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RESUMEN:

EFECTO DE LA HUMEDAD RELATIVA'Y DEL ALMACENAMIENTO EN LOS
COMPUESTOS BIOACTIVOS Y LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE UN
PRODUCTO EXTRUIDO DE HARINA DE MAIZ Y CHONTADURO (Bactris
gasipaes H.B.K)

La extrusion es un proceso tecnoldgico versétil y de bajo coste empleado en la industria
alimentaria para la elaboracion de distintos alimentos, entre ellos los productos tipo
shack. La mayoria de estos productos estan elaborados a partir de materias primas ricas
en almidén, como el maiz o el trigo, y suelen caracterizarse por un bajo valor nutricional
en términos de vitaminas, minerales, aminoacidos y fibra. En este sentido, incorporar
fruta en este tipo de productos extruidos puede mejorar su calidad nutricional y su
atractivo de cara al consumidor. El chontaduro (Bactris gasipaes H.B.K) es un fruto
tropical atipico por ser rico en proteinas y grasa, ademas de destacar por su contenido
en minerales, vitaminas y compuestos fitoquimicos. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar los principales compuestos bioactivos (fenoles totales, vitamina C y
carotenoides) y la actividad antioxidante de un producto extruido obtenido utilizando
como materias primas harina de chontaduro y harina de maiz (25:75, p/p). El producto
extruido se acondicion6 en camaras con humedades relativas (HR) entre 10 y 75 %
hasta alcanzar el equilibrio con las mismas. Se calcul6 la isoterma de sorcion de agua
del producto y se estudid la evolucion de los compuestos bioactivos y de la capacidad
antioxidante a los 2 y a los 4 meses de almacenamiento a partir del equilibrio en cada
una de las HR, a temperatura ambiente, con el fin de establecer las mejores condiciones
que permitan mantener las caracteristicas funcionales del producto estables durante el
tiempo. Los resultados mostraron que la harina de chontaduro present6 un alto
contenido en compuestos fendlicos (105 mg acido galico/100 g base seca (bs)), vitamina
C (49 mg éacido ascorbico/100g bs) y carotenoides (5,8 mg B-Caroteno /100g bs). Por
su parte el producto extruido presentdé 59 mg acido galico/100 g bs y 32 mg acido
ascorbico/100g bs, lo que contribuyé a su capacidad antioxidante (0,225 mmol
Trolox/100 g bs para DPPH y 0,503 mmol Trolox/100 g bs, para FRAP),
significativamente (p<0,05) mayor que la presentada por las harinas. En todos los casos,
la fraccion hidrosoluble de las muestras presenté mayor (p<0,05) actividad antioxidante
que la fraccion liposoluble, siendo los compuestos fendlicos los que mejor se
correlacionaron estadisticamente con la misma. En conclusion, la incorporacion de
harina de chontaduro al producto extruido de maiz es una buena opcién para el
desarrollo de snacks de buena calidad nutricional y funcional. En cuanto a los cambios
producidos durante el almacenamiento, en general se observo una disminucién de los
compuestos bioactivos y de la actividad antioxidante al aumentar la aw y el tiempo. Los
compuestos fendlicos fueron los que se mantuvieron mas estables. Para garantizar la
calidad funcional del producto se recomienda su almacenamiento en humedades
relativas inferiores a 43%, conservandose a temperatura ambiente, hasta 4 meses
desde su envasado.

PALABRAS CLAVES: Extrusion; chontaduro; compuestos fendlicos; vitamina C;
carotenoides; actividad antioxidante; almacenamiento.
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ABSTRACT:

EFFECT OF RELATIVE HUMIDITY AND STORAGE IN THE BIOACTIVE
COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF AN EXTRUDED
PRODUCT OF CORN FLOUR AND PEACH PALM FRUIT (Bactris gasipaes
H.B.K).

Extrusion is a versatile and low-cost technological process used in the food industry for
the preparation of foods, including snack products. Most of these products are made
from raw materials rich in starch, such as corn or wheat, and are usually characterized
by a low nutritional value in terms of vitamins, minerals, amino acids and fibre. In these
sense, incorporating fruit in this type of extruded products can improve its nutritional
quality and its attractiveness to the consumer. Chontaduro (Bactris gasipaes H.B.K) is
an atypical tropical fruit because it is rich in proteins and fat, as well as in minerals,
vitamins and phytochemicals. The objective of this work was to characterize the main
bioactive compounds (total phenols, vitamin C, carotenoids) and the antioxidant capacity
of an extruded product obtained using chontaduro and corn flour as raw materials (25:75,
w/w). The extruded product was conditioned in chambers with relative moisture (RM)
between 10 and 75% until reaching equilibrium. The water sorption isotherm of the
product was calculated and the evolution of the bioactive compounds and antioxidant
capacity for 2 and 4 months of storage was studied from the equilibrium at each RM, at
room temperature, in order to establish the best conditions that allow to maintain the
functional characteristics of the product stable over time. The results showed that
chontaduro flour had a high content of phenolic compounds (105 mg gallic acid / 100 g
dry basis (db)), 49 mg ascorbic acid / 100 g db and carotenoids (5.8 mg -Carotene /
100 g db). Moreover, the extruded product presented 59 mg gallic acid / 100 g phenolic
db and 32 mg ascorbic acid / 100 g db, which contributed to its antioxidant capacity
(0.225 mmol Trolox / 100 g bs for DPPH and 0.503 mmol Trolox / 100 g bs , for FRAP),
significantly (p <0.05) higher than that presented by the flours. In all cases, the water-
soluble fraction of the samples showed higher (p <0.05) antioxidant capacity than the
fat-soluble fraction, with phenolic compounds being the ones that correlated better
statistically with it. In conclusion, the incorporation of chontaduro flour to the corn
extruded product is a good option for the development of snacks of good nutritional and
functional quality. In respect of changes during storage, a decrease in the bioactive
compounds and the antioxidant capacity was observed with increasing aw and time. The
phenolic compounds were the ones that remained more stable. To guarantee the
functional quality of the product, it is recommended to store it at relative humidities below
43%, keeping it at room temperature, up to 4 months since its packaging.

KEYWORDS: Extrusion; chontaduro; phenolic compounds; vitamin C; carotenoids;
antioxidant capacity; storage.
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1. INTRODUCCION

El chontaduro, Bactris Gasipaes (Figura 1), es un fruto procedente de una planta
tropical de América Latina, concretamente, del Litoral Amazonico (Restrepo y Estupifian,
2007). Puede recibir distintos nombres segun la regién en la que se encuentre. El primer
nombre que recibi6 fue el de “pijibaye” en Peru, “tembe” en Bolivia, “pupunha” en Brazil
y “chontaduro” en Colombia (Restrepo et al., 2012).

La altura de la palmera de chontaduro es de mas de 20 m. Es una planta
monocotiledonea, con flores masculinas y femeninas en el mismo racimo (Restrepo y
Estupifian, 2007). El fruto tiene un tamafo de 2 a 7 cm de largo y presenta una forma
ovoide, cilindrica, cénica o achatada, la cual esta envuelta por un epicarpio delgado. El
fruto es una drupa, con una Unica semilla, que se encuentra cubierto de una capa
amilacea que puede ser de diferentes colores. El 92% del fruto corresponde a la piel y
la pulpa, mientras que el 8% restante pertenece a la semilla. El peso del fruto se
encuentra alrededor de 20 y 100 g, dependiendo de la variedad (Martinez-Girén et.,
2017).

Figura 1. Fruto del chontaduro (Bactris Gasipaes). Imagen tomada de Castillo, 2006.

En la Figura 2 se observa que la morfologia del fruto esta compuesta por
bracteas, pericarpio, mesocarpio y la nuez, en su interior contiene una capsula blanca
que recuerda al coco (Restrepo y Estupifian, 2007).

BRACTEA

PERICARPIO

PAESOCARFIL

WUEZ

Figura 2. Partes del fruto de Chontaduro (Bactris Gasipaes). Imagen tomada de Reyes et al., 1997.
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El chontaduro se considera un alimento muy completo por su importante valor
nutricional, funcional y energético (Martinez-Girén et al., 2017; Restrepo y Estupifian,
2007), contiene alrededor de 38% en carbohidratos, 52% agua, 5% grasa, 3% proteinas,
1,5% fibra, 23 mg calcio, 47 mg fésforo y 0,7% hierro (Daza et al., 2015). Aunque el
valor nutricional depende de la variedad de chontaduro, en todas ellas se puede
encontrar un elevado contenido de almidon, proteinas, aminoacidos esenciales, acidos
grasos insaturados (acido oleico) y poliinsaturados (linoleico y linolénico).
Especialmente es destacable la proteina de elevada calidad que presenta, ya que aporta
a la dieta siete de los ocho aminoacidos esenciales (Rojas-Garbanzo et al., 2011; L6pez-
Calvo et al.,, 2015). A su vez presenta un elevado valor energético debido al alto
contenido en almiddn y grasa, aportando alrededor de 185 calorias/100 g. Ademas de
sus excelentes propiedades nutritivas, el chontaduro también presenta propiedades
funcionales destacadas debido a su relevante contenido en compuestos antioxidantes,
principalmente micronutrientes como hierro, calcio, fésforo, zinc y vitaminas A, E 'y C,
carotenoides (Jatunoy et al., 2010) y compuestos fendlicos (Contreras et al., 2011,
Rojas-Garbanzo et al., 2016). Estas sustancias se ha comprobado que actian
beneficiosamente en algunas funciones del organismo, y ejercen un papel preventivo en
la aparicion de enfermedades relacionadas con el dafio oxidativo, asociandose con un
descenso en el desarrollo de distintos procesos cronicos, como enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares, algunos desordenes neurolégicos, ciertos
procesos inflamatorios y distintos tipos de cancer.

Aunque sus propiedades nutritivas son conocidas, el procesado de chontaduro
todavia no se ha extendido ya que los diversos productos obtenidos de manera
tradicional partir de este fruto no han sido promovidos, siendo su consumo restringido
principalmente a las comunidades indigenas, ya que los vinculos entre los agricultores
y la industria alimentaria a dia de hoy en muchos paises de América Latina son
practicamente inexistentes (Graefe et al.,, 2013). El chontaduro puede consumirse
directamente en crudo aunque lo mas habitual es consumirlo hervido con sal.
Tradicionalmente es utilizado para la produccion de conservas, mermeladas, bebidas
fermentadas, nutricion animal, extraccion de aceites o incluso para cosmética (Graefe
etal., 2013; Restrepo et al., 2012). También puede ser secado y transformado en harina,
la cual puede emplearse para la elaboracion de productos de panaderia, pasteleria,
pasta... Dadas las caracteristicas nutricionales, funcionales y sensoriales comentadas
anteriormente el chontaduro es una materia prima potencial para la elaboracion de
nuevos productos que generen valor afiadido y que permitan el aprovechamiento de
todas sus propiedades. En este sentido es necesario evaluar métodos alternativos para
su transformaciéon que garanticen la conservacion de sus propiedades funcionales y la
estabilidad de sus componentes para que puedan ser efectivas sus aplicaciones
industriales.

En la industria alimentaria una de las técnicas que permite la mayor conservacion
de los alimentos es la deshidratacion, basada en la reduccion de la actividad del agua
(aw) del alimento, ralentizando los procesos de deterioro causados especialmente por
agentes quimicos y microbiolégicos. La deshidratacion conlleva a un apreciable cambio
en las propiedades morfogeométricas del alimento, con la consecuente reduccion del
peso y del volumen del producto, lo que facilita su transporte y almacenamiento. De
igual forma provoca una serie de cambios relacionados con sus propiedades
nutricionales, reolégicas, organolépticas, opticas y texturales (Bennett et al., 2011). Un
método versatil y eficiente utilizado en alimentos para la obtencion de productos
deshidratados es la extrusion (Alam et al., 2016). La extrusion es un proceso termo-
mecanico por medio del cual, materiales que contienen biopolimeros (almidones) son
plastificados y cocidos por la accibn combinada de presion, calor y esfuerzo de corte,
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forzandolos a pasar por una boquilla. En la actualidad, al extrusor se le considera un
biorreactor de alta temperatura y corto tiempo de residencia, que transforma una amplia
variedad de materias primas en productos intermedios y/o productos finales como, por
ejemplo, pastas, cereales para el desayuno, galletas, alimentos infantiles, alimentacion
animal, etc (Pardeshi y Chattopadhyay, 2014; Pawar et al., 2014; Moscicki y Zuilichem,
2011; Eastman et al., 2001).

Dentro de las ventajas que aporta la extrusion se encuentran la alta capacidad
de procesado en continuo y eficiencia energética, el procesado de materiales
relativamente deshidratados y viscosos, la mejora de las caracteristicas de textura y
sabor de los alimentos, su bajo coste, la amplia variedad de formas que puede tener el
producto final, la produccién de nuevos productos alimenticios de elevada calidad, la
prolongacién de la vida util por destruccibn microbiana e inactivacibn enzimatica
(Chakraborty et al., 2009; Chang et al., 2001). No obstante, las reacciones quimicas que
tienen lugar durante la extrusion podrian modificar las propiedades funcionales de los
alimentos, lo cual puede afectar los nutrientes y fitoquimicos presentes. (Ainsworth,
2011; Alam et., al 2015; Castells et al., 2005).

En la industria alimentaria se puede encontrar dos tipos de extrusores, siendo el
mas comun el extrusor monohusillo o de tornillo Gnico, donde el tornillo esta formado
por una Unica pieza y que se diferencia de la de doble husillo por el grado de corte y la
fuente de calor (Riaz, 2000). Las partes de un extrusor monohusillo (Figura 3) son: el
sistema de pre-acondicionamiento, la matriz, el tornillo, el sistema de alimentacion, el
barril, y el mecanismo de corte (Navale et., al 2015).

Tolva alimentacion

Camisa Calefact
misa Calefactora

motor 4

Producto Extruido

< ] Boquilla

Materia prima |

Figura 3. Partes de un extrusor monohusillo. Imagen tomada de Nor, 2012.

Los factores més importantes en la transformacién por extrusion, y que por tanto
contribuyen al rendimiento, son el cizallamiento, la temperatura a la que se encuentra el
cilindro, la velocidad de alimentacion y del tornillo, la configuracién en la que se
encuentra dicho tornillo y el cilindro, el grado de apertura del molde y la humedad del
producto a extruir. Esta Ultima es uno de los factores mas criticos ya que esta
relacionado con la gelatinizacion del almidon, el tamafio de particula (Gomez y Aguilera,
1984) y la composicion del alimento (Navale et al., 2015). Hay que tener en cuenta que
cuanto mayor sea la temperatura empleada, los productos estaran mas expandidos y
por tanto su humedad serd mas reducida (Muthukumarappan y Karunanithy, 2012). En
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el caso de la composicién de la materia prima, esta influye en la calidad del producto
final segun la proporcién de almiddn, proteina, lipidos/grasas v fibra que contenga. Por
lo que suelen ser utilizados almidones y materias primas proteicas para llevar a cabo el
proceso de extrusion.

Esta técnica permite la elaboracion de una gran variedad de productos tipo
shack. Los shacks, por definicion, son productos alimenticios que se consumen en un
periodo de tiempo corto, fuera del horario normal de alimentacién. Su forma de consumo
es sencilla, no requieren de una preparacion previa o de utensilios y por lo general,
cuentan con presentaciones portatiles que permiten su disponibilidad y transporte
(Pineda, 2017). Estos productos son muy apreciados especialmente por los
consumidores que debido al acelerado ritmo de vida actual, buscan productos listos para
comer fuera de casa en horarios diferentes a los de las comidas principales. La demanda
de este tipo de productos alimenticios va aumentando progresivamente (Clemenzt y Del
Moro, 2011). No obstante, estos productos suelen relacionarse con la denominada
“comida basura”, por su elevado contenido en carbohidratos y grasa. Por ello incorporar
fruta en este tipo de productos puede mejorar su calidad nutricional y atractivo para el
consumidor, cada vez mas interesado en incorporar en su dieta alimentos nutritivos que
proporcionen compuestos con beneficios para la salud (Brennan et., al 2013). En esta
linea, el reto de la industria es desarrollar nuevas alternativas para satisfacer estas
necesidades del consumidor, y de ahi la tendencia de producir snacks mas saludables,
seleccionando materias primas mas haturales que tengan beneficios nutricionales,
como alto porcentaje proteico, bajo contenido de sodio, azlcar y grasa (Reddy et al.,
2014; Pineda, 2017). De igual forma que provengan de fuentes sostenibles, que utilicen
materias primas organicas y que estén orientados al aprovechamiento de cultivos
locales. Por todo esto, la formulacién de un producto extruido a base de chontaduro y
maiz puede ser una alternativa viable, no solo para darle un valor agregado a esta fruta,
sino para crear productos innovadores que satisfagan las necesidades del consumidor
actual y sean estable en el almacenamiento.

Por dltimo, la aplicacion de este tipo de técnicas de deshidratacién da lugar a
productos con un contenido de agua muy bajo y, si bien es cierto que por su baja
actividad del agua gozan de una alta estabilidad microbiolégica, quimica y bioquimica,
son altamente higroscopicos debido a su composicion quimica, porosidad y presencia
de almidon en estado amorfo (Marzec y Lewicki, 2004). Por tanto, su estabilidad se ve
considerablemente influenciada por las condiciones de temperatura, humedad relativa
y tiempo a las cuales es almacenado, por lo que es necesario establecer condiciones
gue garanticen la estabilidad de sus caracteristicas nutritivas, funcionales y sensoriales.
Para poder establecer tales condiciones es necesario conocer el comportamiento de
sorcion del producto a través del estudio de la isoterma de sorcion, la cual relaciona, a
una temperatura constante, el contenido en agua (kg agua/kg base seca) con la
actividad termodinamica del agua en el producto, en un intervalo dado de humedad
(Martinez-Navarrete et al., 1998). Un conocimiento solido de la relacion entre el
contenido de agua y la humedad relativa de equilibrio es esencial para modelar, disefiar
y optimizar procesos de secado, evaluar la estabilidad y la seguridad microbiol6gica del
producto durante el almacenamiento, determinar los cambios de humedad y seleccionar
el material apropiado de envasado (Rahman y Labuza, 1999). Numerosos estudios han
sido llevados a cabo para evaluar el comportamiento de la sorcion de agua en alimentos
durante las ultimas décadas, siendo aplicados varios modelos matematicos propuestos
para describir este comportamiento (Lee y Lee, 2008). El modelo méas aceptado y
representativo es el modelo de GAB, debido a su precision y su validez en una amplia
gama de actividades del agua de 0,1 a 0,9 (Sablani et al., 2007). Especificamente en
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productos extruidos de distintos cereales como maiz, avena, arroz y trigo se encuentran
en bibliografia estudios que evallan sus propiedades de sorcion (Martinez-Navarrete,
1998; Camire et al., 2005; Sablani et al., 2010; Lazoy y Krokida, 2011; Dar et al., 2016).
Sin embargo la informacién sobre la sorcion de agua de productos a base de chontaduro
es todavia muy limitada, y por eso se hace necesario recopilar datos de sorcion
relevantes de este producto para mejorar los procesos de secado, minimizar el costo de
procesamiento y establecer los limites de aw y humedad seguros para su
almacenamiento, que garanticen la estabilidad no solo de sus propiedades
fisicoquimicas, sino también de sus propiedades funcionales.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue desarrollar un producto extruido tipo snack,
a partir de harina de maiz y harina de chontaduro, de alta calidad funcional.

Para la consecucion del objetivo de este estudio se propusieron los siguientes
objetivos especificos:

1. Caracterizacion de las materias primas, asi como del producto extruido en
cuanto a su composicién en compuestos bioactivos y actividad antioxidante.

2. Estudiar la estabilidad del producto obtenido con el fin de establecer la
humedad y actividad del agua a partir de las cuales se lleva a cabo la pérdida de calidad
funcional del producto y, asi, conocer las mejores condiciones de almacenamiento a
temperatura ambiente.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 MATERIA PRIMA

Para la realizacién de este estudio se parti6 de harina de chontaduro (Bactris
gasipaes H.B.K) gue fue proporcionada por la Facultad de Ciencia Agropecuarias de la
Universidad del Cauca (Colombia). La harina fue obtenida a partir del fruto deshuesado
y triturado, el cual se sometié a un tratamiento de secado por aire caliente a 50°C
durante 10 horas empleando un secador de bandejas con una velocidad del aire de 7,62
m/s. Finalmente la harina fue envasada al vacio y enviada al Departamento de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Politécnica de Valencia (Espafia). Ademas,
también se utilizé6 harina de maiz que fue proporcionada por la empresa DACSA
(Valencia, Espafa).

Las harinas de chontaruro (HC) y de maiz (HM) fueron caracterizadas en cuanto
a humedad, compuestos funcionales (fenoles totales, vitamina C, carotenoides totales)
y actividad antioxidante, tal y como se describe en el apartado 3.4 de analisis.

3.2 PROCESO DE EXTRUSION

Antes de la extrusion, la harina de maiz se mezclé de forma manual a
temperatura ambiente (22°C) con la harina de chontaduro en proporcion 75:25 (p/p),
respectivamente. El proceso de extrusion se realizé en un extrusor monohusillo o de
tornillo Unico (modelo KE19/25, Brabender, Duisburg, Alemania), equipado con un
tornillo de dimensiones 1:3 a una velocidad de 150 rpm, una velocidad del alimentador
de 20 rpm y una boquilla de 3 mm de tamafio. El proceso de extrusion se llevo a cabo a
través de 4 secciones, cuyas condiciones fueron variando hasta que se alcanzaron las
temperaturas 6ptimas en cada seccion: 40°C para la seccién 1, 73°C para la seccion 2,
174°C para la seccion 3, 178°C para la seccion 4, y una presion de 133,9 bar. A
continuacién, los productos extruidos se cortaron a una longitud de 4 cm, y se
sometieron a un proceso de secado por aire caliente con una temperatura de 60°C
(Estufa HSRS, Selecta, Barcelona, Espafia) hasta obtener un producto con una
humedad menor al 5% (Jardim et al., 2016). Una parte del producto recién extruido se
caracterizd6 en cuanto a las mismas caracteristicas medidas en la materia prima
(apartado 3.4). Otra parte del producto se almacené en camaras herméticas de distintas
humedades relativas (HR) para realizar el estudio de sorcién, tal y como se describe en
el siguiente apartado.

3.3 EXPERIMENTOS DE SORCION

Se estudié el comportamiento del producto extruido obtenido frente a la sorcion
de agua a 20 °C. Para ello se prepararon una serie de cadmaras herméticas en cuyo
interior se colocaron disoluciones sobresaturadas de diferentes sales (LiCl, CH;COOK,
MgCl,, K2COs, Mg(NO3), NaNO- y NaCl), las cuales permitieron obtener, en su interior,
ambientes con HR entre el 11-75% (Tabla 1). En cada una de las camaras se colocaron
aproximadamente 60 g de producto extruido. Posteriormente, se controlo
periédicamente la evolucion del peso de las muestras, por triplicado, hasta obtener un
valor constante (Am < + 0,0005 g). En ese momento la actividad del agua (aw) de cada
muestra se asumio igual a la correspondiente HR/100 (Spiess y Wolf, 1983). Con los
valores iniciales de humedad de las muestras (ver apartado 3.4.1) y la variacion de peso
sufrida en cada una de ellas, se calcularon las humedades en el equilibrio (We),
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construyéndose las correspondientes isotermas de sorcién. Los valores obtenidos del
contenido de agua en el equilibrio fueron expresados en base seca (Wess).

Para la construccion y el andlisis de la isoterma de sorcion del producto extruido,
los datos experimentales obtenidos weps-aw fueron ajustados a tres modelos
matematicos de sorcién: el modelo de GAB (Van den Berg y Bruin, 1981), el modelo de
BET (Brunauer et al., 1938) y el modelo de Caurie (Caurie, 1970) (Ecuaciones 1-3).

_ Wo*xC*xK*ay,
- ((A-k*ay))*(1+(C-1)xk*ay))

We (GAB) (Ec.1)

— Wo*C*ayy,
We = ((1_aW))*(1+(C_1)*aW)) (BET) (ECZ)
W, = exp (aw * In(r)— 4.51%) (Caurie) (Ec.3)

Donde wo es la humedad de la monocapa (g agua/g muestra en base seca); C: Constante de
Guggenheim relacionada al calor de sorcion de la monocapa; K: constante relacionada con la sorcién de
calor de la multicapa; ws: contenido de humedad de seguridad de almacenamiento (g agua/g muestra en
base seca); r: parametro adimensional relacionado con el modelo de Caurie.

El ajuste de los modelos a los datos experimentales se realiz6é primero de forma
lineal obteniendo un valor inicial de los parametros de cada modelo y posteriormente se
realizd un ajuste no lineal para obtener los parametros de cada modelo aplicando el
procedimiento de minimos cuadrados mediante el uso de Statgraphics Centurion XVII.

Tabla 1. Actividad del agua de equilibrio de las disoluciones salinas sobresaturadas seleccionadas en este
estudio, a 20 °C.

Sal Actividad del agua (aw)
LiCl 0,113
CHsCOOK 0,230
MgCl, 0,330
K.COs 0,430
Mg(NOa)z 0,520
NaNO; 0,680
NaCl 0,750

Fuente: Greenspan (1977)

Una vez el producto extruido alcanzd el equilibrio, fueron analizados los
compuestos funcionales (fenoles totales, vitamina C, carotenoides totales) y la actividad
antioxidante tal como se describe en el apartado 3.4. Por otra parte, para evaluar los
cambios producidos en estas propiedades a lo largo del tiempo, las muestras se
mantuvieron 4 meses mas en las camaras siendo analizadas nuevamente a los 2 y 4
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meses de almacenamiento. Por lo tanto, se obtuvieron 4 periodos de andlisis del
producto: recién extruido, al alcanzar el equilibrio (to) y a los 2 (t2) y 4 (t4) meses de
alcanzar dicho equilibrio.

3.4. ANALISIS
3.4.1 Humedad (Xw)

El contenido en agua de las muestras se obtuvo mediante el método gravimétrico
(AOAC, 2000), para ello se colocé un peso conocido de muestra en una estufa
(Vaciotem, J.P. Selecta, Espafia) a 60 + 1 °C y a una presién <100 mm Hg con el fin de
determinar la pérdida de agua hasta alcanzar peso constante (balanza analitica Mettler
Toledo Inc., Barcelona, Espafa).

3.4.2 Andlisis de compuestos funcionales

3.4.2.1 Fenoles totales (FT)

La extraccion de los compuestos fendlicos se realizé mezclando 1 g de muestra
con 9 mL de una disolucién de metanol: agua (70:30, v/v), segun estudios previos
(Farinha, 2014; Spaggiari, 2014). La mezcla se mantuvo en agitacibn magnética durante
30 minutos y se centrifugd (Gyrozen 1236R, Daejeon, Korea) 10 minutos a 8570 G a
una temperatura de 4°C. El sobrenadante obtenido se recuperé en viales y se utilizé
para determinar el contenido en FT, por espectrofotometria mediante el ensayo Folin-
Ciocalteu, segun Benzie y Strain, (1999) y Selvendran y Ryden (1990). Para ello se
tomaron 250 pL de extracto al que se le afiadieron 15 mL de agua destilada y 1,25 mL
de reactivo Folin Ciocalteu (Sigma, Alrich, Alemania). Todo ello fue mezclado y
permanecié durante 8 min en reposo y bajo oscuridad. Seguidamente se afiadié 3,75
mL de una solucién acuosa de carbonato de sodio (7,5%, p/v) y se enrasé con agua
destilada en un matraz aforado de 25 mL. Posteriormente, permanecieron en reposo y
en la oscuridad durante 2 horas a temperatura ambiente, e inmediatamente se midi6 la
absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro UV-visible (Thermo Electron
Corporation, Estados Unidos). El contenido de FT fue expresado como mg de acido
galico/100 g de muestra en base seca (bs) usando una curva patron de 0-800 mg de
acido gélico/1000 g.

3.4.2.2 Compuestos carotenoides (S-caroteno vy licopeno)

La extracciobn de los compuestos carotenoides se realiz6 en las mismas
proporciones y condiciones descritas anteriormente empledndose en este caso como
disolvente una disolucidon de hexano: acetona: etanol (50:25:25, v/v/v) segun Olives et
al., (2006) y Wang et al., (1996). El sobrenadante obtenido tras la centrifugacion fue
recuperado en viales y se utiliz6 para determinar el contenido de B-caroteno y licopeno.
Esta determinacion se realiz6 segun los estudios de Olives et al., (2006), Shim y Kim,
(2002) y Wang et al., (2007): Se le afiadié agua bidestilada al sobrenadante del extracto
(a razén de 100 pL de agua por cada 1 mL de extracto), agitdndose manualmente
durante 2 minutos. Cuando se separaron las fases, se tomé una alicuota de la parte
superior, la cual se depositdé en cubetas de vidrio y se midi6 la absorbancia a 446 nm
para determinar el B-caroteno y a 501 nm para el licopeno, en un espectofotometro UV-
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Visible (Thermo Electron Corporation, Estados Unidos). El contenido de carotenoides
totales fue expresado como mg de B-caroteno y mg de licopeno/100 g muestra (bs),
usando una curva patrén de 0-50 mg de B-Caroteno y otra de 0-10 mg de licopeno/1000

g.

3.4.2.3 Vitamina C (VC)

Para cuantificar el contenido total de VC se llevo a cabo la reduccion del acido
dehidroascorbico a acido ascoérbico mediante la mezcla de 0,5 g de muestra en 2 mL de
una solucién de 20g/L de DL-Ditiotreitol (SigmaAldrich), durante 2 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad (lgual et al., 2014). Para la extraccion de la VC, a 1 g de esta
mezcla se afiadié 9 mL de acido oxalico al 0,1% (p/v), se mezcld durante 3 minutos y se
filtr6 inmediatamente a través de un filtro de membrana de 0,45 um antes de la inyeccién
(Xu et al., 2008). Su cuantificacion se realiz6 mediante el método de cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) segun Xu et al., (2008). El HPLC empleado (Jasco,
Italia) consta de una bomba ternaria (Jasco PU-1580 HPLC pumb), un generador de
gradiente (LG-1580-02 Ternary Gradient Unit) y un detector UV-visible (MD-1510) con
un intervalo de medida de longitud de onda 190 hasta 650 nm. El equipo cuenta también
con un desgasificador incorporado y un inyector automatico. Se utiliz6 una columna
Zorbax SBC18 de 5 uym (4,6 x 25 mm) (Espafia); acido oxalico 0,1% como fase mavil,
volumen de inyeccién de 20 pl, velocidad de flujo de 1 mL/min, detecciéon a 243 nmy 25
°C. Se preparé una solucion estandar de acido ascérbico (Panreac, Espafia).

3.4.3 Andlisis de la actividad antioxidante (AAO)

La actividad antioxidante de los extractos hidrofilico (EH) y lipofilico (EL)
obtenidos para la cuantificacion de fenoles y carotenoides, respectivamente, fue
determinada por dos métodos: DPPH y FRAP. Los experimentos fueron realizados por
triplicado.

3.4.3.1 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

El método DPPH se basa en la capacidad que presentan las sustancias
antioxidantes de captar radicales libres. Para su determinacion se tomaron 0,1 mL de
cada extracto y se adicionaron a 3,9 mL de DPPH diluido en metanol (0,030 g/L, Sigma-
Aldrich, Alemania). Se midi6 la absorbancia de las muestras a tiempo inicial y
trascurridos 15 minutos a 515 nm en un espectrofotometro UV-Visible (Thermo Electron
Corporation, Estados Unidos). El porcentaje de DPPH fue calculado segun la ecuacion
4. Los resultados finales fueron expresados como mmol de trolox equivalente (TE)/100
g, usando una curva de calibracion de Trolox (Sigma-Aldrich, Alemania) de 0-250 mg
TE/ 1000 g.

%DPPH =215 100 (Ec.4)

0

Donde: Ao es la absorbancia a tiempo 0; Ass es la absorbancia de la muestra cuando la reaccion
se ha estabilizado, a los 15 minutos.
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3.4.3.2 Método FRAP

El método de FRAP se basa en la evaluacion de la capacidad antioxidante de la
muestra de acuerdo con su capacidad para reducir el hierro férrico (Fe*?), presente en
un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), hasta la forma ferrosa (Fe*?). Este
método se llevo a cabo en un tampdn con acido acético-acetato de sodio (pH 3,6), que
contenia TPTZ y FeCls. Se utilizaron 900 uL de la solucién anteriormente descrita, 30
puL del extracto y 30 puL de agua bidestilada. La absorbancia se midi6 a 593 nm
(Espectrofotometro UV-visible Thermo Electron Corporation, Estados Unidos) tras
mantener la mezcla 30 minutos incubada a 37 °C. Los resultados finales fueron
expresados como mmol de trolox equivalente (TE)/100 g, usando una curva de
calibracién de Trolox (Sigma-Aldrich, Alemania) de 0-250 mg TE /1000 g.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron andlisis de varianza simples (ANOVA) y multifactorial (MANOVA)
a un nivel de confianza del 95% (p < 0,05). Ademas, se llevd a cabo un andlisis de
correlacion de Pearson entre la actividad antioxidante y los diferentes compuestos
analizados. Todos estos analisis se llevaron a cabo con Statgraphics Centurion XVII.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE LAS MATERIAS PRIMAS Y DEL PRODUCTO
EXTRUIDO

Para la obtencion del producto extruido se partié de harina de maiz, con una
humedad de 5,70 + 0,08 g agua/100 g, y de harina de chontaduro, con una humedad
fue 2,83 + 0,08 g agua/100 g. El producto extruido obtenido a partir de la mezcla de
ambas harinas, tras el tratamiento de secado por aire caliente al que fue sometido,
alcanzé una humedad de 1,83 + 0,13 g agua/100 g. Este valor fue similar al alcanzado
en el procesado de otros productos extruidos a base de maiz (Salinas, 2011; Jardim et
al., 2016).

En la Tabla 2 se presentan los valores obtenidos de los compuestos bioactivos
analizados para las dos harinas (HM y HC) y para el producto extruido. En cuanto al
contenido en FT, HC presenté un valor de 105 + 2 mg acido galico/100 g de muestra bs.
En bibliografia se han encontrado estudios con valores que van de 23-108 mg acido
galico/100 g (Martinez-Girén et al., 2017; Garbanzo et al., 2011; Contreras et al., 2011).
Las diferencias observadas en el contenido en compuestos fendlicos respecto a los
valores encontrados en bibliografia puede deberse a la distinta variedad del fruto y a las
condiciones climaticas de la region geografica de su cultivo (Martinez-Girén et al., 2017).
La muestra HM presenté un contenido significativamente menor (p<0,05) en estos
compuestos (50,5 + 1,6 mg acido galico/100 g de muestra). En otros estudios con
variedades de maiz amarillo, blanco hibrido y blanco criollo los valores encontrados de
fenoles fueron muy similares (Diaz, 2017). El producto extruido presentd un contenido
en FT significativamente mayor (p<0,05) a HM y menor (p<0,05) que HC. Distintos
estudios han observado la disminucion del contenido en compuestos fendlicos causada
por el proceso de extrusion (Sharma et al., 2012). Los fenoles son sustancias
termolabiles, temperaturas por encima de 80 °C puede destruir o alterar su naturaleza
(Zielinsky et al., 2001). Las altas temperaturas causan descomposicion y alteracioén de
su estructura molecular, lo que conlleva a una disminucién de su reactividad y de su
extractabilidad, debido a su mayor grado de polimerizacién (Sarawong et al., 2014). En
cualquier caso, estos valores fueron superiores a los descritos en otros estudios del
contenido fendlico de snacks extruidos a partir de mezclas de cereales (Dar et al., 2016;
Reis et al., 2014; Sharma et al., 2012).

Tabla 2. Valores medios y desviacion estandar del contenido en fenoles totales (FT), vitamina C (VC), B-
caroteno y licopeno de las harinas de chontaduro (HC) y de maiz (HM) y del producto extruido. Resultados
expresados en base seca (bs).

Compuestos bioactivos HC HM PRODUCTO EXTRUIDO
FT (mg 4cido gélico/100 g bs) 105+2° 50,5+1,6°¢ 59+2°
B-Caroteno (mg /100g bs) 5,85+0,12° 0,67 +0,07° 0,52+0,02°¢
Licopeno (mg /100g bs) 0,31+0,06 - -
VC (mg acido ascdrbico/100g bs) 49+7° - 32+6°

a¢ | etras diferentes como superindices dentro de la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05)
entre las muestras.
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No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en el contenido de VC de
HC y el producto extruido. En este sentido, el proceso de extrusion no parece tener
efecto en esta vitamina. A pesar de ser una vitamina termolabil, algunos estudios
muestran que el procesamiento a altas temperaturas y corto tiempo como es el caso de
la extrusion, puede ser efectivo para incrementar la retencion de vitaminas labiles al
calor y otros nutrientes (Rincén, 2003). En este sentido, la perdida de vitaminas por
procesos térmicos depende de la naturaleza fisica y quimica del alimento, entre otros
factores. En el caso de la vitamina C, las pérdidas que se producen durante el
procesamiento son debidas a la oxidacion, que es acelerada por la luz, el oxigeno, el
calor, el aumento de pH, la actividad del agua, la presencia de iones cobre y sales
ferrosas (Primo, 1998). El acido ascorbico se oxida a dehidroascérbico, el cual todavia
presenta su valor como vitamina, pero la lactona que forma parte de su estructura
quimica es mucho menos estable, y se hidroliza a acido 2,3 dicetogulénico, que mas
tarde puede degradarse mediante descarboxilacion. A partir de ahi ninguno de los
productos generados presenta las propiedades de la vitamina C (Serra y Cafaro, 2007).
Por otra parte, no se detecté VC en HM. Segun la base de datos de la FAO, la harina
de maiz no contiene vitamina C, ya que durante la molienda ésta se pierde, por los
factores comentados anteriormente.

En cuanto al contenido en compuestos carotenoides, se observaron diferencias
significativas entre las 3 muestras analizadas. El chontaduro se caracteriza por ser un
fruto con alto contenido en carotenoides, sobre todo B-caroteno o precursor de vitamina
A, seguido de licopeno y pigmentos del grupo de las xantofilas. Asi, Rojas-Garbanzo et
al., (2011) identifico nueve carotenoides diferentes en el fruto de chontaduro procedente
de Costa Rica, siendo el mayoritario el isémero trans- 3-caroteno. Estas sustancias son
las que proporcionan el color anaranjado-rojizo de la pulpa (Graefe et al., 2013) y poseen
elevada capacidad antioxidante. En el fruto su contenido puede oscilar entre 0,4-22 mg
B-caroteno/100 g (Jatunov et al., 2010; Quesada et al., 2011) dependiendo de la
variedad de B. gasipaes. En nuestro estudio se obtuvieron valores de B-caroteno de
5,85 =+ 0,12 mg/100g y 0,31 + 0,06 de licopeno en HC, resultados similares a los
descritos por Jatunov et al., (2010) y Quesada et al., (2011) para harinas de chontaduro
obtenidas mediante secado por conveccién y procedentes de frutos cultivados en Costa
Rica, Brasil y Ecuador.

Por otra parte, HM presentd un contenido en [(-caroteno significativamente
menor (p<0,05) que HC y no se detectd licopeno. En general, el contenido de estos
carotenoides en los cereales es pequefio, siendo los mayoritarios del maiz la zeaxantina
y la B-criptoxantina (Medallo y Hornero, 2017). El proceso de extrusién ocasioné
pérdidas en estas sustancias en comparacion con la composicion de las harinas,
obteniéndose 0,52 + 0,02 mg B-caroteno /100g y no detectandose tampoco licopeno en
el producto extruido. La inestabilidad de los carotenoides se debe al hecho de que son
compuestos altamente insaturados, degradandose fundamentalmente debido a
procesos oxidativos. Estas reacciones producen como consecuencia un pardeamiento
del producto y una disminucién del valor vitaminico (Arguedas et al., 2015; Salinas et
al., 2008). Otros factores como la temperatura, la luz o el pH también pueden producir
importantes cambios cualitativos en estos compuestos debido a reacciones de
isomerizacion (Meléndez-Martinez et al., 2004).

La actividad antioxidante de las muestras de harinas y del producto extruido fue
medida segun los métodos descritos en el apartado 3.4.3 de la Metodologia. Puesto que
la actividad antioxidante de una muestra es debida a reacciones sinérgicas entre
distintos compuestos (vitaminas, polifenoles, minerales, compuestos de Maillard...), es
recomendable emplear mas de un método para medir correctamente dicha actividad
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(Thaipong et al., 2006). Los métodos elegidos en este estudio (el método FRAP basado
en la capacidad de reduccion férrica, y el método DPPH, basado en el potencial captador
de radicales libres de este reactivo) son los recomendados por distintos autores (Ozgen
et al.,, 2007). En cualquier caso, las comparaciones entre resultados de capacidad
antioxidante solo se pueden realizar para un mismo método y para muestras obtenidas
con los mismos disolventes (Pérez-Jiménez et al., 2008).

En las Figuras 4 y 5 se presentan los valores obtenidos de la capacidad
antioxidante del extracto hidrofilico (EH) y lipofilico (EL) obtenidos en la extraccion de
compuestos fendlicos y carotenoides, respectivamente, por los dos métodos de
cuantificacion realizados: DPPH y FRAP. Para estimar la capacidad antioxidante total
de las muestras, se sumaron las actividades antioxidantes de los extractos EH y EL para
cada muestra (Van der Berg et al., 1999; Pérez-Jiménez et al., 2008). Puesto que la
capacidad antioxidante total de una muestra viene dada por interacciones sinérgicas
entre diferentes compuestos, en esta estimacién se pueden cometer algunos errores
subestimando la capacidad antioxidante total de las muestras. Ademas, a pesar de
haber utilizado combinaciones de disolventes con distinta polaridad para facilitar la
extraccion de todos los compuestos antioxidantes, lipofilicos e hidrofilicos, también
habria que tener en cuenta que pueden haber ciertos compuestos con potencial
antioxidante que no hayan sido extraidos con los disolventes utilizados en este estudio.

DPPH
0,25
-1
0,2 0
0,091
4 0,089

0,076 mi

mmol TEf100 g bs

FRODUCTO EXTRUIDO H HM

Figura 4. Capacidad antioxidante total de las muestras de harinas de chontaduro (HC) y maiz (HM) y del
producto extruido, medida por el método DPPH. Se representa en cada barra la suma de la capacidad
antioxidante obtenida para el extracto lipofilico (EL) e hidrofilico (EH). Los resultados se expresan en mmol
Trolox Equivalente (TE)/100g base seca (bs). Diferentes letras, indican diferencias significativas
establecidos por el ANOVA (p<0,05). Letras mayusculas, indican diferencias significativas (p<0,05) entre
las muestras en el extracto hidrofilico (EH). Letras minudsculas, indican diferencias significativas entre
muestras en el extracto lipofilico (EL).

En todos los casos la fraccion hidrosoluble de las muestras presentdé mayor
actividad antioxidante que la fraccion liposoluble. Esto parece légico, porque el
contenido en fenoles del extracto EH fue mucho mayor que el contenido en carotenoides
del extracto EL para las tres muestras. Para ambos extractos se observaron diferencias
significativas (p<0,05) en la actividad antioxidante de las muestras, por los dos métodos
de analisis. La AAO medida mediante el método de DPPH (Figura 4) del producto
extruido fue significativamente mayor (p<0,05) en ambos extractos que la de las harinas.
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Eso puede ser debido a la produccién de melanoidinas generadas en las reacciones de
Maillard durante el proceso de extrusion. La reaccion de Maillard o glicosilacién
enzimatica de proteinas, se produce por la exposicién a temperaturas superiores a 50
°C (Ruiz et al., 2011) y engloba una serie de reacciones quimicas complejas en las que
reaccionan los grupos aminos primarios de aminoacidos, péptidos y proteinas con el
grupo carbonilo de los azlcares reductores (Primo, 1998). Se ha comprobado que estos
compuestos tienen actividad antioxidante, con lo que su presencia podria aumentar la
actividad antioxidante de esta muestra (Que et al., 2008). Otros estudios con productos
extruidos de cereales también han observado un aumento de la AAO medida con el
método DPPH tras la extrusion (Sharma et al., 2012).

Por otra parte, la AAO del extracto lipofilico del HC medida por FRAP (Figura 5)
fue significativamente mayor (p<0,05). Otros compuestos no cuantificados en este
estudio pueden estar contribuyendo a la actividad antioxidante de EL de las muestras.
Por ejemplo, puede ser el caso de la vitamina E o tocoferol, cuyo contenido resulta
importante en el chontaduro (Graefe et al., 2013).

FRAP
0,600 I
2 0,500 - 0.204
o 0083 c a
O o~ oann
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ag
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E 0,200
0,100
PRODUCTO EXTRUIDO HC HM

Figura 5. Capacidad antioxidante total de las muestras de harinas de chontaduro (HC) y maiz (HM) y del
producto extruido, medida por el método FRAP. Se representa en cada barra la suma de la capacidad
antioxidante obtenida para el extracto lipofilico (EL) e hidrofilico (EH). Los resultados se expresan en mmol
Trolox Equivalente (TE)/100g base seca (bs). Diferentes letras, indican diferencias significativas
establecidos por el ANOVA (p<0,05). Letras mayusculas, indican diferencias significativas (p<0,05) entre
las muestras en el extracto hidrofilico (EH). Letras mindsculas, indican diferencias significativas entre las
muestras en el extracto lipofilico (EL).

4.2. COMPORTAMIENTO DE SORCION DEL PRODUCTO EXTRUIDO

Como una herramienta a la hora de valorar la estabilidad del producto extruido
durante el almacenamiento a diferentes humedades relativas, se construyo la isoterma
de sorcion de agua en el intervalo de actividades del agua de 0,13 — 0,75 a 20 °C. La
isoterma relacionada a una temperatura constante, la cantidad de agua absorbida (g
agua/ g de muestra en base seca) en equilibrio con la actividad termodinamica del agua
en el producto.

Como ya se ha comentado, el producto extruido de partida present6 un contenido
de agua de 1,83 + 0,13 g agua/100 g. Una vez puesto en las camaras a diferentes
humedades relativas, las muestras alcanzaron el equilibrio en relaciéon con el contenido
de agua del ambiente entre la tercera y octava semana dependiendo de la humedad
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relativa ambiental. La isoterma de sorciéon del producto extruido presenté una forma
sigmoidal como se aprecia en la Figura 6. De acuerdo a la clasificacién de Brunauer et
al., (1940) se trata de una Isoterma de tipo Il, con un lento aumento en la humedad de
equilibrio en el intervalo de baja aw y un fuerte incremento a partir de valores intermedios
de aw, cuando comienzan a predominar las interacciones soluto-disolvente. Curvas
similares han sido reportadas en diferentes estudios para productos extruidos (Lazou y
Krokida, 2011; Norajit et al., 2011; Wani y Kumar, 2016). Este tipo de isoterma es normal
en peliculas de almidon, gluten y celulosa y, por tanto, es encontrada especialmente en
los alimentos como vegetales, frutas, semillas, asi como en alimentos ricos en almidén
o altos en proteinas y fibras naturales debido a la naturaleza hidrofilica de los
carbohidratos y proteinas presentes (Waniy Kumar, 2016).
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Figura 6. Isoterma de sorcién del producto extruido, Datos experimentales del contenido de agua en el
equilibrio en base seca (webs) a cada actividad del agua (aw).

Los datos experimentales obtenidos (cantidad de agua adsorbida en las
muestras equilibradas, expresada en base seca (Weps) €n funcién de la aw) fueron
ajustados a tres modelos usados ampliamente en alimentos, el modelo de GAB, el
modelo de BET y el modelo de Caurie que permiten predecir las propiedades de sorcion
de agua del producto a diferentes aw.. Estos modelos son de especial interés en el area
de tecnologia de alimentos debido a la informacion que aportan principalmente los
parametros w, (contenido de agua de la monocapa) y ws (humedad de seguridad del
producto), los cuales estan relacionados con la maxima estabilidad del alimento en las
condiciones de procesado y almacenamiento (Vega-Galvez et al., 2007).

En general, como se aprecia en la Tabla 3, todos los modelos permitieron tener
un buen ajuste de los datos experimentales de acuerdo a los valores obtenidos del error
estandar (SE), los cuales son cercanos a cero y valores de RZ?; (coeficiente de
correlacion ajustado) cercanos a la unidad.
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Tabla 3. Parametros de los modelos de BET, GAB y Caurie ajustados a los datos experimentales obtenidos
para el producto extruido.

GAB Wo 0,065
10,70

0,680

R%aqj 0,9978

SE 0,0014

BET Wo 0,045
C 17,83

R 0,9637

SE 0,0039

Caurie Ws 0,065
r 5,597

R 0,9753

SE 0,0049

Coeficientes de las constantes de los modelos: wo: humedad de la monocapa (g agua/g muestra base seca);
C: Constante de Guggenheim relacionada al calor de sorcién de la monocapa; K: constante relacionada a
la sorcién de calor de la multicapa; ws: humedad de seguridad de almacenamiento (g agua/g muestra base
seca); I: parametro adimensional relacionado con el modelo de Caurie. Bondad del ajuste: R?agj : coeficiente
de correlacion ajustado, SE: Error estandar estimado.

Analizando los parametros obtenidos se observa que el parametro C de los
modelos de GAB y BET, relacionado con el calor implicado en el fenébmeno de
adsorcion, presentd valores mayores que 2, lo cual confirma la forma obtenida de la
isoterma y su clasificacion tipo Il comentada anteriormente. Por su parte w,, que
corresponde con la humedad del producto en la que los puntos de adsorcion primarios
estan cubiertos por moléculas de agua, presento un valor de 6,6 y 4,5 g agua/ 100g de
producto seco cuando se ajusta a GAB y BET, respectivamente. El concepto de
contenido de agua en la monocapa se ha relacionado con la cantidad de agua presente
en el producto a partir de la cual la velocidad a la que ocurren diferentes reacciones de
deterioro comienza a aumentar de manera significativa (Rahman y Labuza, 1999). Para
establecer el contenido de humedad critico durante el almacenamiento del producto
extruido no se recomienda superar el contenido de humedad de la monocapa, que es la
gue muchos autores consideran que proporciona su maxima estabilidad (Mosquera et
al., 2012). Por encima de esta humedad, el agua podria quedar disponible para
participar en reacciones de deterioro que alterarian la calidad y estabilidad del producto.
En este sentido, se puede decir que el ajuste de BET es mas restrictivo en cuanto a wo
garantizando la estabilidad del producto cuando se almacena a una aw < 0,113 (Figura
7) en donde se alcanza una humedad de 3,3 g agua/100g de producto, mientras que
GAB permite un mayor rango hasta una aw de 0,33, donde el producto presenta una
humedad aproximada de 6,5 g agua/100g de producto. Wani y Kumar, (2016) también
encontraron valores similares de w, (7,31 y 6,07g agua/100g (bs) para GAB y BET,
respectivamente) al analizar el comportamiento de sorcién de un producto extruido a
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base de harinas de maiz, arroz, avena y guisante verde, en un intervalo de ayde 0,11-
0,85.

Aunque GAB y BET permitieron obtener un buen ajuste de los datos
experimentales, el modelo de GAB permite predecir mejor el comportamiento de sorcion
de las muestras, puesto que contempla todo el rango de ay estudiadas, mientras que el
modelo de BET se limita a valores de ay < 0,5 (Martinez-Navarrete et al., 1999), lo cual
podria haber ocasionado las diferencias en los valores de w, obtenidas en ambos
modelos. Ademas, el modelo de GAB fue el que presento un valor inferior de SE, lo cual
indica un mejor ajuste del modelo a los datos experimentales, por lo que se recomienda
para la caracterizacion del comportamiento de adsorcién del producto extruido. Por otra
parte, al comparar estos resultados con el parametro de ws del modelo de Caurie, que
tiene un sentido fisico similar al de la humedad de la monocapa de BET y GAB, se puede
observar que la humedad de seguridad es de 6,5 g agua/100g de producto, similar a la
aportada por GAB, por lo tanto, esto confirma que para garantizar la maxima estabilidad
del producto durante el almacenamiento este debe estar almacenado en ambientes con
humedades relativas maximas de 33%.
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0,08 -

W, bs (gagua/g bs
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0 o1 02 03 04 05 06 07 08
aW

Figura 7. Datos experimentales (EXP) del contenido de agua en el equilibrio en base seca (webs) a cada
actividad del agua (aw). Datos ajustados (GAB) al modelo de GAB.

4.3 CAMBIOS EN LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y EN LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DURANTE EL ALMACENAMIENTO

Como se ha comentado, el proceso de extrusion ocasiona cambios tanto en la
estructura fisica como quimica de los alimentos, la eliminacion rapida del agua durante
el procesado da lugar a un producto deshidratado poroso e higroscopico. La estabilidad
de los compuestos funcionales de dicho producto va a depender de la movilidad
molecular y de la disponibilidad de agua presente para facilitar la difusién de los
reactantes que pueden ocasionar la degradacion de éstos.

Por esta razon se analiz6 la evolucion de los diferentes compuestos bioactivos y
de la actividad antioxidante a distintas condiciones de almacenamiento: humedad
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relativa y tiempo, tal y como se describe en el apartado 3.4 de la Metodologia. Cabe
comentar, que no se muestran resultados del contenido en carotenoides (B-caroteno y
licopeno), ya que no se detectaron a ninguna aw desde el primer tiempo de analisis, por
lo que la degradacion completa seguramente se produjo durante las primeras semanas
de almacenamiento antes de que la muestra alcanzase el equilibrio con la HR de las
camaras. Como ya se ha comentado, la degradacion de estos compuestos se debe a
su facil oxidacién (Meléndez-Martinez et al., 2004). Su disminucion provoca cambios
organolépticos, como la perdida de color, pero ademas también produce una
disminucion del valor nutritivo del producto (Campo et al., 2006).

Para estudiar la evolucion de los fenoles totales (Figura 8), la vitamina C (Figura
9) y la actividad antioxidante (Figuras 10 y 11) se realiz6 un analisis ANOVA
multifactorial para ver la influencia de la humedad relativa y del tiempo de
almacenamiento sobre el contenido de estos compuestos. En general se observé una
disminucion de los compuestos bioactivos y de la AAO al aumentar la aw Yy el tiempo.

mg acidogalico/100 bs
[=p]
L
_|

Figura 8. Contenido de fenoles totales (FT: mg &cido gélico/100 g bs) del producto extruido en funcion de
la actividad del agua (aw) y del tiempo de almacenamiento (te: tiempo de equilibrio, t2: 2 meses de
almacenamiento y ta: 4 meses de almacenamiento a partir del equilibrio). La linea horizontal indica el
contenido de fenoles totales en el producto recién extruido.

En el caso de los FT el comportamiento fue diferente para cada tiempo de
almacenamiento, aunque en general se observO una gran estabilidad de estos
compuestos. Como se observa en la Figura 8, durante el equilibrado de las muestras
(te) los FT disminuyeron significativamente (p< 0,05) a partir de a»>0,43. Mientras que
a los 2 y 4 meses de almacenamiento la disminucién fue significativa a valores de aw >
0,52. Con respecto al tiempo, la disminucion de FT fue mayor a tiempos superiores al
de equilibro, a partir de entonces no se observaron ya diferencias significativas entre
ellos. Teniendo en cuenta que los compuestos fendlicos son muy inestables y altamente
susceptibles a la degradacion ya que actian como sustratos en diversos tipos de
reacciones (Bakowska et al., 2003), su estabilidad depende de los complejos
moleculares que puedan llegar a formar. En este sentido, reacciones de autooxidacion
como resultado de la exposicion a la luz o al oxigeno pueden dar lugar a la formacion
de radicales que subsecuentemente pueden reaccionar con otros formando dimeros, y
debido a que el radical electron es deslocalizado muchas estructuras pueden ser
formadas dependiendo de la localizacion precisa de los electrones radicales en el tiempo
de reaccion (Nimse y Pal, 2015).
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En algunos casos, puede incrementarse la fraccion de acidos fendlicos libres,
debido probablemente a la ruptura de los fenoles unidos a otros compuestos como los
esterificados o los glicosilados (Gallegos-Infante et al., 2013; Rojas-Garbanzo et al.,
2012), lo cual puede explicar el ligero mayor contenido (p>0,05) en FT en t. respecto al
producto recién extruido a aw<0,043. Lo cambios observados a las aw mas altas fueron
debidas probablemente a la mayor movilidad molecular, lo cual permite la difusion del
oxigeno més facilmente acelerando las reacciones de oxidacion (Rocha Parra et al.,
2016). De acuerdo a Schebor et al., (1999) el envejecimiento del producto durante el
almacenamiento, la movilidad y la difusién del oxigeno a través de los poros del producto
puede explicar la ocurrencia de reacciones quimicas, incluso a actividades del agua
bajas donde se considera que el producto presenta una mayor estabilidad. La pérdida
de compuestos fendlicos de productos extruidos de maiz durante el almacenamiento ha
sido reportada también por Camire et al., (2005).

L —a—1e
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Figura 9. Contenido de Vitamina C (VC: mg &cido ascorbico/100 g bs) del producto extruido en funcion de
la actividad del agua (aw) y del tiempo de almacenamiento (te: tiempo de equilibrio, t2: 2 meses de
almacenamiento). La linea horizontal indica el contenido en el producto recién extruido.

Por su parte la vitamina C se mantuvo estable (p > 0,05) solo hasta a.<0,43, a
partir de la cual no fue detectada ni siquiera a te, por lo que se asume que hubo una
degradacion completa a las mayores humedades relativas. De acuerdo con estudios de
Hiatt et al., (2010), el incremento de la aw puede aumentar o disminuir la velocidad de
reaccion de la vitamina C, dependiendo de la influencia de la humedad sobre la
viscosidad del sistema y el efecto de la disolucidon. Generalmente la degradacion de esta
vitamina ocurre mas rapido en sistemas acuosos que en sistemas de baja humedad.
Con respecto al tiempo de almacenamiento la degradacioén fue mayor a medida que
aumentaba el tiempo, no observandose ningln contenido de esta vitamina a los 4 meses
de almacenamiento.

En cuanto a la actividad antioxidante, las Figuras 10 y 11 muestran los valores
medios obtenidos de la AAO total de los extractos hidrofilico y lipofilico por los dos
métodos de cuantificacion realizados: DPPH y FRAP, respectivamente. En general los
valores de la AAO de EL fueron inferiores a los obtenidos en EH, tal y como hemos
comentado anteriormente y ya ha sido reportado por otros autores (Pérez-Jiménez et
al.,, 2008). Esto se debe al mayor contenido en compuestos hidrosolubles,
principalmente compuestos fendlicos presentes, y mucho menor en compuestos de
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caracter lipofilico. En este caso probablemente la AAO de los EL puede estar siendo
influenciada, como ya se ha comentado, por la presencia de otros compuestos como el
tocoferol y la vitamina E presentes en el chontaduro y maiz, ya que los carotenoides se
degradaron durante el almacenamiento.

0,25

te (EL)
u te (EH)
t2 (EL)
t2 (EH)
4 (EL)
u't4 (EH)

0,15

0,05

AAD (DPPH) mmaol TE/100 g bs

0,113 0,23 0,33 0,43 0,52 0,654 0,75

Figura 10. Actividad Antioxidante total (DPPH: mmol trolox equivalente (TE)/100g bs) del producto extruido
en funcién de la actividad del agua (aw) y del tiempo de almacenamiento (te: Tiempo de equilibrio, tz2: 2
meses de almacenamiento y t4: 4 meses de almacenamiento a partir del equilibrio) para los dos extractos
hidrofilico (EH: colores oscuros) y lipofilico (EL: colores claros). La linea horizontal indica el contenido en el
producto recién extruido.
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Figura 11. Actividad Antioxidante total (FRAP: mmol trolox equivalente (TE)/100g bs) del producto extruido
en funcién de la actividad del agua (aw) y del tiempo de almacenamiento (te: Tiempo de equilibrio, t2: 2
meses de almacenamiento y ta: 4 meses de almacenamiento) para los dos extractos hidrofilico (EH: colores
oscuros) y lipofilico (EL: colores claros). La linea horizontal indica el contenido en el producto recién
extruido.

Dependiendo del método, la AAO se vio influida por la aw de las muestras y/o el
tiempo de almacenamiento. Para el caso del DPPH el almacenamiento de las muestras
en ambientes con humedades relativas superiores al 43% supuso una disminucion de
la AAO total mientras que el efecto del tiempo fue muy poco apreciable (p>0,05). Este
mismo comportamiento se aprecia en las mediciones de FRAP, aunque en este caso
las pérdidas fueron mayores y significativas (p<0,05) con el aumento del tiempo. La
razén por la que disminuye la AAO durante el almacenamiento puede ser atribuida a la
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dilucién de los componentes antioxidantes al incrementar la humedad y también a la
posible oxidacién de los compuestos bioactivos tal y como ya se ha comentado (Dar et
al., 2016).

Con el fin de establecer correlaciones entre la actividad antioxidante y los
diferentes compuestos bioactivos estudiados durante el almacenamiento fue aplicado
un analisis de correlacién de Pearson (Tabla 4). El coeficiente de correlacion de Pearson
es un indice que mide el grado de variacion entre distintas variables relacionadas
linealmente. El intervalo de variacion de este coeficiente es de -1 a +1 y mide la fuerza
de relacion lineal entre las variables.

Tabla 4. Coeficientes de correlacién de Pearson entre los compuestos fendlicos (TF) y la vitamina C (VC)
y la actividad antioxidante (AAO).

AAO FT VC
DPPH 0,8107* 0,6814*
FRAP 0,7493* 0,7966 *

“Estadisticamente significativo (nivel de confianza del 95%)

Como se puede observar en la Tabla 4, existe una correlacién alta, positiva y
significativa (p<0,05) entre la actividad antioxidante cuantificada por cualquiera de los
dos métodos y el contenido en fenoles totales y en vitamina C del producto extruido.
Hay diversos estudios que también describen una alta correlacién entre el contenido de
compuestos fendlicos, vitamina C y la capacidad antioxidante (Du et al., 2009; Gardner
et al.,, 2000; Proteggente et al., 2002). En el caso de los fenoles, su capacidad
antioxidante se debe a las propiedades redox de estos compuestos, las cuales le
permiten actuar como agentes reductores, donadores de oxigeno y eliminadores del
oxigeno singulete (Miranda et al., 2010). De igual forma, la vitamina C también presenta
diferentes funciones bioldgicas, entre ellas la de captar radicales libres, atrapar radicales
superoéxido e hidroxilo, asi como regenerar el a-tocoferol (Davey et al., 2000).
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5. CONCLUSIONES

La harina de chontaduro presenté un alto contenido en compuestos fendlicos,
vitamina C y carotenoides (B-Caroteno). Por su parte el producto extruido destacé por
su contenido en fenoles y vitamina C, lo que contribuy6 a su capacidad antioxidante,
gue fue significativamente mayor que la presentada por las harinas de maiz y
chontaduro. Posiblemente esto se deba a la produccion sustancias con actividad
antioxidante como las melanoidinas, generadas en las reacciones de Maillard durante
el proceso de extrusion. Los compuestos carotenoides fueron los compuestos mas
sensibles al proceso de extrusion. En todos los casos, la fracciéon hidrosoluble de las
muestras presentd mayor actividad antioxidante que la fraccion liposoluble, siendo los
compuestos fendlicos los que mejor se correlacionaron estadisticamente con la misma.

La isoterma de sorcion del agua del producto extruido, a 20°C, presento la forma
tipica de productos amilaceos. El modelo que permiti6 un mejor ajuste de los puntos
experimentales fue el modelo de GAB. No se recomienda superar el contenido de
humedad de la monocapa, con valores de 6,5 g agua/100 g sélidos secos. Este valor
coincidioé con la humedad de seguridad proporcionada por el modelo de Caurie, lo cual
confirma que para garantizar la maxima estabilidad del producto durante el
almacenamiento este debe estar almacenado en ambientes con humedades relativas
maximas de 33%. A partir de la cual podrian darse cambios importantes tanto en la
calidad fisica (color, textura), sensorial y funcional del producto.

En cuanto a los cambios producidos durante el almacenamiento en la calidad
funcional del producto, en general se observd una disminucién de los compuestos
bioactivos y de la actividad antioxidante al aumentar la aw y el tiempo. Los compuestos
fendlicos fueron los que se mantuvieron mas estables, mientras que la vitamina C no se
detectd a partir aw>0,43 y los carotenoides se degradaron durante el periodo de
acondicionamiento.

En definitiva, la incorporacién de harina de chontaduro al producto extruido de
maiz es una buena opcion para el desarrollo de snacks de buena calidad nutricional y
funcional. Para garantizar la calidad funcional del producto se recomienda su
almacenamiento en humedades relativas inferiores a 43%, a temperatura ambiente,
conservandose hasta 4 meses desde su envasado.
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