libre que resulta unida por la red proteica tras el mezclado y
posterior calentamiento (Tahmasebi et al., 2016).

En lo que respecta a la reduccion del contenido graso, generalmente es llevada a

cabo mediante la incorporacidon simultdnea de agua y algln otro ingrediente no
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carnico como hidrocoloides, almidones y fibra, que han sido ampliamente estudiados
para mejorar las caracteristicas de textura e incrementar la habilidad de ligar agua en
productos carnicos bajos en grasa (Andrés et al., 2006; Baugreet et al., 2016;
Fernandez-Lépez et al., 2019; Marchetti et al., 2014 y 2017; Marchetti y Andrés, 2021;
Shoaib et al., 2018; Tahmasebi et al., 2016; Tamsen et al., 2018).

Entre las estrategias para mejorar el perfil lipidico de estos productos carnicos
aquellas que reemplazan la grasa animal agregada con lipidos de origen vegetal y/o
marino son mas consistentes con las recomendaciones para la salud (menores
cantidades de dacidos grasos saturados, mayores contenidos de monoinsaturados y
especialmente de poli-insaturados (de Souza Paglarini et al., 2019; Marchetti et al.,
2016). Diversos estudios han demostrado resultados exitosos empleando diferentes
aceites vegetales (oliva, algodén, maiz, soja, mani, etc.), marinos (pescados y algas), o
sus combinaciones, para reemplazar parcialmente la grasa animal en varios tipos de
productos carnicos (frescos, cocidos y fermentados) (Herrero y Ruiz-Capillas, 2021).

Sin embargo, reducir o reemplazar grasa animal con aceites vegetales y/o marinos
en una reformulaciéon del producto cdrnico no es una tarea simple debido a que el uso
de aceite liquido podria tener efectos adversos en diversas caracteristicas tecnolégicas
y sensoriales (palatabilidad, jugosidad, textura, propiedades de unién de grasa, etc.)
(Franco et al., 2020). Uno de los problemas tecnolégicos asociados al reemplazo de
grasa saturadas por aceites es el cambio en las propiedades texturales, ya que la grasa
saturada suele tener mayor contenido de sélidos, asociados a un rango de fusién mas
elevado. Este cambio impacta ademds en la estabilidad, reologia y caracteristicas
sensoriales del alimento. La tecnologia de pre-emulsificacion del aceite con una
proteina no-cdrnica mejora la habilidad del sistema debido a que el aceite puede ser
estabilizado o inmovilizado en una matriz proteica. Las emulsiones aceite en agua
(o/w) resultan mas faciles de dispersar en alimentos de base acuosa (como los
carnicos) respecto al aceite solo, y ademas reducen su posibilidad de separarse
fisicamente de Ila estructura del producto resultando estable durante su
procesamiento, almacenamiento, y consumo (Salcedo-Sandoval et al., 2013).

Las proteinas de la carne (proteinas miofibrilares, principalmente miosina vy
coldgeno) presentan diferentes propiedades funcionales que son cruciales para la

calidad de consumo de los productos carnicos procesados, por ejemplo, las
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caracteristicas de textura responsables de su masticabilidad y sensacién en boca. En
general, durante el proceso de elaboracidn, gracias a la fuerza iénica provista por el
NaCl y los fosfatos agregados, y la energia mecdnica del picado, una gran cantidad de
proteinas miofibrilares se solubilizan, inmobilizan agua, interactian entre ellas y con
hidrocoloides en caso que se incorporen, y pueden emulsificar las particulas pequefias
de grasa formadas. Posteriormente, cuando el producto es cocido, las proteinas y
otros agentes gelantes en caso de agregarse, forman finalmente un producto carnico
gelificado (Mateo et al., 2021).

Existen numerosos vegetales fuente de proteinas que pueden constituir adecuadas
alternativas a las proteinas cdrnicas. Como se menciond en la Introduccidon General y
en el Capitulo 1 de esta Tesis, las legumbres se encuentran entre los recursos de
proteinas vegetales mas convencionales, nutritivas y accesibles. Esto se relaciona con
la seguridad alimentaria, en tanto son una fuente sumamente importante y econémica
de proteinas de origen vegetal, vitaminas y minerales para la poblacién mundial; con la
salud, dado que su consumo se ha relacionado con el control de ciertas enfermedades
como la diabetes o enfermedades cardiovasculares; con la agricultura sostenible, dado
que son capaces de fijar el nitrégeno biolégicamente y liberar el fésforo del suelo, lo
gue es muy importante para la gestién eficiente de los recursos y la salud de los
ecosistemas; y con la adaptacién al cambio climatico, dada su gran diversidad genética
a partir de la cual pueden seleccionarse o crearse variedades resilientes al clima.
Debido a estos factores, en los ultimos afios las legumbres han sido investigadas
respecto a su potencial uso en el desarrollo de alimentos funcionales.

De acuerdo a la bibliografia, existe una gran variedad de resultados en la
incorporacion de legumbres en carnicos, que depende no solo del producto donde se
adiciona, sino del tipo de legumbre, la fraccién de legumbre a incorporar (harina
entera, harina de semilla sin tegumentos, fracciones proteicas), proporcién de carne
reemplazada, entre otros varios factores (Mateo et al., 2021).

Cuando las legumbres se mezclan con otros ingredientes para elaborar diferentes
productos como panes, pastas, emulsiones o productos carnicos, tanto proteinas como
almidén establecen enlaces quimicos y forman estructuras de distinto grado de
firmeza dependiendo de diversos factores como pH de la matriz, fuerza idnica,

concentracion del agente gelante, contenido graso o condiciones del calentamiento.
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Como se describio en el Capitulo 1, las legumbres contienen elevadas proporciones de
almidon, fibra, y proteina. El almiddn contribuye con la formacién de estructuras mas
fuertes inducidas por calor mediante el hinchamiento de los granulos embebidos en la
matriz proteica gelificada, aumentado su capacidad de retener agua (Carballo et al.,
1995). La fibra es capaz de absorber tanto agua como aceite, presentando propiedades
de hinchamiento que pueden cambiar la reologia de la harina y el comportamiento del
producto. En cuanto a las proteinas, estas contribuyen a la solubilidad, la
emulsificacion, la capacidad de formacion de espuma, las caracteristicas de gelificacién
y la absorcién de aceite, lo que influye en las propiedades funcionales (Boye et al.,
2010).

Las investigaciones en el uso de las harinas de legumbres en productos cérnicos no
son nuevas, dado que por ejemplo, Verna et al. (1984) estudiaron el efecto del
reemplazo parcial de carne con harina de garbanzo en salchichas. El interés
tecnolégico y cientifico en el uso de legumbres en la industria carnica permanece
activo. En los ultimos afos, variados estudios de investigacion han empleado
satisfactoriamente diversas harinas de legumbres o sus fracciones como ingredientes
en productos carnicos.

Dzudie et al. (2002) encontraron que el agregado de harina de porotos blancos
incrementd la capacidad de retencidn de agua en salchichas de carne vacuna. Modi et
al. (2003) emplearon harinas de garbanzo, poroto mungo negro, mungo verde o soja
en formulaciones de hamburguesas de bufalo (8 g de harina cada 100 g de carne
cruda) concluyendo que las hamburguesas con harina de poroto mungo negro
mostraron el mayor rendimiento, el menor encogimiento y menor absorcién de grasa,
y presentaron los mayores puntajes en todos los atributos de calidad analizados.
Serdaroglu et al. (2005) obtuvieron albéndigas de carne con mayor rendimiento,
retencion de grasa y agua al adicionar 10 % de harina de poroto negro (Black-eyed
bean), garbanzo o lenteja. Por otro lado, Sironi et al. (2005) encontraron que el uso de
harina de lupines en un nivel de sustitucion mayor al 5 % ocasionaba efectos adversos
sobre la calidad de productos cérnicos emulsificados. Baugreet et al. (2016) utilizaron
aislado proteico de arvejas, harina de lenteja y proteinas de arroz en hamburguesas
obteniendo productos con mayor contenido de proteinas y de textura blanda de facil

consumo por personas mayores. Purohit et al. (2016) estudiaron el agregado de harina
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de arveja (15 - 25 g/kg) en salchichas obteniendo buenos resultados para rendimiento
y retencidon de agua. Aslinah et al. (2018) evaluaron la incorporaciéon de harina de
poroto adzuki (Vigna angularis) en productos tipo albéndigas como reemplazo de la
fase grasa obteniendo alto rendimiento y buenas caracteristicas sensoriales. Ghribi et
al. (2018) formularon salchichas con el agregado de distintos concentrados proteicos
de garbanzo, obteniendo un producto con mayor contenido de proteinas y mejoras en
el rendimiento en la coccidon. Mientras que en el andlisis sensorial se encontrd que esta
adicion no presentd diferencias respecto al producto control en el sabor, pero si
mejoras en la textura.

Momchilova et al. (2019) sustituyeron la mitad de la materia grasa de paté de carne
por mezclas de harina de lenteja e inulina, obteniendo mejoras en la textura y
emulsificacion, y aumentando el valor nutricional del producto.

Por todo lo anterior es evidente que el efecto de las harinas de legumbres como
reemplazantes de carne en la calidad del producto obtenido no sélo depende del tipo
de producto cdrnico, de la cantidad de harina incorporada (y cantidad de carne
reemplazada), sino del tipo de legumbre elegido (Holliday et al., 2011; Mateo et al.,

2021).

2.1.3 Hamburguesas

Las hamburguesas son productos ampliamente consumidos por ciertos grupos
poblacionales y generan significantes beneficios econdmicos para la industria. Como la
mayoria de los productos incluidos en "comidas rdpidas", contienen altas
concentraciones de grasa, dcidos grasos saturados, sal, colesterol, y azucares, y son
deficientes en carbohidratos complejos (Lépez-Lépez et al., 2010).

Estos productos son la principal fuente de sodio de las dietas occidentales,
contribuyendo con aproximadamente un 30% del total de la ingesta diaria de sal. El
consumo excesivo de sodio estd asociado al desarrollo de ciertas comorbilidades como
la hipertensién, enfermedad crénica del rifidn, accidente cerebrovasculares y
enfermedad cardiovascular (Patel y Joseph, 2020). Para reducir la incidencia de estas
enfermedades, la OMS ha emitido recomendaciones para limitar la ingesta de sal
(cloruro de sodio) a menos de 5 g/dia (equivalente a 2 g/dia de sodio) en adultos. En

nuestro pais, la Ley 26905 (2013) promulgada bajo el lema "Menos Sal M3as Vida" tiene
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como objetivo disminuir el consumo de sal de la poblacion en su conjunto para reducir
la carga sanitaria que representan las enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares y renales mediante la concientizacidon de la poblacién sobre la
necesidad de disminuir el consumo de sal en las comidas, la reduccién progresiva del
contenido de sodio de los alimentos procesados mediante acuerdos con la Industria
(incluidos los productos cdrnicos) y su regulacién con actualizaciones del nivel maximo
de sodio permitido en cada producto en el Codigo Alimentario Argentino. Todo esto ha
impulsado a la industria alimentaria a disefiar productos bajos en sal mas en linea con
los estdndares nutricionales propuestos.

La sal es un ingrediente multi-funcional ampliamente usado en el procesamiento de
carnes debido a su bajo costo y propiedades tecnoldgicas diversas. En los productos
carnicos, juega un papel esencial en prevenir el deterioro, brindar aroma caracteristico
y crear la textura deseada por solubilizar las proteinas miofibrilares y potenciar la
adhesion y cohesidon. Dado que estas funciones del NaCl son esenciales en carnicos
procesados, la reformulacion de estos productos para reducir el contenido de sodio
deber ser cuidadosamente considerada para evitar un impacto negativo en su vida util
y calidad sensorial. Si ademas se plantea en forma simultdnea la reducciéon del
contenido de grasa para lograr un producto de menor impacto calérico, el desafio
tecnolégico es mucho mayor.

Por todo lo expuesto y como resultado de numerosos trabajos previos donde se han
abordado estas tematicas, se ha reemplazado satisfactoriamente la grasa agregada en
hamburguesas de carne vacuna magra por inclusion de 10 % de aceites de mejor perfil
lipidico pre-emulsificados, como aceite de girasol alto oleico y aceite refinado
deodorizado de pescado (Andrés et al., 2012; Nagai 2018; Pennisi Forell, 2007; Pennisi
Forell et al., 2010, Ranalli 2009). Este sistema previamente estudiado por el Grupo de
Investigacidon se empled en esta Tesis como punto de partida en la bisqueda de una

hamburguesa hibrida.

58



Capitulo 2

2.2 OBJETIVOS
e Reemplazar parcialmente carne de cerdo por harinas de legumbres
comerciales en hamburguesas formuladas con aceite de girasol alto oleico
pre-emulsificada utilizando un disefio trifactorial, evaluando como factores
el tipo de harina, el nivel de harina y la relacién agua/harina para lograr
hamburguesas hibridas.
e Evaluar el efecto del reemplazo realizado sobre las caracteristicas fisicas y

sensoriales de los productos hibridos obtenidos.

2.3 MATERIALES Y METODOS

Tomando como referencia una formulacion de hamburguesas de carne vacuna
magra (Pennissi Forell et al., 2010) en este trabajo de Tesis se optd por desarrollar
hamburguesas empleando carne porcina magra con agregado de 10 % de aceite de
girasol alto oleico pre-emulsificada como reemplazo de grasa animal, y sales (NaCl 1 %

y tripolifosfato de sodio, TPP 0,5 %) (Aslinah et al., 2018; Haron, 2005).

2.3.1 Materiales

Se utilizé carne magra de cerdo, especificamente el corte denominado “nalga”
(contenido lipidico 2 g/100 gramos; Garcia, 2015) que comprende los musculos
adductor femoris y semimembranosus, obtenida del comercio local. A fin de elaborar
dos partidas completas independientes de todas las formulaciones de hamburguesas,
en dos diferentes semanas se obtuvieron dos lotes independientes de carne
(aproximadamente, 6 kg cada lote, comprendiendo 3 cortes de diferentes animales en
cada uno, pH: 5,61 + 0,01) sin grasa ni tejido conectivo visible.

La carne fue pasada por una picadora manual (disco de 80 mm de didmetroy 8 mm
de espesor, con 21 orificios de 95 mm de didmetro; Meifa 32, Cimbra; Buenos Aires,
Argentina). La carne picada obtenida fue mezclada para asegurar la homogeneidad y
evitar las variaciones bioquimicas intrinsecas entre diferentes animales. La carne
picada de cada lote se separd en fracciones de 500 g (cantidad de carne a partir de la
cual se utilizé la fraccién correspondiente para elaborar cada unidad de produccion),

que fueron envasadas al vacio en bolsas de polietileno (PO2: 0,2 cm®m2dia*kPa™ a 23
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°C, Maraflex, Bemis, Buenos Aires, Argentina), congeladas y almacenadas a -20 °C
hasta ser utilizadas, dentro de un plazo maximo de 21 dias (Marchetti et al., 2017).
Como fuente de lipidos se utilizd aceite comercial refinado de girasol alto oleico
(AO) (Granix S.A.; Buenos Aires, Argentina).
Se emplearon, ademas, sal (NaCl) y tripolifosfato de sodio (TPP), ambos de grado
alimentario o superior (Anedra, Research GA; Argentina). Como reemplazo de la carne
se utilizaron las harinas de legumbres comerciales previamente caracterizadas en el

Capitulo 1 (descriptas en seccion 1.3.1), de arvejas, lentejas, garbanzos y porotos.

2.3.2 Diseiio y formulacion

En base a pruebas preliminares realizadas a fin de evaluar diversos aspectos,
principalmente los relacionados con las caracteristicas sensoriales de los productos
obtenidos, como el sabor y textura, asi también como posibles niveles de remplazo de
carne por harinas de legumbres mencionados por otros autores (Baugreet et al., 2017;
Dzudie et al., 2002; Modi et al., 2003), el disefio experimental elegido consistié en
evaluar 3 factores: i) el tipo de harina de legumbre (cuatro tipos, arvejas, garbanzos,
lentejas y porotos), ii) el nivel de harina en reemplazo de carne de cerdo (dos niveles,
8y 15 %), y iii) la relacién agua/harina (tres relaciones, 1,25; 1,6 y 2 g agua/g harina)
en formulaciones de hamburguesas de cerdo con aceite pre-emulsificado. Como
condicidn, todas las formulaciones incluyeron igual cantidad de carne+harina+agua
(88,5 g/kg). El resto de los ingredientes (aceite de girasol AO, NaCl, TPP) se
mantuvieron constantes.

En la Tabla 2.1 se pueden observar las formulaciones ensayadas. La nomenclatura
empleada para identificar las formulaciones consistié en asignar la primera letra segln
la inicial correspondiente a la legumbre incorporada (A: arveja, G: garbanzo, L: lenteja,
P: poroto), y para cada tipo de harina, asignar un nimero entre 1 y 6 para indicar el
nivel de harina y proporcién agua/harina, segun se indica en la Tabla 2.1.

II’

Ademas, se incluyé una formulacidn identificada como “control” (C), sin reemplazo
de carne de cerdo por harina de legumbres, que fue utilizada como referencia en
varios de los ensayos. Por otro lado, se analizd un producto comercial (ingredientes

segln rétulo: carne de cerdo, sal, saborizante, emulsionante: polifosfato de sodio,
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antioxidante: acido ascérbico, estabilizante del color: acido nicotinico; COTO C.I.C.S.A,

CABA, Argentina) con el mismo fin.

Tabla 2.1 Ingredientes para preparar 100 g de pasta cruda para hamburguesas con carne de
cerdo (C), y con carne de cerdo y harina de legumbres (1-6). Reemplazo de carne obtenido (%)
en las hamburguesas de carne de cerdo y harina de legumbres.

Formulacion Ingredientes variables (g) Ingredientes comunes (g) Reemplazo
Carne Harina* Agua Aceite NacCl TPP de carne (%)
1 70,50 8 10 10 1 0,5 10,2
2 67,70 8 12,8 10 1 0,5 13,7
3 64,50 8 16 10 1 0,5 17,8
4 54,75 15 18,75 10 1 0,5 30,2
5 49,50 15 24 10 1 0,5 36,9
6 43,50 15 30 10 1 0,5 44,6
C 78,5 - 10 10 1 0,5 0

* Harina de arvejas, garbanzos, lentejas, o porotos.
TPP: tripolifosfato de sodio.

2.3.3 Elaboracién de hamburguesas

La carne picada necesaria para la elaboraciéon de cada unidad de produccién de
hamburguesas (previamente congelada en fracciones de 500 g) fue descongelada por
24 horas en heladera.

Para determinar el procedimiento adecuado para lograr una correcta incorporacion
del aceite, harina y agua a la mezcla de carne y sales, se realizaron diferentes pruebas
preliminares ajustando volumenes, cantidades y tiempos de mezclado. De acuerdo con
lo observado se opté por obtener una emulsion equivalente en todas las
formulaciones manteniendo la relacién agua/aceite/harina de 10 ml/10 g/5 g, y
agregar el resto de los ingredientes necesarios segun la Tabla 2.1 sobre el resto de
ingredientes (mezcla de carnes y sales). El procedimiento elegido entonces para
obtener la emulsion consistié en colocar la harina a utilizar en un recipiente junto con
el agua, homogeneizar por 30 s y dejar hidratar por un minuto mas. Luego se agregbé el
aceite y se homogeneizé por 1,5 min de modo de obtener la emulsién.

Para cada unidad de produccién, se colocaron en procesadora (Universo, Rowenta,
Alemania) la carne, la mezcla de sales, la emulsidn obtenida, y se agregd el resto de

harina y/o agua necesaria para completar la formulacidn segun el disefio experimental
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(Tabla 2.1). Se mezclé con accesorio mezclador durante 4 min a velocidad baja vy la
pasta resultante se llevd a heladera por 1 h antes de formar las hamburguesas.

Cada producto (hamburguesa) fue obtenido a partir de 40 + 1 g de pasta cruda
empleando un aro metalico de 5 cm de didmetro y 1,2 cm de altura y ejerciendo una
presién constante durante 1 min para su formacidn entre ldminas de polietileno. En
cada unidad de produccién se obtuvieron 9 hamburguesas a partir de la
correspondiente fraccion de 500 g de carne, para ambos lotes independientes.

Las hamburguesas fueron dispuestas en monocapa en bolsas Zip-Lock (C. S. Johnson
& Sons de Argentina S.A.I.C., Buenos Aires, Argentina) y congeladas a -20 °C en freezer.

El proceso de elaboracién de los productos hibridos se esquematiza en la Figura 2.1.

Para la elaboracién del control se procedidé de la manera descripta previamente sin
agregado de emulsion, agregando el agua directamente a la carne, junto con el aceite

y mezcla de sales.

Carne de Congelado (-20°C)
cerdo Descongelado (4 °C, 24 h)

Harina de

Legumbres ‘ | Resto de Harina
de Legumbres y
agua

Aceite de Girasol
Alto Oleico
Almacenamiento

Formado
congelado

Figura 2.1. Esquema de elaboracién de hamburguesas con harina de legumbres.
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2.3.4 Coccidn de los productos

Para determinar el tiempo de coccién necesario para lograr una temperatura
interna segura de 71 °C de acuerdo a las recomendaciones USDA (2013) se registro la
evolucién térmica durante la coccion del producto congelado en plancha calefactora
de doble contacto (3882, Oster, Newell Brands; Atlanta, Estados Unidos), utilizando
una termocupla conectada a un equipo de adquisicion de datos (Testol75, Testo175,
Testo AG; Lenzkirch, Alemania). Este procedimiento se realizé por triplicado.

Una vez establecido el tiempo, éste fue empleado en la coccion de todos los
productos obtenidos, en las condiciones y con los equipamientos mencionados.

El producto comercial analizado se sometié al proceso de coccién indicado por el

fabricante.

2.3.5 Caracterizacion fisicoquimica de los productos
2.3.5.1 Actividad acuosa

La actividad acuosa (aw) de los productos obtenidos se analizé a 25 °C. Para su
determinaciéon se utilizé el equipo Meter Agualab series 3 (Decagon Devices, Inc.;
Washington, Estados Unidos), que mide la actividad acuosa basandose en la técnica
del punto de rocio. Se cortaron cilindros de aproximadamente 5 mm de espesor y de 1
cm de diametro con un sacabocado, y se utilizaron para medir la actividad acuosa en el

equipo. Este ensayo se realizd por cuatriplicado.

2.3.5.2 Rendimiento

El rendimiento fue evaluado como el porcentaje del peso retenido luego del
proceso de coccién. Para ello, se pesaron las hamburguesas crudas (Pcrudo) €
inmediatamente después de cocidas y enfriadas (Pcocido), realizando ocho replicados

por formulacién. El rendimiento se calculd de la siguiente manera:

P cocido

Rendimiento (%) = ( ) x 100 Ec.2.1

P crudo
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2.3.5.3 Liquido liberado por presion

El liquido liberado por presiéon (LLP) se determind (por quintuplicado) como el
porcentaje de liquido extraido por prension de los productos cocidos. Para ello,
hamburguesas enteras cocidas, previamente enfriadas y pesadas (Pcocido) colocadas
entre dos laminas de papel de filtro (Whatman Nro. 5, 10 cm de didmetro, Whatman
International Ltd., Maidstone, Reino Unido) y cubiertas por 2 laminas de papel
aluminio de las mismas dimensiones, fueron sometidas a compresién en un
texturometro TA-xT2i (Texture Analyzer, Stable Micro Systems; Godalming, Reino
Unido) a temperatura ambiente. Se programd el texturémetro para realizar una
presion de 100 N durante 2 minutos (Marchetti et al., 2013). Las |[dminas de papel de
filtro y de aluminio se pesaron antes (PPantes) y después (PPgespuss) del ensayo. El

porcentaje de liquido liberado fue determinado de la siguiente manera:

PPdespués—PPantes

Liquido liberado por presion (%) = x 100 Ec. 2.2

P cocido

2.3.5.4 Reduccion del diametro

Se determinaron los didmetros de las hamburguesas crudas (Dcudo) Y cocidas
(Dcocido) mediante calibre digital (SC111201, Schwyz SA, Suiza) (9 medidas por
formulacidn) y la reduccién del diametro se calculd, empleando la siguiente ecuacién

(do Prado et al., 2019):

Reduccién de diametro (%) = > crudo - Dcocdo » 100 Ec. 2.3

D crudo

2.3.5.5 Color

Las mediciones colorimétricas se llevaron a cabo con un colorimetro triestimulo
(Minolta CR-400, Minolta Corp., Ramsey; New Jersey, Estados Unidos), sobre la
superficie de los productos cocidos empleando el espacio de color CIE-Lab.

Se evaluaron los pardmetros L*, a* y b*, y a fin de comparar diferencias de color
entre las distintas muestras respecto a una muestra considerada control, se calculd la

diferencia total de color (AE*) como el modulo del vector distancia entre el producto
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comercial (Lo, a0, bo) y las formulaciones de hamburguesa de carne hibridas (L*, a*, b*)

(Drlange, 1994) mediante la siguiente expresion:

AE = \/(a* _ aO)Z + (b* — bO)Z + (L* — LO)Z Ec. 2.4

2.3.5.6 Analisis de perfil de textura

El andlisis de perfil de textura (TPA, por su sigla en inglés, propuesto originalmente
por Friedman et al. (1963) y Szczesniak et al. (1963)) se realizé sobre cilindros de 1,7
cm de didmetro y 1,2 cm de altura inmediatamente después de su corte a partir de
hamburguesas previamente cocidas y enfriadas a temperatura ambiente en un cuarto
de temperatura controlada (20 °C). Se realizaron quince replicados por formulacién.

Para realizar este ensayo se empled un texturémetro TA-xT2i (Texture Analyzer,
Stable Micro Systems; Godalming, Reino Unido). El ensayo consté de dos ciclos de
compresion axial a un 30 % de la altura original de la muestra entre los platos planos
del equipo separado por un tiempo de espera. Se utilizd una sonda de aluminio
SMSP/75. La celda de carga utilizada fue de 25 kg y la velocidad del ensayo de 0,5
mm/s. Los resultados fueron obtenidos mediante el software provisto por el equipo.

Se determinaron los parametros asociados a un perfil de textura tipico (Marchetti et
al., 2013) dureza, cohesividad, elasticidad, masticabilidad y resiliencia. La dureza (N) se
definié como el valor de fuerza correspondiente al maximo del primer ciclo de
compresion. Se refiere a la fuerza requerida para comprimir un alimento entre los
molares o entre la lengua y el paladar. El pardmetro elasticidad (mm/mm) indica la
habilidad que tiene la muestra para recuperar su altura original, y se calcula como la
altura que el material recupera entre el final de la primera compresién (equivalente a
una mordida) y el comienzo de la segunda. Con respecto al pardmetro cohesividad
(J/)), este parametro refleja lo bien que el producto resiste una segunda deformacién
respecto a como se comporta en una primera. Indica la fuerza de los enlaces internos
que forman la matriz de los alimentos y el grado en que un alimento puede
deformarse antes de romperse. Se calculd como la relacién entre el area de fuerza
positiva obtenida durante la segunda compresion y el area de fuerza positiva obtenida
durante la primera compresion, por lo que es también adimensional. La masticabilidad

(N) se definié como el producto de la dureza x cohesividad x elasticidad. Por ultimo, la
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resiliencia (J/J), que representa cuanto un producto logra recuperar su posicion
original. Resulta del cociente entre el valor de la compresion en la zona de decaimiento

del primer pico, dividido el valor de la compresidn del primer pico.

2.3.6 Analisis sensorial

Se realizd un ensayo de aceptabilidad y preferencia por consumidores con el fin de
determinar si el reemplazo parcial de carne por harina de distintas legumbres afectaba
los atributos sensoriales del producto. Para ello se seleccionaron 4 formulaciones (A5,
G5, P5 y L5). Las hamburguesas fueron cocidas segun lo indicado en la Seccion 2.3.4,
mantenidas a temperatura templada y presentadas a los panelistas en platos plasticos
blancos, de a 4 muestras, de 10 g cada una, con cddigos de tres digitos y en orden al
azar, junto con agua fresca para enjuagar la boca entre muestras. Cabe mencionar que
solo se informd a los consumidores que los productos eran hamburguesas de carne de
cerdo, sin mas detalles. En la Figura 2.2 se presenta la planilla presentada a cada
evaluador.

Se realizé el analisis sensorial mediante un panel no entrenado de 60 personas
utilizando una escala heddnica de 9 puntos para evaluar el grado de aceptacion de los
productos (9 = me gusta extremadamente; 5 = me es indiferente, 1 = me disgusta
extremadamente) de acuerdo con su apariencia, color, sabor, textura y aceptabilidad
general.

Por otro lado, para obtener informacion adicional, la "dureza" y “jugosidad” de los
productos fue evaluada ademas utilizando la escala de JAR (por su sigla en inglés, "Just
About Right") (Rothman y Parker, 2009). Estas escalas permiten evaluar la adecuacién
de la intensidad de los atributos sensoriales de un producto. Son escalas de naturaleza
bidireccional, cuyo punto medio es el ideal (o JAR) y los extremos van desde
insuficiente hasta excesivo. Permiten al consumidor indicar de forma facil lo que le
parece el nivel de cada atributo en el producto con respecto a su ideal (Popper, 2014).
En este caso se utilizé una escala de 5 puntos tanto para la dureza (-2= muy blando, -
1=blando, 0= adecuado, 1= duro y 2= muy duro) como para la jugosidad (-2= muy
jugosa, -1=jugosa, 0= jugosidad adecuada, 1= poco jugosa y 2= muy poco jugosa).

Ademads, se realizd un analisis de penalizaciones que consiste bdsicamente en

calcular el descenso en la aceptabilidad media cuando la intensidad del atributo se
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considera insuficiente o excesiva. En primer lugar, se agruparon los casos segun la
puntuacion otorgada al atributo en la escala JAR: “insuficiente” (puntuaciones -2 y -1),
“adecuado” (puntuacion 0) y “demasiado” (puntuaciones +1 y +2). En segundo lugar,
se computd el porcentaje de casos y se calculdé la media de aceptabilidad en cada
grupo. Finalmente, la penalizacién o el descenso en la aceptabilidad porque el atributo
es insuficiente se calcularon como la diferencia entre la aceptabilidad media del grupo
“adecuado” y la aceptabilidad media del grupo “insuficiente”. Asimismo, Ia
penalizacion por ser el atributo excesivo se calculd6 como la diferencia entre la
aceptabilidad media del grupo “adecuado” y la aceptabilidad media del grupo
“demasiado”. De forma préctica, el valor de la penalizacién obtenido indica cuantos
puntos de aceptabilidad pierde el producto cuando el nivel del atributo no es el
adecuado por ser excesivo o por ser insuficiente, debiéndose considerar el porcentaje
de casos que representa, ya que puede darse un valor de penalizacién muy alto pero
gue sea resultado de la evaluacién de muy pocos consumidores y por lo tanto no
resulte relevante. En general, se puede considerar que el efecto del atributo en la
aceptabilidad global del producto es poco importante cuando el porcentaje de
consumidores con puntuaciones diferentes de JAR es inferior a 20. Por ejemplo, podria
darse el caso de que los consumidores hayan dicho que el producto les parece un
“poco duro”, pero en la aceptacion global hayan asignado un 8 (“me gusta mucho”), lo
que indicaria que el parametro evaluado no es un atributo clave en la aceptacion del
producto. El andlisis de penalizaciones es una herramienta muy util para evaluar estos

aspectos.
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PANEL SENSORIAL DE HAMBURGUESAS DE CARNE

Evaluador Nro.: Nombre: Fecha:

1-Usted ha recibido 4 muestras de hamburguesas de carne de cerdo. Utilizando la escala indicada, por favor evalile cada
atributo marcande con una cruz (x) en el casillero adecuado.

Muestra Nro:

Me disgusta Me gusta
Apariencia O O O O O O O m} O
Coler O O O O O O O m} O
Sabor O O O O O O O m} O
Textura O O O O O O O O O
Aceptabilidad general O O O O O O O O O
“En cuanto a la DUREZA:
| ] | ] )
Muy blanda Blanda] Adecuada Dura Muy dura
“En cuanto a la JUGOSIDAD
] ] B [H) [m)
Muy poco jugosa Poco Jugosa Adecuado Muy Jugosa Demasiado jugosa

2 - Para cada atributo evaluado indique cual o cudles muestras prefiere.

Apariencia Muestra N°......... Sabor Muestra N*.........
Textura Muestra N°......... Aceptabilidad general  Muestra N°.........
Color Muestra N°.........

Figura 2.2 Planilla entregada a los evaluadores en el panel sensorial.

2.3.7 Analisis estadistico

Procedimientos estadisticos tales como andlisis de varianza (ANAVA) vy
comparaciones pareadas de medias se llevaron a cabo mediante el software Infostat
v2009 (Infostat 2008, Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina). Se utilizé el ensayo de Tukey para estudiar las comparaciones pareadas de
medias. Las diferencias entre medias y ensayos F se consideraron significativas cuando
las probabilidades estimadas fueron inferiores a 0,05 (P < 0,05). Los resultados
experimentales se informaron como valor medio y error estandar de la media entre

paréntesis.
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION
2.4.1 Tiempo de coccidn

Cuando se registré la evoluciéon térmica durante la coccion de hamburguesas
congeladas en plancha calefactora de doble contacto (Figura 2.3) se observd que
durante el primer minuto aproximadamente no se registraron cambios importantes en
la temperatura del centro del producto, y que fueron necesarios 2 minutos mas para
poder alcanzar la temperatura segura de 71 °C. Por lo tanto, el tiempo de coccidn para

los productos se establecié en 3 min.
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Figura 2.3 Evolucidn térmica de hamburguesas congeladas durante su coccion en plancha
calefactora de doble contacto.

2.4.2 Caracterizacion fisica de los productos

Las propiedades fisicas son de extrema importancia tanto en la aceptabilidad de los
productos por parte de los consumidores y la industria (Velioglu et al., 2010). Por esta
razén se evaluaron diversas propiedades.

Los resultados de los ensayos realizados sobre los productos obtenidos a partir de
los dos lotes de carne no presentaron diferencias significativas (P < 0,05) entre si, lo
gue indicé que el ensayo fue reproducible.

Los resultados obtenidos para actividad acuosa (aw) y rendimiento se presentan en

las Figuras 2.4 a) y b), respectivamente.
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Figura 2.4 Actividad acuosa (aw) (a) y Rendimiento (b) de hamburguesas con reemplazo parcial
de carne de cerdo por harinas de legumbres (A: arvejas, G: garbanzos, L: lentejas, P: porotos;
formulaciones 1-6: cédigos para el nivel de harina y agua segin Tabla 2.1.

Cuando se analizaron los resultados de actividad acuosa (Figura 2.4a), de acuerdo
al andlisis de varianza, el tipo de harina como la relacion agua/harina adicionado
resultaron significativos. Todos los productos presentaron valores de aw entre 0,967 y
0,980, valores relativamente altos pero asociados con sus elevados contenidos de
agua. Entre todas las formulaciones, sdélo una formulacién, P4 resultd
significativamente menor al resto. El valor de aw del producto comercial fue de 0,967,
estadisticamente igual a la formulacién antes mencionada (P4), mientras que la aw del
control (0,972) resultd en un valor intermedio respecto a las hamburguesas hibridas.

Respecto al rendimiento (Figura 2.4b), el andlisis de la varianza mostré que los
factores individuales tipo de harina y el nivel de harina adicionada resultaron
significativos, mientras que todas las interacciones (dobles y triple) fueron
significativas (P < 0,05), aun las que involucraban al factor relacién agua/harina que no
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habia sido significativo en forma individual. Cuando se analizd su interaccion con el
tipo de harina se observé que a baja relacion agua/harina para las harinas de porotos y
lentejas se obtuvieron los mejores resultados pero ocurrié lo opuesto para las harinas
de arvejas y de garbanzos, mientras que cuando la relacion agua/harina era alta, el
efecto fue menos evidente.

En la Figura 2.4b pueden observarse los rendimientos obtenidos para las
hamburguesas hibridas. Todas las formulaciones presentaron valores elevados,
superiores al 87 % y alcanzando en algunos casos el 91 %. Para las formulaciones con
harinas de garbanzos y arvejas (formulaciones G y A), los mayores rendimientos se
observaron en productos con el mayor nivel de harina agregado (15 %, formulaciones
G 4-6 y A 4-6), sin embargo, para las hamburguesas con harinas de porotos y lentejas
(formulaciones P y L), el efecto de la cantidad de harina fue menos evidente
obteniéndose los valores mas altos tanto para 8 como para 15 %. Esto podria
explicarse por las mayores capacidades de absorcién de agua (CAA) que presentaron
estas harinas (Tabla 1.6) respecto a las harinas de garbanzo y arveja.

Los rendimientos obtenidos en los productos hibridos resultaron mayores (P< 0,05)
a los encontrados tanto para el producto comercial (84,3 %) como para el control sin
reemplazo elaborado en el laboratorio (76,4 %), por lo que la incorporacidn de harina
de legumbres mejoré significativamente el rendimiento de los productos.

Una hamburguesa generalmente se compone de fibras de carne mas o menos
intactas y haces de fibras, distribuidos al azar (Tornberg, 2005) en comparacién con la
estructura anisotrépica bien definida del misculo completo. El molido de la carne en
combinaciéon con la adiciéon de sal da como resultado cierta extraccién en la fase
acuosa de proteinas miofibrilares que, con el subsiguiente calentamiento, permiten la
formacién de un complejo gel cdrnico junto con otros componentes de la
hamburguesa, como se mencioné anteriormente. De acuerdo con Salcedo-Sadoval et
al. (2015) el rendimiento depende de los niveles de agua y aceite incorporados, y de
cuan efectivo resulta el ingrediente empleado para retener esos fluidos en los
productos reformulados, en este caso, la harina de legumbres adicionada. Los mayores
rendimientos observados en la hamburguesas con harinas de legumbres respecto al
control estarian entonces relacionados no solo con la capacidad de las proteinas

carnicas extraidas para formar un gel y la baja contraccion que presentan los trozos de
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fibras, sino ademas con los componentes de las harinas: fibra, almidon y proteinas, ya
sea solos o interaccionando con proteinas de la carne, que formarian una red mas
eficiente para evitar las pérdidas de liquido (Sanjeewa et al., 2010). Los componentes
de las harinas ayudan a retener agua y grasa durante el proceso de coccidn,
aumentando el rendimiento (Farooq y Boye, 2011).

La celulosa presente en las legumbres estd compuesta por una larga secuencia
lineal de restos de D-glucosa unidos por enlaces B(1->4) unidas por puente de
hidrégeno formando una serie de agregados denominados microfibrillas. La celulosa
forma instersticios e incrementa el area superficial por unién a hemicelulosa,
constituida por una cadena lineal relativamente larga sobre la que pueden aparecer
cadenas laterales cortas. Esta contribuye a la capacidad de retencion de agua y aceite
de la fibra insoluble (Shariati-levari et al., 2016). Debido a los altos contenidos de fibra
dietaria total de las harinas de legumbres (Tabla 1.4) esta podria reforzar entonces
estas matrices carnicas mediante su hidratacién y capacidad espesante, colaborando
también con el aumento de los rendimientos (Jiménez-Colmenero y Delgado-Pando,
2013). En cuanto al almiddn, éste tiene la habilidad de gelatinizar, absorbiendo una
cantidad de agua considerable, contribuyendo a la mejora de la retencién de agua en
las hamburguesas (Totosaus, 2009).

Tendencias similares fueron observadas por Dzudie et al. (2002) con la utilizacién de
harina de porotos en salchichas de carne de bovina y por Serdaroglu et al. (2005) con
harina de porotos alubia tipo carilla (Vigna unguiculata), harina de garbanzos y de
lentejas en productos tipo albdndigas.

En las Figuras 2.5 a) y b) se presentan los resultados obtenidos para el liquido

liberado por presion y reduccidén de diametro, respectivamente.
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Figura 2.5 Liquido liberado por presién (a) y reduccién del didametro (b) de hamburguesas con
reemplazo parcial de carne de cerdo por harinas de legumbres (A: arvejas, G: garbanzos, L:
lentejas, P: porotos; formulaciones 1-6: cddigos para el nivel de harina y agua segun Tabla 2.1.

Para el liquido liberado por presion (LLP) (Figura 2.5a) de acuerdo al anilisis de
varianza todos los factores asi como las interacciones entre ellos resultaron
significativos. Respecto al tipo de harina utilizado, se encontrd que con el agregado de
harina de lentejas en general se obtuvieron valores mayores del LLP. Cuando se analizé
la influencia del nivel de harina adicionada, se encontrd que las formulaciones con 15
% de harina (formulaciones 4-6) presentaron los menores valores de LPP, con
excepcion de las formulaciones con harina de porotos, para las cuales las medias para
las formulaciones con 8 % y 15 %, no presentaron diferencias significativas (P > 0,05).
También se observé que los valores de LLP aumentaban para ambos niveles de harina
conforme aumentaba la relacion agua/harina. La relacion entre mayores niveles de

agua agregada y liquidos liberados por presion mas altos fue descripta también por
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Chang y Carpenter (1997) en el desarrollo de salchichas tipo Frankfurters con el
agregado de agua y salvado de avena, y por Gujral et al. (2002) en hamburguesas
formuladas con huevo liquido y proteinas de soja.

Cuando se compararon los resultados obtenidos para las hamburguesas con harinas
de legumbres, para el control y para el producto comercial, se encontré que éstos
ultimos presentaron valores significativamente mayores (6,20 y 1,1 %,
respectivamente) respecto a las hamburguesas hibridas, lo que concuerda con los
resultados de rendimiento y el efecto que tendrian los componentes aportados por las
harinas en estos sistemas cdrnicos. Bajos valores de LLP estarian relacionados con
productos mas jugosos, por lo que las hamburguesas hibridas serian matrices que
retiene mas eficientemente el agua (Holliday et al., 2011).

Con respecto a los resultados obtenidos para la reduccion de diametro (Figura
2.5b) fueron significativos en forma individual los factores tipo de harina y relacion
agua/harina, y respecto a interacciones, existié una interaccién doble significativa
entre todas las variables. Todas las formulaciones ensayadas presentaron bajos valores
de reduccién de didmetro (0,7 - 5,8 %). En general, se observaron los mejores
resultados (menores valores para reduccidon de didmetro) cuando se utilizé harina de
porotos. Respecto al factor relacion agua/harina, se obtuvieron reducciones menores
tanto para el nivel bajo como intermedio de agua, para ambos niveles de harina. En
general, a mayor proporcion de agua, mayor la reduccién del didmetro observada, que
estaria relacionado con un mayor LLP.

El agregado de harina permitié disminuir entre 53,2 y 94,35 % la reduccién del
diametro de los productos respecto al control (cuya reduccion fue de 12,4 %) y entre
39,6 y 92,7 % respecto al comercial (con reduccién de 9,5 %). Estos resultados se
atribuyeron a una mayor retencion de liquidos por parte de la matriz de las
hamburguesas con carne y harina de legumbres. Durante el proceso de coccidon de la
hamburguesa, el producto pierde peso y se encoge debido a desnaturalizacion vy
contraccion de las proteinas, evaporacion de agua y goteo de grasa (Braeckman et al.,
2009). Los componentes de las harinas de legumbres, como ya se menciond, pueden
absorber agua y retener la materia grasa, a partir de la capacidad de hinchamiento del
granulo de almidén y la gelacidon de proteinas al aplicar calor (Gujska et al., 1994;

Huang et al., 1999; Pietrasik y Janz, 2010; Soria-Hernandez et al., 2015). Parte del agua,
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como asi también, los lipidos quedan atrapados en la red gelificada formada por las
proteinas, como también, algunas moléculas se pueden unir a las proteinas vegetales
(Maninder et al., 2007). Estas propiedades permiten que los productos hibridos
retengan mds agua y lipidos durante el proceso de coccién, lo que permite al producto
mantener mejor su tamafio original.

Por lo tanto, el reemplazo parcial de hasta un 44,6 % carne por harinas de
legumbres, debido a la composicién de las harinas y sus propiedades, redundaria en
productos hibridos con buenos rendimientos, baja reduccién de didmetro y poca
pérdida de liquidos por presidn, aspectos que serian bien apreciados por el

consumidor.

La Figura 2.6 (a,b,c) presenta los resultados obtenidos para los pardmetros dureza,
cohesividad, y elasticidad obtenidos del andlisis de perfil de textura realizado sobre las
hamburguesas hibridas.

Segun el analisis de los resultados obtenidos para la dureza de las hamburguesas
hibridas (Figura 2.6a) fue significativamente afectada (P < 0,05) por los tres factores
individuales y por las interacciones entre ellos, a excepcién de la interaccién tipo de
harina-relacion agua/harina. En general, la combinacidn de altos niveles de harina y
agua resultd en productos mds blandos (menor dureza). Por otro lado, hamburguesas
con 15 % de harina de arvejas, garbanzos o lentejas y la menor relacién agua/harina
(formulaciones A4, G4 y L4), resultaron ser las mas duras, pero este efecto no fue
observado en formulaciones equivalentes con harina de porotos. Se observé también
gue, en general, las hamburguesas adicionadas de harina de porotos (formulaciones P)

resultaron ser las mas blandas.
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Figura 2.6 Parametros del andlisis de perfil de textura: a) dureza, b) cohesividad, c) elasticidad,
de hamburguesas con reemplazo parcial de carne de cerdo por harinas de legumbres (A:
arvejas, G: garbanzos, L: lentejas, P: porotos; formulaciones 1-6: cddigos para el nivel de harina
y agua segun Tabla 2.1.
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Por otro lado, las durezas obtenidas para el control (10,2 N) y el producto comercial
(12,0 N) resultaron estar entre las mdas bajas en comparacion con las hamburguesas
hibridas, solo presentando la formulacién P6 un valor aun menor. Algunas
formulaciones (A6, G6, P6, L6, P3, P5) resultaron de similar dureza respecto al
producto comercial (P > 0,05). El hinchamiento de los granulos de almidén contenidos
en la harina, al aumentar la temperatura durante la coccion de la hamburguesa,
permitiria obtener una red mds compacta y fuerte que da como resultados productos
mas firmes. El efecto de refuerzo al gel por parte del agregado del almidén puede
deberse al hinchamiento del mismo, estos inmersos en el gel proteico, comprimirian la
matriz, produciendo ademas una pérdida de agua que aumentaria la firmeza (Carballo
etal., 1996).

Respecto al andlisis de la cohesividad de las hamburguesas hibridas (Figura 2.6b),
todos los factores individuales y las interacciones resultaron significativos, con
excepcidon de la interaccion nivel de harina-relacion agua/harina. En general, se
encontré que las formulaciones con harina de porotos a 15 % (formulaciones P 4-6)
presentaron las matrices menos cohesivas. Si bien el factor nivel de harina adicionada
resultd significativo, las diferencias de cohesividad entre ambos niveles resultaron
pequeiias, mientras que hubo una cierta tendencia de que, a menor relacion
agua/harina, mas cohesiva resultaba la matriz. La combinacion de 15 % de harina
agregada vy alta relaciéon agua/harina resulté en los valores mas bajos encontrados,
siendo las formulaciones en las que el reemplazo de carne fue mayor.

Todos los valores de cohesividad obtenidos para hamburguesas con reemplazo de
carne de cerdo por harinas de legumbres estuvieron comprendidos en el rango 0,50 —
0,56 J/J, resultando menores con respecto al control sin reemplazo preparado en el
laboratorio (0,59 J/J) pero similar al producto comercial (0,54 J/J).

Estos resultados podrian indicar que, si bien las interacciones entre las proteinas de
la carne y los componentes de la harina podrian aumentar la dureza, también
reducirian las conexiones de particulas de carne entre si, dando lugar a una estructura
menos densa y uniforme, disminuyendo la cohesividad de las hamburguesas (Jiménez-
Colmenero, 2000). Resultados similares fueron observados en sistemas carnicos con el

agregado de fibra de salvado de arroz (Zhuang et al., 2016), harina de semillas de
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qguinoa (Verma et al., 2019), harina de lentejas (Baugreet et al., 2016; Baugreet et al.,
2017) y harina precocida de mandioca (Akwetey y Knipe, 2012).

Cuando se analizaron los resultados de elasticidad (Figura 2.6c) se encontré que los
factores individuales tipo de harina y relacion agua/harina resultaron significativos, al
igual que todas las interacciones con excepcion de la interaccidn nivel de harina-
relacion agua/harina. En general, para las hamburguesas con 15 % de harina agregada
se encontraron los menores valores en el caso de emplear harina de porotos, aunque
esta tendencia no fue observada cuando la adicion fue de 8 %.

Las hamburguesas con reemplazo parcial de carne de cerdo por harina de
legumbres presentaron valores de elasticidad entre 0,78 y 0,88 mm/mm, mientras que
los obtenidos para el producto comercial (0,80 mm/mm) y para el control (0,84

mm/mm) estuvieron cercanos a los mas bajos o intermedios de los productos hibridos.

En la Figura 2.7 (a,b) se presentan los resultados obtenidos para la masticabilidad y
resiliencia en el andlisis de perfil de textura realizado sobre hamburguesas hibridas.

La masticabilidad siguid una tendencia bastante similar a la dureza, como puede
observarse en la Figura 2.7a, atribuido a que este pardmetro es funcién de los otros
tres (dureza x cohesividad x elasticidad), y que fue la dureza la que presenté la mayor
variacion relativa entre formulaciones. Para este parametro, todos los factores y sus
interacciones resultaron significativos.

Respecto al andlisis de la resiliencia (Figura 2.7b) todos los factores individuales y
sus interacciones resultaron significativos, con excepcién de la interaccién nivel de
harina-relacion agua/harina. En general, los menores valores de resiliencia se
encontraron en las formulaciones con harina de porotos y lentejas (formulaciones P y
L, respectivamente). Ademas, el agregado de agua disminuyd los valores encontrados.

El producto comercial presenté uno de los valores mas bajos de resiliencia (0,32 J/J)
mientras que fue intermedio para el control (0,36 J/J), en concordancia con los
resultados obtenidos para la elasticidad debido a la estrecha relacién entre ambos

parametros.
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Figura 2.7. Parametros del andlisis de perfil de textura: a) masticabilidad, b) resiliencia de
hamburguesas con reemplazo parcial de carne de cerdo por harinas de legumbres (A: arvejas,
G: garbanzos, L: lentejas, P: porotos; formulaciones 1-6: codigos para el nivel de harina y agua

segun Tabla 2.1)

Se encontraron correlaciones positivas entre cohesividad y elasticidad (R = 0.60, P <
0.001), y entre resiliencia y cohesividad (R = 0,85, P < 0,001). La primera estaria
relacionada con el hecho que ambos pardmetros tienden a reflejar la fuerza vy
resistencia de los enlaces internos del producto. La segunda se relaciona con el hecho
qgue la resiliencia es la tendencia de las muestras para recuperar su forma original
luego de ser sometidas a la primer compresién: una muestra con valores altos de este
parametro, también presentara valores altos para la cohesividad, ya que el si el
material resiste el primer ciclo sin desintegrarse, el valor sera cercano a 1. Si bien la

elasticidad y la resiliencia son parametros que guardan cierta similitud, en muchos
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casos sin embargo, los productos recuperan su altura luego de la compresion de
manera diferente a la energia que ejercen para recuperar su forma.

Los resultados para los parametros de textura en productos carnicos similares
descriptos por otros autores son muy variados. Der (2010) observé que la
incorporacion de un 12 % de harina de lentejas micronizada en hamburguesas de
carne vacuna baja en grasas no tuvo efecto en su dureza, pero si disminuyd la
cohesividad respecto al producto sin el agregado. Albarracin, Acosta y Sanchez (2010)
observaron incrementos en dureza y disminuciéon en cohesividad y elasticidad al
incorporar harina de porotos al 6 y 9 % en salchichas escaldadas. Holliday et al. (2011)
reportaron que el agregado de harina de lenteja verde en dos niveles (42,5 y 50 %) en
hamburguesas de carne vacuna con 20 % de grasa resultaron mas blandas comparadas
con un control sin el agregado de la harina. Una tendencia similar fue encontrada por
Shariati-levari et al. (2016) con el agregado de harina de garbanzos y lentejas verdes.
Motamedi et al. (2015) ensayaron el agregado de harina de garbanzos y lentejas en
hamburguesas en tres niveles (4, 8 y 12 %). Los resultados indicaron que la dureza y
masticabilidad aumentaban conforme aumentaba el contenido de harina, en
comparacion con el control. Baugreet et al. (2017) formularon hamburguesas de carne
vacuna con el agregado de harina de lentejas en dos niveles, 3y 7 %, encontrando para
ambas formulaciones valores de dureza y cohesividad menores que los
correspondientes a la formulacion control. Aslinah et al. (2018) incorporaron harina de
poroto adzuki (Vigna angularis) en albdndigas de carne vacuna reducidas en grasas,
encontrando que el agregado de la harina aumentd los valores de dureza y
masticabilidad.

Por lo tanto, existe un rango muy amplio de resultados posibles de textura que

depende del sistema, del tipo de legumbre y de la forma de su incorporacién.

En la Figura 2.8 (a,b,c) se presentan los resultados obtenidos para los parametros

de color.
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Figura 2.8 Parametros de color a) L*, b) a* y ¢) b* de hamburguesas con reemplazo parcial de
carne de cerdo por harinas de legumbres (A: arvejas, G: garbanzos, L: lentejas, P: porotos;
formulaciones 1-6: cédigos para el nivel de harina y agua segun Tabla 2.1)
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Al analizar los resultados obtenidos para la luminosidad L* (Figura 2.8a), todos los
factores y sus interacciones resultaron significativos. Se pudo observar una cierta
tendencia de que hamburguesas con harina de lentejas en ambos niveles, 8 y 15 %
(formulaciones L 1-6) presentaron los menores valores de L*, mientras que las que
contenian harina de porotos en ambos niveles (formulaciones P 1-6) mostraron los
valores mayores. En general también se observé que, respecto al nivel de harina
adicionada, los mayores valores de L* se obtuvieron para 8 %, y con el factor
relacion/agua harina, mayores L* fueron obtenidos conforme aumentaba la relacién.
Los valores de L* para el control (66,00) y el producto comercial (70,08) resultaron
entre los mas bajos, similares a las formulaciones con harina de lenteja (formulaciones
L).

De acuerdo al analisis de varianza para el pardmetro a* (Figura 2.8b), los tres
factores individuales resultaron significativos y también las interacciones a excepcion
de la interaccion tipo de harina-relacion agua/harina. Las formulaciones con harina de
arvejas (A) presentaron los menores valores de a*, siendo las hamburguesas con 15 %
y mayor relacién agua/harina (formulacion A6) las de resultados mas bajos, alcanzando
valores negativos (mas verdoso) (P < 0,05). Esto estaria relacionado con la coloracién
qgue presentd la harina de arvejas caracterizada previamente (Tabla 1.3), en donde se
observé que el pardmetro a* resulté el mas bajo respecto a las demas harinas.

En general, todas las formulaciones con adicién de 8 % de harina, resultaron con
valores mas altos de a*, debido probablemente a la mayor proporcién de carne y su
aporte a este parametro. Respecto al factor relacion agua/harina, a medida que
aumentaba la relacion, disminuy6 el valor de a*. Asimismo, las diferencias entre 8 y 15
% se redujeron a medida que disminuyd la relacién agua/harina.

Por otro lado, los mayores valores de a* se obtuvieron en las formulaciones con
harina de lentejas. La incorporacidon de harina de lentejas en ambos niveles y para
todas las relaciones agua/harina resulté en valores de a* mayores (mas rojo) (P < 0,05)
respecto a las hamburguesas con las otras harinas, pero comparables a los obtenidos
para el control y el producto comercial (4,83 y 4,25, respectivamente) (P < 0,05). Esta
coloracién mas rojiza obtenida en las hamburguesas con carne de cerdo y harina de
lentejas seria atribuida al elevado contenido de carotenoides de esta leguminosa (Lee

et al., 2017). Las hamburguesas con carne de cerdo y harinas de arvejas, garbanzos y
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porotos (formulaciones A, G y P) presentaron valores para el parametro a* inferiores al
control y al producto comercial.

Cuando se analizé el parametro de color b* (Figura 2.8c) de hamburguesas hibridas,
todos los factores y sus interacciones, con excepcidn de la interaccidn nivel de harina-
relacion agua/harina, resultaron significativos. En general los menores valores para b*
se encontraron en las formulaciones con harina de lentejas y porotos (formulaciones L
y P), siendo este efecto mayor para el nivel de 15 %. El efecto de la relacion
agua/harina fue menos evidente.

El producto comercial presenté un parametro b* de 13,00, similar a las
formulaciones con 8 % de harina de lentejas (L 1-3) y 15 % de harina de porotos (P 4-
6), mientras que el control, con un b* = 15,12, resulté similar a las formulaciones con 8

% de harina de arvejas y garbanzos (A 1-3y G 1-3).

En la Figura 2.9 se presentan las diferencias de color (AE) de hamburguesas hibridas

respecto al producto comercial.
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Figura 2.9 Diferencia total de color (AE) entre hamburguesas con reemplazo parcial de carne
de cerdo respecto al producto comercial (A: arvejas, G: garbanzos, L: lentejas, P: porotos;
formulaciones 1-6: cédigos para el nivel de harina y agua segun Tabla 2.1)

Cuando los tres parametros de color fueron combinados en el calculo de la
diferencia total de color respecto al producto comercial, (Figura 2.9), se encontré que
los productos que emplearon harina de lentejas al 8 % en reemplazo de carne de cerdo

(formulaciones L1-3) presentaron la menor diferencia total de color, seguidas de las
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hamburguesas elaboradas con harinas de garbanzos o arvejas al mismo nivel
(formulaciones G1-3 y A1-3). De acuerdo a Mokrzycki y Tatol (2012), existe una
correlacién entre los valores de AE y las diferencias que puede observar un
consumidor. Cuando AE toma valores entre 0 y 1, el observador no puede apreciar las
diferencias entre ambos productos; cuando oscila entre 1 y 2 solo un observador
experimentado puede notar las diferencias; entre 2 y 3,5 un observador sin
experiencia puede notarlas; entre 3,5 y 5 la diferencia de color es clara y cuando es
mayor a 5 cualquier observador puede distinguirlos como dos colores distintos. Segun
lo expuesto, todas las formulaciones serian reconocidas como diferentes por un
observador inexperto e incluso algunas serian diferenciadas como de colores distintos.

El color es quizas el atributo mas dificil de enmascarar a la hora de sustituir la carne
por harinas de legumbres, ya que éstas presentan una coloracién muy diferente a la de
la carne. Ademas, el proceso de coccion también puede afectar los cambios de color

generados por el agregado de la harina.

2.4.3 Analisis sensorial

Dado que todas las formulaciones estudiadas presentaron caracteristicas
tecnolégicas (rendimiento, reduccién de didmetro, textura, color) dentro de rangos
adecuados o esperables para este tipo de productos, se selecciond para cada tipo de
legumbre la formulacion con el mayor agregado de harina (15 %), y con una relacién
de agua/harina intermedia (por presentar dureza similar o levemente mayor a los
controles) (1,6 g/g) (formulaciones P5, C5, L5, B5 segun Tabla 2.1) a fin de realizar el
analisis sensorial. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 2.2.

El analisis de los resultados obtenidos indicé que todos los productos obtuvieron
puntajes aceptables (> 5) para apariencia, sabor, textura y aceptabilidad. Respecto al
color, las hamburguesas con harina de arveja obtuvieron puntajes inferiores a 5,
atribuido en parte quizds al desconocimiento por parte de los panelistas de los
ingredientes y/o diferencias entre formulaciones.

Las observaciones realizadas por el panel sensorial fueron clasificadas dentro de
tres grupos de acuerdo a su percepcidn sobre el producto: el primero correspondié a
los que no les gusto (puntuacion entre 1y 4), el segundo al cual le resulté indiferente

(puntuacién de 5), y el tercero al grupo que le gustd (puntuacién entre 6 y 9). El

84



Capitulo 2

porcentaje de panelistas que puntuaron cada propiedad entre 6 y 9 esta dado entre
paréntesis en la Tabla 2.2.Segun esta clasificacion entonces, mas del 41,6 % de los
panelistas expresaron que les gusto el sabor, el 61,1 % la textura, el 30,5 % el color,
36,1 % la apariencia y mas del 44 % estaba de acuerdo con una buena aceptabilidad
general para todas las formulaciones.

Estos resultados indicaron que los productos presentaron adecuados atributos de
calidad sensorial. Para todos los parametros sensoriales estudiados no se encontraron
diferencias significativas (P > 0,05) con el tipo de harina empleada en los productos.

A partir de estos resultados se podria inferir que si en las hamburguesas se
incluyera menor cantidad de harina en las formulaciones, como las formulaciones con

8 % estudiadas, los productos serian también bien aceptados por los consumidores.

Tabla 2.2: Evaluacidn sensorial de hamburguesas con reemplazo parcial de carne de cerdo por
15 % de harinas de legumbres con una relacién agua/harina de 1,6 g/g.

Formulacion*

Atributo
A5 G5 L5 P5
Apariencia  5,173(36,1) 5,75%(58,3) 5,14%(44,4) 6,22%(63,8)
Color 4,69°(30,5) 5,44%(52,7) 5,25%(50) 6,00%(61,1)
Textura 6,113(61,1) 6,43%(72,2) 6,06%(61,1) 6,08%(72,2)
Sabor 5,78%(58,3) 6,14%(61,1) 5,00%(41,6) 5,72%(55,5)
Aceptabilidad 5,47°(50) 6,06%66,6) 5,25%44,4) 5,78%52,7)
Dureza (%)**
1 13,9 25(0,28) 2,8 36,1(0,09)
0 80,6 69,4 86,1 55,6
1 5,6 5,6 11,1 8,3
Jugosidad (%)**
-1 36,1(1,9) 25(1,6)  58,3(0,05) 30,6(0,01)
0 58,3 69,4 41,7 66,7
1 5,6 5,6 0 2,8

*A: arvejas, G: garbanzos, L: lentejas, P: porotos. Medias con distintos superindices en una
misma fila presentan diferencias significativas (P < 0,05). El porcentaje de panelistas que
puntuaron cada propiedad entre 6 y 9 estd dado entre paréntesis.

**Para la dureza y la jugosidad fueron agrupados los puntajes en tres: los que correspondian a
puntajes <1, se agruparon en -1= mas blando/jugoso que el ideal, 0= adecuado, y los que
correspondian a valores >1 en 1= mas duro/jugoso que el ideal. Entre paréntesis se indica la
penalizacion cuando el porcentaje de casos fue mayor al 20%.
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Respecto al sabor, dado que en estos productos solo se utilizd sal (NaCl) y no se
incluyeron condimentos, el perfil de sabor aun podria ser ajustado con el agregado de
distintas opciones en estudios posteriores.

Los consumidores consideran a la terneza y la jugosidad como los atributos de
calidad mas importante tanto en carne fresca como en productos carnicos (Xiong,
2005). Por lo tanto, con la finalidad de realizar un analisis mas minucioso del efecto de
la incorporaciéon de harinas de legumbres sobre la dureza y jugosidad de las
hamburguesa se llevd a cabo el andlisis de estos atributos mediante escala JAR y
analisis de penalizaciones.

Como se menciond, la dureza es un parametro de gran impacto en la aceptacion del
producto (Grasso y Jaworska, 2020) y es facilmente comprensible su descripcién.
Ademas, dado que en el TPA los resultados para la dureza no diferian sustancialmente
entre las formulaciones, se buscé indagar mas alld del puntaje obtenido en la escala
heddnica para la textura (percepcién global que incluye a la dureza), cual era la
percepcion de los consumidores respecto a lo que esperaban de ese pardmetro.

Asimismo, se analizé la jugosidad con escala JAR, para evaluar si esta caracteristica
se podria relacionar con la medida instrumental del LLP, que resulté de menores
valores en las hamburguesas hibridas respecto a ambos controles.

Los resultados obtenidos se incluyeron también en la Tabla 2.2. Mediante este
analisis se confirmé que la dureza de los productos obtenidos con los distintos tipos de
harina (A5, G5, L5, P5) fue aceptada dado que para las 4 formulaciones se obtuvieron
altas proporciones de valores 0 (dureza adecuada), siendo mayores para formulaciones
con harinas de arvejas y lentejas (A5 y L5), y algo menores para las que contenian
harinas de garbanzos y porotos (G5 y P5), lo que indicd que entre el 55y 86 % de los
panelistas encontraron a la dureza de los productos como la adecuada. Asimismo, los
valores de penalizacién para las formulaciones con harinas de garbanzos y porotos
resultaron muy bajos (Tabla 2.2).

Respecto a la jugosidad, las respuestas obtenidas se centraron principalmente en
considerarlas con la jugosidad adecuada o con una jugosidad mas baja del ideal.
Aunque predominaron las que encontraban la jugosidad como ideal, con excepcion de

la L5, las penalizaciones fueron bajas para todas las hamburguesas.
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El LLP constituye una prueba objetiva de la medida de la jugosidad (Woodlley,
2014), y aunque ambos parametros se hayan positivamente correlacionados (Mwove
et al., 2018), la relacion no siempre es buena debido a la complejidad que presentan
estos (Lyon y Lyon, 1990). Por lo tanto, los bajos valores obtenidos para el LLP de las
hamburguesas hibridas respecto al control y al producto comercial indicarian una
adecuada de jugosidad.

Cabe destacar que la cantidad de panelistas que puntuaron la jugosidad con valores
extremos (-2 o 2) fue solo de 7, mientras que para la dureza fue solo uno.

Los bajos valores obtenidos para las penalizaciones para ambos pardmetros
indicarian que la durezay la jugosidad no fueron atributos clave en la aceptacion de los
productos y que una mejora en éstos no conllevaria un aumento importante en la
aceptacion de los mismos, ya que la diferencia en la puntuacion obtenida para la

III

aceptabilidad general para los panelistas que evaluaron como “ideal” en el JAR y los
que evaluaron como “mas blandas/menos jugosas” fue pequea.

Este analisis permitié concluir que, a pesar de estos productos presentaron
diferencias significativas para la dureza instrumental (ensayo TPA) y para el LLP, no
afectaron negativamente su aceptacién sensorial.

Este tipo de productos hibridos podrian salvar la brecha entre los productos

carnicos y las alternativas sin carne, brindando un producto con buenas cualidades

organolépticas.
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2.5 CONCLUSIONES

Fue posible reemplazar parcialmente carne de cerdo por harina de diferentes
legumbres en hamburguesas formuladas con aceite de girasol alto oleico obteniendo
productos con elevados rendimientos, que conservaron adecuadamente su tamafio en
la coccidn y presentaron valores bajos de pérdidas de liquido por presidn. La textura y
el color, en general, estuvieron afectados por el tipo de harina, el nivel de la mismay la
proporcion de agua/harina adicionada, resultando en hamburguesas con mayor dureza
y menor cohesividad respecto a su equivalente sin agregado de harina. Respecto a su
evaluacidon sensorial presentaron adecuada aceptabilidad independientemente del
tipo de harina adicionada.

Por lo tanto, mediante el reemplazo de hasta un 44,6 % de carne de cerdo por
harina de legumbres en hamburguesas con aceite de girasol alto oleico fue posible

obtener productos hibridos con caracteristicas tecnolégicas adecuadas.
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RESUMEN

Argentina se ha posicionado mundialmente como un pais exportador de materias
primas, en su gran mayoria. Entre uno de sus productos mas competitivos, el poroto se
destaca por su calidad y altos valores nutricionales, por lo que ha logrado liderar las
exportaciones en los ultimos afios. Dentro de las legumbres cultivadas en el pais, el
poroto representa el 80 % de la superficie sembrada total, y exporta mas del 90 % de
lo producido, siendo el consumo sélo de 250 g/habitante/afio y de manera estacional;
representando la regién del NOA la principal zona de cultivo.

Las variedades de porotos desarrolladas son determinantes para el éxito del cultivo,
por lo que una importante cantidad de ellas se renuevan afo tras afio, no solo debido
a la necesaria rotacion, sino al hecho de que enfermedades virales, bacterianas y
fungicas ponen en riesgo el potencial de produccién. La evolucién tecnoldgica facilité
una destacada transformaciéon del sector, combinada con proyectos de mejoramiento
genético orientados a continuar la busqueda de materiales superiores con altos
rendimientos, tolerantes a las principales enfermedades de la regién, de buenas
caracteristicas agrondmicas y de calidad comercial.

Una de las opciones de revalorizacion de la cadena productiva del NOA seria a
través de la obtencién de la harina de poroto como primer eslabdn del agregado de
valor para poder ser empleada como ingrediente funcional. Para esto, es necesario
analizar previamente sus propiedades funcionales como asi también su perfil
nutricional para que resulte exitoso el posterior proceso de desarrollo del alimento al
cual se incorpora.

Por lo tanto, se seleccionaron dos variedades genéticamente mejoradas del NOA de
porotos alubia: Cerrillos y Paloma, y se analizaron diferentes propiedades y
caracteristicas y se compararon con una harina comercial equivalente.

Al analizar la morfologia y el color de las semillas de ambas variedades, se encontré
que las caracteristicas eran similares. Se obtuvieron harinas a partir de la molienda de
sus respectivos granos y se analizaron su composicidon proximal, propiedades
funcionales y térmicas, presencia de compuestos bioactivos y de factores
antinutricionales. Se evalué ademas la microestructura y caracteristicas espectrales de

los componentes.
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Se encontré que los contenidos de fibra dietaria total y de proteinas fueron
similares en harinas de ambas variedades, mientras que la de Cerrillos presenté un
contenido ligeramente mayor de lipidos y la de Paloma de cenizas. Sin embargo, las
propiedades funcionales de las harinas no presentaron diferencias significativas entre
las variedades. Al comparar estas con la harina comercial del Capitulo 1, se observé
que si bien existieron algunas diferencias en la composicion proximal, no se
observaron en las propiedades funcionales. Respecto a los compuestos bioactivos,
ambas harinas presentaron contenidos de clorofila b de mas del doble de los de
clorofila a, con similares niveles para las distintas clorofilas y carotenoides; los niveles
de flavonoides y taninos también resultaron similares en ambas variedades. El
contenido de compuestos polifendlicos totales fue mayor para la harina de poroto
variedad Cerrillos, correlacionando con una mayor capacidad antioxidante evaluada
por dos métodos. Asimismo, las variedades NOA resultaron de mayor contenido de
compuestos polifendlicos y capacidad antioxidante por DPPH respecto a la harina
comercial. Respecto al contenido de fitoesteroles, la harina proveniente de la variedad
Paloma presentd el mayor contenido de estigmasterol. Entre los tocoferoles, solo se
detectd y-tocoferol, siendo mayor en la harina proveniente de porotos variedad
Cerrillos. En cuanto a los compuestos antinutricionales, en ambas harinas se detecté
acido fitico e inhibidor de tripsina, para el cual la harina de porotos Paloma presentd
un contenido mayor.

Los espectros FTIR obtenidos presentaron los picos caracteristicos para estos
productos, mientras que los espectros de difraccidn de rayos X de las harinas de ambas
variedades de porotos presentaron un patrén de almidén tipo C, encontrandose un
similar grado de cristalinidad. En ambas harinas pudieron observarse granulos de
almidén de caracteristicas morfoldgicas similares. En cuanto a las caracteristicas
térmicas, no se encontraron diferencias entre ambas variedades para las transiciones
térmicas obtenidas.

A nivel mundial existe una tendencia generalizada a los cambios en las formas de
vida y habitos de consumo mas saludables. Esto implica una oportunidad para
revalorizar este cultivo, ya que desde esta perspectiva, el poroto argentino cuenta con
potencial para el agregado de valor creando nuevos productos mas sanos vy

adecuandose asi a las nuevas demandas.
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3.1 INTRODUCCION

El sector legumbrero en Argentina es una de las principales actividades agricolas,
destacdndose a los porotos como la cuarta economia regional por ser la legumbre de
mayor peso en cuanto a los volimenes de produccidn nacional, representando mas del
80 % de la superficie cultivada total de legumbres. Es un cultivo de verano, de tipo
extensivo y de ciclo corto que dura aproximadamente entre 90 y 100 dias durante el
periodo de lluvias mads intensas, por lo que se ubica en zonas con una adecuada
distribucién de precipitaciones. En nuestro pais se producen principalmente las
variedades de porotos blanco y negro. En la campaia 2020/21 (MAGYP, 2021),
aproximadamente el 38 % de la superficie sembrada con esta especie le correspondid
al poroto alubia (blanco) mientras que el poroto negro representd el 40 %. El
porcentaje restante abarcd variedades de menor relevancia: porotos colorados,
ovales, coral, carioca, cranberrys, entre otros, los cuales constituyen nichos de
mercado poco significativos para la produccion nacional. Cabe sefialar que Argentina
es formadora de precio a nivel mundial en la especie poroto alubia debido a que la
oferta exportable de nuestro pais no coincide con la de los principales exportadores
mundiales de este producto (Reginatto, 2018).

Originalmente, el cultivo de porotos estaba centrado entre las zonas de Metan
(Salta) y Trancas (Tucuman), en una banda que no superaba los 100 kilémetros, con un
poroto blanco traido por los inmigrantes, que con el tiempo tomaria denominacion de
origen ya que en el mundo se lo reconoce como “Alubia Argentino” (Vizgarra et al.,
2016). En la actualidad, el cultivo se encuentra expandido al noroeste desde el limite
con Bolivia al norte de la provincia de Cérdoba. La produccién argentina de porotos se
encuentra localizada en el NOA, siendo Salta el principal productor, seguido de Jujuy,
Tucuman, Santiago del Estero y Catamarca. La produccién de legumbres saltefia en la
campafia 2019/2020 alcanzé un nivel 511 mil toneladas, casi la mitad de la produccion

nacional, donde el 92,5 % correspondio a porotos (Ministerio de Economia, 2021)

Como ya se menciond en el Capitulo 1 de esta Tesis, las legumbres tienen diversas
caracteristicas bioldgicas que contribuyen a mejorar la biodiversidad de las
explotaciones agricolas, constituyendo una opcidn sustentable para incluir en el

esquema de rotacion de cultivos que mejora el rendimiento de las variedades de
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verano. La amplia diversidad genética permite seleccionar y cultivar variedades
mejoradas. Esta diversidad es un atributo especialmente importante debido a que se
pueden desarrollar variedades resistentes al clima para su uso en zonas propensas a
las inundaciones, sequias y otros fendmenos meteorolégicos extremos. Asimismo,
tienen capacidad bioldgica para fijar su propio nitrégeno en el suelo y necesitan menos
fertilizantes, tanto orgdnicos como sintéticos, por lo que desempefian un papel
importante en la reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero, al tiempo
que favorecen la fertilidad del suelo.

En cuanto a la producciéon de porotos en Argentina, los factores que afectan la
estabilidad de la producciéon y la productividad se relacionan con la variabilidad
agroclimatica de las distintas zonas de produccién, los sistemas de cultivo y los demds
cultivos que interactian en los muy diversos sistemas productivos de la regién. Las
condiciones de sequia o el exceso de humedad, asi como las altas temperaturas o la
limitacion de luz en ciertos periodos, ocasionan pérdidas de rendimiento y calidad v,
ademas, son factores predisponentes para el desarrollo de enfermedades y plagas.
Estos problemas de producciéon se intentan superar mediante el mejoramiento
varietal, ya sea en su forma tradicional o mediante el uso de herramientas modernas
como la biotecnologia y utilizacion de germoplasma primitivo o silvestre. La

Ill

produccién del “alubia” tradicional es afectada por distintos tipos de virosis a pesar de
la proteccidon buscada con insecticidas de alto impacto ambiental, lo que ocasiona
también dafio, afectando la calidad comercial por reduccidon de tamano del grano,
brillo y color, incluido el manchado en distintas intensidades.

El mejoramiento genético del poroto se centra en dos lineas principales:
mejoramiento de caracteres y mejoramiento de cultivares o varietal. Existen tres
métodos tradicionales que se han usado para el mejoramiento varietal: seleccion,
introduccion e hibridacion (Garcia Medina, 1993).

El mejoramiento de poblaciones locales por seleccidon individual de plantas con
caracteres superiores deseados y desarrollo de lineas mejoradas ha sido un método
comun en el inicio del mejoramiento en muchos paises de América. Este es el origen
de la variedad de porotos tipo blanco grande denominada “Seleccion Cerrillos-INTA”

(Figura 3.2a), inscripta en el afio 1975 y obtenida por un trabajo de seleccién de 500

plantas en la zona nucleo de produccién del sur de Salta en 1969; y finalmente como
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compuesto masal de 11 lineas superiores seleccionadas y evaluadas desde 1972 en
ensayos de rendimiento. Su difusién a través de la produccién de semilla comenzé en
1977 y aun hoy ocupa el 60 % del drea de poroto blanco.

En cuanto a la hibridacidn, este proceso requiere de cuatro etapas: evaluacion de
germoplasma, seleccidn de progenitores, planificacién de cruzamientos, evaluacién y
seleccion de poblaciones hibridas segregantes y lineas avanzadas. El cultivar
denominado “Paloma” (Figura 3.2b) obtenido por hibridacion fue liberado en el afio
1994. Esta variedad fue seleccionada por presentar buena tolerancia a los patégenos y
al estrés hidrico, ademas de buen potencial de rendimiento y buena calidad de grano

(De Simone y Failde de Calvo, 2002).

Figura 3.2. Porotos alubia variedad: Cerrillos (a) y Paloma (b)

Los criterios de seleccién de variedades estdn relacionados con su resistencia a
enfermedades, rendimientos, tasas de maduracion, pero la informacion acerca de sus
propiedades fisicoquimicas, funcionales y calidad nutricional es aun escasa.

Nutricionalmente los porotos son reconocidos entre las legumbres como una buena
fuente de proteinas, con un alto contenido de almiddn, fibra dietaria (soluble e
insoluble), vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, B6 y acido fdlico) y algunos
minerales (calcio, magnesio, hierro, fésforo, potasio y zinc), como asi también por ser
ricos en flavonoides y polifenoles (Hayat et al., 2013). El consumo de porotos
contribuye a la prevencion y/o tratamiento de enfermedades crénicas/degenerativas,
como la obesidad, diabetes, cancer y enfermedades cardiovasculares, debido a los

micronutrientes presentes (como el acido félico y el magnesio), y el alto contenido de
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fibra y aminoacidos no esenciales (Campos-Vega et al., 2018). Los porotos también
presentan componentes considerados como “antinutricionales” como los inhibidores
enzimdaticos (de tripsina y a-amilasa), fitatos, compuestos fendlicos y taninos,
saponinas, entre otros. Sin embargo, existen estudios donde se reporta que estos
compuestos pueden tener efectos beneficiosos para la salud (Brouns, 2022; Choudhary
et al., 2021; Gitlin-Domagalska et al., 2020; Oliveira de Lima et al. 2019; Rana et al.
2019; Tatipamula y Kukavica, 2021), por ello incluso se los han clasificado como
compuestos bioactivos (Campos-Vega et al., 2018).

Las enzimas proteoliticas, o proteasas, son enzimas que catalizan la ruptura
hidrolitica de enlaces peptidicos especificos en sus proteinas blanco. Estas enzimas
estdn ampliamente distribuidas en plantas, animales y microorganismos (Laskowski Jr
y Kato, 1980). Las proteasas juegan un papel fundamental en casi todos los procesos
bioldgicos. La digestidon de proteinas de los alimentos, la apoptosis, coagulacién de la
sangre y las cascadas de senalizacidn celular, son algunos de los procesos en los que
estas moléculas participan escindiendo proteinas o pro-enzimas (lvanov y col., 2006).

La mayoria de los inhibidores de proteasas que han sido estudiados de la naturaleza
son de origen proteico (Otlewski et al., 2005). Son polipéptidos que inhiben la accién
de proteasas y se encuentran extensamente distribuidos en diferentes tejidos de
animales, plantas y microorganismos. Su actividad obedece a su capacidad de formar
complejos estables con las proteasas blanco, bloqueando, alterando o impidiendo el
acceso del sustrato al sitio activo de la enzima mediante interacciones por puentes
disulfuros, de hidrégeno o interacciones hidrofébicas (Turk y Bode, 1991; Iwanaga et
al., 2005; Rawlings et al., 2016).

Las proteasas se encuentran agrupadas de acuerdo al aminoacido o grupo
involucrado en el sitio activo: serina (Ser), treonina (Thr), cisteina (Cys), aspartato
(Asp), glutamato (Glu), o un atomo metdlico en metaloproteasas. Las proteasas
de serina son hidrolasas que degradan enlaces peptidicos de péptidos y proteinas. Esta
clase de enzimas incluye a la tripsina y quimotripsina, entre otras. Dentro del grupo de
los inhibidores de serin proteasas se encuentran, como las familias mds importantes en
semillas de legumbres, los inhibidores de tipo Bowman-Birk (BBIs) y los inhibidores de
tipo Kunitz. La principal diferencia entre estos dos tipos de inhibidores es el nUmero de

enlaces disulfuro que presentan: los BBIs suelen contener siete, mientras que la
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mayoria del tipo Kunitz contienen solo dos. Ademas, estos Ultimos presentan un solo
sitio reactivo, mientras que, en algunos BBIs, hay dos sitios. Independientemente de
estas diferencias, ambas familias comparten un mecanismo similar de inhibicién
(Bendre et al., 2018). Sin embargo, la particularidad del gran nimero de enlaces
disulfuro en los de tipo BBIs le confiere una extrema termoestabilidad.

Dentro de los inhibidores de proteasas en legumbres, algunas variedades contienen
ambos tipos, mientras que, en otras, solo estd presente uno de ellos, por ejemplo, los
BBIs en los porotos y lentejas son sdlo los que estdn presentes (Avilés-Gaxiola et al.,
2018).

Si bien es conocida la inhibicidn de estos compuestos sobre la actividad de enzimas
pancreaticas como tripsina y quimotripsina, reduciendo la digestion y absorcién de
proteinas, también se ha informado que presentarian efectos beneficiosos para la
salud. Por ejemplo, se ha descripto que este tipo de compuestos presentan actividad
antiflamatoria (Qi et al., 2005), y que a través de esta propiedad, protegerian a las
neuronas de la neurotoxicidad mediada por macroéfagos activados (Li et al., 2011).
Ademas, han sido descriptos como agentes antibacterianos, por inhibir proteasas
bacterianas implicadas en varios procesos fisiolégicos, o por interactuar con la pared
celular o proteinas de membrana ocasionando cambios en la permeabilidad celular e
inducir la muerte bacteriana (Supuran et al., 2002; Li et al., 2007; Kim et al., 2009).
Incluso se ha encontrado evidencia basada en estudios epidemioldgicos y en animales
gue indicaron que los inhibidores tipo Bowman-Birk podrian actuar como agentes
anticancerigenos (Chen et al., 2005; Mehdad et al., 2016).

El acido fitico (hexafosfato de inositol) es una sustancia presente en alimentos de
origen vegetal. Esta distribuido de manera uniforme en el cotiledén y asociado a
proteinas en las legumbres (Reddy y Pierson, 1987; Sandberg y Svanberg, 1991).
Constituye la principal forma de almacenamiento de fésforo en las semillas y se
encuentra generalmente en forma de sales (Abdulwaliyu et al., 2019) Se considera un
antinutriente debido a su capacidad de interferir en la absorcién intestinal y en Ila
biodisponibilidad de diversos minerales debido a su alta afinidad por cationes
polivalentes como Cu?¥, Zn?*, Ni?*, Co?*, Mn?*, Fe3* y Ca?* (Silva y Bracarense, 2016),
debido a que, animales monogdstricos como el hombre no estdn provistos de

suficiente actividad de fosfatasas endégenas (fitasas) que sean capaces de liberar los
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minerales de la estructura del fitato. Sin embargo, también existen evidencias de la
fuerte actividad antioxidante que presenta asociada a esta capacidad, especialmente el
hierro, que actia como pro-oxidante en la degradacion oxidativa de lipidos (Brouns,
2021). Especificamente, se ha encontrado que el acido fitico también muestra
actividad protectora frente a lesiones hepdticas al disminuir el estrés oxidativo
(Abdulwaliyu et al., 2019). Por otro lado, modula las funciones del sistema inmune
regulando la accién de los neutréfilos, aumentando la actividad de las células NK (del
inglés, natural killer) y disminuyendo la expresion de interleucinas proinflamatorias y
citocinas. También modula la apoptosis para proteger las células y prevenir el
desarrollo de enfermedades (Silva y Bracarense, 2016). Karkle y Beleia (2010)
estudiaron el efecto que producia el remojo y coccién en alimentos que contenian
acido fitico, revelando que el remojo disminuye la cantidad de acido fitico mientras
que la coccién no produce una mayor reduccion en su cantidad.

La presencia de taninos en alimentos cobra relevancia ya que actian como
inhibidores de enzimas digestivas y pueden reducir también la palatabilidad de un
alimento por la astringencia que producen al combinarse con las proteinas salivales.
Ha sido también sefialado que interfieren en la asimilacién de la vitamina B1 (tiamina)
(Janssen, 1997). Por otra parte, ciertas clases de taninos han sido asociadas con la
reduccion del riesgo de enfermedades coronarias (Gresele et al., 2011; Kabagambe et
al., 2005).

En relacién con el contenido proteico, el rango reportado en porotos es amplio
(17,08 — 25,46 %) (Miles et al., 2015), dependiendo de la variedad y condiciones
ambientales. La fraccion mayoritaria de las proteinas en los porotos, como se describio
previamente en el Capitulo 1, son las globulinas seguidas por las albuminas. La fraccién
7S es la principal proteina de reserva en las semillas de porotos (40-50 %), y
representan la principal fuente de aminoacidos y de nitréogeno, desempefiando un
papel clave durante el proceso de la germinacién y el crecimiento temprano de la
plantas, mientras que la fraccién 11S solo aporta el 10 % del nitrégeno (Ganesan y Xu,
2017). Sin embargo, desde el punto de vista nutricional, presentan una baja
digestibilidad (en su estado nativo) por ser pobremente degradadas por enzimas en el

tracto gastrointesinal (Bessada et al., 2019).
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Respecto las prolaminas y glutelinas los porotos contienen una alta proporcion de
glutelinas (20 — 30%) en comparacién con otras legumbres, que suelen presentar entre
7y 15 % (Stupski, 2010).

En relacion a los hidratos de carbono, éstos se encuentran en alta cantidad (55-75
g/100 g porotos), donde la fraccion predominante es el almidén, pudiendo alcanzar
casi el 50 % del peso de la semilla (Ganesan y Xu, 2017; Gouveia et al., 2014, Hoover et
al., 2010) pero también incluye a la fibra dietaria y los oligosacaridos. Mas del 50 % de
la fibra presente es del tipo insoluble, compuesta principalmente por pectinas,
pentosanos, hemicelulosas, celulosa y lignina (Ganesan y Xu, 2017). En comparacién
con los cereales (maiz, trigo, arroz), los porotos presentan cantidades
considerablemente mds altas de almiddn resistente, que puede estar asociado con su
mayor contenido de amilosa, con la longitud de las ramificaciones de amilopectina,
grado de cristalinidad y tamafio de los granulos (Los et al., 2018). Ademas, el alto
contenido de fibra asi como la presencia de inhibidores de amilasa y fitatos, también
pueden contribuir a disminuir la tasa y grado de digestibilidad del almidén (Hayat et
al., 2014).

En cuanto al contenido lipidico, los porotos presentan niveles mas bajos respecto a
otras legumbres, no excediendo el 2 %. Se caracterizan por poseer alta proporcion de
acidos grasos insaturados, siendo el acido linolénico (C18:3 n-3) y el linoleico (C18:2 n-
6) los principales (62 — 83 % del total), seguidos por palmitico (C16:0) y oleico (C18:1 n-
9) (Chen et al., 2015). Esta alta proporcién de acidos grasos poliinsaturados n-3, estd
asociada con una relacion n-6/n-3 baja, que resulta beneficiosa para la salud (Sanhueza
Cataldn et al.,, 2015; Khrisanapant et al., 2019). Ademas de ser fisiologica y
bioquimicamente esenciales para las funciones corporales, también juegan un papel

importante en el desarrollo de tejidos sanos (Gomez-Candela et al., 2011).
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3.2 OBJETIVOS
Sobre dos variedades de porotos alubia agrondmicamente mejoradas,
desarrolladas en INTA Cerrillos (Salta) se buscé:

e estudiar las caracteristicas morfoldgicas y de color de las semillas.

Sobre las harinas obtenidas a partir de las mismas variedades se propuso:

e analizar sus caracteristicas fisicoquimicas, incluyendo su composicién
proximal, color, contenido de compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante.

e evaluar el contenido de acido fitico e inhibidor de tripsina.

e analizar sus propiedades funcionales y térmicas.

e evaluar su microestructura y caracteristicas espectrales de componentes.

e comparar los resultados con los obtenidos para la harina comercial.

3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Material vegetal

Se trabajé con dos variedades genéticas distintas de porotos alubia, "Seleccion
Cerrillos-INTA" y "Paloma", a los que denominaremos en este trabajo de Tesis como
"Cerrillos" y "Paloma", respectivamente, y aportadas desde el Proyecto Nacional de
Mejoramiento de Legumbres de INTA Cerrillos (INTA, Estacién Experimental
Agropecuaria Salta, Cerrillos, Salta). Los cultivos se realizaron en microparcelas
(porciones de tierra independientes) conteniendo 5 hileras de 5 m de largo con 50 cm
de separacion entre ellas, bajo similares condiciones climaticas (Cwa/Cwb segun
clasificacién de Koéppen), y bajo practicas agrondmicas normales con minimo uso de
agroquimicos para conservar el material genético local y evitar pérdidas agrondmicas.

Los porotos (3 kg de cada variedad) se limpiaron y clasificaron para eliminar polvo y
granos defectuosos, y se envasaron en bolsas de polietileno a temperatura ambiente

hasta su procesamiento.

3.3.2 Caracterizacion morfoldgica y de color de porotos

Los consumidores tienen diferentes preferencias de combinaciones de tamarnio,
forma y color, y éstos representan los parametros principales cuando realizan la
eleccidon de compra de porotos. A nivel industrial, el tamario, la forma y el color, son
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importantes caracteristicas en los procesos de limpieza, clasificacion, almacenamiento
y proceso, pero también porque estos parametros determinan la calidad de los granos
y eso se relaciona con el mercado al que pueden ser comercializados. Ademas, el color
de la superficie de los porotos esta relacionado con la presencia de ciertos compuestos
y su concentracion, como los glicésidos de flavonoles, antocianinas y taninos

condensados (Beninger y Hosfield, 2003).

3.3.2.1 Morfologia

Para cada cultivar se seleccionaron al azar 25 porotos para medir su largo (L), ancho
(A), y espesor (E) empleando un calibre digital con lectura a 0,01 mm (SC111201,
Schwyz SA, Suiza).

Se calcularon el didmetro equivalente (DE), esfericidad (&), volumen (V), area
superficial (A) y relacion de aspecto (RA) de las semillas segun las siguientes

ecuaciones (Wani et al., 2017):

DE = (LAE)'/? Ec. 3.1
¢ = [(LAE)Y3/L] x 100 Ec. 3.2
V = nB?1?/6(2L — 3), con B = (AE)/? Ec.3.3
A =mnB?Ll?/2L - B Ec. 3.4
Ry=A/L Ec.3.5

La forma de los alimentos generalmente esta definida por dos parametros: la
esfericidad y la relacidon de aspecto. La esfericidad es una expresién utilizada para la
descripcién de la forma de sélidos no esféricos. Se define como la relacién entre la
superficie exterior de la particula y la superficie de la esfera con el mismo volumen que
la particula. Mientras que la relacion de aspecto se define como el cociente entre las
dimensiones méaximas y minimas de una particula, lo que es un indicativo de su

tendencia a tener forma oblonga (Omobuwajo et al., 1999). Valores mayores a 70 %
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para la esfericidad y a 0,7 para la relacién de aspecto, implican que el grano tiene una
forma similar a una esfera y que tiende a rodar mds que a deslizarse (Singh y Chandra,

2014).

3.3.2.2 Color

El color de la superficie de las semillas se determind mediante imagenes de las
mismas obtenidas con una cdmara digital y el procesamiento con un software
acoplado (Goii y Salvadori, 2017). El sistema emplea un patréon de color X-Rite
ColorChecker (X-Rite Inc., Grand Rapids, Michigan, EE.UU.) que permite ajustar un
modelo empirico de conversidn entre el espacio de color RGB de la cdmara y el espacio

de color CIE-Lab empleado para caracterizar las muestras.

3.3.3 Obtencidn de harinas de porotos

A partir de granos enteros, limpios, secos y con sus cubiertas se obtuvieron las
respectivas harinas con un molino ciclénico (3010-030 UDY Corporation, Fort Collins,
CO, EE.UU.) utilizando una malla de 1 mm. Las harinas obtenidas fueron almacenadas
herméticamente en bolsas de polietileno (Maraflex, Bemis, Argentina) al abrigo de la

luz y del calor hasta su andlisis.

3.3.4 Composicion proximal, pH, color y propiedades funcionales de harinas de
porotos

La determinacidon de la composicién proximal se llevéd a cabo evaluando el
contenido de humedad, cenizas, lipidos, proteinas, fibra dietaria total e hidratos de
carbono disponibles, segun lo descripto en la seccién 1.3.2.1. Para la medida del pH de
dispersiones al 10 % de las distintas harinas se siguid el protocolo descripto en la
seccion 1.3.2.2.

Las mediciones de color se realizaron de acuerdo a lo descripto en la seccidn
1.3.2.3.

Se determinaron la capacidad de absorcién de agua (CAA) y de aceite (CAAc), la
actividad emulsificante (AE), la estabilidad de emulsién (EE), y la concentracién minima

de gelificacion (CMG) de las harinas de porotos segun lo descripto en la seccién 1.3.3.
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3.3.5 Cuantificacion de compuestos bioactivos en las harinas de porotos

3.3.5.1 Pigmentos

Se midieron los contenidos de clorofilas (clorofilas a y b) y carotenoides, en
extractos de las harinas utilizando un espectrofotémetro (T-60 Vis spectrophotometer,
PG Instrument, Reino Unido) de acuerdo con el trabajo de Lichtenthaler (1987). Se
obtuvieron extractos a partir de harinas de ambas variedades (0,5 g), por duplicado,
utilizando acetona:agua (80:20 v/v) como solvente (2,5 ml) agitando durante 15 s en
vortex y centrifugando a 5500 g, 5 min (Centrifuga CM2036, Rolco, Buenos Aires,
Argentina). Se retiraron y reservaron los sobrenadantes, repitiendo el proceso de
extracciéon sobre los residuos obtenidos y combinando finalmente los sobrenadantes.
Se midié la absorbancia (A) de los extractos a tres longitudes de onda 663,2; 646,8 y
470 nm. El contenido de los pigmentos en los extractos fue calculado de acuerdo a las

Ecuaciones 3.6-3.9 y luego expresado en funcion de las harinas (ug/g harina).

Clorofila a: Ca=12,25x Ass3 2 — 2,79 X Agass Ec. 3.6
Clorofila b: Cb = 21,50 X A646,8 - 5,10 X A663,2 Ec. 3.7
Clorofilas totales (a+b): C(a+b) =7,15 x Ags3 2 + 18,71 X Acss s Ec. 3.8

Carotenoides totales (x+c): C(x+c) = (1000 x A470— 1,82 x Ca — 85,02 x Cb) /198 Ec. 3.9

3.3.5.2 Flavonoides y taninos

Para las determinaciones de flavonoides y taninos se obtuvieron extractos de
acuerdo a la metodologia propuesta por Xu y Chang (2007) empleando acetona:agua
(80:20 v/v) como solvente de extraccion. Para cada harina, se mezclaron 0,5 g con 5 ml
de solvente, se agitaron durante 3 h a temperatura ambiente y a resguardo de la luz, y
luego se mantuvieron en reposo durante 12 h. Posteriormente se centrifugaron a 3000
rom por 10 min (Centrifuga CM2036, Rolco, Buenos Aires, Argentina), se separd el
sobrenadante y sobre el residuo se repitié todo el proceso de extraccién. Los
sobrenadantes obtenidos fueron combinados y almacenados a 4 °C hasta su analisis.

La determinacidon del contenido de flavonoides se realizé a través de la técnica
descripta por Heimler et al. (2005). Sobre 0,25 ml de extracto de cada una de las

harinas se adicionaron agua desionizada (1,25 ml) y NaNOs3 5 % p/v (0,075 ml). Luego
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de 6 min de reposo, se afadieron 0,15 ml de una solucién de AICI3.H,0 (10 % p/v) y
transcurridos 5 min, se incorporaron 0,5 ml de NaOH 1 M. La mezcla se agitd y se midid
la absorbancia en un espectrofotémetro a 510 nm. Los resultados fueron calculados y
expresados como mg equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra (mg EC/g
harina) utilizando una curva de calibracion de (+)-catequina.

La estimacién cuantitativa de taninos se realizé utilizando el método descripto por
Julkunen-Tiitto (1985). El método se basa en la capacidad de taninos condensados para
reaccionar con la vainillina en medio acido para producir un color rojo. Sobre 0,5 ml de
extracto de cada una de las harinas se adicionaron 3 ml de una solucién 4 % de
vainillina/metanol y 1,5 ml de HCI concentrado (30 %), dejando reaccionar al resguardo
de la luz durante 20 min. Luego se midié la absorbancia a 500 nm empleando metanol
como blanco. Los resultados se expresaron en términos de mg equivalentes de (+)-
catequina por gramo de harina (mg EC/g harina) utilizando una curva de calibracion de

(+)-catequina.

3.3.5.3 Compuestos polifendlicos totales y capacidad antioxidante
Las metodologias utilizadas para obtener los extractos y para las determinaciones
de los compuestos polifendlicos totales y la capacidad antioxidante (métodos de DPPH

y ABTS) corresponden a las descriptas en la seccién 1.3.3.3.

3.3.5.4 Fitoesteroles y tocoferoles

El contenido de fitoesteroles y tocoferoles presentes en las harinas de porotos fue
determinado de acuerdo con Duong et al. (2016) con algunas modificaciones. Se
realizaron extractos a partir de 25 g de harina mediante método de Folch (Folch et al.,
1957). La fase lipidica fue saponificada con 5 ml de KOH 2,5 M a 80 °C por 30 min con
agitacién continua. La mezcla fue enfriada y enjuagada repetidas veces con agua
destilada y HCI 4 M. La fase organica fue separada y el solvente eliminado en
rotavapor. Los extractos obtenidos fueron derivatizados por resuspensién en 0,3 ml de
piridina, 0,3 ml BSA (N,O-bis (trimetilsilil) acetamida) y 0,4 ml de cloroformo, y reaccién
a 80 °C por 30 min.

Los extractos derivatizados fueron analizados por cromatografia de gases con

detector de ionizacion de llama, GC-FID (Agilent Technologies, 7890A, EE.UU.)
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utilizando una columna HP-5 (fenilo al 5 %, dimetilpolisiloxano al 95 %, 30 m, 0,320
mm, 0,25 um espesor de relleno), con relacién de inyeccion Split de 1:30 a 260 °C,
utilizando hidrégeno como gas transportador. La temperatura inicial de la columna fue
50 °C, se mantuvo por 30 s, se calentd a una velocidad de 20 °C/min hasta los 320 °Cy
se mantuvo durante 10 min mas, con un flujo de 1,4 ml/min. La identificacién y
cuantificacion de fitoesteroles (campesterol, B-sitosterol, estigmasterol) y tocoferoles
(a-, 6-, y y-tocoferol) se realiz6 empleando curvas de calibracién obtenidas para cada
estandar (Sigma-Aldrich, CABA, Argentina) considerando sus tiempos de retencién y
areas bajo las curvas. Los resultados para cada uno se expresaron como mg/100 g

harina.

3.3.6 Compuestos antinutricionales en las harinas de porotos

3.3.6.1 Acido fitico

Latta y Eskin (1980) desarrollaron el método espectrofométrico para la
determinacién de fitatos, el cual se basa en la decoloracién de un complejo purpura
entre el ion férrico y el 4cido sulfosalicilico (Reactivo de Wade: FeCl3.6H,0 al 0,03% y
acido sulfosalicilico al 3%) producido en presencia del fitato y con un maximo de
absorcién a 500 nm. En presencia de fitato, el hierro se une al éster de fosfato y no
estd disponible para reaccionar con el acido sulfosalicilico, lo que resulta en una
disminucion de la intensidad del color rosa.

Vaintaub y Lapteva (1988) han demostraron que no se requiere la separacion
preliminar del fosforo inorgdnico presente en el material vegetal a través de una
columna de intercambio y que este método puede realizarse directamente sobre los
extractos crudos, por ser considerablemente mas bajo que la cantidad de fitatos en las
muestras ensayadas.

Se obtuvieron extractos de las harinas segun Belmiro et al. (2020) en HCl 2,4 % con
agitacion durante 14 h y posterior centrifugacion. El contendido de fitatos se
determind sobre diluciones apropiadas de los sobrenadantes obtenidos. Los resultados
se expresaron como mg de acido fitico/g harina, utilizando una curva de calibracion

correspondiente, y realizando la conversién entre el fitato de sodio a acido fitico.
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3.3.6.2 Inhibidor de tripsina

Se realizd segin método AOCS (American Oil Chemists’ Society) Ba 12a-2020
descripto por Liu et al. (2021). En este método se emplea el sustrato sintético BAPA
(benzoil-DL-arginina-p-nitroanalida hidrocloruro), el cual es hidrolizado por la tripsina
produciendo p-nitroanilina, un compuesto de color amarillo, cuya produccion se puede
seguir por medida de la absorbancia a 410 nm. La presencia de inhibidores de tripsina
en una muestra de interés se puede evaluar midiendo la disminucién de velocidad de
conversion de BAPA en p-nitroanilina cuando se emplea una cantidad fija de la enzima
comercial.

Las muestras de harina fueron tamizadas con malla 50, equivalente a una abertura
de 300 um de didmetro o menor. A 1 g de cada harina se agregaron 50 ml de NaOH 10
mM dejando con agitacién a 500 rpm por 3 h a temperatura ambiente. Luego las
muestras fueron centrifugadas por 10 min (10000 rpm) (Centrifuga RC 5B, Sorvall,
Alemania) reservandose los sobrenadantes.

Se realizaron diluciones de los sobrenadantes obtenidos de modo que 1 ml de cada
uno lograra una inhibicion de la actividad de la tripsina de entre un 40 y 60 %. Se utilizd
una solucién patrén de tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.) y como sustrato una
solucién de BAPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.). El producto de reaccién de color
amarillo se cuantificd a través de la absorbancia a 410 nm. La actividad de inhibicidn de
la tripsina fue expresada como unidades inhibidoras de tripsina por mg de harina

(UIT/mg harina).

3.3.7 Microestructura de harinas y analisis elemental por SEM-EDS

La microestructura de las harinas de porotos fue evaluada con un microscopio
electrénico de barrido (SEM, FEI Quanta 200, EE.UU.). Las muestras fueron colocadas
sobre tacos de aluminio empleando cinta doble contacto y metalizadas con capa de
oro bajo vacio. Se procesaron duplicados de cada variedad y para cada uno se
observaron varios campos. Para la determinacién del tamafio de los granulos de
almidon se utilizé el software Imagel (National Institutes of Health, Stapleton, NY,
EE.UU., disponible en http://rsb.info.nih.gov/ij/), midiendo al menos 10 granulos por

campo.
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Para la estimacion del contenido mineral en las harinas se utilizé la técnica de
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS, también abreviada EDX o XEDS).
Es una técnica analitica que permite la caracterizacidon quimica y/o analisis elemental
de materiales. Una muestra excitada por una fuente de energia (como el haz de
electrones de un microscopio electrénico) disipa parte de la energia absorbida
expulsando un electrén del nucleo. Un electrén de una capa exterior de mayor energia
continda ocupando su posicion, liberando la diferencia de energia como un rayo X que
tiene un espectro caracteristico basado en su atomo de origen. Esto permite el analisis
de composicion de un volumen de muestra especifico excitado por la fuente de
energia. La posicion de los picos en el espectro identifica el elemento, mientras que la

intensidad de la sefal corresponde a la concentracion del elemento.

3.3.8 Analisis por Espectroscopia de transmisidon de infrarrojo con transformada de
Fourier con reflexion total atenuada (FTIR-ATR) sobre harinas de porotos

Las técnicas de espectroscopia vibracional, que incluyen tanto la espectroscopia
Raman como la de infrarrojo, son herramientas muy eficaces para el estudio de la
estructura y la reactividad molecular, tanto en moléculas de pequeia dimensién como
en biomoléculas mas complejas. La espectroscopia de infrarrojos (IR) se basa en el
estudio de la interaccidn de la radiacién electromagnética, en el rango infrarrojo del
espectro, con la materia. Dependiendo del rango de energia de la radiacidon que sea
utilizada, la interaccién con el material sera de diferente naturaleza. Al absorber la
radiacion infrarroja, las moléculas pueden cambiar su estado de energia vibracional y
rotacional. En el caso de muestras sdlidas y liquidas, sdlo se tienen en cuenta los
cambios entre estados de energia vibracional, lo que hace posible |la caracterizacién de
los principales grupos funcionales de la estructura molecular del compuesto.

La técnica de FTIR-ATR proporciona una buena alternativa para la deteccidn de los
componentes mayoritarios de manera rapida, no destructiva ni invasiva, confiable y
efectiva que puede ser utilizada en una amplio rango de matrices alimentarias
(Candogan et al., 2021; Cozzolino, 2014; Dong et al., 2020; Johnson et al., 2020).

Se registraron 3 espectros FTIR-ATR para cada harina en modo de transmisién en el
rango 4000-500 cm™. Cada espectro resultd del promedio de 32 escaneos con una

resolucion espectral de 4 cm™. La adquisicién de datos se realizé con el software
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OMNIC (versién 8.3, Thermo Scientific,c, MA, EE.UU.) en un espectrometro Nicolet
Thermo iS10 (Thermo Scientific, MA, EE.UU.).

3.3.9 Espectroscopia de difraccion de Rayos X de harinas de porotos

Los rayos X son una radiacién electromagnética con una longitud de onda tipica
entre 0,1 y 1 nm, longitud comparable a los espaciamientos moleculares en un cristal.
Cuando un haz de rayos X incide en un cristal, el cual es mantenido en un montaje
especial que permite su rotacion con respecto al haz incidente, ocurre una difraccion.
Los rayos difractados se registran a fin de obtener informacién de la estructura del
cristal (Jovanovich, 1997).

El analisis de difraccion de rayos X de angulo amplio (WAXS) fue realizado
empleando un difractdmetro de Rayos X (Xeuss 1.0, Xenocs, Grenoble, Francia) con un
detector Pilatus100K (Dectris, Suiza) y una fuente de rayos X de Cu-K a 1.2 (A = 1.54178
A). Los ensayos se realizaron en configuracién de transmisién con una distancia
muestra-detector fija de 97.68 mm a temperatura ambiente, la exploracidn de angulos
20 se realiz6 en un rango de 5 a 40°, a una velocidad de 3 repeticiones de 900 s cada
una y tamano de paso de 0,1°. Se utilizaron bases de aluminio para las muestras. Los
difractogramas obtenidos se analizaron con el software OriginPro 9.0 Software
(OriginLab Corporation, Massachusetts, EE.UU.).

Para la cuantificacién de la cristalinidad se utilizd una adaptaciéon del método
propuesto por Hermans y Weidinger (1948) para materiales semicristalinos, en el cual
se evalua la relacién del drea de los picos (que se atribuye a las regiones cristalinas)
respecto al area total del difractograma, ambas estimadas mediante integracion. El

grado de cristalinidad se calculé entonces como:

Grado de cristalinidad (%) = — 4 %100 Ec. 3.10

Area total

Donde A corresponde al area de los picos de difraccién determinada mediante el

procesamiento de los difractogramas.
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3.3.10 Propiedades térmicas de harinas de porotos

Se realizd un anadlisis de las transiciones térmicas de las harinas de porotos
mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) (TA Instruments, Delaware,
EE.UU.). Una hora antes de efectuar el analisis, se pesaron aproximadamente 10 mg de
cada muestra en cdpsulas de aluminio, se agregd agua desionizada en relacién 1:3 p/v
y se sellaron las capsulas. Una capsula vacia fue empleada como referencia.

El programa de calentamiento estuvo comprendido entre 25y 120 °Cy la velocidad
de calentamiento fue de 10 °C/min. A partir de los termogramas se estimaron las
temperaturas (°C) de onset (To), de pico (Tp) y final (Tf) de la transicion, asi como la
entalpia (AH) correspondiente al area de los picos, expresada como J/g harina en base

seca.

3.3.11 Analisis estadistico

Procedimientos estadisticos tales como andlisis de varianza (ANAVA) vy
comparaciones pareadas de medias se llevaron a cabo mediante el software Infostat
v2009 (Infostat 2008, Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Codrdoba,
Argentina). Se utilizé el ensayo de Tukey para estudiar las comparaciones pareadas de
medias. Las diferencias entre medias y ensayos F se consideraron significativas cuando
las probabilidades estimadas fueron inferiores a 0,05 (P < 0,05). Los resultados
experimentales se informaron como valor medio y error estandar de la media entre

paréntesis.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION
3.4.1 Morfologia y color de porotos
Los resultados obtenidos para la caracterizacion morfoldgica y de color de las

variedades de porotos se presentan en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Caracteristica morfoldgicas y de color de variedades de porotos alubia.

Cerrillos Paloma
Largo (mm) 16,332 (0,15) 16,032 (0,33)
Ancho (mm) 7,49° (0,11) 7,91° (0,15)
Espesor (mm) 6,45° (0,09) 6,55° (0,06)
Diametro equivalente (mm) 9,242 (0,08) 9,392(0,11)
Esfericidad (%) 56,59° (0,60) 58,74° (0,88)
Relacidén de aspecto 0,46° (0,01) 0,50 (0,01)
Volumen (mm?3) 227,622 (5,78) 240,152 (8,20)
Area superficial (mm?) 226,522 (3,68) 233,772 (5,50)
L* 84,4°(2,7) 84,5%(3,2)
a* 0,62%(0,8) 0,75%(0,9)
b* 6,2(1,4) 5,7%(1,6)

Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

Para la mayoria de los parametros relacionados con el tamafio no se encontraron
diferencias significativas (P > 0,05) entre las variedades de porotos. El ancho vario
significativamente entre 7,49 mm Cerrillos y 7,91 mm para Paloma, mientras que el
largo y el espesor promediaron los 16,18 y 6,50 mm, respectivamente.

Segun los resultados obtenidos para relacién de aspecto, inferiores a 0,70, y para
esfericidad, inferiores a 70 %, las semillas de ambas variedades presentarian tendencia
a deslizar mds que a rodar. Se encontraron diferencias significativas para la relacion de
aspecto entre las variedades, asociadas quiza a las diferencias observadas para el
ancho. En cuanto al volumen y el drea superficial no se encontraron diferencias
significativas (P > 0,05) entre variedades.

Como puede observarse en la Tabla 3.1, no se encontraron diferencias significativas
para ninguno de los pardmetros de color entre las variedades de porotos (P > 0,05),
presentando valores para la luminosidad de 84,5 cercanos a cero para a* (valor medio:
0,68) y para b* un valor medio de 5,95.

Si bien las variedades analizadas presentan diferencias en su genotipo, esto no
repercutid en sus caracteristicas de color, y respecto al tamaiio, las diferencias

encontradas fueron minimas.
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3.4.2 Composicidn, pH, color y propiedades funcionales de las harinas de porotos
En la Tabla 3.2 se presentan los resultados obtenidos para el pH, la composicién
proximal, el color y las propiedades funcionales de las harinas obtenidas a partir de

porotos alubia variedades Cerrillos y Paloma.

Tabla 3.2 Composicién proximal, pH, color y propiedades funcionales (CAA: Capacidad de
absorcién de agua, CAAc: Capacidad de absorcién de aceite, CMG: Concentracion minima de
gelificacion, AE: Actividad emulsificante, EE: Estabilidad de emulsion) de harinas de porotos
alubia variedades Cerrillos y Paloma.

Cerrillos Paloma
pH 6,62%(0,03) 6,57%(0,02)
Proteinas (g/100 gbs) 22,1%(0,4) 24,9%(0,7)
Lipidos (g/100 gbs) 1,33%(0,01) 1,26°(0,01)
Cenizas (g/100 gbs) 4,96°(0,002) 5,08%(0,02)
Fibra dietaria total (g/100 gbs) 26,6%(0,6) 27,9%(0,2)
Carbohidratos disponibles 45,1 40,9
L* 93,8%(0,3) 93,22(0,4)
a* -0,179%(0,005)  -0,26°(0,02)
b* 7,9%(0,1) 8,1%(0,2)
CAA (g agua/g) 1,40%(0,02) 1,62%(0,03)
CAACc (g aceite/g) 0,72%(0,01)  0,7012(0,007)
CMG (% p/v) 14 12
AE (%) 64°(1) 68,2%(0,9)
EE (%) 87,4%(0,7) 86,3%(0,6)

Humedad (%): 10,413+0,07 para la variedad Cerrillos y 9,27°+0,07 para la variedad Paloma.
Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

No se encontraron diferencias en los valores de pH evaluados sobre las dispersiones
de las harinas, los que resultaron levemente superiores al obtenido para la harina
comercial (6,42), caracterizada en el Capitulo 1 (Tabla 1.4). Alves et al. (2019)
encontraron valores de pH similares para otras variedades: 6,29 para harina de grano
entero de poroto tipo Carioca (variedad gateada) y 6,47 para la variedad “manteca”
(Phaseolus lunatus L.).

El contenido de humedad de las harinas obtenidas de las variedades de porotos
INTA fue significativamente diferente (P < 0,05), siendo superior para Cerrillos respecto
a Paloma.

Cuando se analizd la composicidén de las harinas en base seca, no se encontraron
diferencias significativas entre los contenidos de fibra dietaria total y de proteinas (P >

0,05) para ambas variedades. Se encontré ademas, que la variedad Cerrillos presentd

110



Capitulo 3

un contenido ligeramente mayor de lipidos, mientras que Paloma mostré un contenido
algo mayor de cenizas (Tabla 3.2). Al comparar estos resultados con los obtenidos para
la harina comercial de porotos blancos (Tabla 1.4) no se encontraron diferencias
significativas (P > 0,05) entre la variedad Paloma y la harina comercial para el
contenido de lipidos (media 1,23 g/100 gbs) ni entre el contenido de proteinas de la
variedad Cerrillos y la harina comercial (media 19,05 g/100 gbs). Respecto a la fibra
dietaria total, las harinas de Paloma y Cerrillos presentaron un nivel significativamente
mayor respecto a la harina comercial (20,40 g/100gbs). Para los carbohidratos
disponibles, Cerrillos presentd el valor mas alto, pero en ambas variedades resultd
menor respecto al valor hallado en la harina comercial. Esta fraccidon estaria
compuesta principalmente de almiddn, polisacarido mayoriario de reserva en porotos
al igual que para el resto de las legumbres, representando entre un 25 %y 45 % (Su et
al., 1997; Yoshida et al., 2003).

Respecto a los parametros de color, sdlo se encontraron diferencias en el
pardmetro a* entre las harinas, siendo levemente mas negativo para la variedad
Cerrillos. Respecto a la harina comercial, se obtuvieron valores estadisticamente
diferentes entre si, pero cercanos para los 3 pardmetros, siendo levemente mayor la
diferencia para el parametro L* (valores medios 93,5 y valor medio para la comercial
95,9).

Al comparar con los pardmetros de color obtenidos para los porotos enteros (Tabla
3.1) y las harinas obtenidas a partir de ellos (Tabla 3.2) se observd principalmente un
aumento en los valores de L* y disminucién de a* en las harinas, indicando que la
luminosidad del endorpermo es mayor que la de las cubiertas de la semilla. Gupta et
al. (2018) también observé un aumento en el parametro L* para diversos tipos de
porotos luego de obtenida la harina en relacidn al poroto entero.

Las propiedades funcionales evaluadas no presentaron diferencias significativas (P <
0,05) entre las variedades de porotos INTA. Estos resultados podrian relacionarse con
que las diferencias encontradas en la composicién entre las variedades fueron
minimas. Asimismo, para ninguna de las propiedades evaluadas se encontrd diferencia
significativa (P > 0,05) respecto a los resultados obtenidos para la harina comercial

(Tabla 1.6).
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3.4.3 Cuantificacion de biocompuestos en harinas de porotos
En la Tabla 3.3 se presentan los resultados obtenidos para las determinaciones de

los diferentes biocompuestos analizados.

Tabla 3.3 Compuestos bioactivos, capacidad antioxidante (métodos DPPH vy ABTS),

fitoesteroles y tocoferoles de harinas de variedades de porotos alubia.

Cerrillos Paloma
Clorofila a (pg/g) 0,25%(0,05) 0,24°(0,06)
Clorofila b (pg/g) 0,53%(0,09) 0,53%(0,08)
Clorofila total (a+b) (ng/g) 0,6%(0,1) 0,6%(0,1)
Carotenoides (x+c) (ng/g) 0,34%(0,03) 0,30%0,07)
Flavonoides (mg EC/g) 0,41°(0,01) 0,5%0,1)
Taninos (mg EC/g) 4,4%(0,2) 5,122(0,08)
CFT (mg EAG/g) 3,32°(0,07) 2,90°(0,04)
DPPH (umol ET/g) 4,43%(0,17) 3,04°(0,17)
ABTS (umol ET/g) 8,53%(0,37) 7,08°(0,16)
Campesterol (mg/100 g) 0,33%(0,02) 0,38%(0,05)
Estigmasterol (mg/100 g) 5,8%(0,2) 4,57°(0,08)
B-Sitosterol (mg/100 g) 5,2%(0,2) 4,600°(0,009)
y-Tocoferol (mg/100 g) 0,79%(0,06) 0,5°(0,1)

Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

Cuando se analizaron los pigmentos de las harinas obtenidas a partir de porotos
variedades Cerrillos y Paloma no se encontraron diferencias en los contenidos de las
distintas clorofilas ni de los carotenoides entre ambas. Los niveles de clorofila b
resultaron de mas del doble de los de clorofila a. A su vez, los niveles de clorofilas
resultaron del doble respecto al de carotenoides.

Respecto al contenido de flavonoides, para ambas variedades se obtuvieron valores
similares entre ellos (Tabla 3.3). En general, el contenido de flavonoides es menor en
las variedades blancas que en las pigmentadas, como lo demuestran diversos trabajos
(Ganesan y Xu, 2017; Ombra et al., 2016).

En legumbres, los taninos se encuentran presentes en las cubiertas, encontrandose
en un 0 - 2 % en semillas secas, variando segun la especie y el color (Reddy et al.,
1985), y siendo el principal compuesto fendlico presente en las cubiertas de porotos
coloreados (Gan et al. 2016). El contenido de taninos (Tabla 3.3) de harinas obtenidas

de ambas variedades de porotos alubia fue similar (P > 0,05), presentando un valor
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medio de 4,7 mg EC/g. En general, se ha reportado que las variedades blancas de
porotos contienen valores bajos de taninos (Welch at al., 2000).

El tipo y cantidad de compuestos fendlicos son muy variados, dependiendo del
color de la cubierta de la semilla del poroto, como asi de la variedad estudiada. El color
de la cubierta de la semilla es atribuido a la presencia de polifenoles que incluyen
antocianinas (flavonoides) y taninos condensados principalmente. Las variedades de
color oscuro (color rosado, rojo y negro) normalmente tienen el mayor contenido de
antocianinas. Los colores amarillentos generalmente se atribuyen a la presencia de
taninos condensados (Juarez-Lopez y Aparicio-Fernandez, 2012). Beninger y Hosfield,
(2003) detectaron taninos, mientras que el contenido de flavonoides en las cubiertas
de porotos de variedades blancas, fue muy bajo o nulo, resultados similares a los

encontrados por Choung et al. (2003).

Respecto a los compuestos polifendlicos totales evaluados en ambas harinas (Tabla
3.3), los niveles detectados fueron bajos pero significativamente mayor (P < 0,05) en la
harina de poroto variedad Cerrillos. Estos resultados son consistentes con lo
encontrado en otros trabajos que destacan los bajos contenidos de CFT en harinas de
porotos de variedades blancas en comparacién con variedades coloreadas (Campos-
Vega et al., 2010; Madhuijith et al., 2004; Nagai et al., 2022; Rodriguez Madrera et al.,
2021).

Los compuestos polifendlicos en los porotos se encuentran principalmente es las
estructuras externas del grano, siendo menor el contenido en el cotiledén (Madhujith
et al.,, 2004; Mojica et al., 2015). Ademas, la concentracion de estos tipos de
compuestos depende de las condiciones de crecimiento (acidez del suelo,
temperatura, humedad y factores genéticos (Rocha-Guzman et al., 2007; Rengel,
2015). Sin embargo, ambas variedades fueron cultivadas en similares condiciones y las
respectivas harinas fueron obtenidas con granos sin pelar, por lo que las diferencias
observadas serian independientes de los factores mencionados, y estarian
relacionadas a las diferencias genéticas entre ambas.

Una de las propiedades principales que presentan los compuestos polifendlicos es
la de exhibir propiedades antioxidantes, asociados con varios mecanismos, aunque se

cree que su principal modo de accién esta relacionado con la alta reactividad hacia
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radicales libres (Singh et al., 2017). La capacidad antioxidante de legumbres esta
relacionada directamente con su contenido en compuestos polifendlicos (Xu y Chang,
2007). Los resultados obtenidos para la capacidad antioxidante de las harinas de las
variedades de porotos alubia se pueden observar en la Tabla 3.3. Por ambos métodos,
la harina proveniente de la variedad Cerrillos presentd mayor capacidad antioxidante,
coincidiendo con una mayor cantidad de CFT respecto a la variedad Paloma. Al
comparar estos resultados con los obtenidos para la harina comercial de porotos
(Capitulo 1, Tabla 1.5) se observd que el contenido de CFT resultd mayor en las
variedades NOA, siendo también mayor la capacidad antioxidante evaluada por el
método del DPPH, mientras que por el método de ABTS las harinas de variedades NOA
los resultados fueron inferiores a los obtenidos para harina comercial.

Como puede observarse en la Tabla 3.3 para los fitoesteroles, las harinas de las
variedades de porotos estudiadas presentaron niveles de [-sitosterol y de
estigmasterol de similar orden, aproximadamente 10 veces mayor respecto al
campesterol. Asimismo, el contenido de campesterol y B-sitosterol resulté similar
entre las harinas, con niveles medios de 0,35 y 4,90 mg/100g, respectivamente. Sin
embargo, la proveniente de la variedad Cerrillos presenté el mayor contenido de
estigmasterol.

Entre los tocoferoles, solo se detectd y-tocoferol, siendo mayor en la harina
proveniente de porotos variedad Cerrillos respecto a la obtenida con porotos Paloma.
Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Boschin y Arnoldi (2011), quienes
informaron un predominio de y-tocoferol en distintas variedades de porotos,
encontrando &-tocoferol en cantidades bajas y no detectando a-tocoferol. La misma
tendencia fue observada por Yoshida et al. (2005) y Kan et al. (2017), donde el a-
tocoferol no pudo ser detectado utilizando distintas técnicas cromatograficas. Se ha
reportado que el y-tocoferol es el homdlogo mas eficaz en la prevencién de la
autooxidaciéon de alimentos en algunos sistemas modelo (Grela y Gunter, 1995;
Boschin y Arnoldi, 2011).

En general, los tocoferoles totales y la distribucién de los homdlogos en los
vegetales varian segln la especie, variedad, etapa de madurez, condiciones de cosecha

y contenido de humedad durante el almacenamiento (Bauerfeind, 1980).
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3.4.4 Compuestos antinutricionales en harinas de porotos
En la Tabla 3.4 se presentan los resultados obtenidos para la determinacion de
compuestos antinutricionales en las harinas de porotos alubia variedades Cerrillos y

Paloma.

Tabla 3.4 Compuestos antinutricionales en harinas de poroto alubia variedades Paloma y

Cerrillos.

Cerrillos Paloma
Acido Fitico (mg/g) 113(2) 14°(1)
Inhibidor de Tripsina (UIT/mg)  20°(2) 30,7%(0,7)
Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

En ambas harinas se detecté acido fitico (valor medio: 12,5 mg/g) pero sin
diferencias significativas entre ellas. Segun otros trabajos, estos niveles serian algo
mayores a los encontrados en cereales: trigo (9,6 - 22,2 mg/g) y maiz (10,8 mg/g);
centeno (4,5 - 5,7 mg/g) y arroz (5,5 - 13,5 mg/g), pero similares a los reportados en
leguminosas como soja (12,0 - 17,5 mg/g) y arvejas (7,2-12,3 mg/g) (Hidvegi y Lasztity,
2002; Kikunaga et al., 1985; Garcia-Estepa et al., 1999; Wu et al., 2009). Como se
explicd anteriormente, existen dos preocupaciones principales sobre la presencia del
acido fitico en la dieta humana. El primero es su impacto negativo sobre la
biodisponibilidad de varios minerales y el segundo es la evidencia de que puede inhibe
varias proteasas esenciales en la degradacién de proteinas. El papel beneficioso de
acido fitico ha sido subestimado debido a sus distintas consecuencias negativas. Pero
se ha informado que también es un potente antioxidante vegetal natural que
desempeiia un papel protector contra el estrés oxidativo en las semillas y un papel
preventivo en diversas enfermedades en humanos. Incluso recientemente se han
informado funciones beneficiosas de del acido fitico como agente hipoglucémico y
antibacteriano, entre otras (Kumar et al., 2021). Por lo tanto, el desarrollo de
variedades genéticas con niveles bajos de acido fitico (Kumar et al., 2019; Yamaji et al.,
2017) seria una posible estrategia en pos de minimizar los efectos negativos, sin perder

los beneficios asociados a bajas concentraciones del mismo (Vaz Patto et al., 2015).
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Respecto al inhibidor de tripsina, la harina obtenida de porotos variedad Paloma
presentd un contenido mayor respecto a la obtenida con la variedad Cerrillos (Tabla
3.4). Los inhibidores de tripsina se encuentran en la mayoria de las legumbres,
variando considerablemente sus niveles entre las distintas especies. Sin embargo, la
mayoria de las legumbres presentan menos del 50 % de la cantidad encontrada para
soja (Savage y Morrison, 2003). Respecto a otras variedades de porotos, si bien los
resultados varian, mantienen rangos similares. Lajolo y Genovese (2002) y Jourdan et
al. (2007) estudiaron distintas variedades de porotos cultivadas en Brasil, encontrando
valores entre 19 - 22 UIT/mg vy 23,1 - 27,6 UIT/mg respectivamente. De Mejia et al.
(2005), encontraron valores del orden de 26,8 UIT/mg para un cultivar de origen

Mexicano.

3.4.5 Microestructura de harinas de porotos y analisis elemental por SEM-EDS

En la Figura 3.3 pueden observarse micrografias de las harinas de variedades de
poroto alubia Cerrillos y Paloma obtenidas por SEM. En la Tabla 3.5 se muestran los
resultados obtenidos para los parametros de tamafio de los granulos de almiddn de las
respectivas harinas.

Se pudieron observar algunos granulos partidos (indicado con una flecha en Ia
Figura 3.3c) pero en escasa cantidad, indicando signos de daios fisicos por el proceso
de molienda. Se observé también, que los granulos se presentaron en forma de
granulos simple, como la mayoria de los almidones de legumbres, aunque se han
encontrado excepciones para algunas variedades de arvejas, en donde se observaron
granos compuestos (Bertoft et al., 1993; Colonna et al., 1982; Zhou et al., 2004).

Los granulos de almidén de las diferentes harinas de porotos presentaron
diferencias de tamafios (P < 0,05) (Tabla 3.5), siendo los correspondientes a la variedad
Cerrillos mas largos y mas anchos respecto a los observados en la harina de la variedad
Paloma. Los resultados encontrados coinciden con los tamafios descriptos para
diversos almidones de legumbres, entre 15 y 28 um (Ma et al., 2017; Sandhu y Lim,
2008; Wang y Ratnayake, 2014).
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Figura 3.3. Micrografias de harinas de porotos alubia correspondientes a la variedad Cerrillos
(a,b) y Paloma (c,d) a diferentes aumentos. Con la flecha se indican granulos partidos.

Tabla 3.5. Parametros de tamafio de granulos de almidén de harinas de porotos alubia
variedades Cerrillos y Paloma.

Cerrillos  Paloma
Largo (um) 33%(1) 28°(1)
Ancho (um) 26,7%(0,8) 21,3°0,8)
Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).

Los granulos observados para ambas harinas presentaron formas que variaron entre
ovales, arrifnonadas e irregulares, las cuales son similares a las descriptas para granulos
de almidén de otras legumbres (Du et al., 2014; Hoover et al., 2010). Sus superficies
fueron lisas y sin evidencia de fisuras o agujeros, como lo han descripto diversos

estudios (Hoover y Manuel 1995; Hoover y Ratnayake, 2002; Chung et al., 2008a).
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Las particulas observadas entre los granulos corresponderian a fragmentos de la
matriz proteica generados por la molienda que podrian contener ademas minerales y
componentes de la fibra (Ma et al., 2011). Los restos de fragmentos de paredes
celulares pueden presentarse en una amplia variedad de tamafios (desde pocas micras
a tamanos por encima de los 40 um), y pueden observarse también en las distintas
micrografias.

En la Figura 3.4 se presentan, a modo de ejemplo, las micrografias y el espectro EDS
obtenidos para la harina de porotos de variedad Cerrillos obtenidos para realizar su

analisis elemental.

Figura 3.4 Imagen SEM y analisis por EDS para la harina de porotos variedad Cerrillos.

Respecto a los resultados obtenidos para el andlisis elemental por EDS de las
harinas, donde se informd cada elemento detectado en forma semicuantitativa como
masa porcentual (%) respecto al 100 % (normalizado), el potasio (K) fue el mineral que
se encontré en mayor proporcién en ambas variedades, siendo mayor para Cerrillos
respecto a Paloma (4,38 % vs 1,39 %). Para el magnesio (Mg), la variedad Paloma
presentd un contenido del 1,01 %, el doble respecto a Cerrillos (0,49 %) En cuanto al
cobre (Cu), los valores fueron similares para ambas variedades, siendo en promedio de
0,77 %. Estos resultados confirman la informacion de literatura que sugiere que las
variedades de Phaseolus sp son una excelente fuente de varios minerales como el Ky

el Mg (Ma et al., 2011).
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3.4.6 Analisis por FTIR-ATR de harinas de porotos
Los espectros obtenidos para las harinas de porotos variedades alubia estudiadas se

pueden observar en la Figura 3.5.
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Figura 3.5 Espectros FTIR obtenidos para las harinas de variedades de poroto alubia.

Los principales picos espectrales observados se atribuyeron a una variedad de
compuestos constituyentes de las harinas, que incluyen agua, polisacaridos vy
proteinas.

El espectro infrarrojo de una proteina presenta picos de absorcidon asociados
principalmente con los grupos amida. De acuerdo con la bibliografia, los picos en los
rangos de 1229 a 1301 cm™, 1480 a 1575 cm™, 1600 a 1690 cm™, corresponden a
amida lll, amida 1l, y amida |, respectivamente (Carbonaro y Nucara, 2010). La zona
amida | estd relacionada con la organizacién macromolecular de las proteinas (de la
Rosa-Millan et al., 2018) y la de amida Il con la estructura secundaria de las mismas
(Vedantham et al., 2000; Cai y Singh, 2004) siendo frecuentemente el pico
correspondiente a amida | mas intenso que el de amida Il. La region de amida Ill no ha
sido tan estudiada, pero se ha relacionado con las interacciones moleculares entre
proteinas y otras macromoléculas (como polisacaridos y polifenoles), pudiendo
entonces aportar informacién sobre posibles interacciones a nivel molecular que
tengan impacto significativo en sus caracteristicas funcionales (Cai y Singh, 2004;

Barth, 2007).
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El espectro de infrarrojo del agua presenta dos picos notables, uno alrededor de los
1645 cm™ y otro pico muy intenso y ancho ubicado alrededor de 3600 y 3020 cm™
(Cozzolino et al., 2014; Gnanasambandam y Proctor, 2000; Gordon et al., 2019; Lai et
al., 2010). Es conveniente mencionar que los picos del agua en un espectro,
provenientes de una muestra alimenticia diluida o con poca cantidad de agua como las
harinas, pueden solapar otros picos de interés de la muestra en cuestion, sobre todo
en muestras ricas en proteinas, cuyos picos caracteristicos de interés aparecen
alrededor de 1645 cm™.

Respecto a los lipidos, alrededor del intervalo entre 2950 y 2800 cm™ aparecen
picos asociados con los enlaces C-H o un pico intenso ubicado aproximadamente a
1740 cm?, el cual estd relacionado con el enlace C=0 del grupo carbonilo
(Gnanasambandam y Proctor, 2000; Lai et al., 2010). Cozzolino et al. (2014) informaron
que los patrones espectrales entre 3000 y 2720 cm™ estaban relacionados con el
contenido de lipidos insaturados cuando se estudio el germen en cereales.

Los hidratos de carbono presentan en su estructura un gran nimero de grupos OH.
Estos grupos son muy flexibles conformacionalmente. La similitud de los grupos
sustituyentes y su naturaleza hacen que los espectros vibracionales de las diferentes
formas de una molécula de hidrato de carbono sean similares entre si (Huang et al.,
2008). Las bandas observadas entre 900 a 1200 cm™ corresponden a la zona de los
carbohidratos, principalmente almidén (Warren et al., 2016), relacionandose el pico a
1047 cm™ con la zona cristalina y 1022 cm™ con los dominios amorfos (Ambigaipalan et
al., 2011; Chavez-Murillo et al., 2018). En esta zona asociada a los carbohidratos es
donde no se observaron diferencias en la intensidad de los picos entre los espectros de
las harinas, principalmente entre los 970 y 1000 cm™2.

Sin embargo, al comparar los espectros obtenidos para las harinas se pudo notar
gue la ubicacidn de los picos espectrales fue practicamente la misma entre ambas,
presentando solo una ligera diferencia en magnitudes de algunos picos, presentando la
variedad Cerrillos menores valores, principalmente en la zona correspondiente a las

proteinas y carbohidratos estructurales (1100-1500 cm™ aproximadamente).
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3.4.7 Estudio mediante Difraccidon de Rayos X
Los espectros de difraccion de rayos X obtenidos para las harinas de porotos de las

variedades Cerrillos y Paloma se presentan en la Figura 3.6.
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Figura 3.6 Espectro de difraccién de rayos X para harinas de poroto alubia.

Al comparar los espectros de rayos X obtenidos para las harinas no se observaron
diferencias en las posiciones de los picos, en acuerdo con otros autores (Hoover et al.,
2010; Santiago-Ramos et al., 2018). Este patrén observado en las harinas de ambas
variedades de porotos estuvo en concordancia con diversos trabajos que lo describen
como un patrén de "almidén tipo C" (Chung et al., 2008b; Hoover et al., 2010)
caracterizado por picos alrededor de 26= 5,6°, 15°, 17° y 23°. Este patron, descripto
para almidones de legumbres y de ciertos tubérculos y semillas (Fraser-Reid et al.,
2008), es una forma mixta entre los patrones tipo A y B; donde el patrén de difracciéon
tipo A es el mas comun en almidones de cereales como maiz, trigo y arroz, mientras
gue el patrdn tipo B es caracteristico de almidones de tubérculos y frutas como papay
banana, y de almidones retrogradados. Estos patrones son consecuencia de los
diferentes cristales polimérficos que el arreglo de las dobles hélices de la amilopectina
puede formar (Imberty y Pérez, 1998). Los cristales tipo A producen estructuras
relativamente compactas empaquetadas en forma monoclinica con una menor

proporcién de agua, mientras que los B dan lugar a una estructura mas abierta
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conteniendo un nucleo helicoidal hidratado, empaquetado en forma hexagonal (Jane,
2006).

Sin embargo, al comparar los espectros, se observaron picos de mayor intensidad
alrededor de 26=15°, 17° y 23° para la variedad Cerrillos respecto a Paloma.

Segun Ovando-Martinez et al. 2011, un pico a 26= 20° estaria relacionado con la
presencia del complejo amilosa-lipido. Estos picos resultaron practicamente
imperceptibles en los espectros obtenidos para ambas variedades de porotos,
posiblemente por solapamiento con los otros picos o por su baja proporcion. Incluso,
Singh et al. (2008) han reportado que, en general, este pico estd ausente en almidones
de legumbres.

El pico a 20 = 5,6 ° es caracteristico del almidén tipo B (Zhou et al., 2014), muy débil
en legumbres. Las harinas de porotos estudiadas no fueron la excepcion, incluso en el
espectro correspondiente a la variedad Paloma el pico fue practicamente
imperceptible.

A partir de los espectros se calculé el grado de cristalinidad de los almidones. En
legumbres estos valores estan en el rango entre 17 y 34 %. Las harinas estudiadas
presentaron valores acordes a los encontrados en legumbres, resultando en 26,5 %
para la variedad Cerrillos y 24,3 % para Paloma. Estas pequefias diferencias podrian
deberse a distinto nimero y tamafios de los cristalitos, y estructura de los mismos,
como asi también a los diferentes contenidos de humedad que presentan las harinas

(Hoover et al., 2010).

3.4.8 Estudio de transiciones térmicas mediante DSC

Los termogramas obtenidos para las harinas de variedades de porotos alubia
Cerrillos y Paloma presentaron dos picos endotérmicos (Figura 3.7). En la Tabla 3.6 se
informan las temperaturas de onset (To), de pico (Tp) y final (Tf) de las transiciones

observadas para ambas harinas.
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Figura 3.7 Termogramas correspondientes a la harina de porotos variedad Cerrillos

(----) y Paloma (----).

Tabla 3.6: Temperaturas de onset (To), de pico (Tp) y final (Tf) y entalpia asociada (AH) para

las transiciones térmicas de harinas de porotos alubia variedades Cerrillos y Paloma.

Cerrillos Paloma
Endoterma 1*
To (°C) 70,9%(0,9) 70,5%(1)
Tp (°C) 77,3%(0,2) 77,61%(0,07)
Tf (°C) 84,6%(0,4) 81,1%(0,6)
AH(J/g) 1,9°(0,5) 1,432(0,07)
Endoterma 2*
To (°C) 86,1%(0,2) 88,2%(0,3)
Tp (°C) 89,6%(0,2) 90,6%(0,2)
Tf (°C) 95,2%(0,6) 97,0%(0,5)
AH(J/g) 0,6%(0,1) 0,68%(0,02)

Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <

0,05).

La primera transicion observada en

los termogramas fue asociada a la

gelatinizacién del almiddn. No se encontraron diferencias entre harinas de ambas

variedades de porotos NOA para esta primera transicion, lo que indicaria similitudes
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entre los cristalitos y su estabilidad dentro de los granulos de almidén nativo (Chung et
al., 2008b; Li et al., 2011).

El cambio de entalpia refleja la cantidad de energia necesaria para fundir las dobles
hélices del almidén durante el proceso de gelatinizacion (Cooke y Gidley, 1992). Para
este parametro tampoco se observaron diferencias entre ambas variedades, lo que
indicaria una disposicidn similar de las dobles hélices de las cadenas de amilopectina.
En general, cuando se comparan valores de entalpia de almidones de legumbres con
los obtenidos para almidones de otros origenes botanicos, se encuentra que los
primeros son mas bajos que los encontrados para cereales o maiz (Li et al., 2019).
Estas diferencias se han relacionado con el mayor contenido de amilosa presente en el
almidon de legumbres.

Por lo tanto, las temperaturas medias asociadas a la gelatinizacién de las harinas de
porotos NOA (To, Tp, y Tf) y su entalpia correspondiente fueron 74,7 °C, 77,5 °C, 82,8
°C,y 1,66 J/g, respectivamente.

La segunda transicidon observada en los termogramas entre 87,1y 96,1 °C tampoco
presentd diferencias significativas entre ambas variedades de porotos. Algunos autores
(Chung et al., 2008a; Ovando-Martinez et al., 2011; Wani et al., 2017) atribuyeron esta
transiciéon exclusivamente a la fusion del complejo amilosa-lipido, otros a la
desnaturalizacién de una fraccién de proteinas termoresistentes (Bernal-Lugo et al.,
1997; Sanchez-Arteaga et al., 2015), mientras que otros a un efecto conjunto de
ambos fendmenos (Santiago-Ramos et al., 2018). Para las variedades estudiadas, el
pico del espectro de difraccidn de rayos X asociado por Santiago-Ramos et al. (2018) al
complejo amilosa-lipido no se evidencio claramente, por lo que la segunda transicién
estaria principalmente relacionada con la desnaturalizacién proteica. Las temperaturas
correspondientes a la segunda transicion fueron similares a las de desnaturalizacion de
las principales fracciones proteicas de los porotos, globulinas (82 — 105 °C), lectinas (89
- 95 °C), y fraccién de albuminas (89 — 105 °C), como se han reportado previamente
por otros autores (Chung et al., 2008a; Hoover y Ratnayake, 2002; Meng y Ma, 2001;
Rocha et al., 2002; Rui et al., 2011; Tang, 2008).

Numerosos trabajos han reportado las temperaturas de transiciones tanto de
proteinas como de almidones aislados. Sin embargo, las harinas tienen una

composicion mdas compleja por presencia de otros componentes que podrian dar como
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resultado un termograma mas complejo que los reportados para las fracciones
aisladas, por lo tanto las temperaturas de las transiciones presentan algunas

diferencias con lo reportado en bibliografia.
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3.5 CONCLUSIONES

Los porotos alubia del NOA variedades Cerrillos y Paloma presentaron parametros
de tamafio, morfologia y color similares.

Las harinas obtenidas a partir de los mismos presentaron composiciones similares,
caracterizdndose por su alto contenido de fibra y proteinas, asi como propiedades
funcionales similares. Se observd para la harina de la variedad Cerrillos un mayor
contenido de estigmasterol y de y-tocoferol, asi como de compuestos polifendlicos
totales, y una mayor capacidad antioxidante. Ambas harinas presentaron acido fitico e
inhibidor de tripsina, siendo este uUltimo mayor en la harina de porotos variedad
Paloma. El potasio fue el mineral en mayor proporcion en ambas variedades. El
almidéon en ambas harinas presentd un patron tipo C, con similar grado de
cristalinidad. Ambas harinas presentaron similares transiciones endotérmicas, la
primera asociada a la gelatinizacién del almiddn, y la segunda a la desnaturalizacién
proteica.

Al comparar las variedades de porotos agrondmicamente mejoradas con la harina
comercial analizada en el Capitulo 1, se observd que si bien existieron algunas
diferencias de composicién, éstas no condicionaron sus propiedades funcionales y
presentaron similares resultados. Sin embargo, las harinas de porotos variedades NOA
resultaron de mayor contenido de compuestos polifendlicos y capacidad antioxidante
respecto a la harina comercial.

Por lo tanto, las harinas de porotos NOA agrondmicamente mejorados serian

potenciales ingredientes funcionales para el desarrollo de hamburguesas hibridas.
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RESUMEN

La metodologia de superficie de respuesta es una coleccion de técnicas matematicas y
estadisticas utiles en el modelado y el analisis de problemas en los que una respuesta de
interés recibe la influencia de diversas variables y donde el objetivo es optimizar esa
respuesta. En el presente Capitulo se buscé modelar las principales variables asociadas a
la calidad de un producto (rendimiento, parametros de textura y color), a partir de los
resultados obtenidos en el Capitulo 2, para las hamburguesas elaboradas con harina de
poroto comercial.

Luego de modelar las respuestas de interés, se intentd predecir el nivel de harina de
porotos y la relacion agua/harina a emplear en el producto que optimizara sus parametros
de calidad, logrando asemejarse al producto comercial tradicional sin reemplazo de carne,
utilizando la metodologia de funciéon objetivo.

De acuerdo a los resultados comparativos entre la harina comercial y las obtenidas con
las variedades INTA Paloma y Cerrillos del Capitulo 3, se concluyd que no existian
diferencias en las propiedades funcionales, y que las composiciones eran similares,
destacandose un menor contenido de fibra en la comercial. Por lo tanto se decidid
elaborar la hamburguesa resultante de la formulacién optimizada con una mezcla 50:50
de las harinas de Paloma y Cerrillos. Una vez elaborado el producto con la formulacion
optimizada, se determinaron experimentalmente sus parametros de calidad previamente
establecidos y se compararon los resultados obtenidos con los resultados predichos con
los modelos matematicos. Para las variables respuesta analizadas, no se encontraron
diferencias significativas entre los valores predichos y los experimentales, lo que permitié
validar de manera satisfactoria el modelo matematico propuesto. Y ademads que con la
utilizacion de las harinas provenientes de variedades genéticamente mejoradas los
resultados fueron equivalentes a cuando se utilizd la variedad comercial.

Por lo tanto, el reemplazo permitié elaborar un producto con las caracteristicas
predichas por el modelo de optimizacién, con la utilizacidon de variedades genéticamente

mejoradas del NOA argentino.
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Ademas se analizaron térmicamente las formulaciones utilizadas para el modelado de
las respuestas para analizar el efecto del agregado de la harina de porotos (HP) a las
matrices cdrnicas. Los resultados indicaron que la harina de poroto ocasiond un aumento
significativo en la energia requerida para la desnaturalizacién de miosina, y que las
transiciones de la harina se produjeron a temperaturas mayores en la hamburguesa
respecto a las medidas realizadas sobre las harinas en forma individual. Asimismo, en el
analisis de las transiciones térmicas de las formulaciones ya cocidas no se detectaron
transiciones en la parte interna de la superficie de los productos (donde se alcanzaron
temperaturas mayores), pero si en el centro del mismo, que pudo relacionarse con la
persistencia de una fraccion de almidén nativo evidenciada en la observaciéon por

microscopia electrénica de barrido de los productos cocidos.
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4.1 INTRODUCCION

Existen experiencias en las que no se obtienen las respuestas buscadas o el nivel de
mejoras logrado no es suficiente, por lo que resulta necesario experimentar de manera
secuencial hasta encontrar lo deseado. En ese caso, después de una primera etapa
experimental, se vuelve necesario desplazar la regidon experimental (espacio delimitado
por los rangos de experimentacion utilizados con cada factor) en una direccidon adecuada.
En otros casos se busca explorar en forma mas detallada la region experimental inicial. La
forma de realizar ambas cosas es parte de la llamada Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR). La MSR es la estrategia experimental y de andlisis que permite resolver
el problema de encontrar las condiciones de operacidén éptimas de un proceso, es decir,
aquellas que dan por resultado “valores 6ptimos” de una o varias caracteristicas de
calidad del producto, a través de una coleccidn de técnicas matematicas y estadisticas. La
determinacién del punto éptimo plantea un fuerte reto para el experimentador y requiere
de una estrategia mas completa, que incluye la posibilidad de realizar varios experimentos
en forma secuencial y el uso de otras técnicas de andlisis (Gutiérrez Pulido et al., 2012).

Los origenes de la MSR como tal se remiten al trabajo de Box y Wilson (1951), pero fue
en los ultimos 30 afios que, debido en parte al avance en la informatica, esta metodologia
ha tenido un desarrollo considerable tanto en aspectos tedricos como en aplicaciones.
Este desarrollo se refleja en varias publicaciones sobre el tema, entre las que destacan
Myers y Montgomery (1995), Box y Draper (1987), Khuri y Cornell (1987) y Cornell (2002).

La MRS implica tres aspectos: disefio, modelo y técnica de optimizacion. El disefio y el
modelo se piensan al mismo tiempo, y dependen del tipo de comportamiento que se
espera en la respuesta. De manera especifica, el modelo puede ser de primer o de
segundo orden (plano o con curvatura); por ello, el tipo de disefio utilizado y el método de
optimizacidn se clasifican, segun sea el caso, como de primer o segundo orden. El aspecto
disefio implica que para optimizar un proceso se debe aplicar el disefio de experimentos. El
aspecto del modelo utiliza el andlisis de regresion lineal multiple, junto con sus elementos
basicos que son: parametros del modelo, modelo ajustado, significancia del modelo,

prueba de falta de ajuste, residuos, predichos, intervalos de confianza para predichos y
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coeficiente de determinacién. Por ultimo, el aspecto de optimizacion estd formado por
algunas técnicas matematicas que sirven para que, dado un modelo ajustado, explorarlo a
fin de obtener informacion sobre el punto dptimo.

Resulta habitual en un alimento tener que evaluar diversas caracteristicas (variables
respuesta) para poder lograr productos con mejor calidad y propiedades. Por ejemplo
propiedades como textura, pH, color, sabor, apariencia, etc., pueden resultar todas
importantes para que el alimento sea bien aceptado por los consumidores. Si la
optimizacidon solo se hace para una caracteristica del producto podrian resultar en
condiciones inadecuadas para las otras caracteristicas. Por ello es imprescindible contar
con técnicas que sirvan para que, en la medida de lo posible, se optimicen
simultdneamente todas las respuestas de interés.

El problema de la optimizacién simultanea radica en que es necesario buscar una
solucion compromiso, donde todas las variables tengan un nivel satisfactorio. Existen
distintas maneras de abordar esta evaluacion, uno de estos métodos analiticos es el
basado en la funcién "deseabilidad". Este método fue propuesto originalmente por
Harrington (1965) y después fue mejorado por Derringer y Suich (1980) y Derringer (1994).
Consiste en definir una funcion en el espacio de factores que estima la deseabilidad global
(D) del producto en cada punto; de esta forma, convierte el problema de optimizacién
multivariado en un problema de optimizacidn univariado. Entonces, basta maximizar D
para obtener el punto éptimo buscado.

La MSR permite estimar las condiciones éptimas de operacion de un proceso y mejorar
significativamente su resultado en cuanto a costos, tiempos, eficiencia, productividad,
cumplimiento de especificaciones, y mejorar su calidad, y puede ayudar en la
investigacion del efecto de la interaccion de varias variables y en la construcciéon de un
modelo matematico que describa con precision el proceso global (Myers y Montgomery,
2002). Se ha utilizado con eficacia para la optimizacién de formulaciones de una variedad
de productos alimenticios carnicos (Baugreet et al., 2017; Dos Santos et al., 2021; Keenan
et al., 2014; Saricoban et al., 2009; Marchetti et al., 2014; Melendres et al., 2014; Pathera
etal., 2017; Tahmasebi et al., 2016; Thangavelu et al., 2022).
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Por ejemplo, Baugreet et al. (2017) utiliz6 un disefio de mezclas para optimizar
tecnolégicamente la incorporacion de harina de lentejas en hamburguesas bovinas. El
modelado mostré que la inclusidn de esta harina mejord las caracteristicas de textura y las
pérdidas en la coccién. Tahmasebi et al. (2016) estudié el efecto de la harina de guandu
(Cajanus cajan) en combinacion con harina de maiz como reemplazo de carne y de pasta
de sésamo y nuez como reemplazo de grasa, en la estabilidad de la emulsién vy
propiedades de textura de salchichas utilizando la MSR. Todos los reemplazos condujeron
a mejoras en la estabilidad de la emulsién, pérdidas de coccién y en las propiedades de

textura, y fue posible encontrar una formulacién éptima.

4.2 OBJETIVOS
A partir de los resultados obtenidos en la caracterizacion de las hamburguesas con
aceite de girasol pre-emulsificado y reemplazo parcial de carne de cerdo por harina de
porotos comercial (Capitulo 2), en diferentes niveles y con distintas relaciones
agua/harina, se propusieron los siguientes objetivos:
. modelar matematicamente las respuestas obtenidas para las variables
estudiadas en las distintas formulaciones siguiendo una Metodologia de Superficie
de Respuesta (MSR).
° predecir el nivel de harina de porotos y la relacién agua/harina a emplear
en el producto que optimice sus parametros de calidad, logrando asemejarse al
producto comercial tradicional sin reemplazo de carne, utilizando la metodologia
de funcién objetivo o deseabilidad.
° validar la formulacién optimizada elaborando el producto empleando
harina de porotos alubia variedades NOA, determinando experimentalmente sus
parametros de calidad y comparando los resultados obtenidos con los resultados
predichos con los modelos matematicos.
° estudiar el efecto del agregado de harina de sobre las propiedades térmicas

del sistema carnico y su microestructura.
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4.3 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Diseiio experimental

Para realizar el andlisis sobre los resultados obtenidos en el Capitulo 2 se considerd un
diseino bifactorial, siendo los factores analizados el nivel de harina de porotos (HP) en
reemplazo de carne de cerdo, y la relacion agua/harina (A/HP) alcanzada en la
formulacidn, tomando el primer factor a 2 niveles (8 y 15 g HP/100 g producto crudo) y el
segundo factor a 3 niveles (1,2; 1,6, y 1,8 g agua/g HP), representando asi 6 condiciones
experimentales evaluadas por duplicado (dos partidas independientes de hamburguesas a

partir de dos lotes independientes de carne (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Contenidos de carne de cerdo (g/100 g) y contenidos reales (g/100 g) y codificados para
nivel de harina de porotos (HP) y relacidn agua/harina de poroto (A/HP) en 100 g de
hamburguesas crudas. Codigos de formulacion segin Tabla 2.1.

Formulacion Carne de cerdo Harina de porotos (HP) Relacion agua/harina (A/HP)
(g/100g) g/100g codificado  adimensional Codificado
1 70,50 8 -1 1,25 -1
2 67,70 8 -1 1,6 -0,067
3 64,50 8 -1 2 1
4 54,75 15 1 1,25 -1
5 49,50 15 1 1,6 -0,067
6 43,50 15 1 2 1

4.3.2 Modelado de las variables respuesta

Como variables respuesta se consideraron los resultados obtenidos sobre
hamburguesas con reemplazo parcial de carne de cerdo por harina comercial de porotos
para rendimiento, parametros de textura y color (Capitulo 2, seccién 2.4.2).

Se utilizé el método de regresion de minimos cuadrados para ajustar los datos de cada
variable respuesta a un modelo polindmico de segundo orden completo segun la siguiente

expresion:
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Yn=pBo+ BiCy + BaCs + B11(C1)? + B22(C2)? + B12Ci Gy Ec4.1

donde,

Y nes la variable respuesta predicha (¥7: rendimiento, ¥2: dureza, ¥3: cohesividad, Yz:
elasticidad, Y5: masticabilidad, Ys: resiliencia, Y7: pardmetro L*, Ys: parametro a*, Yo:
parametro b*)

C1, C2 son los contenidos codificados de las variables independientes (HP y A/HP,
respectivamente, Tabla 4.1)

Lo es el término constante

[1y Bzson los coeficientes lineales

[11, 22, son los coeficientes cuadraticos

Sz es el coeficiente de interaccion.

Para obtener los modelos matematicos de cada respuesta se empled una metodologia
de eliminacion tipo “paso a paso hacia atras” (stepwise backward) para establecer los
términos significativos de dichos polinomios en cada caso. La adecuacién del modelo fue
verificada utilizando un test de falta de ajuste (lack of fit). En cada caso también se
informé el coeficiente "precision adecuada" (Adequate Precision), medida de la relacién
entre la sefial y el ruido, que es deseable que sea mayor que 4. Luego de ajustar los
modelos, se llevd a cabo un andlisis de los residuos para validar las hipdtesis en los

ANAVA.

4.3.3 Optimizacion simultanea

Se utilizd una optimizacién multirespuesta para predecir la formulacion éptima
empleando una metodologia de “funcién objetivo o deseabilidad”, "D".

Para definir la deseabilidad global, D, se requiere que todas las variables Y estén en la
misma escala, y esto se logra transformando cada respuesta predicha Y, en un valor de
deseabilidad individual dn, utilizando los modelos ajustados y estableciendo los criterios

de optimizacidn. Cada una de esas funciones es continua y mondtona variando desde cero
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(respuesta no deseada o inaceptable) hasta 1 (respuesta éptima o completamente
deseable). La funcién D viene dada por la media geométrica ponderada de las
deseabilidades individuales.

En general, la conveniencia de cada respuesta debe ser mayor que cero como
condicidn necesaria para establecer la conveniencia total de un sistema. En el intervalo
[0,1] la conveniencia puede tener, segln el caso, una variacion lineal o no lineal,
dependiendo de las condiciones propias del producto o proceso, que deberd ser
previamente definida. Dependiendo de si la respuesta particular predicha va a ser
maximizada, minimizada o asignado un valor objetivo en un rango determinado, se

pueden emplear diferentes funciones objetivo dn (Derringer y Suich, 1980).

0 si  Yn < Ynmin

— Yn - Ynmin \" : : L Ec. 4.2
dy = (Y mav —y min) si Yn™n < ¥Yn < Ynmer
n —-¥n

1 si Yn = ynmoex

donde,
Ynmin es el minimo valor aceptable para Yn
Ynmaxes el maximo valor considerado deseable

r es una constante positiva
Si r = 1, la funcidon dn aumenta linealmente conforme al aumento de Yn; sir > 1, la

funcion dn aumenta mas rapidamente hacia Yn™ma; y si r < 1, la funcién dn aumenta mas

lentamente hacia Ynmax,
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Luego, las funciones individuales de deseabilidad de las respuestas consideradas son
combinadas para obtener la funcién de D, que se define como la media geométrica de los

valores de conveniencia individuales (Harrington, 1965; Derriger y Suich, 1980):

D = (dy *dy ...x dy)'/™ Ec. 4.3

El valor de D (Ec. 4.3) serd el mas alto en condiciones donde la combinacion de los
diferentes criterios a nivel global sea éptima y serd nulo si al menos uno de los atributos

resulta completamente indeseable.

4.3.4 Validacion

Una vez determinada la formulacién 6ptima, es decir, valores de nivel de HP y relacién
A/HP para los cuales se obtuvo la D, se la empleé para elaborar hamburguesas con harina
de porotos alubia variedades NOA. Debido a que estas harinas caracterizadas previamente
(Capitulo 3), presentaron composicion y propiedades funcionales similares a la harina
comercial utilizada en el Capitulo 2, los porotos variedades Cerrillos y Paloma fueron
mezclados en partes iguales para obtener harina utilizada para los ensayos de validacién.

La harina se obtuvo segun metodologia descripta en Seccién 3.3.3. Las hamburguesas
se elaboraron segin metodologia descripta en Seccién 2.3.3, empleando la combinacion
de nivel de HP y relacién A/HP optimizada, y los ingredientes comunes mencionados en la
Tabla 2.1. Los productos se almacenaron congelados hasta su andlisis, no mas de 1
semana.

Sobre las hamburguesas se analizaron todas las variables de respuesta mencionadas
(Seccion 4.3.2). Los valores experimentales obtenidos y los predichos (Seccién 4.3.3) de
cada variable respuesta fueron comparados para determinar la validez de los modelos

obtenidos.
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4.3.5 Estudio de las transiciones térmicas

Para analizar el efecto del agregado de la harina de porotos (HP) a las matrices carnicas
se estudiaron las transiciones térmicas en hamburguesas crudas y cocidas de
formulaciones 1, 3, 4, y 6, (Tabla 4.1), correspondientes a contenidos minimos y maximos
de HP y de agua, consideradas representativas del sistema estudiado. Ademas, para
analizar la contribucién de cada ingrediente mayoritario en el producto, se analizaron las
transiciones térmicas de la harina de porotos NOA obtenidas previamente (Seccion 3.4.9)
y de la mezcla carne de cerdo/sales (NaCl/TPP; 1,27/0,63 g/100 g carne, relacién para el
producto Control segliin Tabla 2.1).

Las muestras fueron analizadas utilizando la técnica de Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC, TA Instruments, Delaware, EE.UU). Para las hamburguesas y la carne de
cerdo se siguid el protocolo de Marchetti et al. (2015). Se pesaron aproximadamente 10
mg de cada muestra en cada cdpsula, se sellaron en forma hermética, sometiéndose a un
programa que consistido en un calentamiento entre 25 y 120 °C, con una velocidad de 10
°C/min.

Los termogramas de las diferentes muestras fueron analizados mediante el software

Universal Analysis 2000 (TA Instruments, EE.UU).

4.3.6 Analisis de la microestructura

Se estudid la microestructura de los sistemas carnicos mediante SEM. Se realizaron
observaciones en hamburguesas control y optimizada, tanto en crudo como en cocido, a
fin de evaluar el efecto del agregado de la harina de porotos al sistema. Para ello, se volvid
a elaborar una nueva unidad de produccidon segun Seccién 2.3.3 para todas las
formulaciones mencionadas.

En todos los casos se tomaron pequefias muestras de hamburguesa (aproximadamente
2 mm por 2 mm). En el caso de las hamburguesas cocidas, se extrajeron dos tipos de
muestras, una de la cara interna debajo de la superficie y otra del centro del producto.

Todas las muestras fueron fijadas con la solucién de Carnoy (60 % alcohol etilico, 30 %

cloroformo, 10 % &acido acético glacial, v/v) a 4 °C durante 24 h. Luego se realizd una
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deshidratacion utilizando soluciones de etanol de concentraciones crecientes (etanol 70 %
v/v, 12 h; etanol 95 % v/v dos ciclos de 2 h; etanol 100 % v/v dos ciclos de 2 h).
Posteriormente se aplicé la técnica del punto critico (Trieu y Qutubuddin, 1994). Este es
un método de secado posterior a la deshidratacidon con alcohol, que permite conservar la
forma y estructura celular de la muestra. El proceso se basa en el reemplazo de los
liquidos (utilizados en la extraccién, fijacion y conservacidn iniciales) por CO2, que es
finalmente evacuado sin danar los tejidos de la muestra.

Previo a su observacion, las muestras fueron montadas en soportes de aluminio
utilizando una cinta adhesiva de doble contacto, y luego recubiertas con una capa de oro
(40-50 nm) al vacio por pulverizacién catdédica o sputtering, para su visualizacion. La
observaron se realizé mediante un microscopio electrdnico de barrido (FEI - QUANTA 250,
Hillsboro, EE.UU), con diferentes aumentos y en diversos campos para cada muestra, de

modo de obtener las imagenes mas representativas de la microestructura.

4.3.7 Metodologia y herramientas estadisticas empleadas

Procedimientos estadisticos tales como analisis de varianza (ANAVA) y comparaciones
pareadas de medias se llevaron a cabo mediante el software Infostat v2009 (Infostat 2008,
Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Se utilizd el ensayo de
Tukey para estudiar las comparaciones pareadas de medias. La generacién de superficies
de respuesta y optimizacién fueron realizados con el software estadistico Expert Design
(trial version 7.1.6, Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.). Las diferencias entre medias y
ensayos F se consideraron significativas cuando las probabilidades estimadas fueron
inferiores a 0,05 (P < 0,05). Los resultados experimentales se informaron como valor

medio y error estandar de la media entre paréntesis.
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4.4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.4.1 Modelado y optimizacién
4.4.1.1 Ajuste de modelos y seleccidn de variables respuesta

Se calcularon las ecuaciones individuales predictivas (Ec. 4.1) para todas las variables
respuesta analizadas sobre hamburguesas obtenidas con harina de porotos comercial
(Capitulo 2). La Tabla 4.2 muestra los coeficientes de los modelos resultantes para el

rendimiento, pardmetros de color y de textura.

Tabla 4.2. Coeficientes de regresion para los modelos propuestos para las variables respuesta
(rendimiento, dureza, cohesividad, elasticidad, masticabilidad, resiliencia, L* y b*) expresados en
términos de nivel de harina de porotos (HP) y relacién agua/harina de porotos (A/HP) codificados
en las formulaciones de hamburguesas. Se expresan ademas los P valor para el modelo, falta de
ajuste y coeficiente de “precisidon adecuada”.

Variable Coeficientes de regresion
respuesta Constante HP A/HP HP x A/HP Correlaciéon Falta Precision
(P) de Adecuada
ajuste
(P)
Rendimiento 89,58 -0,12 -1,16 - <0,0001 0,137 11,57
Dureza 15,07 -2,18 -2,32 -0,94 <0,0001 0,385 14,46
Cohesividad 0,53 -0,013 -7,90x10% -4,41x103 <0,0001 0,911 16,49
Elasticidad 0,84 -0,024  -0,025 - <0,0001 0,922 15,30
Masticabilidad 6,62 -1,17 -1,23 - <0,0001 0,300 15,05
Resiliencia 0,36 -0,023 -0,013 - <0,0001 0,165 19,70
L* 77,65 0,31 0,81 0,271 <0,0001 0,995 8,04
b* 12,06 0,39 -0,21 ---- <0,0001 0,446 8,08

Es importante sefialar que la mayoria de los modelos propuestos predijeron
adecuadamente los resultados experimentales. Para el andlisis de la varianza del modelo,
valor P fue muy significativo para la mayoria de las variables (P < 0,0001). Sin embargo, no
fue posible establecer un modelo matematico para la respuesta del parametro a* del
color.

Un modelo de regresion exhibe falta de ajuste cuando no puede describir
adecuadamente la relacion funcional entre los factores experimentales y la variable de

respuesta. En este caso, los valores de falta de ajuste resultaron no significativos (P >
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0,05). Por lo tanto, los resultados indicaron que la mayoria de las variaciones podrian
explicarse bien con los modelos propuestos.

Respecto al pardmetro “precision adecuada”, todas las variables respuesta ajustadas
por el modelo presentaron un valor mayor a 4, lo que indicé que los modelos resultaron

adecuados para estudiar el espacio del disefo.

4.4.1.2 Analisis de las superficies de respuesta obtenidas

A partir de la significancia de los términos de cada modelo se pudieron analizar los
efectos de las variables independientes sobre los pardmetros de calidad de las
hamburguesas elaboradas con harina de poroto proveniente de las variedades Cerrillos y
Paloma.

Respuestas de rendimiento y parametros de textura

En la Figura 4.3 se presenta la superficie de respuesta obtenida para la variacién del
rendimiento de los productos hibridos en funcion del nivel de harina de porotos y de la

relacion agua/harina en su formulacion.

90.9

90.225

89.55

88.875

88.2

Rendimiento (%)

A/HP

Figura 4.3 Superficie de respuesta para la variacion del rendimiento (g/100 g) en funcidn del nivel
de harina de porotos (HP) y de la relacién agua/harina de porotos (A/HP) de hamburguesas
hibridas. Colores mas claros indican mayores valores para los parametros modelados.
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Como se discutid anteriormente (Capitulo 2) el rendimiento para todas las
hamburguesas hibridas fue mayor al 88 %. Segun la Tabla 4.1 y observando la superficie
de respuesta correspondiente se pudo concluir que ambos factores (HP y relacion A/HP)
afectaron negativamente al rendimiento, pero siendo principalmente controlado por el
factor A/HP debido a su coeficiente de un orden de magnitud mayor al correspondiente a
HP (-1,16 vs. -0,12, Tabla 4.1). Es interesante sefalar el bajo valor del coeficiente
correspondiente al nivel de HP que demostraria que la sustitucion parcial de la carne de
cerdo por harina de porotos no ocasionaria una disminucién marcada en el rendimiento
del producto, indicando que podrian alcanzarse niveles de reemplazo mas altos sin afectar
significativamente a este parametro.

En la Figura 4.4 (a,b) se presentan las superficies obtenidas para las variaciones de los
parametros de textura dureza y cohesividad de las hamburguesas hibridas en funcién del
nivel de harina de porotos y de la relacién agua/harina en las mismas. Como puede
observarse en los coeficientes de |la Tabla 4.2, los comportamientos de ambos pardmetros
estuvieron controlados por los dos factores, HP y relacion A/HP, como asi también por la
interaccion entre ellos, con coeficientes mayores para el caso de la dureza. Por lo tanto,
las superficies de respuesta para estas dos variables mostraron tendencias similares.
Ambos parametros disminuyeron a medida que aumentaba el nivel de HP, con un efecto
mas notable cuando la relacién A/HP aumentaba. Diversos autores han reportado que
ciertos sustitutos cdrnicos pueden proporcionar productos mas blandos o tiernos, en
productos elaborados a partir de carne picada debido a la capacidad de estos ingredientes
para absorber agua y disolverse en la matriz de proteinas carnicas, generando un
producto mds blando (Shorky, 2016; Ozer y Secen, 2018). Respecto a esto, Baugreet et al.
(2016) explicaron el ablandamiento observado en hamburguesas con harina de legumbres
por la baja densidad de las particulas de la harina y su rapida hidratacién. La reduccién en
los valores de dureza conforme aumenté la cantidad de agua afiadida (mayores relaciones
A/HP) podria estar relacionada por el debilitamiento de la matriz en presencia de mayores

cantidades de agua retenida (Liu et al., 2008).
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18.7
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14.15
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Figura 4.4 Superficie de respuesta para la variacién de la (a) dureza y (b) cohesividad en funcién
del nivel de harina de porotos (HP) y de la relacién agua/harina de porotos (A/HP) de
hamburguesas hibridas. Colores mas claros indican mayores valores para los parametros
modelados.
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En la Figura 4.5 se presentan las correlaciones encontradas entre la dureza y la

cohesividad de las hamburguesas y el contenido de carne (Tabla 4.1) en los productos.
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Figura 4.5. Dureza (a) y cohesividad (b) en funcion del contenido de carne del producto. (¢)

hamburguesas con harina de poroto; (m) hamburguesa control; (-) correlacion.

Cuando se analizé el comportamiento de la dureza de las hamburguesas hibridas se

encontrd una correlacion importante entre este pardmetro y el contenido de carne (R? =

0,85) del producto (Figura 4.5a). A mayores contenidos de harina y agua (mayor HP vy
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relacion A/HP), que implican menor contenido de carne en la formulacién (mayor
reemplazo), los productos obtenidos presentaron menor dureza. Sin embargo, cuando se
intentd incluir en este andlisis el valor de dureza obtenido para la formulacién control sin
harina de porotos (maximo contenido de carne) se observé que éste fue similar a la
dureza de la formulacién hibrida con el menor contenido de carne (mayor contenido de
harina+agua) y que no correlaciond con los resultados anteriores.

La diferencia entre la dureza de las hamburguesas hibridas y el control, donde se
agrego agua, en menor cantidad, pero no harina de porotos, indicaria que ésta modifica la
dureza del gel carnico probablemente por cambios estructurales en la matriz compleja
carne-harina, donde los componentes de la harina estarian interactuando con las
proteinas de la carne. En bajas cantidades, el agregado de harina+agua reforzaria la matriz
del sistema cdrnico provocando el aumento de la dureza del producto obtenido, pero a
mayores agregados resultaria en una matriz gelificada mds blanda. Esto podria explicarse,
como ya se menciond, debido a la capacidad de los componentes de la harina de absorber
agua, disolverse en la matriz de proteinas cdrnicas, generando un producto cada vez mas
blando por una matriz con mayor cantidad de agua retenida.

Diversos resultados fueron observados por Tahmasebi (2015), quien encontré mayor
dureza en salchichas con agregado de harina de Guandu (Cajanus cajan), y por Choi et al.
(2010), quienes reportaron que la adicién de fibra aumenta también la dureza de los
productos carnicos cuando se compararon con un control sin adicién de las mismas.

Se encontrd también correlacidon (R?= 0,97) entre la cohesividad de las formulaciones
con el agregado de HP y su contenido de carne (Fig. 4.5b). Pero al igual que para la dureza,
la control sin harina presenté un valor de cohesividad muy superior al resto y sin
correlacién. Esto podria implicar que, si bien la interaccidon entre las proteinas de la carne
y los componentes de la harina, en cierto nivel, podria reforzar la matriz y aumentar la
dureza, también reduciria las conexiones entre las particulas de carne, dando lugar a una
estructura menos densa y uniforme, disminuyendo su cohesividad (Jiménez-Colmenero,
2000). El agregado de harina, en cualquiera de las proporciones adicionada, siempre

resulta en hamburguesas con valores de cohesividad menores al producto control.
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Resultados similares fueron observados en sistemas cdrnicos con el agregado de fibra de
salvado de arroz (Zhuang et al., 2016) y con harina de semillas de quinoa en nuggets de
carne de cabra (Verma et al., 2019).

Asimismo, Lee y Kim (1986) estudiaron el efecto del agregado de almidén de papa a
surimi en sus caracteristicas reoldgicas, observando un aumento en la dureza hasta llegar
a un maximo para 6 % de almiddn, pero a mayores agregados, el valor comenzaba a
disminuir. Atribuyeron el refuerzo observado, al aumento de densidad de la matriz

proteica asociado a las caracteristicas eldstica de los granulos de almidén hinchados.

En la Figura 4.6 (a,b,c) se presentan las superficies obtenidas para los cambios en
masticabilidad, elasticidad y resiliencia de los productos hibridos en funcién del nivel de
HP y de la relacién A/HP. Para estos parametros se obtuvieron modelos lineales (Tabla
4.2). Los tres parametros mostraron una correlacion negativa tanto para el nivel de HP
como para la relacion A/HP, pero entre ellos, la masticabilidad mostré una mayor

dependencia de ambos factores.

145



Capitulo 4

0.886

0.86175

0.8375

0.81325

0.789

_Elasticidad {(mm/mm)...._ . . .

~
@
]
]

-3
=1}
@

5425

Masticabilidad (N}

A/HP

1.81 1325 HP
200 15

0.401

0.38275

0.3645

0.34625

0.328

Resiliencia I/}

A/HP 200 15

Figura 4.6 Superficie de respuesta para la variacién de la (a) elasticidad, (b) masticabilidad y (c)
resiliencia, en funcion del nivel de harina de porotos (HP) y de la relacidn agua/harina de porotos
(A/HP) de hamburguesas hibridas. Colores mas claros indican mayores valores para los parametros

modelados.
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En la Figura 4.7 (a,b) se presentan las superficies obtenidas para los cambios en los

parametros de color L* y b* de los productos hibridos en funcidn del nivel de HP y de la

relacion A/HP.
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Figura 4.7 Superficie de respuesta para la variacion de L* (a) y b*(b) en funcién del nivel de harina

de porotos HP (A: Harina) y de la relacién agua/harina de porotos A/HP (B: Agua/harina) de
hamburguesas hibridas. Colores mas claros indican mayores valores para los parametros

modelados.

Cuando se evalud la respuesta a los parametros de color, la luminosidad (L*) fue
dominada por el nivel de HP, la relacién A/HP, como asi también por la interaccion entre

ellos (Tabla 4.2). Como puede observarse en la Figura 4.7a, a mayor HP y mayor A/HP,
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mayor el valor de L* obtenido. Este aumento pudo explicarse en términos del color de la
harina (blanco), como asi también de la mayor cantidad de agua agregada. Resultados
similares fueron observados en salchichas de carne de cerdo con la adicion de almidon
cuando el contenido de agua era incrementado (Beggs et al., 1997; Garcia-Garcia y
Totosaus, 2008).

Respecto a b*, la interaccidén entre HP y relacién A/HP no fue significativa (Tabla 4.2)
pero se encontrd una relacién con el contenido de HP positiva y negativa con la relaciéon
A/HP.

Como se describié anteriormente, no fue posible establecer una modelo para el
pardmetro a*, encontrando un valor promedio para las formulaciones con HP de a*= 3,23

+0,08.

4.4.1.3 Optimizacion de la formulacion

Entre las variables respuesta evaluadas en los productos, se seleccionaron para la
optimizacidn simultanea aquellas que resultaron significativas (P < 0,05) y mostraron buen
ajuste. Por ello, el pardmetro de color a* no fue incluido. Asimismo, tampoco se considerd
el pardmetro L* debido a que el valor obtenido para el producto comercial (70,08)
(Capitulo 2) se encontraba por fuera del rango observado para las hamburguesas con
poroto (74,75-81,45),

Respecto a la masticabilidad, no se incluyd en este procedimiento, ya que es una
funcién lineal de la dureza, elasticidad, y cohesividad, y resultaria redundante
considerarlo, al igual que la resiliencia por presentar una tendencia similar a la elasticidad.

Por lo tanto, una vez establecidas las ecuaciones predictivas individuales mediante el
hallazgo de los coeficientes adecuados (Tabla 4.2), se definieron seis funciones objetivo
para las variables seleccionadas: contenido de harina, rendimiento, dureza, cohesividad,
elasticidad y parametro b*.

En la Tabla 4.3 se muestran los criterios de optimizacién empleados para cada
respuesta. El nivel de harina de porotos y el rendimiento fueron maximizados, los

parametros texturales dureza, cohesividad y elasticidad y el parametro b* fueron
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establecidos como valores objetivo a partir de los determinados en el producto comercial

previamente caracterizado (Capitulo 2).

Tabla 4.3. Criterios empleados para obtener las funciones de conveniencia individuales.

Variable respuesta Criterio de optimizacion

Harina de poroto Maximo
Rendimiento (%) Maximo
Dureza (N) 12
Cohesividad 0,545
Elasticidad 0,81
b* 13

Mediante la optimizacion en base a estos criterios se encontré que la combinacién
Optima de harina de porotos (HP) y la relacidon agua/harina (A/HP) a incorporar en las
hamburguesas de cerdo con aceite de girasol alto oleico pre-emulsificada correspondid a:

e Harina de poroto: 15 g/100 g
¢ Relacidon agua/harina: 1,36 g/g

Esta optimizacién presentd un valor de deseabilidad global (D) de 0,756. Este valor se
encontrd cercano a la unidad y es un indicador de cuan préxima se halla la formulacién
optimizada de cumplir de forma simultdnea con todos los criterios establecidos. En la
Tabla 4.4 se informan todos los ingredientes y cantidades para elaborar 100 g de

hamburguesa hibrida optimizada.

Tabla 4.4. Ingredientes para elaborar 100 g de hamburguesa hibrida con la formulacion
optimizada. TPP: tripolifosfato de sodio.

Ingrediente g/100 g hamburguesa

Carne de cerdo 53,1
Harina 15
Agua 20,4
Aceite 10
NacCl 1
TPP 0,5
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4.4.1.4 Validacion del modelo
Los valores experimentales promedio obtenidos para cada variable respuesta sobre el
producto elaborado segun la formulacidn optimizada con harina de porotos NOA y los

predichos por los correspondientes modelos se presentan en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Valores predichos y experimentales para rendimiento, dureza, cohesividad y elasticidad
y parametro b* obtenidos para la formulacién optimizada con 15 % de harina de porotos NOA y
relacién agua/harina 1,36.

Variable Respuesta Valores predichos Validacién experimental
Promedio Intervalo de confianza*

Rendimiento (%) 90,29 90,40 (0,5) 88,40-92,17

Dureza (N) 15,23 12,5(0,8) 10,49-19,97

Cohesividad 0,536 0,513 (0,004) 0,51-0,55

Elasticidad 0,832 0,76 (0,01) 0,78-0,89

b* 12,60 12,8 (0,1) 11,30-13,89

*Intervalo de confianza: a= 0,05

No se encontraron diferencias significativas entre los valores predichos y los
experimentales para las variable respuesta analizadas (P > 0,05).

Por lo tanto, se pudo concluir que el procedimiento matematico elegido predijo
adecuadamente los atributos de calidad de los productos hibridos, y que la utilizacién de
harinas de porotos de variedades NOA mejoradas tuvo el mismo comportamiento
respecto a la harina comercial. Esto Ultimo podria explicarse debido a las similitudes que

presentaron en composicion y propiedades funcionales (Capitulo 3).

4.4.2 Estudio de las transiciones térmicas

En la Figura 4.8 se presentan, a modo de ejemplo, los termogramas obtenidos para la
harina de porotos alubia Cerrillos (Seccion 3.4.8), para la mezcla carne de cerdo/sales, y
para una hamburguesa hibrida optimizada cruda, y para una muestra tomada del centro

de la misma una vez cocida.

150



Capitulo 4

___a [~ = e S -
S \\ e - \\ -’ 7
e S
5 S
(@]
© [~ R
-c ~
% R 4 e
o
\ ’.,/' -
t\ ";'
N, - Ee
! I T I ! I N I T T v
40 50 60 70 80 a0 100
T(°C)

Figura 4.8 Termogramas correspondientes a mezcla carne/sales (—), harina de porotos (----),
hamburguesa hibrida optimizada cruda () y zona centro de hamburguesa hibrida optimizada
cocida ().

Todas las formulaciones de hamburguesas hibridas (formulaciones 1, 3, 4, 6 segun
Tabla 2.1) y optimizada, al ser analizadas crudas presentaron 5 transiciones endotérmicas
a 54,56 + 0,08 °C; 67,3+0,2°C; 73,7+0,1°C; 80,6 £0,2°Cy 96,4 0,2 °C, sin diferencias
significativas entre ellas.

Por comparacion de estos termogramas con el obtenido para la mezcla de carne/sales,
se pudieron asignar las tres primeras transiciones a la desnaturalizacidn de las distintas
fracciones de proteinas carnicas en presencia de sal (Graiver et al., 2006),
correspondiendo a miosina (Tp= 54,14 °C), proteinas sarcoplasmadticas y coldgeno (Tp=
66,34 °C), y actina (Tp=73,42 °C). Si bien no se observaron diferencias en las Tp para las
tres transiciones entre las formulaciones evaluadas, si hubo diferencias significativas en la
entalpia asociada al primer pico. El agregado de harina de poroto ocasiondé un aumento
significativo (P < 0,05) en la energia requerida para la desnaturalizacién de miosina, que se
evidencido al comparar las entalpias asociadas al primer pico para las diferentes

formulaciones, mientras que la relacion agua/harina de porotos no afectd
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significativamente los resultados. Teniendo en cuenta los promedios para las
formulaciones con la misma cantidad de harina, los resultados fueron 0,52; 0,64 y 0,95
W/g carne de cerdo para 0, 8 y 15 g harina de poroto/100g, respectivamente. La entalpia
asociada al segundo pico no presenté diferencias para las distintas formulaciones,
mientras que para el tercer pico no fue posible realizar la medicién, debido a un
solapamiento de este pico con el asociado a la cuarta transicion. Este solapamiento
también fue observado por Wu et al. (1985), cuando analizaron el efecto del agregado de
diferentes almidones a surimi sobre las transiciones térmicas del mismo y por Belibagli
(2003) en un sistema similar.

Por otro lado, por comparacion entre los termogramas correspondientes a las
hamburguesas crudas y el correspondiente a la harina de porotos, la cuarta transicion
(76,4 °C + 0,4) fue atribuida a la gelatinizacion del almidén y la quinta (90,1 + 0,4 °C)
principalmente a la desnaturalizacion de proteinas de la harina, tal como se describié en la
Seccién 3.4.8.

Al comparar las transiciones de la harina en las hamburguesas hibridas respecto a las
de la harina en agua, se encontré que ambas temperaturas de pico se presentaron
desplazadas a temperaturas mayores. Por lo tanto, si bien la presencia de harina no afecté
las transiciones de las proteinas de la carne, las transiciones de la harina fueron afectadas
por su incorporacién en el sistema carnico. Estas diferencias podrian atribuirse a
alteraciones en los cristalitos de almidén por formacidon de complejos con otras moléculas
en el sistema carnico (Belibagli et al., 2003), o por la presencia de sal, la que podria
restringir el hinchamiento de los granulos (Bello-Perez y Paredes-Lopez, 2009). Ademas,
durante la gelacidon de la matriz cdrnica, que comienza con la desnaturalizacién de la
miosina, el agua resulta atrapada por la red proteica pudiendo reducir la necesaria para la
posterior gelatinizacion del almiddn, ocasionando su corrimiento a mayores temperaturas
(Wu et al., 1985). Estos resultados coinciden con lo descripto por otros autores, donde la
temperatura de gelatinizacién aumenta, la entalpia asociada disminuye y la endoterma
resulta mas ancha cuando se aplica calor a un alimento que contiene almiddn respecto a

las transiciones del almiddén aislado (Elgadir et al., 2009). La disminucién en la energia
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asociada a la gelatinizaciéon no pudo ser corroborada, debido al solapamiento con otro
pico, como se explicd anteriormente. Los resultados obtenidos en este ensayo coinciden
con otros autores (Li y Yeh, 2002; Wu et al., 1985) los cuales sostienen que la gelacion de
las proteinas carnicas y la gelatinizacién del almidén son dos eventos térmicos
independientes durante la coccidn del producto.

Cuando existen dos componentes en la matriz que son capaces de formar una red
continua del gel, los factores mas relevantes son la concentracién y la temperatura que
alcanza el sistema. Generalmente, el componente que tiene menor temperatura de
transicién es el que forma la red continua. La gelificacion de la miosina se produce en dos
etapas. La primera etapa de la reaccidn, entre 30 y 50 °C implica la agregacion de las
cabezas globulares de la miosina, y la segunda etapa, a temperaturas superiores a 50 °C,
estd asociada con la desnaturalizacion de la cola (Sharp y Offer, 1992). La gelacién térmica
de la miosina generalmente involucra ambos procesos, la desnaturalizacién y agregacién
de la misma.

En el caso del sistema estudiando, se forma el gel de miosina. Mientras que el rango de
gelatinizacién de las harinas (74,7 °C - 82,8 °) se encuentra por encima de la temperatura
alcanzada en la coccidn que fue de 71 °C. Si bien la temperatura fue medida en el centro
del producto y pueden existir zonas donde se hayan alcanzado temperaturas que
permitan la gelatinizacion del granulo, no se alcanza la gelatinizacién completa. Esto se
evidencido en el andlisis térmico de las hamburguesas cocidas en las cuales no se
detectaron transiciones térmicas en las muestras correspondientes a la parte interna de la
superficie de los productos, mientras que en las muestras obtenidas de la zona centro se
observé sélo una transiciéon a 85 °C (Figura 4.8). Dado que el centro del producto alcanzé
aproximadamente 71 °C durante el proceso de coccidn, es esperable que las proteinas
carnicas se hayan desnaturalizado y que no se observen las transiciones asociadas a ellas.
Por lo tanto, la transicidn observada corresponderia principalmente a la gelatinizacién de
alguna fraccién de almidéon nativo persistente. Probablemente, debido a la posible
restriccion en la disponibilidad de agua mencionada, agravada por las pérdidas

acontecidas durante la coccion como asi también, a fuertes interacciones con la matriz,
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esta transiciéon ocurre temperaturas aun mayores a las encontradas previamente al

analizar la hamburguesa cruda.

4.4.3 Analisis de la microestructura

Las imagenes obtenidas por SEM de hamburguesas correspondientes al control y a la
formulaciéon hibrida optimizada pueden observarse en la Figura 4.9 y Figura 4.10,
respectivamente, donde se incluyeron, ademas, micrografias de los productos crudos y
cocidos.

Como se puede observar en las Figuras 4.9 a,c, y 4.10 a,c,e la apariencia de las matrices
carnicas de ambos productos difirieron sustancialmente en crudo y en cocido. En la
hamburguesa control cruda se observd una matriz proteica escamosa y relativamente
homogénea, lo cual fue mds notorio con la coccidn y que podria relacionarse con las altas
pérdidas de liquido de este producto durante el proceso.

Por el contrario, en la formulacién hibrida optimizada se observé una matriz granulosa
conteniendo componentes de la harina (granulos de almidén) que luego de la coccidon
resulté en una red tridimensional estable, y con textura firme, viscoelastica y suave, lo que
podria asociarse a los mayores rendimientos (90,40 % para la hamburguesa hibrida
optimizada vs 76,4 % para el control) y dureza en observados en este producto (12,5 N
para la hamburguesa optimizada vs 10,2 N para el producto control (Seccién 2.4.2)).

Se pudieron evidenciar algunas gotas de lipidos embebidas dentro de la matriz proteica
de la formulacién optimizada, tanto en crudo como en cocido, resultado de la pre-
emulsificacién del aceite de girasol alto oleico, adecuadamente retenidas por la matriz. Sin
embargo, en el control, de igual proporcion de aceite que la formulacion optimizada, solo
se observaron algunas pocas gotas lipidicas en crudo, siendo mas dificil su observacién en
cocido.

En la hamburguesa optimizada cruda se observaron ademds un gran numero de
granulos de almiddn integrados a la matriz proteica (Figura 4.10 a,b). Algunos de estos
granulos fueron observados también en el producto cocido, manteniendo su apariencia en

las micrografias que corresponden al centro del producto (Figura 4.10 c,d). Estos
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resultados coinciden con lo observado en las transiciones térmicas de los productos
cocidos donde se evidencid el pico asociado a la gelatinizacién del almidén, resultante del

remanente de granulos sin gelatinizar durante la coccion.

En las micrografias correspondientes a la superficie interna de la hamburguesa hibrida
cocida, los granulos de almidén presentaron un aspecto distorsionado (Figura 4.10 e,f).
Esto puede deberse a que si bien los granulos son insolubles en agua fria, pueden
embeber agua de manera reversible, es decir, pueden hincharse ligeramente con el agua,
y luego producirse el proceso inverso. En este caso, probablemente debido una
deshidratacién rdpida como consecuencia de las elevadas temperaturas de la superficie de

contacto de la plancha en la cual se cocind el producto.
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Figura 4.9. Micrografias de hamburguesa control: cruda (a, b) y cocida (c, d). GL: gotas de lipidos.
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Figura 4.10. Micrografias de hamburguesa hibrida optimizada: cruda (a, b), cocida centro (c, d) y
cocida superficie (e, f). GL: gotas de lipidos; GA: granulos de almiddn.
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4.5 CONCLUSIONES

Mediante el modelado matemadtico de la respuesta para las variables estudiadas se
pudo analizar el efecto del agregado de harina de porotos y de la relacién agua/harina de
porotos sobre las propiedades tecnoldgicas de los productos hibridos obtenidos.

Fue posible encontrar mediante la metodologia de funcion deseabilidad en funcién de
sus principales parametros de calidad, la formulacién hibrida optimizada (15 g harina de
porotos/100 g y 1,36 g agua/g harina de porotos) y validarla experimentalmente,
obteniendo un producto con adecuadas caracteristicas fisicas y similares a un producto
comercial tradicional sin reemplazo de carne.

El producto hibrido optimizado crudo presentd cinco transiciones endotérmicas, las
tres primeras correspondientes a la desnaturalizacion de las distintas fracciones de
proteinas cdrnicas en presencia de sal, la cuarta a la gelatinizacion del almidén y la quinta
a la desnaturalizaciéon de proteinas de la harina, éstas dos Ultimas algo desplazadas a
temperaturas mayores respecto a las obtenidas en la harina. En el centro del producto
cocido se observd una Unica transicidn asociada a la gelatinizacidn de alguna fraccién de
almidon nativo persistente, lo cual se confirmdé mediante micrografias.

Por lo tanto, fue posible obtener una hamburguesa de cerdo hibrida mediante el
reemplazo parcial de carne por 15 g de harina y 20,4 g de agua que demostrd optimizar

sus parametros tecnolégicos de calidad.
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RESUMEN

Al elaborarse un alimento cdrnico hibrido la fuente vegetal adicionada puede
afectar tanto pardmetros de calidad y como nutricionales. Si bien el agregado de ésta
aporta fibra y diversos compuestos bioactivos, también las legumbres presentan en su
composicidn compuestos considerados antinutricionales que deben ser evaluados para
poder obtener un producto seguro.

Adicionalmente, si el producto se almacena congelado, es necesario evaluar la
estabilidad de los distintos parametros de calidad durante su vida util.

En este Capitulo se evalud la calidad nutricional de las hamburguesas optimizadas
en el Capitulo 4 por el agregado de harina de porotos y agua, incluyendo ademas el
estudio de la persistencia del inhibidor de tripsina en el producto cocido. Asimismo, se
estudio el efecto del reemplazo de carne sobre la estabilidad de los principales
pardmetros de calidad de las hamburguesas hibridas optimizadas durante 6 meses de
almacenamiento congelado respecto a un producto control.

El producto hibrido optimizado presenté alto contenido de fibra y de minerales. El
contenido de inhibidor de tripsina detectado en el producto crudo se redujo en un 50
% por la coccién. Durante el almacenamiento congelado, el producto hibrido
optimizado demostré cambios menores en rendimiento, pardmetros de textura y
color. Se evidencio un leve aumento de la oxidacién lipidica hacia el mes 3 con
disminucion posterior, pero manteniendo niveles sensorialmente aceptables. En
cuanto al estudio de la capacidad antioxidante, el producto hibrido presenté valores
algo superiores respecto al control, atribuido al aporte de los biocompuestos de Ila
harina de porotos.

Por lo tanto, el producto hibrido optimizado presenté una composicién en la que se
destacé el aporte de minerales y de fibra, que lo distingue de la hamburguesa
convencional, con adecuadas propiedades fisicas y estabilidad durante su

almacenamiento.
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5.1 Introduccion
5.1.1 Efecto de la incorporacion de harina de porotos en la calidad nutricional de
hamburguesas

Una gran parte de la carne consumida en paises industrializados previamente es
procesada. Su versatilidad, productos mads atractivos, mayor costo-efectividad, y
elevada vida util son algunas de las principales caracteristicas que distinguen a los
derivados carnicos de la carne fresca. Sin embargo, como ya se menciond, en un
intento por reducir el consumo de carne, una emergente aproximacion es diversificar
los tipos de alimentos en la dieta para contribuir a un uso de la carne y habitos de
consumo mas sustentables, pero al mismo tiempo logrando un alto valor nutricional.

Las emisiones de gases de efecto invernadero de la produccién ganadera tienen un
gran impacto en el medio ambiente. La evaluacion del ciclo de vida es un método
aceptado para evaluar el impacto ambiental potencial a lo largo de todo el ciclo de
vida de un producto o de una actividad. Esta representa un indicador ambiental para
evaluar la sostenibilidad de los productos del sector ganadero. A partir de los estudios
publicados que evaluaron el impacto de la produccion la carne, se concluyd que la
carne vacuna presenta un impacto ambiental mucho mayor que la de cerdo (McAuliffe
et al., 2016; Zervas y Tsiplakou, 2016), incluso al comparar productos finales como
hamburguesas de ambos tipos de carne (Saerens et al., 2021). Distintas investigaciones
plantean que la sustitucion de consumo de ganado rumiante de carne roja por otros
animales monogdstricos como los cerdos reduciria significativamente la produccién de
metano, con la consecuente menor generacién de gases de efecto invernadero, a
mediano-largo plazo, y menor impacto ambiental (Brieva y Costa, 2014).

Desde el punto de vista nutricional, la carne de cerdo es rica en minerales
esenciales y vitaminas (Fe, Zn, Se, vitaminas D, B1, B2, B6, B12), presentando alta
biodisponibilidad (Higgs y Pratt, 1998). Respecto al contenido de proteinas (18 - 22 %
en musculo fresco) su composicidn aminoacidica es balanceada. En cuanto al
contenido lipidico y la composicién de los mismos, estos difieren de acuerdo al tipo de
musculo y/o partes comestibles de la canal, y ademas la variabilidad entre animales.
En términos de la composicion lipidica, se incluyen acidos grasos saturados (35 - 45 %),
monoinsaturados (42 - 52 %) y poliinsaturados (5 - 20 %), destacandose la presencia de

acidos grasos n-3 y n-6 (Poklukar et al., 2020). En los cerdos, la grasa intramuscular
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varia entre 1 a 10 %, y esos lipidos estan representados por triglicéridos (0,5 a 5%),
fosfolipidos (0,5 a 1 %) y colesterol (0,05 a 0,1 %) (Schwob et al., 2020). El contenido de
triglicéridos y su composicién es muy variable, y depende del musculo y de otros
factores, como el genotipo, sexo, y especialmente la dieta administrada al animal
(Lebret, 2008; Wood et al., 2008).

Como vya se dijo, debido a su elevado contenido proteico, con alta funcionalidad y
valor biolégico, las harinas de legumbres tienen un alto potencial para ser usadas
como reemplazantes de carne. En legumbres, la fraccion de las globulinas son las
principales responsables de la funcionalidad, por ejemplo, retencién de agua,
emulsificacion, formacion de gel (Farooq y Boye, 2011; alarpa-Parra, 2018; Shevkani et
al., 2019; Toews y Wang, 2013). Su desempeiio funcional es comparable o aun mayor a
las proteinas de soja, las que son frecuentemente empleadas en la industria cérnica.

Un problema relevante derivado de la utilizacidn de las harinas de legumbres como
ingredientes en alimentos procesados es que contienen una elevada cantidad de
compuestos considerados antinutrientes naturales (Paterson et al., 2017).

Respecto a los inhibidores de proteasas en legumbres, se encuentran
exclusivamente en sus semillas, ya que no se han detectado en hojas, raices u otras
partes de las plantas. Por ello, sus harinas los poseen. Particularmente en el poroto, los
antinutrientes tipo inhibidores de proteasas encontrados pertenecen a la familia
Bowman Birk (Avilés-Gaxiola et al., 2018), como se describié anteriormente,
caracterizados por ser proteinas pequefias (4-8 kDa aproximadamente) con 14
residuos de cisteina formando 7 puentes disulfuro intracatenarios y dos sitios activos
(Qi et al.,, 2005). Los inhibidores de proteasas presentan caracteristicas distintivas
como poseer extraordinarias estabilidades fisicoquimicas tales como resistencia a
temperaturas extremas, valores extremos de pH y/o altas fuerzas salinas, entre otras.
Debido a esto, es importante evaluar la eficacia del tratamiento térmico aplicado sobre
el producto al que la harina de legumbres es incorporada, determinando los niveles de

inhibidores residuales y si éstos se hallan dentro de margenes seguros.
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5.1.2 Almacenamiento congelado de productos carnicos

Las hamburguesas, en general, son rapidamente congeladas tras su elaboracion y
almacenadas a -18 °C durante varios meses en la industria o freezers hogarenos por su
conveniente y facil preparacion y flavor (Choi et al., 2012). Como método de
conservacién, la congelacién puede prolongar eficientemente el periodo de
almacenamiento y mantener la calidad de productos carnicos (Barraza et al., 2015;
Wang et al., 2020).

Sin embargo, durante este largo periodo pueden ocurrir fluctuaciones de
temperatura con la consecuente formacion de grandes cristales de hielo extracelulares
que provocan serios dafios mecanicos (Zhang et al., 2017). Existe la posibilidad de que
el congelado ocasione deterioros inevitable en la calidad de la carne como en su
contenido de humedad, pérdidas por descongelado, y pérdida de frescura (Bertram et
al., 2001; Cheng et al., 2019). Ademas, la oxidacidon es también uno de las principales
causas de deterior de calidad de carne y productos carnicos (Carballo et al., 2018)
debido a que uno de los factores que promueven la oxidacién, como lo son las enzimas
(lipooxigenasas, lipasas), mantienen su actividad aun en temperaturas de congelacién
(Hernandez et al., 1999). El deterioro, especialmente de flavor y textura, es inducido
por oxidacién, remocién osmotica de agua y desnaturalizacion proteica (Huang et al.,
2013; Utrera et al., 2014).

El punto de congelacion de la carne magra es de aproximadamente -1,5 °C,
dependiendo de la composicidén. A temperaturas menores a los -7 °C, mas del 80 % del
agua estd congelada. Las consecuencias de esta crioconcentracién (cambios en la
viscosidad, en la presién osmoética, pH, etc.), pueden causar la desnaturalizacién de las
proteinas. Estos cambios en las propiedades funcionales de las mismas pueden
ocasionar cambios de color, textura y sabor (Pérez Chabela y Mateo-Oyague, 2006).

Ademas, durante el almacenamiento del producto congelado, existen pérdidas de
agua por evaporacion, sublimacién y exudacién. De acuerdo a la magnitud de estas
pérdidas pueden o no afectar la calidad del producto luego de la coccidn.

Por lo tanto, la congelacion y el almacenamiento congelado pueden producir
efectos profundos en las propiedades estructurales y quimicas de la carne, incluidos

cambios en las fibras musculares, lipidos y proteinas, todos los cuales tienen el
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potencial de influir en los atributos de calidad tanto de la carne como de los productos

derivados de ésta.

5.1.2.1 Cambios en textura

Han sido ampliamente estudiados los cambios de calidad durante la congelacion y
el almacenamiento congelado de hamburguesas de carne (Bertram et al., 2007;
Mortensen et al., 2006; Utrera et al., 2015).

Por lo tanto, uno de los principales parametros que puede verse afectado por el
almacenamiento congelado es la textura. La textura es un atributo clave utilizado en la
industria de alimentos frescos y procesados para evaluar la calidad y aceptabilidad del
producto. Los atributos de calidad textural de los alimentos pueden evaluarse
mediante pruebas descriptivas sensoriales o analisis instrumentales. La combinacién
de tiempo/alto costo asociado a las pruebas sensoriales ha motivado el desarrollo y el
uso generalizado de pruebas mecanicas empiricas que se correlacionan con las
percepciones sensoriales de la textura de los alimentos (Costa et al., 2011; Kim et al.,
2012; Wang et al.,, 2007). A lo largo de los afios, una amplia gama de pruebas
instrumentales se han utilizado tanto en la investigacién como en la industria para
evaluar la textura de los alimentos.

La formulaciéon de un alimento estd fuertemente influenciada por los cambios
deseados o no deseados de la textura (Foegeding et al., 2010), por lo tanto resulta de
suma relevancia poder evaluar y considerar los atributos de textura para la elaboracién

de un alimento.

5.1.2.2 Oxidacion lipidica como parametro de calidad

La oxidacién es un fendmeno comun en tanto en la carne, como en los productos
carnicos durante el almacenamiento congelado (Huang et al., 2013). La oxidacién
induce modificaciones de los lipidos y las proteinas del musculo, afectando las
propiedades organolépticas (decoloracion, textura inadecuada, desarrollo de olores y
sabores desagradables, reduccion de su vida util) (Estévez, 2011; Soyer et al., 2010), la
calidad nutricional, asi como la aparicion de compuestos potencialmente todxicos
(Insani et al., 2008; Morrisey et al., 1998; Gray et al., 1996; Vestergaard y Parolari,
1999 y Sampels, 2013).
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Por su composicion, la carne es muy suceptible a la oxidacion (Wood et al., 2008), y
su estabilidad oxidativa depende del equilibrio e interaccidn entre sustancias
antioxidantes y prooxidantes enddgenas, y la presencia de sustancias propensas a la
oxidacion, incluyendo acidos grasos poliinsaturados, colesterol, proteinas y pigmentos
(Bertelsen et al., 2000; Decker y Xu, 1998). El sistema antioxidante endégeno de la
carne esta compuesto por diversas sustancias tanto hidroéfilicas como lipofilicas, como
la vitamina E, vitamina C, carotenoides, polifenoles, y enzimas como el superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (Chan y Decker, 1994; Decker et al., 2000).
Ademas depende de factores extrinsecos como condiciones de procesamiento vy
concentraciéon de oxigeno (Choe y Min, 2006).

La oxidacidn lipidica es un fenédmeno complejo inducido por el oxigeno en presencia
de iniciadores tales como calor, radicales libres, luz, fotosensibilizacién, pigmentos y
iones metdlicos. Puede ocurrir mediante tres procesos principales: auto-oxidacién no
enzimatica mediada por radicales libres (reaccion espontanea del oxigeno atmosférico
con los lipidos), fotooxidacidon no enzimatica y no radical, y oxidacion enzimatica. Entre
ellos, la auto-oxidacién es el proceso mas frecuente que provoca el deterioro oxidativo
(Laguerre et al., 2007). Genera principalmente hidroperéxidos y compuestos volatiles,
generalmente a través de tres fases: i) iniciacion, en la cual se produce el rompimiento
homolitico de un hidrégeno en posicién a relativo al doble enlace (RH) de la cadena del
acido graso formando radicales libres (especies quimicas con un electréon desapareado)
a partir de las moléculas lipidicas, ii) propagacion: reaccién del radical lipidico (Re) con
el oxigeno molecular formando un radical lipidico peroxi (ROQe®), capaz de abstraer un
atomo de hidrégeno de otro acido graso insaturado y, por tanto, propagar la reaccién
en cadena, iii) terminacion: radicales libres e hidroperdéxidos (productos primarios de la
oxidacién lipidica) se descomponen generando moléculas estables de bajo peso
molecular (productos secundarios) tales como aldehidos, cetonas, acidos y una larga
variedad de compuestos que contienen nitrégeno y sulfuro, que imparten malos olores
y sabores a los alimentos (Esteves, 2005).

Durante la produccién de derivados carnicos, la carne magra y el tejido adiposo son
finamente picados alterando la integridad de membranas y exponiendo a los
fosfolipidos al oxigeno molecular, enzimas oxidativas, hemopigmentos, iones

metalicos, entre otros, aumentando el desarrollo de reacciones de oxidacion durante
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su posterior almacenamiento. En el caso del producto carnico estudiado en este
trabajo, la incorporaciéon de aceite pre-emulsificado a carne magra picada podria influir
en su susceptibilidad a la oxidacion, pero ademas, debido a la posible presencia de
lipooxigenasas en la harina de porotos, enzimas que catalizan la oxidaciéon de acidos
grasos insaturados a peroxidos (o compuestos relacionados) asi como de la mioglobina
(Verma et al., 1984), la oxidacién lipidica de las hamburguesas hibridas debe ser

evaluada.

5.2 Objetivos
Sobre hamburguesas de carne de cerdo con reemplazo parcial por harina de
porotos con una formulacién optimizada en el Capitulo 4, se plantearon los siguientes
objetivos:
eanalizar la calidad nutricional de los productos obtenidos evaluando su
composicidn, aporte calérico y contenido de inhibidor de tripsina
e evaluar los cambios en los pardmetros de calidad durante el almacenamiento
congelado.
eevaluar la estabilidad oxidativa y la capacidad antioxidante de las muestras

durante el almacenamiento congelado

5.3 Materiales y métodos
5.3.1 Elaboracion de hamburguesas control y optimizadas

Se elaboraron hamburguesas siguiendo la formulacidon control (Tabla 2.1) y la
formulacidon optimizada en el Capitulo 4 (Seccién 4.1.1.3) mediante el empleo de
harina de porotos NOA Cerrillos y Paloma en igual proporcién. Cada formulacion fue
obtenida por duplicado a partir de dos lotes independientes de carne, cada uno
compuesto por 2 piezas de diferentes de animales.

Se siguid el protocolo de elaboracion descripto en la seccidén 2.3.3. Se obtuvieron 9
hamburguesas para cada formulaciéon y lote, que se dispusieron interfoliadas en
bandejas de aluminio, se envasaron en bolsas de polietileno (PO2: 0,2 cm3®m-2diakPa
a 23 °C, Maraflex, Bemis, Buenos Aires, Argentina), se congelaron y almacenaron a -20

°C durante 6 meses.
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5.3.2 Caracterizacion nutricional
5.3.2.1 Composicion y valor calérico

Sobre las hamburguesas control y las hibridas optimizadas se determinaron por
duplicado el contenido de humedad, lipidos, cenizas y proteinas seglin metodologia
descripta en la Seccién 1.3.3.2. Para las hamburguesas hibridas optimizadas, el
contenido de hidratos de carbono totales fue calculado por diferencia, mientras que el
contenido de fibra dietaria total fue estimado mediante el calculo del aporte de Ila
harina adicionada.

Se evalud el valor caldrico de las hamburguesas hibridas y control, asociado a la
energia contenida en sus macronutrientes: carbohidratos, lipidos y proteinas, como las
calorias totales (kCal) aportadas por 100 g de cada producto cocido utilizando los
factores de Atwater (4 kcal/g proteina, 9 kcal/g lipidos y 4 kcal/g carbohidratos totales)
(Caceres et al., 2006). Si bien los resultados obtenidos no son totalmente exactos
debido a que la energia bruta de los macronutrientes no es constante (diferencias en
estructura quimica de sus diferentes fuentes podria alterar la energia que el organismo
obtiene de ellas, afectando asi su disponibilidad (Buchholz y Schoeller, 2004), se

utilizaron para comparar el aporte caldrico entre ambas formulaciones.

5.3.2.2 Contenido de inhibidor de tripsina

Se evalud la presencia del inhibidor de tripsina en las hamburguesas de cerdo con
harina de porotos optimizada y en las hamburguesas control, tanto en crudo y en
cocido, siguiendo el protocolo descripto en las secciones 3.3.6.1 y 3.3.6.2
respectivamente. Se calculé ademads la reduccion de su contenido, en porcentaje,
debida al tratamiento térmico como la Inactivacion del Factor Antinutricional (IFA).
Para ello, el producto crudo (sin tratamiento térmico) fue tomado como referencia

(REF) y a los valores que le correspondieron se les atribuyd un 100 % de actividad (FA):

FA (%) = (% Inhibicion de tripsina en la muestra / REF) x 100 Ec.5.1

A partir de estos resultados se calculd la reduccidn segun la expresion:

IFA (%) = 100 - FA Ec.5.2

167



Capitulo 5

5.3.3 Estabilidad durante el almacenamiento congelado
Durante el almacenamiento, periddicamente se tomaron muestras de forma
aleatoria de cada formulacion, se sometieron al proceso de coccién como se describid

en la Seccién 2.3.4 y se realizaron los ensayos que se describen a continuacion.

5.3.3.1 Rendimiento

La evaluacion del rendimiento se realizé segun lo descripto en la seccion 2.3.5.1.

5.3.3.2 Color
Las mediciones colorimétricas se realizaron de acuerdo a lo descripto en la seccién

2.3.5.5.

5.3.3.3 Textura
El analisis de perfil de textura se realizé de acuerdo a lo descripto en la seccién

2.3.5.6.

5.3.3.4 Oxidacion lipidica

El método del acido 2-tiobarbiturico (TBA, por su sigla en inglés) como indicador de
la oxidacion lipidica fue descripto por primera vez Kohn y Liversedge (1944) es su
estudio de los productos de oxidacién en tejidos animales. Patton y Kutz (1951) fueron
los que establecieron que el malonaldehido (MDA) era el responsable de formar un
complejo cromégeno color rosa con el TBA con un maximo de absorbancia a 532 nm.
El MDA es el principal producto de la oxidacién lipidica, sirviendo de indicador del
avance de las reacciones de oxidacidn en carne y productos carnicos (Raharjo y Sofos,
1993). Sin embargo, la reaccién entre el TBA y el MDA no es especifica, y otros
compuestos carbonilos resultantes del proceso de oxidacion pueden reaccionar con el
TBA, sobrestimando los resultados (Rey et al., 2005).

Para la determinacién de la oxidacién lipidica de los productos durante su
almacenamiento congelado se utilizé entonces el método TBA, el cual reporta las
sustancias reactivas al TBA (TBARS), segun Pennisi Forell et al. (2010). Este analisis se
realizd por triplicado sobre 2 g de muestra. Para precipitar la proteina presente y

solubilizar las TBARS se usd acido tricloroacético (TCA) 12 % y se colocd en bafio de
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agua-hielo. Luego se realizd una filtracion por papel y posteriormente se centrifugd
(13500 g, 10 min), para precipitar las posibles particulas en suspensién que hubieran
atravesado el papel de filtro. Se tomaron 2 ml del sobrenadante y se colocaron en un
tubo con 2 ml de reactivo TBA 0,5 % (preparado en agua el dia de uso y sonicado
previamente), dejando reaccionar en bafio termostdtico a 70 °C durante 30 min.
Luego, se enfrio bajo canilla y se midiéd la absorbancia a 532 nm en un
espectrofotémetro (T-60 Vis Spectrophotometer, PG Instrument, Reino Unido). Las
TBARS se expresaron como mg de malonaldehido (MDA)/kg producto.

Como control de las posibles interferencias se realizd el ensayo sobre la harina de

porotos de acuerdo al protocolo previamente descripto.

5.3.3.5 Capacidad antioxidante

Debido a la complejidad que presenta la estructura fisica y la composicién de la
carne, se han aplicado diversas técnicas de extraccién con solventes (agua, soluciones
buffers, alcoholes, cloroformo, etc) para determinar la capacidad antioxidante sobre
estas muestras (Descalzo et al., 2007; Sacchetti et al., 2008). Desafortunadamente, los
métodos extractivos solo pueden medir la capacidad antioxidante de las fracciones
solubles y extraibles en el solvente utilizado. Debido a que la carne contiene una
fraccidn insoluble significativa, y que existen varios fendmenos que pueden intervenir
en el proceso (interacciones con el solvente, fendmenos de agregacidn,
desnaturalizacion y oxidacién proteica), los métodos extractivos conducen a una
subestimacion de la capacidad antioxidante. Por este motivo, surge el método
QUENCHER (QUick, Easy, New, CHEap, Reproducible, por su sigla en inglés) que se
presenta como una alternativa practica para salvar este inconveniente.

La capacidad antioxidante de los productos fue evaluada siguiendo dos tipos de
metodologias, el método dependiente de extraccidn, tradicionalmente mas usado, y el
método de medida de la capacidad antioxidante total (no extractivo) o QUENCHER, y
para ambos, aplicando los ensayos de ABTS y de DPPH.

Meétodo dependiente de extraccion: el protocolo de extraccion y medida se realizd
seglin Mancini et al. (2015). Para ello se tomaron 5 g de hamburguesa cocida y
triturada, se agregaron 10 ml de etanol, se agitd 2 min en vortex, protegiendo el tubo

de la luz con papel de aluminio. El material sdlido fue separado mediante
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centrifugacién a 10000 rpm (Centrifuga CM2036, Rolco, Buenos Aires, Argentina), 10
min. El sobrenadante fue filtrado con papel de filtro, y el filtrado utilizado para las
determinaciones de la capacidad antioxidante mediante las técnicas de DPPH y ABTS,
reactivos preparados segun lo descripto en la secciéon 1.3.3.3. De acuerdo a las
recomendaciones del Mancini et al. (2015) las medidas fueron realizadas a los 90 min
para el método de DPPH y a los 6 min para el de ABTS.

Método QUENCHER: este método se basa en la medicién directa de la capacidad
antioxidante sobre muestras sélidas, sin requerir extraccion y/o hidrolisis previa, a
través del agregado del reactivo y la posterior lectura espectrofotométrica (Gokmen et
al., 2009). En este ensayo se pone en contacto directo el alimento sélido y la solucién
de reactivo radicalario. De esta forma, la fraccidon soluble de la muestra ejerce su
capacidad antioxidante segun la reaccidn habitual de tipo liquido-liquido, y al mismo
tiempo, la parte insoluble ejerce su capacidad antioxidante por medio de la reaccion
superficial que ocurre en la interfase sélido-liquido.

Para llevar a cabo este método, las hamburguesas cocidas fueron procesadas,
congeladas a -80 °C, liofilizadas (liofilizador Heto FD 4 conectado a una bomba rotativa
a paletas Vacuubrand RZ 6, Alemania) y molidas hasta obtener particulas en un rango
entre 140 a 60 mesh (0.1- 0.3 mm) (Serpen et al., 2008).

Sobre las muestras asi preparadas se determind la capacidad antioxidante total
mediante las técnicas de DPPH y ABTS. Las soluciones de trabajo fueron preparados de
la siguiente manera:

Solucién de trabajo de ABTS: dilucién de solucion stock de ABTS con mezcla
agua:etanol 50:50 (v/v) hasta ajustar su absorbancia a 734 nm de la solucién de trabajo
entre 0,750 - 0,800.

Solucién de trabajo de DPPH: se preparé una solucion de DPPH 40 mg/L en etanol, y
luego se diluyd con agua utilizando el mismo volumen de etanol, de manera de tener
una solucion final en agua:etanol 50:50 (v/v) y ajustando su absorbancia a 525 nm
entre 0,750 - 0,800.

Para cada determinacién, se pesaron 10 (+ 1,0) mg de muestra liofilizada y se
agregd 10 ml de las soluciones de trabajo de ABTS o DPPH, respectivamente. Luego se

agitd en oscuridad por 30 min para la técnica de ABTS y 120 min para la técnica de
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DPPH. Se centrifugd (9200 g, 2 min), y se midid la absorbancia al sobrenadante a la
longitud de onda correspondiente.

Para el analisis de resultados obtenidos por ambas metodologias, se realizé una
curva de calibracién con Trolox (100 — 1000 uM, concentracion final) y los resultados
fueron expresados como pumoles equivalente de Trolox (ET) por gramo de

hamburguesa cocida.

5.3.4 Analisis estadistico

Procedimientos estadisticos tales como analisis de varianza (ANAVA) vy
comparaciones pareadas de medias se llevaron a cabo mediante el software Infostat
v2009 (Infostat 2008, Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Codrdoba,
Argentina). Se utilizé el ensayo de Tukey para estudiar las comparaciones pareadas de
medias. Las diferencias entre medias y ensayos F se consideraron significativas cuando
las probabilidades estimadas fueron inferiores a 0,05 (P < 0,05). Los resultados
experimentales se informaron como valor medio y error estandar de la media entre

paréntesis.

5.4 RESULTADOS Y DISCUSION
5.4.1 Composicion y valor caldrico
En la Tabla 5.1 se presentan los resultados obtenidos para la composiciéon proximal

y valor calérico de las hamburguesas hibridas optimizadas y control cocidas.

Tabla 5.1. Composicion proximal y valor calérico de hamburguesas de carne de cerdo cocidas
elaboradas con la formulacién hibrida optimizada (Tabla 4.4) y control (Tabla 2.1).

Control Optimizada
Agua (g/100g) 61,0°(0,1) 55,36 (0,02)
Lipidos (g/100g) 13,80°(0,02) 11,2°(0,2)
Proteinas (g/100g) 22,72(0,4) 16,98°(0,04)
Cenizas (g/100 g) 2,58 (0,03) 2,88%(0,03)
Hidratos de Carbono + Fibra (por diferencia) (g/100 g) - 13,58
Segun calculos:
Fibra dietaria total (g/100 g) - 3,73
Hidratos de Carbono disponibles (g/100 g) - 9,85
kCal/100 g 215 223

Medias con distinto superindice en una misma fila presentan diferencias significativas (P <
0,05).
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Cuando se comparé el contenido de humedad en los productos, se encontrd que el
optimizado presentaba un valor inferior al control (Tabla 5.1). La hamburguesa hibrida
optimizada, con un 32 % menos de carne y el agregado de harina, resultd en un
producto de menor humedad respecto al control y un mayor contenido de sélidos
(44,6 g/100 g hamburguesa para la optimizada; 36,48 g/100 g de hamburguesa para el
control).

Respecto al contenido lipidico, el optimizado presentd un valor algo menor respecto
al control (Tabla 5.1). Las legumbres, en general contienen bajos niveles de lipidos,
especialmente los porotos, como se determind en la Seccién 3.4.2 para la harina de
porotos NOA (contenido lipidico medio 1,17 g/100 g de harina), por lo cual no seria
representaria un aporte significativo al contenido lipidico del producto ni a su perfil de
acidos grasos. Al reemplazar parcialmente la carne por la harina y el agua, se redujo
ligeramente el contenido en lipidos.

Ambos productos presentaron un contenido lipidico inferior al de las
hamburguesas de cerdo tradicionales (de un 15 - 25 %, Picouet et al., 2007). Asimismo,
debido al empleo de aceite de girasol alto oleico en su elaboracién, su perfil de acidos
grasos seria mejorado respecto a los productos tradicionales. De acuerdo al elaborador
(Granix S.A.; Buenos Aires, Argentina), el aceite estaria compuesto por un 85 % de
Omega 9, 7 % de Omega 6, y el resto por acidos grasos saturados. Por lo tanto, el
contenido lipidico y perfil de dacidos grasos en el producto optimizado estaria
determinado por las dos principales fuentes de lipidos, la carne de cerdo magra y el
aceite de girasol alto oleico.

El contenido de cenizas fue mayor para las hamburguesas optimizadas respecto a
las control (Tabla 5.1), lo que pudo ser atribuido al aporte de minerales por parte de la
harina de porotos agregada, con un contenido promedio de cenizas de 4,5 g/100 g de
harina.

Cuando se analizé el contenido proteico de los productos se encontré que el
producto hibrido optimizado presentd un valor inferior al de la formulacién control
(Tabla 5.1). Si bien el contenido de proteinas de la carne de cerdo (aproximadamente
20 %, Kim et al., 2008) y de la harina de porotos (promedio entre ambas harinas de
porotos NOA 21,2 g/100 g, Seccion 3.4.2) resulto similar, parte del reemplazo de carne

se realizd por agua, lo que provocaria un efecto de dilucién de sus componentes.
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Sin embargo, ambos productos resultaron con elevado contenido proteico vy
constituirian adecuadas opciones de aporte proteico. Baune et al. (2021) han
determinado que el reemplazo parcial del 30 % de carne de cerdo por legumbres en
productos tipo albéndiga para dietas dirigidas a niflos presentaba una leve disminucién
en la Puntuacion de aminodcidos corregida por digestibilidad proteica (PDCAAS, del
inglés Protein digestibility-corrected amino acid score) (de 0,9 vs 1,02 segun USDA
(2019) para carne de cerdo), afectado por el bajo contenido de valina y leucina en las
proteinas de origen vegetal, pero siendo mayor al de una dieta estrictamente a base
de plantas (PDCAAS tedrico 0,6-0,7).

Mediante el calculo por diferencia se pudo obtener la proporcidn correspondiente a
hidratos de carbono totales (carbohidratos+fibra) en el producto hibrido, y conociendo
la composicion respecto a la fibra de la harina de porotos (Secciéon 3.4.2, media 24,6
g/100 g de harina) se pudo estimar el contenido de fibra dietaria total en el producto
final (Tabla 5.1). Este contenido permite clasificar a la hamburguesa hibrida optimizada
como “Fuente de Fibra” segun Resolucion GMC Mercado Comun N2 01/12,
Reglamento Técnico MERCOSUR (Cédigo Alimentario Argentino, Capitulo V), por
contener "al menos 3 g de fibra por cada 100 gramos de producto cocido". Un
adecuado aporte de fibra resulta fundamental para la salud gastrointestinal, como asi
también para el control de diversas enfermedades metabdlicas. Un excesivo consumo
de productos de base animal, comunes en las dietas occidentales, estd asociado a
deficiencias en la ingesta de fibra (Deehan y Walter, 2016). Por lo tanto, el producto
hibrido desarrollado y optimizado en este trabajo podria contribuir a aumentar la
ingesta de fibra en consumidores habituales de productos carnicos.

Asimismo, en la fraccién correspondiente a los hidratos de carbono en el producto
hibrido, se podria destacar cierto contenido de almidén resistente, ya que
representaria aproximadamente el 70 % del almiddn total en porotos, y que también
podria contribuir al control de enfermedades como diabetes e hiperglucemia (Du et
al., 2014).

Respecto al aporte caldrico de las hamburguesas, y a consecuencia de las
similitudes y diferencias descriptas asociadas a sus componentes, los valores obtenidos
fueron similares para ambos productos (Tabla 5.1). Como fue descripto originalmente

por Atwater (Atwater, 1902), el contenido de carbohidratos era determinado por
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diferencia entre la masa total y el contenido de proteinas, lipidos, agua y cenizas, por
lo tanto el contenido de fibra esta incluido en ese valor. Teniendo en cuenta que no
todos los hidratos de carbono aportan la misma cantidad de energia metabolizable, se
establecié el llamado Sistema Extendido de Atwater, donde se asignaron valores
especiales a algunos grupos de hidratos de carbono. Para la fibra no fermentable el
valor asignado es de 0 kl/g (0 kcal/g); 0 a 17 kl/g (0 a 4,0 kcal/g) para la fermentable y
de 0a8klJ/g(0a1,9kcal/g) para los alimentos comunes que contienen ambos tipos de
de fibra, asumiendo que en promedio los alimentos contienen un 70 % de aporte de
fibra fermentable (FAO, 1998). Si bien se encuentran establecidos estos factores, no
estan ampliamente implementados. Aplicando estos factores en el calculo del valor
calérico de la hamburguesa optimizada, diferenciando el aporte de los hidratos de
carbono de la fibra, que se considerd con 70 % de fermentable, el resultado es de 216
kCal/100 g, valor practicamente igual al del producto control. Por lo tanto, la utilizacion
de los factores de Atwater tradicionales, en donde se considera la fraccion de fibra
dentro de los hidratos de carbono para realizar el calculo, sobreestima el valor calérico
del producto.

De acuerdo a todo lo analizado relacionado a la composicién, el producto
optimizado hibrido se destacd principalmente por su alto contenido de fibra y
minerales, respecto al producto tradicional.

Cabe mencionar que los productos hibridos, al reemplazar parte de la carne por un
ingrediente mas sustentable como son las legumbres, tendrian un menor impacto
ambiental en comparacién con un producto tradicional. Para analizar el efecto de
estos reemplazos en la sustentabilidad de un producto se emplea como herramienta el
Analisis del Ciclo de Vida (LCA, por su sigla en inglés), técnica que estudia los aspectos
ambientales y el impacto potencial a lo largo del ciclo de vida de un producto o
actividad, incluyendo el analisis desde la materia prima hasta su consumo, disposicién
o reciclado (ISO 14040, 2006). Diversos estudios utilizando el analisis LCA han
demostrado los beneficios ambientales de la transicion a una dieta basada en
legumbres, debido a que éstas generan menor impacto en el clima y son mas eficientes
en el uso de los recursos, en comparacion con una dieta basada en proteinas animales
(Detzel et al., 2018; Harwatt et al., 2017). Especificamente, Baune et al. (2021) realizd

este analisis para diversos productos cérnicos hibridos, entre los que se encontraba el
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agregado de texturizado proteico de arvejas, encontrando en todas las formulaciones
hibridas entre un 10 y 20 % de reduccion del impacto ambiental respecto al producto
convencional 100 % carne. A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta la
bibliografia existente sobre el tema, se podria inferir que el producto desarrollado en
esta Tesis presentaria un menor impacto ambiental a partir del reemplazo de carne
por harina de porotos, de similares caracteristicas nutricionales respecto al tradicional

pero mejorada respecto a los analogos elaborados solo con fuentes vegetales.

5.4.2 Inhibidor de tripsina
Los resultados para la determinacién del contenido del inhibidor de tripsina se

presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2 Contenido de inhibidor de tripsina (UIT/mg) en hamburguesas control y en hibridas
optimizadas con harina de porotos NOA.

Control Hibrida Optimizada
Crudo Cocido Crudo Cocido
Inhibidor de Tripsina (UIT/mg) 0,20°(0,04) 0,02¢(0,02) 3,90%0,3) 2,0°0,3)

Los niveles de inhibidor obtenidos para la hamburguesa hibrida optimizada cruda
resultaron los esperados teniendo en cuenta el valor medio obtenido en las harinas de
porotos NOA (Capitulo 3) y la proporcidon en que fue incorporada en el producto final
(15 %). Por otro lado, cuando se realizd la determinacidn sobre el producto hibrido
cocido los niveles fueron menores (Tabla 5.2). Si bien la cantidad detectada en la
hamburguesa optimizada luego de la coccién fue relativamente baja (2,0 TIU /mg
muestra), excedié ligeramente los niveles asociados a estas recomendaciones de un
producto de soja seguro, que seriande 1 a 1,5 TIU/mg.

Asimismo, para la hamburguesa control se obtuvieron valores bajos (Tabla 5.2).
Esto estuvo de acuerdo a lo descripto por Doell et al. (1981), quienes analizaron
diversos alimentos y detectaron inhibidores de tripsina en leche, huevos y carne de
diversos origenes, siendo para carne de cerdo cruda de 0,2 mg UIT/g. Estos resultados
podrian atribuirse a la presencia de sustancias inhibidoras de tripsina no especificas in
vitro, como los acidos grasos libres, que interferirian en su determinacién (Smith et al.,

1980).
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En cuanto a la reduccién del inhibidor de tripsina por la coccidn para la formulacion
optimizada, el IFA resulté de 50,2 %, por lo tanto, el tratamiento térmico sélo logré
inactivarlo en forma parcial. Tromp et al. (1995) y Osella et al. (1997) informaron que
porcentajes de inactivacion mayores al 80% son suficientes para garantizar la
seguridad alimentaria de soja para el consumo humano, ya que los niveles residuales
del inhibidor no interferirian en la digestién proteica ni ejercerian efectos adversos. La
historia térmica del proceso de coccion de las hamburguesas congeladas se presentd
en la Figura 2.4 del Capitulo 2. Pudo observarse que recién al minuto 2 de coccién el
centro comenzd a calentarse por arriba de 0 °C, aumentando su temperatura por
encima de los 70 °C en un minuto aproximadamente. Como se menciond, en los
porotos se encuentran inhibidores de la familia Bowman-Birk. Estos presentan una
gran resistencia al tratamiento térmico, por lo que probablemente el corto tiempo de
calentamiento en determinadas zonas del producto resulte en que una proporcién del
inhibidor permanezca sin inactivar. Un calentamiento previo de la harina antes de su
incorporaciéon podria reducir estos niveles, aunque se ha encontrado actividad
inhibitoria en harina incluso aun después de haber sido calentadas (Chan et al., 2013;

Jourdan et al., 2007; Machado et al., 2008).

5.4.3 Estabilidad durante el almacenamiento congelado
5.4.3.1 Rendimiento

Al analizar las variables, se encontré que el tipo de formulacion influyd en los
resultados del rendimiento, pero no el tiempo, ni la interaccién entre ambos. La
formulacidon optimizada presentd un rendimiento superior al control para todos los
tiempos ensayados (valores promedios 89,1 % y 76,9 %, respectivamente).

A consecuencia del ASPO 2020 debido al Covid-19, un lote de cada formulacion
resulté con un almacenamiento extendido, de mas de 10 meses (datos no mostrados)
en donde pudo observarse que este pardmetro permanecié con similares valores para
la formulacidon optimizada pero se incrementd ligeramente para la formulacién control
(81,2 %). Por lo tanto, las hamburguesas hibridas optimizadas mantuvieron
rendimientos mads altos que el control durante los 6 meses de vida util esperada,

atribuido a la adecuada estabilidad de la matriz cdrnica junto a componentes de la
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harina que resultaron eficientes para retener los liquidos durante la coccidn, incluso

con la mayor proporcién de agua incorporada en este producto.

5.4.3.3 Textura
En las Figuras 5.1 y 5.2 se presentan los cambios en los parametros de textura
evaluados en las hamburguesas hibrida optimizada y control cocidas, a diferentes

tiempo de almacenamiento congelado.
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Figura 5.1. Variacion de dureza en funcién del tiempo de almacenamiento congelado de
hamburguesas hibrida optimizada y control.

Respecto a la dureza (Figura 5.1), tanto el tipo de formulacién como el tiempo de
almacenamiento, y la interaccidon entre ambos factores resultaron significativos (P <
0,05).

Al comparar las formulaciones, ambas presentaron valores de dureza inicial sin
diferencias significativas (P > 0,05) (valor promedio, 11,05 N). Luego la tendencia
observada para ambos productos fue que la dureza se mantuvo constante desde el
tiempo 0 hasta el mes 3, sin diferencias significativas (P > 0,05) (valor promedio, 10,33
N), para luego producirse un aumento al mes 6, el cual fue mds importante para la
formulacién control (16,47 N) en comparacion con la optimizada (12,21 N) (P < 0,05).

Estos cambios podrian ser atribuidos en parte a la desnaturalizacién de las

proteinas, principalmente las miofibrilares, durante el almacenamiento congelado, que
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podrian agregarse y aumentar la dureza (Andrés et al., 2011). Wagner y Afidon (1985)
han reportado que la fraccion de miosina es la mas afectada durante el
almacenamiento congelado. Por otro lado, también podrian ser asociado con las
pérdidas de liquidos durante el almacenamiento congelado como consecuencia de la
recristalizacién por fluctuaciones en la temperatura y el dafio causado por los cristales
de hielo a la integridad estructural (Estévez et al., 2005; Hassaballa et al., 2009;
Marchetti, 2014; Wang et al., 2020).

Sin embargo, los resultados indicarian que la adicion de harina de porotos
estabilizaria la matriz lo suficiente como para que los cambios en la dureza durante el
almacenamiento sean menos pronunciados en el producto hibrido respecto al control.
Resultados similares fueron descriptos por Sayas-Barbera et al. (2021) con el agregado
de una fraccion de la molienda de la quinoa, rica en fibra, en hamburguesas de carne
bovina.

En la Figura 5.2 se observan las variaciones en los parametros cohesividad vy
elasticidad en funcidn del tiempo de almacenamiento para las dos formulaciones
ensayadas.

En las hamburguesas hibridas optimizadas no se observaron cambios en los
parametros de cohesividad, elasticidad, masticabilidad y resiliencia en funcién del
tiempo de almacenamiento congelado (P > 0,05), lo que indicaria una adecuada
estabilidad de la matriz obtenida. Los valores promedios fueron 0,515 J/J, 0,751
mm/mm, 4,4 N y 0,321 (J/)), respectivamente. Sin embargo, aunque para el producto
control los parametros masticabilidad y resiliencia también permanecieron constantes
en funcion del tiempo (P > 0,05) (valores promedios, 4,7 N y 0,340 J/J,
respectivamente), la resiliencia fue siempre mayor a del producto hibrido optimizado,
y los valores de cohesividad y elasticidad disminuyeron para el mes 3 y luego
permanecieron constantes, reflejando una matriz menos estable en durante el

almacenamiento congelado.
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Figura 5.2. Variacion de: a) cohesividad y b) elasticidad, en funcion del tiempo de
almacenamiento congelado de hamburguesas hibrida optimizada y control.

Respecto a la comparacion entre formulaciones, el control presentd valores de
cohesividad significativamente mds altos respecto al producto hibrido optimizado
durante todo el almacenamiento. Esto estaria relacionado una estructura menos densa
y uniforme en el producto hibrido optimizado, como fue descripto previamente en el
Capitulo 4 de esta Tesis.

Para la elasticidad, a tiempo cero el control presentd valores significativamente mas
altos respecto al producto hibrido, a los 3 meses ambas formulaciones presentaron
valores similares (P > 0,05), mientras que al final del almacenamiento la elasticidad del
fue levemente superior (P < 0,05) a la observada para la hamburguesa hibrida. El

descenso en elasticidad presentado por el producto control en funciéon del tiempo
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también fue observado en hamburguesas de cerdo por Li et al. (2020) quienes lo
atribuyeron a la desnaturalizacién proteica acontecida durante el almacenamiento
congelado, que conlleva a que luego, el gel formado durante la coccién resulte con
menos estructura, resultados que se traducen también en una menor cohesividad
hacia los 3 meses del almacenamiento. En la hamburguesa hibrida optimizada, el
agregado de harina, permitiria la formacién de una estructura gelificada estable aun

con una desnaturalizacién avanzada de proteinas carnicas.

5.4.3.2 Color

En las Figura 5.3 se observan los cambios de los pardmetros de color L*, a* y b*
para las hamburguesas elaboradas con la formulacién hibrida optimizada y el control
durante su almacenamiento congelado. Tanto el pardmetro tiempo de
almacenamiento como la formulacién, al igual que las interacciones entre las variables,
afectaron significativamente todos los parametros (P < 0,05).

Al analizar los resultados se encontré que la formulacién optimizada presentd
mayor luminosidad (L*) (aunque esta diferencia fue menor a 3 y 6 meses) y menor a*
(menos rojo) respecto al control a todos los tiempos evaluados. Para el parametro b*,
la formulacidn control presentd un valor mayor (mas amarillo) al tiempo inicial pero a
partir de los 3 meses se invirtié la tendencia.

Para las hamburguesas hibridas optimizadas se observé una disminucidon de L*
entre el tiempo 0 y 3 meses, para luego mantenerse constante, mientras que para la
formulacién control el comportamiento fue inverso, observdandose un aumento del
parametro L* hacia los 3 meses para luego permanecer invariable.

Una mayor luminosidad (L*) para la formulacién optimizada podria atribuirse a la
presencia de almiddén, principal componente de la harina (Tabla 3.2) y a la
emulsificacién previa del aceite, que imparte al producto una apariencia "lechosa"

(Pennisi Forell et al., 2010).
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Figura 5.3. Variacion de parametros de color: a) L*, b) a* y ¢) b* en funcién del tiempo de
almacenamiento congelado de hamburguesas hibrida optimizada y control.
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Al analizar el comportamiento de la formulacién control para los parametros a* y b*
los cambios también se produjeron entre el mes 0 y el 3, con una disminucién de
ambos parametros. Para la formulacién optimizada, el pardmetro a* permanecié
constante en el tiempo, mientras que el pardmetro b* aumentdé ligeramente hacia los
3 meses, para luego mantenerse constante hasta el final del almacenamiento.

El mayor valor inicial de a* (mas rojo) para el producto control podria deberse a la
mayor proporcién de carne. Este resultado fue similar a lo encontrado en otros
estudios que indicaron que la incorporacion de diferentes harinas en matrices cérnicas
producen un efecto de dilucién de los pigmentos carnicos (Ozer y Secen, 2018).
Durante el almacenamiento congelado, la disminuciéon del parametro a* en el
producto control podria explicarse por la oxidacion de la mioglobina y/o
oximioglobina, y a la formacién de metamioglobina (Hashemi Gahruie et al., 2017;
Ozer y Secen, 2018; Utrera et al., 2014), cambios que serian imperceptibles en el
producto optimizado, o por cierta proteccién por parte de la harina de porotos (Sayas-
Barbera et al., 2021).

El pardmetro b*, relacionado con los ingredientes y proporcidn de los mismos en las
formulaciones, la matriz formada en cada caso y la oxidacién de los pigmentos (Sayas-
Barbera et al., 2021), estaria principalmente relacionado con las principales diferencias
entre ambos productos por sus diferentes contenidos de hidratos de carbono, fibra y
minerales.

Las variaciones en los pardmetros de color de la formulacién control fue observado
también por Georgantelis et al. (2007) en hamburguesas de carne vacuna, donde los
principales cambios se observaron en los primeros meses de almacenamiento para
luego permanecer invariantes. Mientras que Rojas y Brewer (2008), también
observaron la misma tendencia para b* y L* en hamburguesas de cerdo, mientras que
el valor de a* se mantuvo constante.

En resumen, los pardmetros de color para el producto hibrido optimizado
mostraron pequenas variaciones en funcidn del tiempo, a diferencia del producto
control, demostrando que el agregado de harina de porotos resultd en un producto

con parametros de color estables durante su almacenamiento.
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5.4.3.4 Oxidacion lipidica

En la Figura 5.4 se presentan los resultados obtenidos para la determinacion de las
sustancias reactivas al acido tiobartiturico (TBARS) en funcion del tiempo de
almacenamiento congelado para las hamburguesas hibridas optimizadas y las

hamburguesas control.
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Figura 5.4 Evolucidn de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) para
hamburguesas hibrida optimizada y control en funcién del tiempo de almacenamiento
congelado.

Es importante tener en cuenta algunos aspectos al interpretar estos resultados. En
primer lugar, al realizar la determinacién en las hamburguesas hibridas se evidencié la
tendencia del almidén presente a formar una pasta viscosa (Papastergiadi et al., 2012)
durante la etapa de extraccién con TCA, lo que dificultd la filtracién de la muestra.
Luego, en la reaccion con MDA, la coloracién resultante fue algo diferente a la
esperada (Figura 5 a, b). Esto se atribuyd a interferencias de componentes de la harina
que formarian un cromégeno amarillo-naranja (Figura 5c) principalmente por reaccién
de azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa), proteinas solubles, péptidos o aminodcidos
libres, como lisina y arginina con el MDA (Diaz et al., 2014), y a algunos pigmentos que
pueden presentar absorbancia a 532 nm, lo que puede causar una sobreestimacién de
la oxidacion (Shahidi, 1998). Asimismo, componentes derivados de reacciones de

pardeamiento o degradacién de azlcares y proteinas a consecuencia de la coccion de
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los productos cdarnicos pueden interaccionar con el MDA formando complejos
coloreados que se superponen con el complejo MDA-TBA (Guillen-Sans y Guzman-
Chozas, 1998; Du y Bramlage, 1992), sobreestimando aun mas el resultado en el caso
de la hamburguesa hibrida (Figura 5a). Por todo esto, cada formulaciéon de
hamburguesa presenté un valor de TBARS basal caracteristico, diferentes entre ellas

(Figura 5.4).

Figura 5.5 Tubos de reaccidn del método TBARS correspondientes a la determinacion
realizada en a) hamburguesas hibridas optimizadas, b) hamburguesas control y c) harina de

porotos.

Independientemente del valor relativo de TBARS en cada formulacién, éstas
presentaron diferentes comportamientos en funcién del tiempo de almacenamiento.
Para ambas formulaciones, las TBARS aumentaron entre el inicio y el mes 3, luego se
mantuvieron constantes para la formulacién control mientras que para la formulacién
hibrida optimizada disminuyeron hacia los 6 meses. Li et al. (2020) observaron un
aumento sostenido en las TBARS en hamburguesas de carne aviar, siendo mayor entre
el inicio y el mes 1, lo que indicaria que los principales cambios ocurririan al principio
del almacenamiento. Estos resultados serian indicativos del efecto del
almacenamiento congelado en la formacion de productos secundarios derivados de la
oxidacion en las hamburguesas. La progresiva destruccidon de la integridad de las
células musculares podria conducir a la liberacién de ciertas enzimas como lipasas,

proteasas y nucleasas, que aceleran la reaccién oxidativa, aumentando las TBARS
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(Magsood et al., 2015). Sin embargo, de acuerdo con Shahidi (1992), los valores de
TBARS en alimentos cdrnicos tienden a aumentar durante el periodo de
almacenamiento, llegar a un valor maximo y luego disminuir debido a una reaccién
adicional de MDA con grupos amino, comportamiento observado en las hamburguesas
optimizadas. Como se ha descripto anteriormente, la evolucidon del nimero de TBARS
estd relacionada con la formacidn de malonaldehido (MDA) como un producto
intermedio en la oxidacidn. En una primera etapa, la tasa de formacion del MDA es
mayor que la velocidad de desaparicion del mismo, y después de este punto ocurre lo
contrario. Del mismo modo, Jamora y Rhee (2002) informaron que el MDA formado
durante el almacenamiento de los productos carnicos podria sufrir reacciones
intermoleculares (polimerizacién) o reacciones con otros constituyentes,
especialmente aminoacidos/proteinas y consecuentemente la tasa de desaparicion del
MDA durante el almacenamiento podria exceder la tasa de produccién a través de la
oxidacién lipidica. Otros estudios también han reportado una evolucion similar del
numero de TBARS: Bhattacharya et al. (1988) en hamburguesas y Marchetti et al.
(2017) y Kavusan et al. (2020) en salchichas de carne vacuna, Nardoia et al. (2018) en
hamburguesas de pollo y Delgado-Pando et al. (2011) el salchichas tipo frankfurters.

Sin embargo, el aumento observado para la hamburguesa hibrida fue
aproximadamente de 0,5 mg MDA/kg, mientras que el correspondiente al control sélo
de 0,1 mg de MDA/kg. Otros autores han encontrado también que el agregado de
harina de lentejas (Baugret et al., 2016 y 2017), arvejas (Purohit et al., 2016) o
garbanzos (Verma et al., 1984) en productos cdrnicos incrementaba su oxidacién al
compararlos con los controles sin agregado. Esto ha sido relacionado con varios
factores: una mayor retencién de agua en el sistema con harina, lo que permitiria una
mayor movilidad de los perdxidos de bajo peso molecular y sustancias radicalarias
solubles en agua (Baugret et al., 2016; Weiss et al., 2010), un mayor contenido de
sustancias prooxidantes en el producto a consecuencia del aporte de minerales por
parte de la harina (Purohit et al., 2016), y a las lipooxigenasas de la harina, que podrian
promover la hidroperoxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (Chedea y Jisaka,
2013).

No obstante, es importante destacar que los valores observados de TBARS se

encontrarian dentro de los limites en donde no se detectarian aromas rancios en el

185



Capitulo 5

producto. Segin Dominguez et al. (2019), valores por debajo de 2 — 2,5 mg/kg muestra
no implicarian la rancidez del producto. Campo et al. (2006) evaluaron la relacién entre
los valores de TBARS y la percepcién organoléptica en diferentes condiciones
experimentales en carne vacuna, y encontré que un valor aproximadamente de 2 mg
MDA/kg producto, puede ser considerado como el limite para su aceptabilidad. Si bien
la formulacidon optimizada presentd valores cercanos a ese limite a los 3 meses de
almacenamiento, esto estuvo relacionado a las interferencias mencionadas
anteriormente, dado que ambas formulaciones de hamburguesas fueron elaboradas
con los mismos lotes de carne y en las mismas condiciones, y que la formulacion
control presentd valores bajos, por lo que ambos productos serian considerados como

sensorialmente aceptables.

5.4.3.5 Capacidad antioxidante

Los resultados obtenidos para la capacidad antioxidante de las hamburguesas para
las dos metodologias ensayadas (extractiva y QUENCHER) mostraron que el tiempo no
fue una variable significativa para ninguna de las formulaciones, tanto para los
evaluados mediante la técnica de DPPH como la de ABTS (P > 0,05).

En la Tabla 5.3 se presentan los resultados obtenidos segun los diferentes métodos

para la capacidad antioxidante de hamburguesas hibrida optimizada y control cocidas.

Tabla 5.3 Capacidad antioxidante de hamburguesas hibrida optimizada y control cocidas
evaluada mediante diferentes métodos.

Método extractivo Método QUENCHER

Control Optimizada Control Optimizada
DPPH (umoles Trolox/g) 0,29%(0,03) 0,272(0,02) 41°(2) 512(4)
ABTS (umoles Trolox/g) 0,5%(0,1) 0,5%0,1) 106°(8) 146°%(4)

Medias con distinto superindice en una misma fila para cada tipo de método (extractivo o
QUENCHER) presentan diferencias significativas (P < 0,05).

Al comparar los resultados para la capacidad antioxidante de los productos
obtenidos mediante las metodologias con y sin extraccién se observé una gran
diferencia entre los valores obtenidos para los dos métodos (Tabla 5.3), resultando en
valores mas altos mediante el método no extractivo o QUENCHER. Estos resultados se

atribuyeron principalmente a la evaluacién mediante esta metodologia de compuestos
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gue no se solubilizaron con el solvente utilizado en las condiciones ensayadas para el
método extractivo (Serpen et al., 2011).

Cuando se analizaron los resultados obtenidos mediante el método extractivo
(Tabla 5.3), la variable formulacién no resulté significativa (P > 0,05), obteniéndose
valores medios de 0,28 umoles Trolox/g hamburguesa cocida para la determinacién
por método de DPPH y 0,45 pumoles Trolox/g hamburguesa cocida para la del ABTS. Por
lo tanto, la capacidad antioxidante de ambos productos fue similar, pudiendo
atribuirse basicamente a los sistemas de defensa antioxidante de la carne,
mencionados anteriormente, y quiza a la accién antioxidante de proteinas y péptidos
(Diaz y Decker, 2004; Elias et al., 2007 y 2008) como la carnosina, dipéptido de los
aminodcidos beta-alanina e histidina de la carne, que han sido reportado como
efectivos antioxidante hidrofilico (Antonini et al., 2002), que en el caso de la
formulaciéon hibrida estarian en menor proporcion pero se compensarian por los
compuestos antioxidantes aportados por la harina de porotos. Las diferencias entre
los resultados con ambas metodologias, como se menciond, estdn asociadas a los
diferentes fundamentos y diferentes compuestos detectados que pueden reaccionar
en cada una de ellas.

Por otro lado, al analizar los resultados obtenidos mediante el método QUENCHER,
se observd que la formulacidon fue una variable significativa (P < 0,05). Por ambas
metodologias, DPPH y ABTS, la capacidad antioxidante resultd mayor para el producto
hibrido optimizado, con mayores diferencias para el método de ABTS, probablemente
debido a que el DPPH® presenta una selectividad mayor que el ABTS™, tal como se
explicd previamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el método QUENCHER permitiria evaluar la
capacidad antioxidante total de productos carnicos, considerando tanto compuestos
solubles como insolubles, y detectar diferencias atribuidas a sus diferentes

ingredientes.
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5.5 CONCLUSIONES

Los productos carnicos hibridos cocidos resultaron de similar aporte energético y de
proteinas respecto al control, pero fuentes de fibra dietética, constituyendo un valioso
aporte a cualquier dieta que no se alcanzaria mediante los productos cdarnicos
tradicionales. La coccidn redujo al 50 % su contenido de inhibidor de tripsina.

El producto hibrido optimizado fue estable durante su almacenamiento congelado,
presentando cambios menores en rendimiento, textura, color y oxidacion lipidica, pero
demostrando una capacidad antioxidante algo superior al control mediante su
evaluacién con método QUENCHER.

El desarrollo y la comercializacion de productos carnicos hibridos conteniendo
harina de porotos con mejorado aporte de fibra y minerales, manteniendo su calidad
pero logrando mejorar su sustentabilidad, podrian ofrecer beneficios econdmicos a la
industria carnica. Dadas las tendencias actuales, la demanda en la utilizacion de
legumbres seguird creciendo, seguirdn desempefiando un papel clave en la nutricidn
humana, la salud y en el potencial cada vez mas reconocido para mejorar la
sostenibilidad ambiental de diferentes productos donde puedan incluirse como

ingredientes.
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e Mediante el estudio de las propiedades fisicoquimicas y funcionales de
diferentes harinas de legumbres comerciales se pudo establecer que todas
presentaron buen potencial como ingredientes al constituir productos de alto valor
nutricional, ricos en fibra y proteinas, debido a su composicion en macro vy
microcompuestos destacada y sus adecuadas propiedades funcionales, y que podrian
ser incluidas dentro de una matriz alimentaria como ingredientes funcionales.

e A través del desarrollo y caracterizacién de hamburguesas con reemplazo
parcial de carne por harinas de legumbres se pudo concluir que es posible reemplazar
parcialmente la carne de cerdo por harina de diferentes legumbres y agua en
hamburguesas formuladas con aceite de girasol alto oleico obteniendo productos con
elevados rendimientos, y adecuadas caracteristicas tecnoldgicas y aceptabilidad
sensorial.

e El estudio de variedades de porotos alubia del NOA mejoradas
agrondmicamente Cerrillos y Paloma presentaron pardmetros de tamafo, morfologia 'y
color similares, mientras que las harinas obtenidas a partir de los mismos presentaron
composiciones similares, con alto contenido de fibra y proteinas, propiedades
funcionales similares, almidén con patrén tipo C y similar grado de cristalinidad,
observandose en la correspondiente a la variedad Cerrillos mayores contenidos de
estigmasterol, y-tocoferol, y compuestos polifendlicos totales, y mayor capacidad
antioxidante.

e A través de la metodologia de superficie de respuesta se logrd la optimizacion
del contenido de harina de porotos y relacién agua/harina en la formulaciéon de
hamburguesas de cerdo con aceite de girasol alto oleico pre-emulsificado en base a sus
propiedades tecnoldgicas. La formulacién hibrida optimizada (15 g harina de
poroto/100g y 1,36 g agua/g harina de porotos) pudo ser validada experimentalmente,
obteniendo un producto con adecuadas caracteristicas fisicas y similares a un producto
comercial tradicional sin reemplazo de carne.

e El producto carnico hibrido optimizado cocido resultd de similar aporte
energético y de proteinas respecto al control, pero fuente de fibra dietética,

constituyendo un valioso aporte a cualquier dieta que no se alcanza mediante los
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productos carnicos tradicionales. La coccion redujo al 50 % su contenido de inhibidor
de tripsina. El producto fue estable durante su almacenamiento congelado,
presentando cambios menores en rendimiento, textura, color y oxidacioén lipidica, pero
demostrando una capacidad antioxidante algo superior al control mediante su

evaluacion con método QUENCHER.

Por lo tanto, esta Tesis permitié desarrollar exitosamente una hamburguesa hibrida
a través del reemplazo de carne de cerdo por harina de legumbres, logrando un
producto con una calidad nutricional distintiva, debido principalmente a su elevado
contenido de fibra, empleando como ingrediente una fuente mas sustentable como lo
son las legumbres, especificamente los porotos del NOA, que mantiene sus pardmetros
de calidad durante su almacenamiento congelado.

El desarrollo y la comercializacion de productos carnicos hibridos conteniendo
harina de porotos con mejorado aporte de fibra y minerales, manteniendo su calidad
pero logrando mejorar su sustentabilidad, podrian ofrecer beneficios econémicos a la
industria carnica, ademas de incrementar el valor de la cadena de las legumbres y
aumentar el consumo de ellas. Dadas las tendencias actuales, la demanda en la
utilizacidon de legumbres seguira creciendo y seguiran desempenando un papel clave
en la nutricion humana, la salud y en el potencial cada vez mas reconocido para
mejorar la sostenibilidad ambiental de diferentes productos donde puedan incluirse

como ingredientes.
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