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RESUMEN

El proceso de elaboracion de la yerba mate genera subproductos en forma de polvos.
Estos polvos constituyen un descarte para la industria yerbatera. Sin embargo, resultan de
interés debido a que poseen una composicion quimica similar al producto que se expende
como yerba mate elaborada, como un alto contenido de compuestos fendlicos. La
utilizacion de los polvos o sus extractos acuosos como ingredientes no tradicionales en la
elaboracion de panes artesanales resulta en una mejora de sus propiedades nutricionales,
manteniendo sus caracteristicas organolépticas.

En el presente trabajo se elaboraron panes con reemplazo parcial de harina por polvo
de yerba mate y con reemplazo de agua por un extracto acuoso obtenido del polvo de
yerba mate. Se evaluaron el contenido de fenoles totales, fibra dietaria, proteinas y cenizas.
Asimismo, se determinaron los parametros fisicos de color y textura, el volumen especifico
y la porosidad. Un analisis sensorial permitié establecer las preferencias en funcion del
sabor y color.

Los panes se formularon con reemplazo parcial de la harina por polvo de yerba mate
en diferentes proporciones, desde 0,5 hasta 10%, o con reemplazo del agua por extractos
acuosos de concentraciones equivalentes a las cantidades adicionadas de polvo. Los
extractos se obtuvieron mediante dos extracciones sucesivas a 70°C. Como referencia se
elaboraron panes sin adicion de polvo o extracto.

Se observé un aumento significativo del contenido de fenoles totales, tanto con el
agregado de polvo de yerba mate como con la adicién de extracto, con respecto al pan
control. También se observé una mejora en los contenidos de fibra, proteinas y cenizas de
los panes elaborados con ambos ingredientes no tradicionales. Fue notable el cambio de
color de los panes, aunque no fue causal de rechazo por parte de los consumidores en los
ensayos sensoriales. Sin embargo, las preferencias debidas al sabor fueron influenciadas
por el porcentaje de adicion de polvo o extracto. Con respecto a las propiedades fisicas y
texturales de los panes, se observaron variaciones relacionadas con el agregado de polvo
de yerba mate o sus extractos, aunque los resultados no arrojaron una tendencia clara de
cambio.

Se concluye que el empleo de polvo de yerba mate o sus extractos acuosos en la
formulacién de panes artesanales supone una mejora en las propiedades nutricionales del
pan, preservando las caracteristicas propias de este producto.

Palabras clave: pan, yerba mate, polvo, extractos.



ABSTRACT

In the industrialization process of yerba mate, byproducts are generated in the form of
powders and discarded as waste. However, powder is an interesting element to be considered
due to its chemical composition, similar to that of the commercialized yerba mate product.,
such as its high content in phenolic compounds. Using powder or its aqueous extracts as
nonconventional ingredients for breadmaking purposes improves bread's properties, keeping
organoleptic features of bread unaltered.

In the present study, bread pieces are made with partial replacement of wheat flour with
yerba mate powder and substitution of water with aqueous extracts from yerba mate powder.
Total phenolic content, dietary fiber, protein, and ash contents were assayed. Moreover, color
and texture parameters, specific volume, and porosity were determined. Sensory analysis
showed preferences according to color and flavor.

Bread samples were formulated replacing flour with yerba mate powder at different
proportions, from 0.5 to 10%, as well as substituting water with aqueous extracts of equivalent
concentrations to those of powder additions. Extracts were obtained by double extraction at
70°C. A control sample was made without powder or extract incorporation.

A significant increase in total phenolic content was observed for both types of bread. Fiber,
ash, and protein contents also improved. There was a noticeable change in color of samples
although it was not a reason for rejection by consumers on sensory tests. However,
preferences due to flavor were influenced by concentration level of powder or extract. Changes
in physical and textural properties were registered, with no clear trend related to concentration
level of powder or extracts.

Using yerba mate powder or its aqueous extracts in bread formula improves nutritional
properties of bread with no substantial changes in typical features of this food product.

Keywords: bread, yerba mate, powder, extracts.
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Capitulo | - INTRODUCCION

1.1 — Alcances y definicion del problema de investigacion

El pan es un alimento que se consume en distintos momentos del dia, habitualmente junto
con otros alimentos en el desayuno, almuerzo, merienda o cena. El consumo per capita de la
Argentina ubica al pais entre los de mayor ingesta a nivel mundial (Cuculiansky, 2020). Es un
producto alimenticio de bajo costo y de elaboracion sencilla, en el hogar y en la industria.
Estas caracteristicas lo hacen apropiado para la suplementacion, o simplemente para la
adicién de otros ingredientes que mejoren sus propiedades nutricionales y organolépticas. Por
otra parte, la adicion de compuestos que mejoren los atributos antioxidantes y nutricionales
del pan acompana el interés creciente de la poblacion por consumir alimentos mas saludables,
enriquecidos en nutrientes o libres de algun componente considerado nocivo tales como
alérgenos o poco saludables, como las grasas saturadas (Moreno, 2012; Allemandi y col.,
2018; Zapata y col., 2020). El desarrollo de alimentos funcionales también responde a la
necesidad de una alimentacion mas sana. Sin embargo, actualmente en Argentina no se
cuenta con una definicion consensuada sobre este tipo de alimentos (Jiménez y col., 2013).

Por otra parte, la yerba mate se consume como infusién por gran parte de la poblacién.
Industrialmente se la obtiene a partir del procesamiento de hojas y ramas jovenes de la
especie llex paraguariensis (Brumovsky y col., 2015a). Las infusiones de yerba mate, en la
forma de mate caliente, poseen un alto contenido de polifenoles que protegen al organismo
del dafio celular. Ademas, son fuente de minerales y su consumo regular ayuda a reducir el
colesterol LDL (del inglés, lipoproteinas de bajo peso molecular) y los triglicéridos (Schmalko
y col., 2015; Burris y col., 2012; Paganini Stein y col., 2005).

Segun datos del Instituto Nacional de la Yerba Mate, el consumo per capita de yerba mate
elaborada super6 los seis kilogramos anuales a fines de 2019. Es notable el aporte de
compuestos antioxidantes y demas nutrientes que se obtienen con la ingesta diaria y
sostenida del mate.

Resulta interesante trasladar las propiedades de la yerba mate a la formulacion de
panificados mediante el agregado de un subproducto obtenido de su industrializacion.

1.2 — Objetivo general

Estudiar los efectos del reemplazo parcial de la harina de trigo por polvo de yerba mate y
del reemplazo del agua por un extracto acuoso obtenido del polvo de yerba mate, sobre las
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales del pan blanco (comun).



1.3 — Objetivos especificos

Formular y elaborar panes de tipo artesanal con reemplazo parcial de harina por diferentes
cantidades de polvo de yerba mate (subproducto).

Formular y elaborar panes de tipo artesanal con reemplazo de agua por un extracto acuoso
obtenido con cantidades de polvo de yerba mate equivalentes al porcentaje de harina
reemplazada en el objetivo 1.

Determinar propiedades fisicas (color, volumen especifico, firmeza, dureza, cohesividad,
gomosidad, masticabilidad y resiliencia); quimicas (contenido de ceniza, fibra y fenoles
totales) y sensoriales (pruebas de aceptacion) en ambos tipos de panes. Comparar estas
propiedades de los panes artesanales con las mismas propiedades medidas en el pan
elaborado sin reemplazo de harina y agua (pan control).

Realizar un control microbiolégico del pan control, del pan con reemplazo de harina y del pan
con reemplazo de agua que resulten con mayor aceptacion en los ensayos sensoriales.

.4 — Hipotesis

El agregado de polvo de yerba mate o sus extractos acuosos al pan blanco resulta en una
mejora de su contenido en fenoles y fibra, manteniendo las caracteristicas fisicas y de sabor
propias del pan blanco.

1.5 — Justificacion

En la reformulacién de los alimentos se trata de sustituir un ingrediente por otro con la
finalidad de mejorar alguna propiedad del alimento, sin comprometer la calidad y las
caracteristicas sensoriales del alimento.

Ciertos componentes de la dieta contribuyen a la actividad antioxidante en los tejidos
humanos. Numerosos estudios cientificos indican que los constituyentes quimicos de los
alimentos de origen vegetal participan en el mantenimiento de la salud humana. Actualmente,
existe un especial interés en el estudio de alimentos elaborados a base de plantas por su alto
contenido en polifenoles y otros fitoquimicos. Hojas, tallos y flores resultan valiosos y podrian
ser utilizados como fuente de compuestos bioactivos.

En este sentido, el estudio de las infusiones del té y de otros vegetales ha ganado terreno.
En particular, resulta de interés el empleo de la yerba mate, ampliamente consumida en
Sudamérica, en ocasiones en reemplazo del té o el café. Las infusiones de yerba mate son
conocidas por su alto contenido de compuestos fendlicos, con propiedades farmacologicas
como antioxidantes, antiinflamatorios o reductores del peso corporal.

Los compuestos fendlicos presentes en la yerba mate juegan un papel importante en la
nutricion humana y, por tratarse de componentes de alimentos de origen vegetal, pueden



conferir beneficios adicionales (antimicrobianos, antioxidantes, estimulantes, digestivos)
cuando son agregados a otros productos alimenticios.

Por otra parte, el proceso de elaboracion de la yerba mate genera subproductos que son
eventualmente descartados. Se trata de polvos finos de hojas y palos provenientes de la
molienda, que poseen caracteristicas similares a las del producto que se comercializa.

Es de interés en este trabajo estudiar la elaboracion de panes con distintas proporciones
de polvo de yerba mate, por su aporte en sustancias antioxidantes, fibra y minerales.

Se propone utilizar este subproducto como ingrediente no convencional en la elaboracion
de panificados. Sin embargo, mas alld de las eventuales mejoras nutricionales que
introducirian los polifenoles en el pan, las caracteristicas texturales y sensoriales del producto
resultante deben ser aceptables. Ademas, debe tenerse en cuenta si los consumidores
estarian dispuestos a aceptar cambios en las caracteristicas tipicas del pan blanco.

De este modo se busca mejorar un producto de consumo masivo haciéndolo mas
beneficioso y deseable, mientras que se utiliza un subproducto, considerado un desecho en
la industria yerbatera, transformandolo en un componente de interés alimentario.



Capitulo Il - ANTECEDENTES

1.1 — Proceso de elaboracién del pan blanco

El Cédigo Alimentario Argentino (Capitulo IX, articulo 725) define al pan como “el producto
obtenido por la coccion en hornos y a temperatura conveniente de una masa fermentada o
no, hecha con harina y agua potable, con o sin el agregado de levadura, con o sin la adicion
de sal con o sin la adicidon de otras substancias permitidas para esta clase de productos
alimenticios”. El agregado de otros ingredientes o aditivos alimentarios es opcional, aunque
se recomienda su uso en la elaboracion de pan en gran escala, con la finalidad de fortalecer
la red del gluten, mejorar la estructura de la miga, intensificar el color de la corteza, aumentar
la capacidad de retencion de gas y extender la vida util.

En los ultimos anos, varios autores reportan que se ha probado con éxito el agregado de
harina de cebada, rica en fibra, o la adicion de extractos de té verde para aumentar el
contenido en compuestos antioxidantes del pan blanco (Wang y col., 2007; Holtekjglen y
Knutsen, 2011).

En la Figura llI-1 puede observarse un diagrama del proceso de elaboracién del pan
(adaptado de Mesas y Alegre, 2002).

Operaciones activas Fases de reposo

PREPARACION DE
INGREDIENTES

A4
AMASADO

A 4
DIVISION - PESADO

‘ z
BOLEADO | FERMENTACION
INTERMEDIA
FORMADO «
_,|  FERMENTACION

FINAL

COCCION %Q

Figura II-1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracién del pan.

Este proceso comprende las siguientes etapas:



Amasado: logra la mezcla de los ingredientes, transformandolos en una uUnica masa. El
agua es el iniciador del proceso y es agregada para hidratar los demas ingredientes y
posibilitar el amasado, dando comienzo al desarrollo de la red de gluten gracias a la accion
mecanica ejercida sobre la mezcla. El agua es retenida entre las cadenas de almidén y le
proporciona la consistencia y la viscosidad caracteristicas a la masa (Torres y col., 2011).

Division, pesado y boleado: cuando finaliza el amasado, la masa se divide en porciones
mas pequefias, segun sea el tamano final de las hogazas.

Fermentacion: en esta etapa, la levadura (Sacharomyces cerevisiae) transforma los
azucares simples, provenientes del almidén en etanol y CO- (diéxido de carbono), ademas de
algunos productos intermedios. El etanol integra la fase liquida de la masa y el CO, gaseoso
en parte es disuelto dando H>CO3 (acido carbonico); otra fraccion queda retenida en la fase
gaseosa de la masa, y el resto escapa hacia el medio (Garcia Olmedo, 1964). En realidad, la
fermentacion comienza durante el amasado, continda durante las etapas de reposo y se
detiene cuando la masa alcanza los 50 - 55°C en el horno. Las fermentaciones intermedia y
final, como se aprecia en el diagrama de la Figura Il-1, se refieren a fases de reposo de la
masa. La temperatura debe encontrarse entre 25 y 27°C para que la fermentacion intermedia
sea adecuada. La temperatura optima para la fermentacién final es de 32 a 36°C. El azucar
agregada actua como iniciador de este proceso (Mondal y Datta, 2008).

Formado: se realiza para dar la forma final a la masa, de acuerdo con el producto que se
desea obtener. La accion mecanica del formado debe realizarse sin desgarrar la masa, para
que una buena parte del CO; quede atrapado en su interior. Durante los primeros minutos de
coccion, el aumento de la temperatura del horno provoca la expansién de ese gas retenido en
la masa.

Cocciobn: se realiza en un horno, a temperaturas comprendidas entre 140 - 240°C (segun
el panificado). Consiste en una serie de transformaciones fisicoquimicas que le confieren al
pan sus atributos organolépticos tipicos. Los cambios principales que ocurren en esta etapa
son los siguientes: formacion de la corteza del pan, formacion de la miga gracias a la
gelatinizacién del almidon, coagulacién del gluten, evaporacion parcial del agua y de
sustancias volatiles, muerte térmica de las levaduras e inactivacién de las enzimas (Garcia
Olmedo, 1964; Torres y col., 2011).

Sobre los componentes del pan

Las proteinas constituyen el 9 - 13% del peso seco de la harina de trigo y se dividen en
albuminas, globulinas, gliadinas y gluteninas.

Las albuminas y globulinas son principalmente enzimas solubles en agua, en soluciones
salinas neutras y no poseen las caracteristicas del gluten. Una de ellas es la enzima a-
amilasa, que hidroliza el almidén de la harina de trigo en los enlaces a-1,4-glucosidicos al
azar, originado fragmentos cortos denominados dextrinas. Las B-amilasas hidrolizan el
almidon en los enlaces 0-1,4- en unidades de maltosa comenzando por el extremo no reductor
(Badui Dergal, 2006).



Las gliadinas y gluteninas representan el 80 a 85% del total de las proteinas del trigo, son
llamadas proteinas del gluten y le imparten de manera conjunta a la masa las propiedades de
viscosidad, cohesion y elasticidad ideales para la correcta formacion del pan (Goesaert y col.,
2005; De la Vega Ruiz, 2009; Belitz y col., 2009).

Las gliadinas son monomeéricas y contribuyen mayormente a la viscosidad y extensibilidad
de la masa. El peso molecular de las gliadinas se encuentra entre 30.000 y 80.000 Da. Se
han identificado cuatro grupos: alfa, beta, gamma y omega (Wieser, 2007). El dominio de
aminodacidos C terminal para alfa, beta y gamma gliadinas contiene de seis a ocho residuos
de cisteina (CSH) respectivamente, y forman enlaces disulfuro (SS) intramoleculares
(Villanueva Flores, 2014; Joye y col., 2009).

Las gluteninas son un grupo de polimeros heterogéneo, que proveen de cohesividad y
elasticidad a la masa. Los pesos moleculares van desde 80.000 hasta varios millones de Da.
Los enlaces disulfuro intermoleculares pueden ser reducidos con agentes reductores,
liberando subunidades de gluteninas con solubilidad similar a las gliadinas. Dichas
subunidades de glutenina pueden dividirse en cuatro grandes grupos: un grupo de peso
molecular alto (entre 65.000 y 90.000) y tres grupos de peso molecular bajo (entre 30.000 y
60.000). El grupo de peso molecular bajo contiene seis residuos de cisteina, que pueden
formar cadenas intermoleculares, contribuyendo a la formacion de la red de gluten (Wieser,
2007). Los grupos de peso molecular alto poseen altos contenidos de prolina, lisina y
glutamina. Practicamente todos los residuos de cisteinas estan ubicados cerca de los
extremos de las subunidades. Las gluteninas proporcionan a la masa del pan la resistencia a
la extension (Villanueva Flores, 2014; Joye y col., 2009).

Los esfuerzos manuales o mecanicos provocados durante la mezcla y el amasado
inducen un intercambio de grupos azufrados entre las multiples cisteinas del gluten, lo que
permite la formacion de enlaces disulfuro intra e intermoleculares. A la par de esto, las
gluteninas y las gliadinas se desnaturalizan y se establecen entre ellas interacciones
hidrofébicas e hidrofilicas que permiten que estos polimeros se orienten longitudinalmente.

La alta proporcion de prolina de las proteinas del gluten en su conjunto (10% prolina, 20%
glicina y 35% glutamina segun Sivam y col., [2010]) evita la conformacién helicoidal, lo que a
su vez acarrea que los grupos amida de las glicinas y glutaminas establezcan faciimente
puentes de hidrégeno inter e intramoleculares. La baja concentracion de aminoacidos
ionizables y el alto porcentaje de grupos hidréfébicos del gluten lo hacen poco soluble en agua
a pH neutro. El resultado de este proceso es la formacion de una red elastica y cohesiva,
necesaria para el esponjamiento ocasionado por la generacion del CO. durante la
fermentacion (Badui Dergal, 2006).

En la Figura 11-2 se observan los enlaces disulfuro intra e intermoleculares formados por
las gliadinas y las gluteninas (tomado de Badui Dergal, 2006).
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Figura II-2. Enlaces disulfuro intramoleculares de la gliadina de trigo (izq.) y enlaces disulfuro intra e
intermoleculares de la glutenina de trigo (der.).

La adicion de sal ayuda a fortalecer la red de gluten y aminorar la accién de la levadura,
controlando la expansion de la masa. Ademas, mejora el color de la corteza y el sabor del
pan. La materia grasa proporciona una mejor maquinabilidad a la masa; actia como agente
humectante, facilitando la hidratacion de la harina y la ordenacion y deslizamientos de las
moléculas de proteinas durante el amasado.

1.2 — Ingredientes no convencionales empleados en la formulacion de panificados

El pan es uno de los alimentos de mayor consumo a nivel mundial, debido a su valor
nutritivo, bajo precio y simplicidad de elaboracién. Esas caracteristicas hacen que sea un
alimento excelente para la suplementacion. En los ultimos afios, los investigadores han
incursionado en el enriquecimiento de panificados con hojas, tallos, raices y semillas de
hierbas y plantas ricas en minerales, micronutrientes, aceites esenciales y sustancias
antioxidantes. Los componentes vegetales se han utilizado en forma de polvos, moliendas y
extractos.

El polvo liofilizado de guayaba se ha usado como reemplazo de hasta el 20% de la harina
en la formulacién de panes. En este caso no hubo restricciones en el porcentaje de adicion
desde el punto de vista organoléptico pues el polvo de guayaba posee un aroma agradable y
frutal (debido principalmente a la presencia de terpenos como limoneno y B-cariofileno) que
mejoré el aroma del alimento (Castelo Branco y col., 2016). El uso de hojas de té verde
molidas en reemplazo de hasta el 6% de la harina de trigo y en reemplazo de hasta un 4% de
la harina de trigo integral han logrado mejorar la capacidad antioxidante del pan y su vida util
en gondola sin alterar su calidad (ElI-Megeid y col., 2009; Ning y col., 2017). Resultados
similares se han registrado con agregados de granos de café verde molidos, provocando un
aumento significativo en el contenido de fenoles totales, de manera proporcional a la cantidad
afiadida de café. Los investigadores sostienen que incluso el pan que fue adicionado con la
menor cantidad de granos de café tuvo el doble de compuestos fendlicos que un pan integral
(Zain y col., 2017).

Otros autores han estudiado los efectos del agregado de compuestos fendlicos puros, o
en solucion. El agregado de catequinas (polifenoles mayoritarios en el té verde) en panificados
ha contribuido a la estabilidad oxidativa, observandose una reduccion del contenido de
hidroperéxidos lipidicos, responsables del deterioro de los panificados durante el
almacenamiento (Jensen y col., 2011; Achiwa y col., 2001).



.3 — Subproductos de la yerba mate empleados como componente de interés
alimentario

Durante la etapa de molienda de la yerba mate, se generan residuos o polvos de hojas y
palos de granulometria muy pequena. Estos polvos no son incorporados al producto final y
son eventualmente descartados. Debido a los conocidos beneficios del consumo de la yerba
mate en la salud humana, es esperable que esos residuos puedan tener aplicaciones
variadas. Por lo tanto, representan una alternativa para el desarrollo de nuevos productos a
partir de él. El polvo de yerba mate ha sido empleado en la elaboracién de caramelos y como
componente para entrampar el edulcorante Rebaudiésido A y minerales como calcio, hierro y
magnesio (Vieira y col., 2008; Scipioni y col., 2007).

El extracto acuoso del polvo de yerba mate ha sido incorporado en la formulacion de
barras de cereal, quesos y recubrimientos comestibles (Chiesa y col., 2012; Saraiva y col.,
2019; Medina Jaramillo y col., 2016; Pluta Kubica y col., 2020).

Incluso se obtuvieron zanahorias en conserva elaboradas con un extracto de polvo de
yerba mate como liquido de cobertura o como ingrediente no convencional en bebidas
artificiales de naranja (Neis y col., 2019; Klekailo y col., 2018).

1.4 — Composicién quimica y nutricional de la yerba mate

La yerba mate presenta una composicion quimica y nutricional variada, rica en sustancias
antioxidantes. En el producto elaborado se han reportado valores de proteinas entre 8 y 14%
(base seca) y entre 15y 20% de fibra cruda’ en base seca (Esmelindro y col., 2002; Schmalko
y col., 2015).

Sin embargo, el aporte de proteinas y fibra de los extractos de yerba mate es muy bajo
debido a la escasa transferencia de las macromoléculas desde el sélido hacia el liquido que
constituye la infusion. Los contenidos de ambos nutrientes hallados en infusiones obtenidas
simulando el consumo del mate ascienden a 1 g de proteinas y 0,5 g de fibra alimentaria en
500 mL de extracto (Brumovsky y col., 2008; Brumovsky y col., 2015). Estos valores son
similares a los declarados en el rétulo de los paquetes (determinados en un extracto acuoso)
como informacién nutricional de algunas marcas comerciales de yerba mate elaborada: 1,2 -
2 g para proteinas y 0 - 1,5 g de fibra alimentaria cada 100 g de producto.

La yerba mate elaborada posee un contenido de cenizas entre 6 - 8% en peso seco
(Scipioni y col., 2007). También han sido estudiados los contenidos de varios minerales en las

" La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (Food and Agriculture Organization [FAOQ],
1997) no recomienda determinar el contenido de fibra de un alimento como fibra cruda porque se subvalora el contenido de fibra
dietaria ya que se disuelve gran parte de la hemicelulosa y lignina, cantidades variables de celulosa y toda la fibra soluble. La
fibra cruda tiene poca significancia fisiolégica en la nutricién humana y no debiera usarse para informar del contenido de fibra de
los alimentos. Actualmente, este método se emplea para estimar el contenido de palos en los paquetes de yerba mate elaborada
(Secretaria de Regulacion y Gestion Sanitaria, 2018a).



hojas de yerba mate elaborada y en un extracto obtenido a partir de ese producto. En las hojas
se han encontrado cantidades considerables de potasio (10 - 12 g/kg), calcio (5,6 - 7 g/kg),
magnesio (2,9 - 4 g/kg) y manganeso (1 - 2,2 g/kg) y contenidos menores de otros minerales
como zinc (0,041 — 0,072 g/kg), aluminio (0,125 — 0,370 g/kg) y hierro (0,093 — 0,155 g/kg).
Se han encontrado trazas de silicio, plomo, titanio, cromo y cadmio (Pereira y col., 2016;
Maiocchi y col., 2016).

Las concentraciones de minerales encontradas en los extractos indicaron que elementos
tales como sodio, potasio, magnesio y zinc son facilmente transferidos al agua caliente
durante la obtencidn de la infusion. Los porcentajes de extraccion aproximados de cada
elemento (desde la yerba mate elaborada hacia el extracto) fueron los siguientes: 35% para
cobre, 50% para potasio, 25% para magnesio, 40% para sodio y 40% para zinc. Se han
hallado también trazas de arsénico, manganeso, cromo, plomo y cadmio, aunque en ningun
caso fueron excedidos los limites permitidos (Pereira y col., 2016; Maiocchi y col., 2016).

Es evidente que tanto las hojas como los extractos de yerba mate aportarian fibra,
proteinas y minerales a otros alimentos al ser adicionados.

1.5 - Efectos del consumo de la yerba mate en la salud humana

Un numero considerable de publicaciones senalan el efecto protector sobre la salud
humana que produce el consumo de extractos de llex paraguariensis. Se ha observado la
inhibicién del progreso de la aterosclerosis y la reduccion del tamafo de lesiones adrticas en
animales a los que se les suministrd una dieta rica en colesterol que contenia extracto de
yerba mate. Esta investigacion demuestra que el extracto de llex paraguariensis ejerce un
efecto protector frente a la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad, o LDL (Pamplona
Mosimann y col., 2006; Gugliucci, 1996). En otros estudios se ha reportado una disminucion
significativa en los valores de colesterol sérico y triglicéridos en ratas hipercolesterolémicas
tras la administracion oral de I. paraguariensis, asi como reduccion en la oxidabilidad de
lipoproteinas de bajo peso molecular en humanos (Paganini Stein y col., 2005; Filip y col.,
2000).

Se ha sugerido que el consumo como mate cocido contribuye a la reduccion del colesterol
LDL tanto en pacientes sanos como en pacientes bajo terapia de estatinas, indicando que el
consumo del extracto podria ser una manera de reducir la dosis del medicamento y sus
efectos colaterales (De Morais y col., 2009).

La capacidad antioxidante de los extractos de yerba mate ha sido estudiada en suero,
higado y rifones de animales sanos. Los compuestos antioxidantes presentes en la yerba
mate protegen a los acidos grasos insaturados frente a la oxidacion. Los autores sostienen
que el acido clorogénico, el compuesto fendlico mayoritario en la yerba mate y antioxidante
potente, puede actuar como donador de electrones o hidrégeno, o como quelante de metales
de transicion (Martins y col., 2009). Estos resultados sugieren que el consumo regular de mate
puede mejorar las defensas antioxidantes por varios mecanismos, no solamente aumentando
el contenido de compuestos activos en circulacién, sino mediante la regulacién de la



maquinaria enzimatica celular para contrarrestar el estrés oxidativo. Se ha observado la
capacidad de los extractos de yerba mate como antiinflamatorios en animales expuestos al
humo del cigarrillo (Lanzetti y col., 2008).

El consumo de esta planta presenta algunas contraindicaciones, en casos de estados de
ansiedad, taquicardia, hipertension, gastritis, Ulceras gastrointestinales y algunas dolencias
hepaticas (Vanaclocha, 2000). Con respecto a la hipertension, se debe considerar que el
contenido de sodio en la yerba mate, calculado por gramo de materia seca, es de
aproximadamente 0,16 mg por dia. Es importante controlar la ingesta, teniendo en cuenta que
el maximo permitido para adultos es de 2 g de sodio por dia, para evitar problemas
relacionados con el incremento de la presion arterial (Pereira y col., 2016).

1.6 — Uso de la yerba mate como conservante natural

Ademas de los beneficios sobre la salud que han sido mencionados, diversos autores
proponen el empleo de extractos de yerba mate como conservantes naturales para alimentos.
Esto se debe a la necesidad de la industria alimentaria de satisfacer la demanda creciente por
alimentos mas saludables y libres de aditivos sintéticos.

En los ultimos tiempos, diferentes investigaciones han revelado el potencial
antimicrobiano de los extractos de yerba mate, cuyo espectro de actividad incluye hongos y
bacterias gram-positivas y gram-negativas (De Biasi y col., 2009). Esta bioactividad esta
estrictamente relacionada con la presencia de diferentes grupos de metabolitos,
principalmente fenoles (Rodriguez Vaquero y col., 2010).

La efectividad de extractos metandlicos y etandlicos de yerba mate frente a patégenos
alimentarios tales como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
Enteritidis y Escherichia coli ha sido comprobada (De Biasi y col., 2009; Gonzalez Coria y
Horianski, 2018).

Se cree que los terpenos (carotenoides y saponinas) presentes en la yerba mate pueden
aumentar la permeabilidad de la membrana plasmatica del microorganismo al alterar la bicapa
lipidica, razén por la que presentarian esta propiedad antibacteriana (Oliveira Penteado y col.,
2016). Investigaciones realizadas en otras matrices sostienen que los componentes activos
del extracto se enlazan a otros compuestos de la pared celular de las bacterias y la penetran,
provocando la inhibicion del movimiento de protones, inhibicion de la cadena respiratoria,
inhibicién de la transferencia de electrones y alteraciones en la oxidacién de sustratos (Shan
y col., 2007).

1.7 — Compuestos fendlicos presentes en la yerba mate

Los polifenoles comprenden un grupo diverso de metabolitos secundarios de las plantas
que, por lo general, participan en la defensa contra la radiacion ultravioleta, dafos fisiologicos
por patégenos, senalizacién celular, etc. (Scalbert y col., 2005). También participan en la
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atraccion de polinizadores, proteccién frente a invasion de microorganismos o animales
herbivoros. Abarcan compuestos del grupo de los acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos,
en ocasiones en forma de ésteres o glicosidos.

Estas sustancias son antioxidantes naturales y protegen al cuerpo del estrés oxidativo.
La capacidad antioxidante se basa en su modo de accién: inhiben la formacién de radicales
lipidicos, interrumpen el proceso de autooxidacidn, suprimen a especies reactivas de oxigeno
como el oxigeno singulete, reducen el peréxido de hidrégeno a especies mas estables, quelan
metales de transicion y modulan la actividad de enzimas prooxidativas y antioxidantes
(Carocho y Ferreira, 2013).

Los compuestos fendlicos constituyen del 7 al 10% del peso seco de las hojas de yerba
mate, con propiedades antioxidantes comparables con las del vino tinto o el té. El acido
clorogénico es el compuesto mayoritario, encontrandose en cantidades de hasta 95% sobre
el total, siendo el 5% restante flavanoles. El acido cafeico esta presente en una concentracion
menor a 0,03% (Isolabella y col., 2010).

En la fraccion de los flavanoles se encuentran la quercetina, la rutina y el kaemferol,
mayormente glicosilados (Bravo y col., 2007; Gonzalez y col., 2010; Hartwig y col., 2012).

En los extractos de yerba mate se han identificado isémeros del acido monocafeoilquinico
e isémeros del acido dicafeoilquinico. Los compuestos mayoritarios entre los isémeros del
acido monocafeoilquinico son los acidos clorogénicos (acido 5-O-cafeoilquinico),
neoclorogénico (acido 3-O-cafeoilquinico) y criptoclorogénico (acido 4-O-cafeoilquinico). Los
principales isémeros del acido dicafeoilquinico son los acidos 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico y 4,5-dicafeoilquinico (Bravo y col., 2007; Dugo y col., 2009).

Para explicar los efectos benéficos del consumo de la yerba mate sobre la salud se
menciona mas frecuentemente a las propiedades antioxidantes de los polifenoles presentes
en la infusién. La capacidad de inhibicion del 50% del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, o
DPPH (ICso) se logra con concentraciones de extractos de 12 ug de yerba mate /mL de agua,
con respecto al control de acido ascorbico (Anesini y col., 2012).

La capacidad antioxidante de soluciones al 10% de yerba mate (10° ug de yerba mate/mL
de agua) fue de 80 a 85% de inhibicion del radical DPPH (Gonzalez y col., 2010).

Entre los compuestos fendlicos presentes en los extractos de yerba mate (ensayados
puros), el acido clorogénico es el mas potente como antioxidante, presentando el mayor efecto
de inhibidor de radicales libres de DPPH. La cafeina no demuestra capacidad para inactivar
radicales libres. Contrariamente, posee actividad prooxidante ya que induce la lipooxidacion,
es decir que estas sustancias presentan efectos antagonistas que coexisten en el extracto
(Anesini y col., 2012).

Se ha podido establecer una correlaciéon significativa y positiva entre la capacidad
antioxidante y el contenido de cafeoil-derivados, medidos como equivalentes de acido
clorogénico (Anesini y col., 2012). A su vez, algunos autores sostienen que dicha propiedad
protectora frente a la oxidacion también esta favorecida por la rutina, quercetina y kaemferol,
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en sus formas libre y glicosiladas, presentes en el extracto de yerba mate (Filip y col., 2000;
Martins y col., 2009). Los compuestos fendlicos también poseen caracter prooxidante, al
inducir la apoptosis y la prevencién del crecimiento de tumores (Scalbert y col., 2005).

Se cree que el efecto protector de las catequinas del té verde frente a la proliferacion de
células cancerosas esta relacionado con su interaccién con las proteinas. El galato de
epigalocatequina (EGCG) es faciimente oxidable a la forma de semiquinona y luego a o-
quinona. Las o-quinonas pueden formar enlaces covalentes con las enzimas telomerasas,
inhibiendo parcial o totalmente la actividad enzimatica. Posiblemente, esta inhibicién de la
funcién de la enzima induce la apoptosis de las células tumorales (Ishii y col., 2008). También
se ha observado la capacidad prooxidante de los extractos de yerba mate en ensayos que
demuestran una inhibicién de hasta el 50% del crecimiento neto de células de carcinoma de
colon humano (Gonzalez y col., 2010).

Durante afios se pensé que el principal mecanismo por el cual los polifenoles y otros
antioxidantes protegian a los constituyentes de las células era a través de inhibidores de
radicales libres. Luego se descubrié que las células responden a los polifenoles mediante
interacciones directas, por medio de receptores 0 enzimas involucrados en la traduccion de
sefnales, que podria modificar del estado redox de la célula y desencadenar reacciones redox
dependientes (Scalbert y col., 2005).

En la naturaleza, una fraccion variable de estos compuestos se encuentra ligada a otros
componentes de las plantas, alterando su solubilidad. Las formas insolubles estan enlazadas
a componentes estructurales de las paredes celulares mediante enlaces éster o glicosidico,
pudiéndose liberar el aglicon (compuesto fendlico) por hidrélisis alcalina o acida. Algunas
investigaciones sugieren que una accion mecanica los libera, ocurrida por ejemplo durante la
agitacion de una solucién o el mezclado para formar la masa de pan, haciéndolos mas
facilmente extraibles (Acosta Estrada y col., 2014; Dunn y col., 2015; Castelo Branco y col.,
2016).

1.8 — Efectos de la adicién de compuestos fenélicos sobre los componentes del pan

La incorporacién de yerba mate o de sus extractos a otros alimentos aportaria cantidades
considerables de compuestos fendlicos a estos alimentos. Algunos autores sugieren que
cuando se encuentran en la matriz alimentaria varios tipos de macromoléculas pueden
formarse estructuras mas complejas y de mayor tamario. Si coexisten en el alimento proteinas,
carbohidratos y polifenoles (nativos o adicionados), las interacciones que se establecen
inevitablemente comprometen la funcionalidad de estas sustancias (Barrett y col., 2018).

Durante la elaboracién del pan, la gelatinizacion de los granulos de almidén y la
desnaturalizacion de las proteinas dan lugar a la formacion de una estructura continua, donde
no se distinguen los componentes del almidén de los del gluten. La adicién de polvo o de un
extracto rico en polifenoles causa la ruptura de esa fase continua. Incluso se han observado
huecos o defectos en la estructura que rompen la matriz tridimensional de proteinas y almidén
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formada en la masa. Estas interrupciones se cree que ocurren cuando disminuye el
entrecruzamiento de los polimeros proteicos y se desestabiliza la red de gluten (Ananingsih y
col., 2013; Chai y col., 2013; Sivam y col., 2010).

11.8.1 — Interacciones con las proteinas del gluten

Los compuestos fendlicos pueden interactuar con las proteinas durante el procesamiento
de los alimentos en los que se encuentran, e incluso luego de su consumo durante la digestion.
Las interacciones pueden ser covalentes y no covalentes, como interacciones hidrofébicas y
puentes de hidrégeno (Rohn, 2014; Ozdal y col., 2018).

Las interacciones covalentes pueden ocurrir entre compuestos fendlicos simples y un
aminoacido especifico, entre oligdbmeros de compuestos fendlicos y un residuo de aminoacido
o en la forma de enlaces cruzados entre fenoles y aminoacidos.

Por otro lado, aquellos compuestos fendlicos con alto peso molecular y con numerosos
grupos hidroxilos (compuestos que presentan mas de un sitio de interacciéon) poseen la
capacidad para actuar como ligandos polidentados en la superficie de las proteinas. La
eficiencia para formar enlaces sera mayor cuanto mayor sea el grado de polimerizacién del
polifenol. En general, aquellos polifenoles de grado de polimerizacién mayor a tres (PM >
1000) se enlazan favorablemente con las proteinas. Con respecto a la estructura proteica, la
abundancia de prolina en las proteinas del gluten hace que el péptido tenga una estructura
enrollada, al azar o como hélice. Este ordenamiento le confiere flexibilidad molecular y
facilidad para exponer sitios de union con los polifenoles. En cambio, si fueran globulares o
voluminosas se enlazarian pobremente (Griffiths, 1986; Dubeau y col., 2010; Rohn, 2014;
Amoako y Awika, 2016b).

La formacién de aductos entre las proteinas del gluten y los polifenoles de la yerba mate
se ve muy favorecida por la congruencia conformacional entre ambas moléculas (Amoako y
Awika, 2016a; Barrett y col., 2018; Ozdal y col., 2018).

La presencia de los compuestos fenodlicos puede causar la formacién de enlaces cruzados
entre las cadenas polipeptidicas, enlaces no covalentes con los residuos de los aminoacidos
y la escisién de los enlaces disulfuro presentes en el gluten, formando nuevamente grupos
sulfhidrilo. Esta reaccion debilita las paredes de los alvéolos de la miga, reduciendo el volumen
final del pan y aumentando la firmeza (Ananingsih y col., 2013; Ananingsih y Zhou, 2012).

Sin embargo, los efectos de estas interacciones sobre la estructura del gluten resultan
opuestos. Algunos autores sostienen que una dilucién del gluten causa el adelgazamiento de
la estructura de la miga del pan (Collar y col., 2007; Sivam y col., 2010). Otros autores han
registrado un fortalecimiento de la red de gluten originado por los enlaces covalentes cruzados
formados entre los polifenoles presentes en extractos de té verde y los residuos de tioles de
las proteinas del gluten. Esta estructura aporta estabilidad a la masa y evita el colapso debido
a leudados prolongados (Ishii y col., 2008; Ananingsih y col., 2013), reduce la solubilidad de
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la proteina y altera su carga neta, modificando su funcionalidad (Rohn, 2014; Rohn y col.,
2004).

Estas asociaciones afectan el valor nutricional de las proteinas, porque disminuyen la
proporcion de residuos de lisina, cisteina y triptdfano disponibles. De manera similar, se ha
observado que la complejacion de los taninos con la proteina mayoritaria del sorgo (llamada
kafirina) puede ocasionar la precipitacién del polipéptido y afectar la digestibilidad de algunos
aminoacidos (Amoako y Awika, 2016a; Ozdal y col., 2018).

El agregado de semillas de lino en polvo en la formulacion del pan provoco la aparicion
de péptidos no digeribles, de mayor peso molecular, que disminuyeron la digestibilidad de las
proteinas del pan (Swieca y col., 2018; Seczyk y col., 2017). Un efecto similar fue hallado en
panes con adicion de hojas de quinoa en polvo. En los perfiles de elucién de picos
cromatograficos de los panes fortificados, luego de someterlos a una digestion in vitro, pudo
observarse un aumento del area de los picos correspondientes a fracciones de proteinas
indigeribles. Ademas, se ha registrado la disminucién del contenido de grupos amino libres,
que fueron correlacionados con los porcentajes de adicidon de polvo. Observaciones similares
se han reportado en panificados adicionados con soluciones de compuestos fendlicos puros
(Swieca y col., 2014; Koh y Ng, 2009). Se cree que la disminucién en la digestibilidad de las
proteinas ocurre también gracias a la habilidad de algunos compuestos fendlicos para inhibir
la actividad de ciertas proteasas. Este impedimento seria principalmente de naturaleza fisica,
es decir que no se trataria de una inhibicién enzimatica dado que para modificar la cinética
enzimatica se requeririan concentraciones muy altas de fenoles (Chai y col., 2013; Swieca y
col., 2014; Dunn y col., 2015).

11.8.2 — Interacciones con el almidén

Las asociaciones que se establecen entre los compuestos fendlicos y el almiddon son
preferentemente puentes de hidrogeno y en menor medida interacciones hidrofébicas. Estas
interacciones estan favorecidas particularmente en la amilosa, que gracias a su estructura
permite interacciones con los fenoles a gran escala. En la amilopectina, las asociaciones son
desfavorables debido al impedimento estérico (Amoako y Awika, 2016a).

La prevalencia de los enlaces de hidrogeno se debe al caracter hidrofilico de los
compuestos fendlicos simples. Por otro lado, algunos taninos forman enlaces de tipo puente
de hidrégeno e interacciones hidrofobicas, pero son demasiado voluminosos. Esto implica que
no se podran formar complejos de inclusién en ninguno de los dos casos.

Los polifenoles pueden encontrarse transitoriamente dentro de la hélice de amilosa al
inicio de la interaccion e interferir con la asociacién de las cadenas de amilosa. Sin embargo,
son eventualmente expulsados al exterior de la estructura (Chai y col., 2013; Sharma y col.,
1992). Esto explica por qué los compuestos fendlicos actuan mayormente en la superficie de
los granulos de almiddn, concentrandose en los poros o cerca de ellos, sitios donde debieran
actuar las enzimas hidroliticas. Los compuestos fendlicos dificultan el acceso de las enzimas
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al almiddén; cuando el bloqueo se hace masivo, el almidon ve reducida su digestibilidad
(Amoako y Awika, 2016a; Juszczak y col., 2003). Se ha observado una marcada disminucion
en la digestibilidad del almidén en panes conforme se aumento el porcentaje de adicion de
quinoa en polvo (Swieca y col., 2014).

La inhibicion enzimatica no competitiva es mayor cuando se utilizaron varios acidos
fendlicos combinados. En particular, se ha comprobado que el acido clorogénico y sus
isdmeros favorecen la reduccion del nivel de glucosa postprandial en sangre, a través de la
inhibicién parcial de las enzimas a-amilasa y oa-glucosidasa. Ademas, la capacidad de
inhibicién del acido quinico aumenta con el numero de moléculas de acido cafeico o grupos
hidroxilos unidos a él (Kandil y col., 2012; Ishikawa y col., 2007; lwai y col., 2012; Narita y
Inouye, 2014).

Por otro lado, las interacciones entre el almidén y los polifenoles rigidizan las regiones
amorfas y reducen la movilidad de las cadenas de amilosa, restringiéndoles el acceso al agua.
Se ha comprobado que ciertos extractos vegetales, en presencia de almidén, actian
reduciendo el pH y la fuerza idnica, causando la erosion en las regiones amorfas de los
granulos, afectando significativamente la gelatinizacion del almidén. La gelatinizaciéon del
almidén sucede cuando, en condiciones de hidratacion, las cadenas de amilosa se ubican
entre los granulos hinchados de amilopectina. La introduccion de estos fitoquimicos inhibe la
formacion de puntos de uniéon entre las cadenas de amilosa e impide la correcta formacion del
gel ocasionando defectos en los panificados (Zhu y col., 2009). Sin embargo, los fenoles
permanecen enlazados a numerosas moléculas de agua mediante puentes de hidrégeno. En
este sentido, se cree que la adicion de extractos de plantas con contenidos variados de
compuestos fendlicos impide que las cadenas de amilosa y amilopectina se aproximen y
formen una estructura mas ordenada por medio de interacciones hidrofébicas. Esto conduce
al retraso de la retrogradacion y a una mayor vida util del pan (Amoako y Awika, 2016a; Zhu
y col., 2008; Xiao y col., 2011).

Este efecto se ha observado a través de adiciones de polifenoles del té negro y té verde
en almidones con diferente contenido de amilosa (Wu y col., 2009; Xiao y col., 2012).

1.9 — Digestibilidad de los compuestos fendlicos

Resulta evidente que las asociaciones entre los fenoles y los componentes presentes en
un alimento afectan la disponibilidad de los compuestos fendlicos porque permanecen
formando enlaces, o porque no son extraibles una vez enlazados. Esto posiblemente
disminuye la cantidad disponible y la absorbida en el torrente sanguineo. Esto sucede con las
catequinas del té cuando se toma con leche, o con el acido clorogénico del café cuando se lo
prepara con leche (Ozdal y col., 2018).

Luego del consumo de alimentos ricos en acido clorogénico, se ha determinado que el
acido cafeico es el principal compuesto fendlico que se encuentra en la circulacion sanguinea
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luego del consumo del alimento, aunque no se sabe con certeza si los isémeros, dimeros o
trimeros del acido clorogénico tienen el mismo destino.

De manera similar, la contribucion del consumo del mate a la actividad antioxidante y sus
efectos bioldgicos in vivo dependen ampliamente de la biodisponibilidad y el metabolismo de
sus polifenoles (Bravo y col., 2007).

Estudios sobre la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos presentes en extractos
de yerba mate han demostrado que la absorcién de los ésteres de hidroxicinamatos sucede
en el intestino delgado, aunque en muy baja proporcién con respecto a la gran cantidad que
es ingerida durante el consumo del mate. Estos compuestos son hidrolizados por esterasas
presentes en las paredes del intestino y son absorbidos preferentemente como acidos
hidroxicinamicos libres. Los ésteres que no han sido absorbidos pasan al intestino grueso,
donde son hidrolizados por esterasas de la microbiota colonica (Andreasen y col., 2001).

La existencia de estas dos vias de absorcidén podria explicar la permanencia prolongada
de los polifenoles en el cuerpo y su extensa bioactividad. Se han detectado cantidades
importantes de derivados del acido clorogénico en plasma y orina incluso después de 12 h de
haber consumido mate. Sin embargo, la biodisponibilidad de estos compuestos resulta baja,
recuperandose en orina los metabolitos correspondientes al 13,4% de los fenoles ingeridos
(Gémez Juaristi y col,, 2018). Los polifenoles presentes en el café poseen una
biodisponibilidad mayor, obteniéndose hasta el 30% de recuperacion de los metabolitos de
los compuestos fendlicos ingeridos (Rothwell y col., 2018).

Mas aun, cuando los compuestos fendlicos se encuentran formando parte de matrices
alimentarias mas complejas, se ve reducida su disponibilidad para su absorciéon. En ensayos
de digestibilidad in vitro de los panes elaborados mediante suplementacién con semillas de
lino molidas se observd que la porcidon que se encuentra potencialmente bioaccesible es
mucho menor de la esperada, sobre el total de compuestos fendlicos aportados por esta
suplementacion (Seczyk y col., 2017).

.10 — Requisitos reglamentarios nacionales

En Argentina, las caracteristicas fisicoquimicas del pan se encuentran reguladas por el
Cdédigo Alimentario Argentino, en su Capitulo IX: Alimentos farinaceos, cereales, harinas y
derivados (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
[ANMAT], 2012a). Los criterios fisicoquimicos que debe reunir la yerba mate se encuentran
en el Capitulo XV: Productos estimulantes o fruitivos (ANMAT, 2012b). Los procedimientos
microbioldgicos empleados fueron los descriptos en los manuales de Metodologias Analiticas
Oficiales elaborados de manera conjunta por la ANMAT vy la Red Nacional de Laboratorios
Oficiales de Anadlisis de Alimentos (ANMAT y ReNaLOA, 2013b, 2014).
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Capitulo Il - CUERPO DEL DESARROLLO DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

l1.1 - PROPUESTA METODOLOGICA

Con el objetivo de evaluar el efecto de la adicion de un subproducto de la yerba mate en
las propiedades del pan blanco, se realizaron ensayos fisicos, quimicos y texturales en los
panes. Se elaboraron los panes con contenidos variables de polvo o extracto acuoso, obtenido
con diferentes concentraciones de polvo. En el producto elaborado se determiné el contenido
de humedad, se realizaron ensayos fisicos, quimicos y texturales para determinar las
variaciones en los atributos de volumen, porosidad, dureza, elasticidad, masticabilidad y
firmeza. Ademas, se determinaron los parametros de color en la miga. Los resultados
obtenidos permitieron inferir que el agregado de polvo de yerba mate o de sus extractos al
pan blanco ocasiona un cambio de coloracion del producto. Sin embargo, el pan
suplementado conserva los demas atributos fisicos caracteristicos del producto. Los ensayos
quimicos abarcaron las determinaciones de fibra bruta, fenoles, proteinas y cenizas totales.
La adicién del subproducto de la yerba mate al pan provocé un aumento en el contenido de
fenoles totales. Se registraron ligeros incrementos en los contenidos de fibra bruta, proteinas
y cenizas totales. La aceptabilidad de las muestras fue evaluada mediante un analisis
sensorial afectivo, con consumidores regulares de pan. Las muestras elaboradas con las
cantidades menores polvo o extracto tuvieron buena aceptacion general.

Los resultados de las determinaciones fueron valorados con herramientas estadisticas.
Se realizaron test de multiples rangos para comparar valores medios y limites de confianza.
Los resultados del analisis sensorial fueron evaluados con pruebas no paramétricas.

l.2 - MATERIALES Y METODOS
lll.2.1.a — Materias primas y obtencion de pan blanco

Los ingredientes empleados en la elaboracion de los panes fueron: harina de trigo
leudante, agua destilada, aceite de girasol, azucar, sal fina y levadura seca. Los panes
elaborados con estos ingredientes fueron utilizados como control (o pan blanco). Todos los
ingredientes fueron obtenidos en mercados locales.

Las cantidades empleadas (véase Tabla lll-1) de cada ingrediente fueron determinadas
experimentalmente, en base a la receta propuesta por la maquina de hacer pan usada como
amasadora.

La harina se pes6 en una balanza de tipo comercial de 5 kg de capacidad; el resto de los
ingredientes secos fue pesado con una balanza analitica. El agua y el aceite se midieron con
probetas de 500 y 10 mL, respectivamente.
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Tabla llI-1. Ingredientes y cantidades empleadas en la formulacién del pan blanco.

Ingrediente Cantidad
Agua destilada 300 mL
Aceite de girasol 10 mL
Sal fina 49
Azucar 6,39

Harina leudante 455 ¢
Levadura seca 3,849

El polvo de hoja de yerba mate fue provisto como una unica partida de aproximadamente
10 kg por una empresa yerbatera ubicada en el sur de la provincia de Misiones. El tamarfio de
particula oscilé entre 200 y 425 um. El polvo fue utilizado en la elaboracién de panes de tipo
artesanal de dos maneras: siendo agregado como tal en la elaboracion de panes, o
preparando una serie de extractos acuosos destinados también a la formulacion de panes.

La obtencion de los panes se realizé reemplazando los ingredientes en la formulacion
original de pan blanco conservando las proporciones entre ingredientes, para lograr que la
masa se forme adecuadamente. El polvo fue adicionado reemplazando parcialmente a la
harina de trigo, mientras que el agua fue sustituida completamente por el extracto.

De esta manera, se lograron dos tipos de productos: panes elaborados con polvo de hoja
de yerba mate y panes elaborados con extractos obtenidos del polvo de hoja de yerba mate.

lll.2.1.b — Reemplazo parcial de harina por polvo de yerba mate

Para la elaboracién de los panes con reemplazo parcial de la harina, se fijaron
previamente los porcentajes de reemplazo en base a ensayos previos, considerando las
cantidades maximas adicionadas de ingredientes no convencionales en productos panificados
disponibles en bibliografia. En otras investigaciones se afirma que un reemplazo superior al
25% del total de la harina por otros componentes soélidos (como polvos de quinoa, coriandro
o0 sorgo) afecta considerablemente la integridad estructural del panificado, la miga se
oscurecia mucho y se percibieron sabores inusuales (Diaz y Hernandez, 2012; Das y col.,
2012; Dunn y col., 2015; Sivam y col., 2010).

Los ensayos preliminares realizados para establecer el porcentaje maximo de reemplazo
mostraron que al trabajar con 15% de polvo de yerba mate, la astringencia y el amargor
conferidos al pan eran notables y el producto dejé de ser agradable. Por esto, los porcentajes
de reemplazo de la harina seleccionados fueron 0,5%, 1,5%, 2,5%, 5% y 10%.

La cantidad de polvo de yerba mate a agregar se calcul6 sobre la cantidad total de harina
requerida (véase Tabla IlI-2). Luego de pesar el polvo necesario segun cada porcentaje, se
agrego harina hasta completar los 455 g de la receta del pan blanco.
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Tabla IlI-2. Cantidad de polvo de yerba mate segun el porcentaje de reemplazo de harina.

Harina reemplazada Polvo de yerba

(% p/p) mate (g)
0,5 2,275
1,5 6,825
2,5 11,375

5 22,75
10 45,5

lll.2.1.c — Obtencién de un extracto a partir de polvo de yerba mate para el reemplazo
del agua

Para poder cotejar apropiadamente los resultados, fue necesario relacionar la cantidad
fijia de extracto agregado con los porcentajes de reemplazo establecidos para el polvo.
Teniendo en cuenta esto, se prepararon volumenes iguales de extractos acuosos de
diferentes concentraciones, obtenidos a partir de cantidades de polvo equivalentes a la
cantidad de harina sustituida. Por ejemplo, para el 10% de reemplazo de harina corresponden
45,5 g de polvo de yerba mate. Se realizé un extracto con la cantidad de polvo en 300 mL de
agua (volumen total de agua en la receta original). El extracto asi obtenido era referido como
extracto al 10%. Esto se realizé para cada porcentaje de sustitucion, empleando las
cantidades de polvo calculadas para cada porcentaje de reemplazo de harina
correspondientes a 300 mL de agua (véase Tabla IlI-2). Debido a que parte del agua es
retenida dentro de las particulas del sdélido durante la extraccion (aproximadamente una
tercera parte para una relacion sélido:liquido de 10:100), el volumen total de agua empleada
fue ligeramente superior a la necesaria, para poder recuperar los 300 mL de extracto. Se
realizaron dos extracciones sucesivas del polvo empleando agua destilada como solvente de
extraccion.

Primera extraccion: se colocaron 300 mL de agua destilada y la cantidad de polvo
calculada previamente en un Erlenmeyer. Se llevé el recipiente tapado un bafo de agua a
70°C, con agitacion manual realizada a intervalos regulares de tiempo. Al cabo de 30 min, se
retird el recipiente del bano, se lo dejo reposar hasta alcanzar la temperatura ambiente y se
filtrd el extracto obtenido con un sistema de vacio.

Segunda extraccion: al Erlenmeyer que aun contenia el sélido de la primera extraccion
se le afadid una cantidad de solvente equivalente a la cantidad de agua que se estimo
retenida en el solido. Luego se repitieron las etapas de extraccion y filtracién seguidas en la
primera extraccion.

Luego de la segunda extraccion, se mezclaron ambos extractos en un mismo recipiente
y se registré el volumen total para cada concentracion. Los extractos acuosos obtenidos
presentaron color ambar oscuro de diferente intensidad, sin la presencia de sedimentos y con
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el aroma caracteristico de la infusién de yerba mate. Luego fueron acondicionados en
recipientes de cierre hermético y conservados en freezer hasta su empleo en la elaboracion
de los panes.

lll.2.1.d — Procedimiento de obtencién de los panes con reemplazo de ingredientes

Para la fabricacion de los panes se utilizé una maquina para hacer pan (marca Peabody)
de 1,4 kg de capacidad. El manual del equipo indica que deben introducirse todos los
ingredientes a la vez y luego seleccionar el programa deseado segun el tipo de panificado que
se desea obtener. Una vez dentro del electrodoméstico, los ingredientes se mezclan, se forma
la masa, leuda y se hornea en el mismo recinto, constituido por una batea. La mezcla y el
amasado se realizan gracias a dos paletas que permanecen dentro de la maquina durante
todo el programa. Cuando éste ultimo se completa, se retira el pan, listo para consumir.

A pesar de que la intencién preliminar fue emplear la maquina para realizar todo el
proceso, se observé que los panes leudaban en forma deficiente y presentaban hundimientos
en su superficie. Ademas, se presentaba el inconveniente inevitable de que las paletas no
podian ser retiradas del interior de la batea sin interrumpir el programa. En consecuencia, el
pan se horneaba con las paletas en su base y al ser removidas del pan horneado dejaban
huecos en la base de la hogaza, ocasionando deformaciones en la miga. Dados los
inconvenientes mencionados se opté por utilizar la maquina de hacer pan para las etapas de
mezcla y amasado; las fases de leudado y horneado se realizaron en estufas de laboratorio.

Los ingredientes se introdujeron en la batea de la maquina en el siguiente orden: agua,
aceite, sal, azucar, harina y levadura. El agua fue calentada previamente hasta una
temperatura de 35°C.

En los panes elaborados con polvo de yerba mate, se mezclaron previamente la harina y
el polvo necesarios antes de incorporarlos a la batea. En los panes elaborados con extracto,
se agregaron 300 mL del extracto correspondiente a 35°C en reemplazo del agua.

Se eligié uno de los programas de amasado, recomendados en el manual de uso del
electrodoméstico para la obtencién de pan francés, de 30 min de duraciéon. Durante los
primeros 2 min se realizé6 un premezclado, seguidos de 28 min de mezclado rapido con
intervalos de reposo de 30 s. Al cabo de este tiempo, se retird la masa de la batea y se
continué con el amasado manual durante unos minutos hasta lograr una masa homogénea y
no pegajosa, que pudiera ser manipulada con facilidad. Luego se la dividié en tres partes
iguales, registrando el peso de cada porcion. Cada una de las porciones fue nuevamente
amasada hasta darle la forma deseada, de modo que llenara tres cuartas partes del molde.
Luego se las introdujo en moldes de papel de 13,5 cm de largo, usados habitualmente para
elaborar budines.

El leudado de la masa se realizé en una estufa de laboratorio, a 35°C. Se colocaron a la
vez las tres masas dentro de la estufa. Luego de una hora las masas habian desarrollado el
volumen maximo; en ese momento fueron retiradas de la estufa y colocadas en otra estufa a
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160°C donde se realiz6 el horneado. Al cabo de una hora, se retiraron los panes de la estufa,
se dejaron enfriar sobre la mesada hasta temperatura ambiente. Luego se desmoldaron y
pesaron.

ll.2.2 — Propiedades quimicas
I1l.2.2.a — Contenido de humedad

El contenido de humedad de los panes recién elaborados (pan control, panes elaborados
con reemplazo de harina y panes elaborados con reemplazo del agua) se determiné por
pérdida de masa (Nollet, 2004; Nielsen, 2010).

Luego de alcanzar la temperatura ambiente los panes fueron rebanados, descartando los
extremos. Cada rebanada fue dividida en cuartos, se tomaron dos cuartos opuestos de cada
una y se mezclaron los trozos obtenidos de un mismo pan. Se pesaron 5 g de cada muestra
en pesafiltros previamente tarados. A continuacién, se colocaron los pesafiltros en estufa a
60°C hasta peso constante, por 24 h. Se optd esa temperatura de ensayo para evitar la
descomposicion térmica de ciertos compuestos o la pérdida de volatiles (Zain y col., 2017).

El resto del pan rebanado y cuarteado se distribuyd en recipientes plasticos de 100 mL
de capacidad y se seco en estufa siguiendo el mismo procedimiento. Luego de finalizar el
proceso de secado, las muestras se molieron manualmente y se conservaron en frascos de
cierre hermético a -18°C hasta su uso. Las muestras almacenadas fueron destinadas a la
determinacion de compuestos fendlicos, cenizas, fibra dietaria y proteinas.

lll.2.2.b — Extraccion y determinacion del contenido de compuestos fendlicos

Proceso de extraccion

Previo al proceso de cuantificacién fue necesario realizar la extraccion de los fenoles de
la matriz del alimento o del material vegetal. Los acidos fendlicos libres y sus glicésidos se
extraen generalmente con soluciones acuosas de etanol, metanol o acetona de diferentes
concentraciones, aunque es necesario realizar la extraccion varias veces para obtener
resultados satisfactorios (Nollet, 2004; Bravo y col.,, 2007). Se ha visto también que los
solventes polares extraen mas eficientemente los compuestos fendlicos de la yerba mate. El
agua acidificada ha resultado ser el solvente con menor porcentaje de extraccién de fenoles
(Gullén y col., 2018; Cutrim y Cortez, 2018).

La extraccion de los compuestos fendlicos en productos similares al pan se realiza con
solventes variados como agua, etanol, metanol y acetona. Teniendo en cuenta esto, se
realizaron extracciones de los compuestos fendlicos de las muestras de pan con diferentes
sistemas de solventes y luego se evalud el rendimiento de cada una.

La eleccién de los solventes y de las concentraciones a ensayar se realizo en base a la
informacion bibliografica y a experiencias previas, utilizando las soluciones comunmente
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empleadas para extraer compuestos fendlicos de yerba mate, té y productos panificados
(Seczyk y col., 2017; Gonzalez Coria y Horianski, 2018; Gullén y col., 2018).

Se emplearon los solventes agua, etanol, metanol y mezclas de etanol-agua y metanol-
agua al 30%, 50% y 70%, totalizando nueve soluciones.

Para los ensayos se seleccionaron las muestras de panes elaborados con 5% de polvo
de hoja de yerba mate y con extracto al 5%. Se realizaron dos extracciones sucesivas con
cada solvente.

Primera extraccion: se pesaron 0,5 g de muestra seca y se colocaron en un frasco ambar
de 50 mL de capacidad, se afiadieron 10 mL del solvente y se coloco el frasco en un bafio de
agua a 70°C, con agitacion manual a periodos de tiempo regulares. Al cabo de 30 min, se
retiraron los frascos del bano y se dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Una vez que los frascos con las muestras estuvieron frios, se filtré6 cuidadosamente el
extracto obtenido, colectando el liquido en un segundo recipiente y manteniendo el sélido en
el frasco original.

Segunda extraccion: se afiadieron 10 mL del mismo solvente al frasco que contenia el
sélido y se repitieron las etapas de extraccion y filtracién. El segundo filtrado fue colectado en
el mismo recipiente que contenia al extracto de la primera extraccion.

El filtrado obtenido de ambas etapas se trasvasé a un matraz de 25 mL y se llevd a
volumen con agua destilada.

La seleccién del solvente de extraccion a emplear en las demas muestras de pan se
realizé en base a los resultados del contenido de fenoles totales de cada extracto obtenido.

Cuantificacion del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales presentes en los extractos de las muestras de pan,
obtenidos con diferentes sistemas de solventes, fue determinado utilizando el reactivo de Folin
Ciocalteu. Este reactivo consiste en una mezcla de wolframato sédico y molibdato sodico en
acido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra.

El acido fosfomolibdotingstico (con W*® y Mo*®, formado por las dos sales en el medio
acido) le confiere el color amarillo al reactivo. La reaccién se lleva a cabo en condiciones
basicas (pH 10) para generar iones fenolato que reducen al reactivo de Folin Ciocalteu. Se
forma entonces un complejo de W*® y Mo*® de color azul, cuya absorbancia se mide a una
longitud de onda de 760 nm.

El reactivo de Folin Ciocalteu no mide solamente compuestos fendlicos, sino que puede
reaccionar con cualquier sustancia reductora, es decir que mide la capacidad reductora de la
muestra. Los compuestos que tengan estructuras reductoras reaccionaran con el reactivo de
Folin Ciocalteu, causando una sobreestimacion del contenido total de fenoles. Los
subproductos de las reacciones de Maillard como melanoidinas o reductonas, la oxidacion de
polifenoles o las reacciones de caramelizacion también pueden dar positiva la reaccién de
Folin Ciocalteu y contribuir a aumentar la capacidad antioxidante del producto (Samaras y col.,
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2005). Ademas, intervendran en la determinacion los compuestos fendlicos que posee el pan.
Su contenido esta asociado al acido ferulico como compuesto fendlico mayoritario en el grano
de trigo (Boz, 2015; Rybka y col., 1993). Se encuentra naturalmente presente en la harina de
trigo junto a aminoacidos y pequefios péptidos formados a partir de la protedlisis ocurrida
durante la fermentacion del pan.

Para la cuantificacion, se tomaron 400 uL de cada extracto, se colocaron en frascos al
abrigo de la luz y se anadieron 2 mL de reactivo de Folin Ciocalteu al 10%. Luego de 5 minutos,
se adicionaron 1,6 mL de carbonato de sodio al 7,5%. La soluciéon resultante fue
homogeneizada manualmente durante unos segundos. Al cabo de una hora, se registro la
absorbancia de la solucién a 760 nm. Se empled un espectrofotémetro UV-Vis Shimadzu serie
UV 2550.

El blanco de reactivos se preparé reemplazando el volumen de extracto por agua
destilada.

Para eliminar el efecto de la opalescencia observada en algunos los extractos sobre el
valor de la absorbancia en la cuantificacion de los fenoles totales de las muestras, se optd por
realizar un blanco adicional para cada extracto, llamado blanco de muestra. Este blanco se
preparé reemplazando el volumen del reactivo de Folin Ciocalteu por agua destilada.
Seguidamente se determiné su absorbancia a la misma longitud de onda y el valor obtenido
se restd a cada valor de la absorbancia leido luego de la reaccion con el reactivo de Folin
Ciocalteu.

La calibracién se realizé mediante el método del patron externo, empleando acido galico
como estandar. Se prepararon soluciones en un rango de concentraciones entre 20 ug/mL y
120 pug/mL. Los resultados se informaron como mg de acido galico por g de sdélido seco.

l11.2.2.c — Contenido de cenizas

El contenido de cenizas de un alimento hace referencia al residuo inorganico que
permanece luego de la incineracion completa de sus componentes organicos a temperaturas
altas (cercanas a los 600°C). En el proceso se evaporan el agua y los componentes volatiles;
los compuestos organicos se queman en presencia del oxigeno del aire hasta formar diéxido
de carbono y oxidos de nitrégeno. La mayoria de los minerales se convierten en 6xidos,
sulfatos, fosfatos, cloruros vy silicatos (Bradley, 2010; Park y Bell, 2004). Es por esto que el
contenido de cenizas es una estimacién del contenido total de minerales que contiene un
alimento.

Para realizar esta determinacion se pesaron exactamente 5 g de muestra seca y se
colocaron en un crisol de porcelana previamente tarado. Los crisoles con sus tapas se
colocaron en una mufla (Hornos eléctricos O.R.L.), a 550°C durante 5 horas hasta obtener
cenizas blancas. En algunos casos, las cenizas resultantes se presentaron oscuras, indicando
una combustion incompleta, por lo que fue necesario disgregarlas con unos mililitros de agua
destilada. Luego los crisoles se colocaron abiertos en estufa a 80°C durante 24 h para
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evaporar el agua afadida. La temperatura de secado escogida no fue severa para evitar
pérdidas del material. A continuacién, se colocaron nuevamente los crisoles en la mufla a
550°C durante 5 h.

El contenido de cenizas de las muestras se calculd de acuerdo con la norma IRAM 20505
(Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion, 1995).

I11.2.2.d — Contenido de fibra dietaria

Existe una continua discusion acerca de qué constituye la fibra dietaria, tanto en
organismos nacionales como internacionales. La Asociaciéon Americana de Cereales y Granos
(American Association of Cereal Chemists, o AACC) adopt6 en 2001 la siguiente definicion de
fibra dietaria: partes comestibles de las plantas o carbohidratos analogos que son resistentes
a la digestion y absorcion en el intestino delgado humano, con fermentacion total o parcial en
el intestino grueso. Incluye polisacaridos, oligosacaridos, lignina y otros componentes
vegetales asociados.

El Cédigo Alimentario Argentino, en su capitulo XVII, articulo 1385 (ANMAT, 2012c) habla
de fibra alimentaria y la define como cualquier material comestible que no sea hidrolizado por
las enzimas enddgenas del tracto digestivo humano. Incluye polisacaridos no amilaceos,
pectinas, almidon resistente, inulina, oligofructosa, polidextrosa, maltodextrinas resistentes,
fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS), transgalactooligosacaridos (TOS),
y todos los que en el futuro incorpore la Autoridad Sanitaria Nacional.

Se empled el método enzimatico-gravimétrico, siguiendo la norma AOAC 985-29
(Association of Official Agricultural Chemists, 1998). Fue desarrollado originalmente para
medir polisacaridos, lignina y sustancias asociadas que son resistentes a la digestion debida
a enzimas presentes en humanos.

En una primera etapa, el almidon y las proteinas fueron removidos tratando la muestra
de manera secuencial con las enzimas termoestables o—amilasa, proteasa y finalmente
amiloglucosidasa. El residuo se recuperd, se lavo con etanol y acetona y se filtré sobre celite.
Se seco el residuo contenido en el filtro en estufa de aire a 105°C y se pes6. A una de las
réplicas se le realizo la determinacidn de proteinas mediante el método de Kjeldahl y la réplica
restante fue incinerada para la determinacién del contenido de cenizas. Para obtener la fibra
dietaria total (soluble e insoluble) de la muestra, se restaron los pesos de las proteinas y
cenizas al peso del residuo (Nollet, 2004; Nielsen, 2010; Ortega y col., 2008).

Cabe aclarar que la fibra dietaria total medida por este método se refiere a la suma del
contenido de fibras dietarias soluble e insoluble del alimento. La solubilidad de la fibra esta
referida a soluciones de etanol al 80%; los carbohidratos no digeribles son insolubles y por lo
tanto precipitan en dicha solucién. Sin embargo, este paso en la determinacion de fibra es
arbitrario y no siempre se logra una precipitacion completa. Asimismo, la medicion de las
fracciones soluble e insoluble depende en gran medida del método. FAO/OMS llegd la
conclusién de que no habia ninguna justificacion fisiolégica para registrar por separado
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valores basados en la solubilidad (Report of a Joint FAO/WHO Expert Consultation, 1997;
Greenfield y Southgate, 2003). Por estas razones, en muchos casos se informa solamente el
contenido total de fibra dietaria.

La determinacion del contenido de fibra dietaria de las muestras de pan se realizé sobre
muestras secas y molidas. Los resultados son expresados como porcentaje de fibra dietaria
total, en base seca (g de fibra dietaria total cada 100 g de sdlido seco).

lll.2.2.e — Contenido de proteinas

El contenido de proteinas de las muestras de pan se determiné mediante el método de
Kjeldahl. Se trata de un método de referencia, ampliamente aceptado desde su introduccién
en el ano 1883 por Johann Kjeldahl. Consta de tres etapas:

Digestion: consiste en la descomposicion de la materia organica por calentamiento, en
presencia de acido sulfdrico concentrado y catalizadores (para elevar el punto de ebullicion,
alcanzandose temperaturas de 300 - 400°C durante la digestién). Se obtiene una solucion de
sulfato de amonio.

Neutralizacion y Destilacion: la solucion se diluye en agua y se le afiade un exceso de
base (solucion concentrada de hidréxido de sodio). El ion amonio se convierte en amoniaco
gaseoso, y se recoge en un recipiente colector que contiene un volumen conocido de una
solucion estandar de acido bérico e indicadores acido-base (azul de metileno y rojo de metilo,
o indicador Mortimer).

Valoracion: el ion borato formado (proporcional a la cantidad de nitrégeno presente) se
titula con solucién valorada de acido clorhidrico o sulfurico (Bradley, 2010; Park y Bell, 2004).

El contenido en proteina de la muestra se calcula teniendo en cuenta el contenido medio
en nitrégeno de la proteina en cuestion (se utilizé un factor igual a 6,25 en este caso). La
presencia de compuestos nitrogenados no proteicos (aminas, cafeina, urea, nitrégeno
inorganico) ocasiona la sobreestimacion del contenido de proteinas medido con este método
(Greenfield y Southgate, 2003).

Se ha discutido sobre esa sobreestimacion en alimentos que poseen cantidades
apreciables de compuestos nitrogenados no proteicos. Algunos autores han sugerido utilizar
factores de correccion menores a los tabulados, en especial para alimentos ricos en nitrégeno
no aminico y no proteico como algunos peces cartilaginosos, moluscos y crustaceos, ciertas
hortalizas y, sobre todo, la leche materna humana, que contiene una concentracion sustancial
de urea. También se han perfeccionado varios métodos directos, basados en reacciones en
las que intervienen grupos funcionales especificos de los aminoacidos presentes. No
obstante, la mayor parte de estos métodos depende de la calibracion frente al método de
Kjeldahl (Sosulski y Imafidon, 1990; Greenfield y Southgate, 2003).
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El contenido de proteinas se determiné sobre muestras de pan secas y molidas. Los
resultados son expresados como porcentaje de proteina total, en base seca (g de proteinas
cada 100 g de solido seco).

ll.2.3 — Propiedades fisicas

Las propiedades fisicas que se describen a continuacion se realizaron sobre los panes
recién elaborados, enteros o rebanados, segun corresponda. Antes de la realizacion de las
determinaciones, los panes se dejaron reposar hasta que alcanzaron la temperatura
ambiente.

I11.2.3.a — Parametros de color

La medicion del color de la miga de los panes se realizé empleando el sistema CIELab
(International Commission of lllumination). Se determinaron los parametros L* (luminosidad,
de 0 para negro a 100 para blanco), a* (rojo para valores positivos; verde para valores
negativos) y b* (amarillo para valores positivos; azul para valores negativos).

Se utilizé un instrumento Technydine Color Touch modelo ISO con las siguientes
especificaciones:

- Fuente de iluminacién: lampara halégena (QTH), de tipo incandescente.

- lluminante: D65, representa la luz de dia promedio e incluye el rango de longitudes
de onda del ultravioleta.

- Angulo observador: 10°, cominmente empleado ya que correlaciona mejor con las
observaciones visuales hechas con un campo de visién mas amplio.

El instrumento fue previamente calibrado con un papel blanco estandar. La medicion del
color de los panes se realizé en la miga y no en la corteza debido a que los productos de las
reacciones de Maillard y de caramelizacion contribuyen en gran medida al color de la corteza
de los panes, mientras que las variaciones del color de la miga puede suponerse que son
ocasionadas por el polvo de hojas agregado (Das y col., 2012; Gémez y col., 2003).

Se tomaron dos rebanadas de pan por hogaza y se realizé una determinacion de color
por cada lado y para cada rebanada en el centro. Se colocé una lamina de polipropileno
transparente entre la rebanada de pan y la abertura para medicién del instrumento para evitar
el desprendimiento de migas durante la medicion.

l11.2.3.b — Volumen especifico

La determinacion del volumen especifico de los panes se realizé mediante el método
denominado de Desplazamiento de Semillas que consiste en la medicion del volumen de las
semillas desplazadas por el espacio ocupado por el pan en un recinto de volumen conocido
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(Cauvain, 2015). En la medicién se emplearon semillas de mijo, aunque pueden usarse
semillas de colza, mostaza u otras (Seczyk y col., 2017; Ribotta y col., 2001; Abdul Hamid y
Luan, 2000).

En la Figura lll-1 (a y b) se observa el dispositivo medidor del volumen, compuesto por
una cuba de vidrio y semillas de mijo. El recipiente fue llenado con las semillas de mijo al
maximo de su capacidad y luego se determin6 el peso de las semillas Por otro lado, se
determiné el volumen de la cuba midiendo la cantidad de agua que es capaz de albergar. El
peso de las semillas de mijo de fue 3,36 kg y el volumen de la cuba fue 4,54 L.

(a) (b) (c)

Figura llI-1. Semillas de mijo (a), cuba de vidrio llena de semillas de mijo (b) y cuba de vidrio
conteniendo el pan dentro y parcialmente cargada con semillas de mijo (c).

Seguidamente, se vacio la cuba y se introdujo el pan dentro de ella (véase Figura llI-1 c).
Se rellend el espacio libre con las semillas de mijo, hasta llenar la cuba. Se pesaron las
semillas que no entraron en la cuba (del total de 3,36 kg) y a continuacién se calculd el
volumen especifico del pan con la siguiente ecuacion:

peso del mijo desalojado X volumen de la cuba

Vol ifico,cm3/g =
olumen especifico, cm®/g peso del mijo (cuballena) X peso del pan

I11.2.3.c — Parametros de textura

El analisis del perfil de textura (Texture Profile Analysis, o TPA) ha sido creado para imitar
lo que sucede en la boca al masticar el alimento, analizar el comportamiento del alimento
cuando es manipulado y predecir la percepcion acerca de su textura. Consiste en dos
compresiones sucesivas sobre el alimento, con el objetivo de simular el proceso de
masticacion humana. El ensayo de textura de los panes se realizé mediante un texturémetro
o analizador de textura TA.XT Plus (Stable Micro Systems), exhibido en la Figura IlI-2.
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Figura llI-2. Analizador de textura y posicion del émbolo sobre dos
rebanadas superpuestas.

Los resultados del analisis proporcionan un grafico de fuerza vs. tiempo, como el que se
observa en la Figura llI-3. A partir del analisis del grafico surgen los parametros que se detallan
a continuacion (Nishinari y col., 2013; Trinh y Glasgow, 2012; Rathnayake y col., 2018):

Dureza (N): se define como la fuerza necesaria para morder el alimento y se cuantifica
en el pico de la curva obtenida en la primera compresion.

Elasticidad: se expresa como un porcentaje de la altura original de la muestra, o como un
cociente. Describe la habilidad del producto para recuperar su forma luego de haber sido
deformado por primera vez, dejandolo reposar unos segundos entre las dos compresiones.
Se determina como el cociente entre la altura detectada del producto durante la segunda
compresion y la distancia original de compresién (distancia 2 / distancia 1). Si se emplean
tiempos de reposo excesivos se le permite a la muestra recuperarse mas de lo que podria en
otras condiciones. Por ejemplo, un consumidor no esperaria 60 s para masticar otra vez.

Cohesividad: describe cuanto soporta la muestra una segunda deformacion, relacionada
a su resistencia tras la primera deformacion (area 2 / area 1). Una rebanada de pan es
cohesiva cuando puede soportar el desgarro al untar manteca sobre él. Es la capacidad de
mantener su integridad fisica cuando se lo somete a fuerzas de tensién o compresion.

Masticabilidad (N): se aplica solamente a productos soélidos, y se calcula como el producto
de dureza, elasticidad y cohesividad. Indica la energia requerida para masticar un alimento
sélido hasta alcanzar el estado de deglucién, o cuanto tiempo lleva.
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Resiliencia: indica cuan capaz es el producto de mantener su altura original. Se mide
cuando se retrae el émbolo luego de la primera deformacién y antes del tiempo de espera
para el segundo ciclo (area 4 / area 3). Puede confundirse con elasticidad, pero no son lo
mismo; la elasticidad implica recuperar la altura, mientras que la resiliencia indica la energia
ejercida para recuperar la forma.
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Fuente: texturetechnologies.com

Figura lll-3. Grafico ilustrativo obtenido en el ensayo de TPA.

Firmeza (N): se refiere a la fuerza necesaria para comprimir al alimento una distancia
predeterminada. Es otro parametro que puede ser medido con el mismo instrumento pero que
no forma parte del ensayo de TPA. En cambio, se realiza siguiendo la norma AACC 74-09
(AACC, 1999), la cual es especifica para panificados.

Las determinaciones de firmeza y analisis del perfil de textura (TPA) se efectuaron sobre
el pan recién elaborado, que fue previamente cortado en rebanadas de 12,5 mm de espesor.

La prueba de TPA consta de dos ciclos de compresion uniaxial, llevados a cabo con una
sonda cilindrica de 36 mm de diametro hasta el 50% de su altura, con una velocidad de
descenso de 4 mm/s y 2 segundos de reposo entre ciclos. En cada ensayo se utilizaron dos
rebanadas de pan. La compresién se realizé sobre dos circulos de miga superpuestos y del
mismo tamafio que la sonda (36 mm de didmetro), obtenidos del centro de cada rebanada.

El ensayo de firmeza se realizé siguiendo la norma AACC 74-09 (AACC, 1999), sobre
dos rebanadas de 12,5 mm de espesor, enteras y superpuestas. Consisti6 en una sola
compresion uniaxial con 40% de deformacion realizada en el centro de las rebanadas.
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1ll.2.3.d — Porosidad de la miga

La porosidad de la miga se define como la fraccién de huecos o espacios vacios de un
determinado volumen. Se determina sobre una superficie plana de pan (una rebanada) y se
calcula como el cociente entre las sumas de las areas de las celdas o alvéolos de la miga y el
area total de la rebanada (Rathnayake y col., 2018).

La determinacion de la porosidad se realiz6 mediante andlisis de imagenes, con el
programa Image J (National Institutes of Health, USA, 2018), un software de procesamiento
de imagen digital de dominio publico. Es utilizado con diversos tipos de imagenes, como
células en 3D, imagenes radiologicas, metalograficas, etc. Se encuentra disponible para su
descarga gratuita en http://rsb.info.nih.gov/ij/ o en https://imagej.net/.

Se partioé de una imagen en colores de cada muestra, tomada con una camara fotografica
Nikon D90. Una seccion de la imagen fue transformada en una imagen en escala de grises y
luego se fijaron manualmente los umbrales para transformarla en una imagen binaria en 8
bits. La Figura 1ll-4 muestra el procesamiento de las imagenes. La imagen binaria tiene solo
dos niveles (dados en pixeles): 0 para las areas vacias (se observan de color blanco y

corresponden a los alvéolos o huecos) y 255 para las areas llenas (se observan de color negro
y corresponden a la miga del pan).

Figura llI-4. Conversion de la imagen seleccionada en la rebanada de pan a una imagen binaria.

El programa determiné la porosidad de cada imagen midiendo la cantidad de pixeles de
los poros y lo tradujo a porcentaje de area que ocupan sobre la imagen. Debido a que la
distribucion de las burbujas no es uniforme en todo el volumen de la miga del pan, se
realizaron determinaciones de porosidad en 6 rebanadas de cada hogaza.

I11.2.4 — Analisis sensorial

Se realizaron ensayos sensoriales afectivos, que permitieron medir la respuesta de los
consumidores ante los cambios introducidos en los panes. Este tipo de ensayos obliga a los
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panelistas a elegir una muestra sobre otra, de acuerdo a un determinado atributo. Para este
producto se eligieron los atributos de color y sabor.

Se realizd un ensayo sensorial de preferencia general de los panes frescos, con no mas
de 24 h desde su elaboracion. El objetivo de la prueba fue establecer las concentraciones de
polvo y extracto afadidas a los panes que son preferidas por los consumidores. A partir de
esta prueba no puede inferirse si los productos resultaron agradables o no, simplemente se
conocera el orden de preferencia de las muestras (Meilgaard y col., 2016).

Estas pruebas se realizan con consumidores habituales de pan blanco. En este caso
participaron estudiantes de segundo y tercer afno de las carreras de la FCEQyN y parte del
personal estable, formando un grupo de jueces con edades comprendidas entre 20 y 57 afios.
Se realizaron dos sesiones con 74 y 75 panelistas respectivamente, una para cada tipo de
pan, con espacio de una semana entre una sesién y otra. El pan blanco fue incluido en ambos
ensayos.

Las hogazas de pan fueron rebanadas y luego cada rebanada fue cortada en cuadrados
de 2 cm de lado. Las piezas de pan obtenidas fueron las muestras de este ensayo. En cada
sesion, los panelistas recibieron seis muestras sobre una bandeja pequefna de poliestireno:
cinco correspondientes a las concentraciones de polvo o extracto, mas el control. Las
muestras fueron codificadas con numeros aleatorios de tres digitos, con un orden de
presentacion al azar. En la Figura IlI-5 se muestra la disposicién de las muestras en la
bandeja. Ademas, se les entregd una planilla, como se muestra en la Figura I1I-6 junto a las
instrucciones para realizar la degustacion. Los panelistas tuvieron a su disposicién agua y
galletitas saladas para utilizar como neutralizantes entre muestras.

Panelista n° ...

415

g

934 186

Figura llI-5. Bandeja con muestras para los ensayos de preferencia.
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Nombre y Apellido: .. ... Fecha:........................ Catador n°.........

1) Usted dispone de 6 muestras de panes. Sin probarlas, ordénelas segun su grado de preferencia de
acuerdo al color, escribiendo el cédigo de la muestra que mas le gusta a la izquierda, siguiendo hacia la
derecha con las que le gustan menos.

Me gusta mas Me gusta menos

2) Pruebe las muestras de a una. Ordénelas ahora segln su grado de preferencia de acuerdo al sabor,

Me gusta mas Me gusta menos

Figura llI-6. Planilla empleada en los ensayos de preferencia.

lll.2.5 — Analisis microbiolégico

El andlisis microbiolégico de un alimento permite evaluar la calidad de la materia prima,
problemas de almacenamiento, abuso de temperatura, vida util, potencial de contaminacion
fecal o posible presencia de patdégenos, contaminaciéon por manipulacién incorrecta,
contaminacion post-tratamiento térmico, o presencia de productos metabdlicos de patégenos
que indican un peligro para la salud humana.

El Codigo Alimentario Argentino no contempla parametros microbiolégicos para los
panificados; si establece criterios para la harina de trigo en su Capitulo IX, articulo 661 bis
(ANMAT, 2012a). Por lo tanto, el analisis de las muestras de pan estuvo basado en las
determinaciones establecidas para la harina de trigo (véase Tabla IlI-3).

Se realizaron las siguientes determinaciones: bacterias aerobias mesdfilas totales (BAM),
mohos, levaduras, coliformes totales y coliformes fecales. Los procedimientos empleados
fueron los descriptos en los manuales de Metodologias Analiticas Oficiales (ANMAT vy
ReNaLOA, 2013b, 2014).

El analisis microbioldgico se realizé en las muestras que resultaron con mayor aceptacion
luego del andlisis sensorial y en el pan blanco, con la finalidad de establecer posibles
contaminaciones con microorganismos presentes en el polvo de hoja de yerba mate.
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Tabla 1lI-3. Criterios microbiolégicos obligatorios para la harina de trigo.

Parametro Criterio de aceptacién Metodologia V)
Recuento de aerobios n=>5, c=2, ISO 4833: 2003
mesdfilos (UFC/g) m=10°, M= 10° BAM-FDA: 2001, capitulo 3

ICMSF
Recuento de hongos y n=5, c=2, ISO 21527-2:2008
levaduras (UFC/g) m=3.10°, M=10* BAM-FDA: 2001, capitulo 18
APHA: 2001

Recuento de coliformes n=>5, ¢=2, ISO 4832:2006
(UFC/q) m=10°, M=10* ICMSF (método 4)

BAM-FDA: 2001 (capitulo 4

método I. G.)

Recuento de presuntos n=5, c=1, ISO 7932:2004
Baciflus cereus (UFC/q) m= 103, M=10"

(1) o su versién mas actualizada. Fuente: Cédigo Alimentario Argentino.
Referencias: n: numero de muestras que deben analizarse; c¢: nimero maximo de muestras para aceptar el lote, que
puede contener un nimero de microorganismos comprendido entre m y M; m: valor limite hasta el cual se puede admitir
el lote; M: valor maximo por encima del cual se rechaza el lote.

1ll.2.6 — Analisis estadistico
lll.2.6.a — Determinaciones fisicas y quimicas

El andlisis estadistico de los datos de los ensayos fisicoquimicos y texturales se realizé
con el programa Statgraphics Centurion XV.II (Statpoint Technologies, Inc., 2009). Los
resultados fueron evaluados mediante un andlisis de la varianza de una via (ANOVA)
considerando el porcentaje de reemplazo de harina o agua como factor. El test de
comparaciones multiples de LSD de Fischer y las pruebas de multiples rangos se realizaron
con un nivel de significacion del 5%. Se analizaron por separado los panes elaborados con
polvo de yerba mate y los formulados con extractos acuosos del polvo.

Las determinaciones de los parametros fisicos y quimicos (color, porosidad, humedad,
proteinas, fibra, cenizas) se realizaron por triplicado y en las determinaciones del analisis
instrumental de textura se realizaron ocho réplicas.

111.2.6.b — Analisis sensorial

Cuando no se puede suponer normalidad en los resultados del analisis sensorial, se
recomienda utilizar un analisis estadistico no paramétrico. En este caso se aplico el test de
Friedman, equivalente al andlisis de la varianza, utilizado para ensayos de ordenamiento. La
férmula del estadistico F de Friedman es la siguiente (ecuacién 14.14 de Meilgaard y col.,
2016):

12

= &+ D

‘(RZ+R3+-+Rf)—3-N-(k+1)
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Donde N es el numero de panelistas, k es el niumero de muestras y R, Ry, etc., son las
sumatorias de los ordenamientos de cada muestra. Las hipétesis de esta prueba son:

Hipotesis nula:
H, = no existen diferencias significativas en el ordenamiento de las muestras.
Hipotesis alternativa:

H,; = existen diferencias significativas en el ordenamiento de las muestras.

El estadistico F calculado debe compararse con el estadistico X? para a = 0,05 y k-1
grados de libertad (Tabla 19.5 de Meilgaard y col., 2016). Si el valor de F calculado excede el
valor de X2, se rechaza la hipétesis nula de no diferencia. Si esto sucede, debe realizarse a
continuacion un test de comparaciones multiples para saber qué muestras difieren
significativamente y cuales son estadisticamente iguales.

Se empled el test LSD (least significant difference) de Fischer modificado para
ordenamientos, cuya ecuacion es la siguiente (ecuacién 14.15 de Meilgaard y col., 2016):

N-k-(k+1)
LSDyrdenamientos = Za/2 f

Donde N es el numero de panelistas y k es el numero de muestras. Para dos muestras A
y B, las hipoétesis de esta prueba son:

Hipdtesis nula:
H, = no existen diferencias significativas entre las muestras A y B.
Hipotesis alternativa:

H; = existen diferencias significativas entre las muestras A y B.

El valor calculado de LSD debe compararse con el valor absoluto de la diferencia de los
R de ambas muestras. Si ese valor excede a LSD,denamientos, S€ rechaza la hipétesis nula 'y
las muestras A y B son significativamente diferentes. Como se trata de ordenamientos, esto
implica que el orden dado a las muestras (por ejemplo, B es preferida sobre A) es debido a
diferencias percibidas por los consumidores segun el atributo considerado, es decir que no
son producto del azar.

Las pruebas estadisticas mencionadas deben realizarse separadamente, tanto para los
atributos sensoriales en cuestiéon (color y sabor) como para ambos tipos de muestra (panes
elaborados con polvo de yerba mate y panes formulados con extracto).
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l11.3 - RESULTADOS Y DISCUSION
111.3.2 — Descripcion del pan control y de los panes formulados

Los panes elaborados con subproductos de la yerba mate se hornearon de manera
pareja, sin hundimientos visibles, corteza crujiente y miga uniforme. El pan control también
tuvo un buen aspecto general. A diferencia de los panes con reemplazo de ingredientes,
presentdé una corteza superior dorada, caracteristica del pan blanco. El peso promedio fue
217 = 2,8 g por hogaza.

En la Figura IllI-7 puede verse el pan blanco y en la Figura IlI-8 se muestran los panes
elaborados con polvo de yerba mate y con sus extractos acuosos.

Figura IlI-7. Pan blanco (control) desmoldado y rebanado.

Figura IlI-8. Panes elaborados con polvo de yerba mate (sup) y su extracto (inf), con las cantidades:
0,5; 1,5; 2,5; 5y 10% (de izq a der).

35



1ll.3.3 — Propiedades quimicas
lll.3.3.a — Contenido de humedad

Los resultados del contenido de humedad de los panes recién elaborado se muestran en
la Tabla Il-4 y estan expresados en g de agua /100 g sobre base seca (bs).

Tabla lll-4. Contenido de humedad de panes formulados.

Producto Contenido de Humedad
polvo / extracto (g/100g) *
0,5% 55,01 + 2,75°
Panes 1,5% 53,59 + 2,71
elaborados AB
con polvo de 2,5% 61,40 + 2,90
yerba mate 5% 60,66 + 3,068
10% 64,09 + 3,04¢
0,5% 5467 + 2,782
Panes
elaborados 1,5% 5464 + 2,35
con extracto 2,5% 57,75 + 1,28°
de polvo de 5% 60,20 + 2,63°
yerba mate
10% 60,33 * 2,65°
Pan blanco - 53,97 + 1,10%

*en base seca. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre medias de muestras elaboradas con polvo; letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas entre medias de
muestras elaboradas con extracto.

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de humedad de las muestras
con el mismo porcentaje de reemplazo de polvo o extracto de yerba mate.

Sin embargo, hubo diferencias significativas en los valores de humedad respecto a la
cantidad de polvo o extracto en ambos productos. Los valores hallados fueron aumentando
paulatinamente conforme aumentaba la cantidad de subproductos anadidos al pan. El
contenido de humedad aumenté significativamente en muestras con porcentajes de adiciéon
(de polvo o extracto) superiores al 1,5%. Los panes con adiciones menores presentaron
contenidos de humedad similares al pan blanco, tomado como control.

En otras investigaciones se han informado resultados similares en panes formulados con
fracciones de salvado de trigo duro de composicion variable segun el grado de molienda del
grano. Se registraron aumentos de hasta el 10% del contenido de humedad con esta
suplementacion (Curti y col., 2013).

El mismo comportamiento se observé en panificados elaborados con productos no
convencionales, en especial cuando se trataba de compuestos sélidos, molidos o
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pulverulentos, y se fundamenta en la capacidad de dichos polvos para retener cantidades
sustanciales de agua, aun cuando no hayan ocurrido cambios apreciables en la apariencia
del pan.

En panes suplementados con hojas de coriandro en polvo se registré un aumento en el
contenido de humedad para todos los niveles de adicion ensayados. El reemplazo de la harina
de trigo por harina de lino (semillas tostadas y molidas) incremento la humedad del pan y se
la relacioné con la capacidad de retencion de agua de las gomas y fibra soluble de las semillas
(Das y col., 2012; Marpalle y col., 2014).

La adicion de extracto de té verde microencapsulado también incrementé la humedad en
panes. Esto se debe probablemente a la capacidad de la fibra y los polifenoles de retener mas
agua durante el horneado, como consecuencia de las interacciones entre el agua y los grupos
hidroxilo, carbonilo y amino de la fibra y los polifenoles (Pasrija y col., 2015).

Es probable que esta humedad adicional contenida en los panes quede distribuida
irregularmente por las alteraciones en el grado de gelatinizacion de los granulos de almidén,
tras el agregado de componentes que interactien con los granos de almidon (Rathnayake y
col., 2018).

La presencia de compuestos fendlicos en el polvo de yerba mate estaria asociada a la
mayor retencion de agua en los panes.

1l1.3.3.b — Solvente de extraccion y contenido de compuestos fendlicos

Se observo que aquellos extractos de solventes al 70% y 100% de etanol o metanol se
tornaban opalescentes. Este comportamiento se puede asociar a diferencias en la solubilidad
de las proteinas del gluten en soluciones hidroalcohdlicas.

Basandose en el comportamiento de solubilidad en solucion de etanol al 70%,
desarrollado como criterio de clasificacion en el afio 1924 por Thomas Osborne, las proteinas
del trigo pueden dividirse en albuminas, globulinas, gliadinas y gluteninas. Estas proteinas
son bioldgica y funcionalmente diferentes.

Las albuminas y globulinas representan el 15 a 20% del total de las proteinas del trigo;
son principalmente enzimas (o— y p—amilasas), solubles en agua y en soluciones salinas
neutras. Las gliadinas son solubles en etanol al 70% u otros alcoholes de bajo peso molecular,
como metanol. Las gluteninas son solubles en soluciones diluidas de &acidos y bases e
insolubles en soluciones salinas neutras y en etanol (Belitz y col., 2009; Badui Dergal, 2006).

De modo que la opalescencia observada se debid principalmente a la solubilidad de las
gliadinas y de las fracciones de gluteninas de bajo peso molecular en los solventes
mencionados: fueron solubilizadas y extraidas en etanol o metanol al 70 o 100% vy luego
precipitaron al afadir el agua de enrase, causando una apreciable turbidez.
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Para contrarrestar el efecto de la opalescencia sobre las lecturas de absorbancia, se midié
también la absorbancia de un blanco de muestra. La absorbancia corregida para cada muestra
se calculé de la siguiente manera:

Absorbancia corr — Abs muestra Abs blanco de muestra

Para cuantificar el contenido de fenoles totales se utilizé el método de patrén externo. El
patrén utilizado fue el acido galico en un rango de concentraciones desde 20 a 120 yg/mL. A
ecuaciéon de la recta de calibracién se obtuvo por el método de los minimos cuadrados,
expresada como:

Abs = 0,0106 - [Estandar] en mg AG/ + 0,0036

El contenido de fenoles totales obtenidos con los diferentes sistemas de solventes se
muestra en la Tabla Il1-5.

Tabla llI-5. Contenido de fenoles totales segun el solvente de extraccion.

Producto Solvente Fenoles Totales Solvente Fenoles Totales
(mg AG/g ss) (mg AG/g ss)
agua 2,957 + 0,009° metanol 30% 3,863 + 0,100°
Panes elaborados etanol 30% 4,044 + 0,203F metanol 50% 4,088 + 0,113F
con 5% de polvo de etanol 50% 4334 + 0,144 metanol 70% 4,152 + 0,014F
yerba mate etanol 70% 4,354 + 0,089° metanol 1,342 + 0,037
etanol 0,637 + 0,025*
agua 1,806 + 0,088° metanol 30% 2,340 + 0,054¢
Panes elaborados  o15001309% 2,752 + 0,028'  metanol 50% 2,460 + 0,105%
con extracto al 5%
de polvo de yerba etanol 50% 2,942 + 0,145¢ metanol 70% 2,499 + 0,012¢
mate etanol 70% 3,036 + 0,036 metanol 0,672 + 0,031°
etanol 0,396 + 0,004°

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas con polvo; letras mindsculas
diferentes indican diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas con extracto.

En la Tabla puede observarse que las extracciones con agua, etanol y metanol no fueron
satisfactorias para ninguno de los dos tipos de panes (elaborados con polvo de yerba mate o
con su extracto), presentando valores de fenoles totales significativamente menores que los
hallados con los demas sistemas de solventes.

Con las soluciones etanol-agua y metanol-agua hubo un aumento significativo en la
extraccién de los compuestos fendlicos. Las soluciones etanol-agua tuvieron, en general, un
mejor desempefo que las soluciones metanol-agua. En ambos casos, las soluciones de
mayor concentracion de alcohol permitieron extraer mayor cantidad de fenoles que las
soluciones mas diluidas.
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El comportamiento de los solventes fue similar para ambos tipos de panes como puede
verse en la Tabla IlI-5. La solucion elegida fue la de etanol-agua en una relacion 70:30. A
continuacion se realizo la extraccion de los compuestos fendlicos de las muestras restantes
empleando unicamente este solvente.

Se realizaron extracciones de las muestras de pan elaboradas con diferentes
concentraciones de polvo y de extracto. La extraccion de los compuestos fendlicos se realizo
empleando la solucion de etanol al 70% como unico solvente de extraccién. Se lograron 25
mL de extracto para cada muestra. En la Tabla IlI-6 pueden verse los resultados del contenido
de fenoles totales para ambos tipos de pan, incluyendo al pan control, expresados como

mgAG/g gs.

Tabla IlI-6. Contenido de fenoles totales de panes formulados.

Producto Contenido de Fenoles Totales
polvo / extracto (mg AG/g )
0,5% 1,442 + 0,024°
Panes 1,5% 2,158 + 0,046°
C‘iﬁ%%ﬁf‘/godse 2,5% 2,816 + 0,075
yerba mate 5% 4,795 + 0,079F
10% 8,619 + 0,282F
0,5% 1,328 + 0,071°
Panes 1,5% 1,814 + 0,090°
Slaborados 2,5% 2,174 + 0,073
de yerba mate 5% 3,005 = 0,052¢
10% 5519 + 0,244f
Pan blanco - 1,002 + 0,023%

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
medias de muestras elaboradas con polvo; letras mintsculas diferentes
indican diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas con
extracto.

El contenido de fenoles totales se incrementd considerablemente al aumentar la cantidad
de subproductos de la yerba mate presentes en los panes elaborados.

Las muestras elaboradas con 0,5 y 1,5% de polvo de yerba mate arrojaron valores de
fenoles totales similares a los hallados en muestras de panes con extractos de las mismas
concentraciones. Sin embargo, las muestras con adiciones mayores de subproductos
registraron incrementos variables en el contenido de fenoles. Por ejemplo, la incorporacion de
un 10% de polvo en los panes incrementd el contenido de fenoles en mas del 200%, con
respecto al 2,5% de adicion. Cuando se incorporo el extracto al 10%, el contenido de fenoles
aumenté un 154% con respecto al 2,5% de adicion.
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Los resultados obtenidos son coherentes con lo reportado por diferentes autores. Se ha
visto una mejora significativa en el contenido de compuestos fendlicos de panificados a los
cuales se anadié desde 1 a 5% de semillas de lino molidas. El aumento observado se encontré
entre 12 y 93% con respecto al pan blanco o control, cuyo contenido de fenoles totales fue
0,42 mg GAE/g ss (Seczyk y col., 2017).

De igual manera, se observé un incremento en la cantidad de fenoles dependiente del
porcentaje de suplementacién en panes adicionados con hojas de quinoa. Para un 5% de
reemplazo de la harina de trigo se obtuvieron 2,9 veces mas compuestos fendlicos que en el
pan control (Swieca y col., 2014).

El contenido de fenoles totales de un extracto acuoso al 10% de hojas de yerba mate
puede alcanzar los 62,9 mgGAE/g de sdlido seco y 96,1 mgGAE/g de solido seco cuando se
realiza una extraccion exhaustiva (Bravo y col., 2007; Gonzalez y col., 2010; Hartwig y col.,
2012). Esto hace suponer que el aporte de los subproductos de la yerba mate a los panes es
pequeno con respecto a la cantidad de compuestos fendlicos que la yerba es capaz de
albergar.

Resultados similares se han reportado en adiciones de extracto de té negro en
panificados, donde los panes presentaron una concentraciéon de compuestos fenélicos menor
al 50% del valor hallado en el extracto de té negro (Zhu y col., 2016).

La degradacién térmica que puedan sufrir los compuestos fendlicos durante la coccion
del pan puede ocasionar, al menos parcialmente, diferencias entre los valores hallados y los
esperados para los fenoles totales. Por ejemplo, la degradacion del acido clorogénico
depende de las condiciones de coccidon. No es degradado por microondas, vapor o ebullicion,
pero es completamente destruido durante la cocciéon de papas a 212°C durante 45 min
(Ezekiel y col., 2013; Swieca y col., 2018).

De manera similar, en otra investigacién se informé que sélo el 50% de la cantidad de
fenoles incorporados al pan mediante extractos de té verde fue retenida tras el horneado. Las
temperaturas de horneado (que ascienden a los 100°C en 30 min) pueden degradar, oxidar o
descomponer los polifenoles termolabiles (Pasrija y col., 2015).

Contrariamente, pueden aparecer nuevos compuestos fendlicos como consecuencia del
procesado del alimento. Algunos autores sostienen que la molécula sufre una
descarboxilaciéon rapida durante el tostado de los granos de café para dar fenoles simples,
como el catecol, 4-metilcatecol, 4-etilcatecol y 4-vinilcatecol (Nunes y Coimbra, 2010).

En panes elaborados con harina de cebada se ha registrado un aumento del contenido
de fenoles ligados o insolubles y una disminucion de fenoles libres. Esto probablemente es
causado por reacciones favorecidas por las temperaturas de coccion (Holtekjglen y Knutsen,
2011; Chai y col., 2013).

El método de extraccién de compuestos fendlicos también puede modificar el contenido
de fenoles totales del extracto. Algunos autores sugieren el empleo de técnicas combinadas
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para obtener extractos de mayor contenido de fenoles (Gonzalez Coria y Horianski, 2018;
Dugo y col., 2009).

En todo caso, el empleo de cualquiera de los subproductos de la yerba mate en la
elaboracion de los panes resulta favorable, en términos de aporte de compuestos fendlicos al
alimento. Tan soélo reemplazando el 1,5% del agua o la harina por extracto o polvo de yerba
mate se logra un incremento promedio del 100% en el contenido de fenoles totales del pan.

111.3.3.c — Contenido de cenizas

La determinacién del contenido de cenizas de los panes elaborados con subproductos de
la yerba mate se realizé mediante la incineracion de 5 g de muestra a 550°C durante 24 h.
Los resultados se muestran en la Tabla IllI-7 y se expresan en g de cenizas /100 g de solido
seco.

Tabla 1ll-7. Contenido de cenizas de panes formulados.

Producto Contenido de Cenizas
polvo / extracto (9/100g) *
5 0,5% 3,97 + 0,16°
anes
Slabaes 1,5% 413 + 0,038
con polvo 2,5% 452 + 0,02°¢
de yerba 5% 490 + 0,01F
mate
10% 473 + 0,04°
Panes 0,5% 3,86 + 0,01°
elaborados 1,5% 3,74 + 0,112
con b
extracto de 2,5% 444 + 0,13
polvo de 5% 457 + 0,03°
yerba mate 10% 469 t+ 0,05°
Pan blanco - 3,88 + 0,02%

*en base seca. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre medias de muestras elaboradas con polvo; letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas entre medias de
muestras elaboradas con extracto.

Puede observarse en los resultados una variacion leve pero significativa en el contenido
de cenizas conforme aumenta la cantidad de polvo de yerba mate o la concentracion del
extracto en la composicién de los panes.

En el caso de panes formulados con polvo, para todas las adiciones se produjeron
aumentos significativos en el contenido de cenizas. No se registraron diferencias en los
valores de cenizas en los panes elaborados con concentraciones de extracto menores al 2,5%
con respecto al control.
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Por otro lado, los panes elaborados con reemplazo del 10% de la harina de trigo por polvo
tuvieron valores analogos a los registrados en muestras de pan elaborados con un extracto
de la misma concentracién. En ambos casos, el incremento del contenido de cenizas al
comparar con el pan blanco fue cercanas al 20%.

Un comportamiento similar de los valores del contenido de cenizas se ha informado en
panificados elaborados con semillas de lino molidas, en reemplazo de hasta el 15% de la
harina de trigo. El porcentaje de aumento del contenido de cenizas fue mucho mayor, llegando
a triplicar el valor promedio del control (Marpalle y col., 2014).

El Cédigo Alimentario Argentino, en el capitulo 1X, articulo 726 (ANMAT, 2012a) establece
un maximo de 3,25% de cenizas totales calculadas sobre base seca para el pan blanco o pan
francés. Los valores obtenidos para los panes elaborados con los diferentes contenidos de
polvo y extracto, al igual que el pan blanco, excedieron a los fijados por esta reglamentacion.
No se cuantificaron las cenizas de la harina utilizada, que podrian justificar el mayor contenido
observado en el pan control. Otra causa asignable podria ser el error experimental cometido
durante la realizacién de las determinaciones.

El aumento en el contenido de cenizas con el agregado de polvo o extracto puede
atribuirse a las cenizas aportadas por la propia yerba mate (Scipioni y col., 2007).

Este valor también se encuentra regulado por el Cédigo Alimentario Argentino. En el
capitulo XV, articulo 1195 (ANMAT, 2012b) se establece que la yerba mate puede contener
hasta el 9,0% (bs) de cenizas, porcentaje que varia dependiendo de las condiciones de
elaboracion de la yerba mate (Holowaty y col., 2016; Esmelindro y col., 2002).

El agregado de extractos de yerba mate a otros productos no panificados (barras de
cereal) ocasioné aumentos mas pronunciados en el porcentaje de cenizas que los observados
en esta investigacion (Chiesa y col., 2012; Gutkoski y col., 2001).

111.3.3.d — Contenido de fibra dietaria

El contenido de fibra se determin6é mediante el método enzimatico-gravimétrico. Los
resultados se listan en la Tabla 1lI-8 y se expresan como fibra dietaria total (%),
correspondiente a la suma de los contenidos de fibra dietaria soluble e insoluble.

No se observé una tendencia clara en el contenido de fibra dietaria total de los panes en
funcion del incremento en el porcentaje de los ingredientes reemplazados. Contrariamente a
lo esperado, la adicién de extracto o polvo de la yerba mate en la formulacién de los panes
caus6 descensos significativos en el contenido de fibra, con respecto al control. Este efecto
fue observado en todas las formulaciones ensayadas, excepto en los panes con 10% de polvo
en los cuales se registré un incremento del 63%

El contenido de fibra del pan blanco resultd similar a los valores hallados en la bibliografia
(Morales y col., 2012).
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Tabla 1lI-8. Contenido de fibra de panes formulados.

Contenido de Fibra dietaria total

Producto polvo / extracto (%)
0,5% 448 + 0,118
Panes 1,5% 3,63 = 0,25"
C‘f)'ﬁ%%ﬁigoje 2,5% 442 + 0,299
yerba mate 5% 5,71 + 0,55
10% 9,86 + 0,03°
0,5% 418 + 045°
elalz)?)?ios 1,5% 471 £ 0,18
con extracto 2,5% 409 + 0,182
de polvo de 5% 445 + 0,21
yerba mate
10% 5,39 £+ 0,06°
Pan blanco - 6,02 + 0,05%

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
medias de muestras elaboradas con polvo; letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas
con extracto.

Por otra parte, se ha reportado que los extractos de yerba mate poseen, en promedio
1,6% de fibra dietaria total (bs). Esos extractos fueron obtenidos simulando el acto de tomar
mate, lograndose 500 mL de extracto a partir de 50 gramos de yerba mate (Brumovsky y col.,
2005; Brumovsky y col., 2008; Scipioni y col., 2010; Bravo y col., 2007). Esta metodologia es
considerada mas exhaustiva que la técnica de extraccion empleada en esta investigaciéon y
explicaria que no se hayan alcanzado niveles mayores de fibra en los panes formulados con
extractos.

Algunos autores sugieren que la fibra afiadida en formulaciones de panes puede ser
hidrolizada por las enzimas de las levaduras o incluso degradada durante la coccion,
principalmente la fraccion soluble.

Esto podria explicar la disminucién de la fibra total con respecto al pan control en ambos
tipos de panes, con excepcion del pan que contiene 10% de polvo.

En ensayos de suplementacién de panes con fibras de diferentes origenes, los resultados
hallados en ocasiones no se correspondian con los valores esperados (Wang y col., 2002;
Abdul Hamid y Luan, 2000).

1l1.3.3.e — Contenido de proteinas

El contenido de proteinas fue determinado mediante el método de Kjeldahl. Los
resultados se muestran en la Tabla I11-9.
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Tabla 1lI-9. Contenido de proteinas de panes formulados.

Producto Contenido de Proteinas
polvo / extracto (%)*
0,5% 10,9 + 0,17
Panes 1,5% 10,9 + 0,1
elaborados A
con polvo de 2,5% 1,0 + 0.1
yerba mate 5% 11,7 + 0,3%
10% 12,9 + 0,1°¢
0,5% 10,9 + 0,12
Panes
elaborados 1,5% 11,0 = 01°
con extracto 2,5% 11,0 = 0,12
de polvo de 5% 11,8 + 0,1°
yerba mate
10% 12,8 = 0,1°
Pan blanco - 10,8 + 0,27

* en base seca. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre medias de muestras elaboradas con polvo; letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas entre medias de
muestras elaboradas con extracto.

Puede apreciarse que los valores hallados en los panes elaborados con polvo de yerba
mate fueron similares a los obtenidos para panes formulados con extractos en las mismas
proporciones.

Los panes formulados con las cantidades mas altas de subproductos presentaron
incrementos pequefios pero significativos en el contenido de proteinas. La presencia de 5y
10% de polvo o extractos de estas concentraciones en la composicién del pan caus6 un
incremento en el contenido de proteinas, aunque no supera el 20% respecto del pan blanco.
Los resultados correspondientes a las demas formulaciones fueron similares al contenido de
proteinas hallado en el pan blanco. Los valores hallados en los panes suplementados podrian
estar sobreestimados debido a la presencia de compuestos nitrogenados no proteicos en el
polvo de yerba mate. En particular, la presencia de alcaloides provenientes de la yerba mate
podria interferir. Se han encontrado 0,089 g de cafeina en un extracto acuoso al 10% obtenido
a partir de polvo de yerba mate. Asimismo, las hojas de la yerba mate contienen cantidades
apreciables de cafeina y teobromina, en concentraciones comprendidas entre 0,5y 2,5% de
cafeina y entre 0,3 y 0,7% de teobromina, valores que pueden variar segun la localizacién de
la plantacién (Marx y col., 2003; Holowaty y col., 2016).

Variaciones similares en el contenido de proteinas han sido encontradas en barras de
cereal adicionadas con extractos de yerba mate, siendo de 9,13% en barras adicionadas de
10% de yerba mate, y 9,66% para las barras sin agregado de yerba mate (Chiesa y col.,
2012).
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El agregado de harina de semillas de lino en la elaboracion de panes mejoré el contenido
de proteinas del pan. El reemplazo de 5% de la harina de trigo incrementd la proporcion de
proteinas en un 13% (Marpalle y col., 2014).

En otra investigacion se informé que la adicion en conjunto de fibra de manzana, limon y
trigo en la elaboracién de muffins (magdalenas) redujo el contenido de proteina, a partir del
4% de reemplazo de la harina de trigo. Se propuso que esa disminucion se debid
probablemente al efecto de dilucion sobre las proteinas de trigo. El gluten se diluye cuando
se modifica parcialmente su estructura y ocurre el adelgazamiento de las paredes de los
alveolos de la miga del pan (Collar y col., 2007; Sivam y col., 2010).

El agregado de polvo de guayaba en reemplazo de la harina de trigo provoco un efecto
similar, con una disminucién del contenido de proteinas en el pan (Pico y col., 2015; Castelo
Branco y col., 2016).

ll.3.4 — Propiedades fisicas
lll.3.4.a — Parametros de color de la miga

En la Figura ll1-9 pueden verse los resultados obtenidos para cada parametro de color en
los dos tipos de panes.

Las variaciones observadas en los valores de los parametros de color de los panes
elaborados con polvo de yerba mate fueron similares a las halladas en los panes con extracto
en su composicién. Como puede verse, conforme aumento la cantidad de cualquiera de los
ingredientes no convencionales afnadidos al pan, se registraron aumentos en el parametro a*
y disminuciones en los parametros b* y L*.

La pérdida de luminosidad se debe a que el polvo y los extractos de yerba mate son muy
coloreados. Los valores promedios de L* descendieron aproximadamente al 50% en los panes
elaborados con 10% de polvo de yerba mate. En los panes elaborados con extractos al 10%,
la disminucion registrada en el parametro L* fue de un 34% con respecto al control.

Los valores de luminosidad fueron similares a los hallados en panes adicionados con
extracto de té verde, si bien las cantidades de extracto fueron menores a las ensayadas en
este trabajo (Wang y col., 2007; Pourabedin y col., 2017).

También se observé la aparicion de matices pardos de diferente intensidad en la miga.
Esto se corresponde con el aumento del parametro a*, indicando la aparicién de tonos rojizos
o pardos, segun el porcentaje de adicion de subproductos de yerba mate. En los panes
adicionados con extractos registraron incrementos de este parametro hasta un 78% con
respecto al promedio del pan blanco. En los panes que contenian polvo también aumentaron
los valores de a* pero en menor cuantia, sin alcanzar el 60% del promedio del control.

La pérdida del color blanco, pajizo, levemente amarillento caracteristico del pan blanco
se corroboro con la disminucion del parametro b*. El reemplazo del 10% de la harina por polvo
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de yerba mate redujo en un 40% el valor de b* con respecto al control. De manera similar, la
adicion de un extracto concentrado ocasioné mermas en el parametro b* inferiores al 25%.
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Figura I11-9. Parametros de color de panes formulados: L, a* y b* (de arriba hacia abajo).

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas con polvo; letras mintsculas
diferentes indican diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas con extracto.
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Los cambios de color observados coinciden con las modificaciones causadas por los
compuestos fendlicos en diversos alimentos. Por ejemplo, los acidos clorogénico y cafeico
contribuyeron al color pardo-rojizo del tabaco; las quinonas del acido clorogénico o sus
reacciones con las proteinas contribuyen a la formacion de pigmentos verdes en galletitas
adicionadas con semillas de girasol (Liang y Were, 2018). Ademas, tanto el extracto como el
polvo de yerba mate adquieren color pardo por degradacion de las clorofilas a feofitinas y
otras reacciones de pardeamientos que involucran a azlcares, compuestos fendlicos y
compuestos nitrogenados presentes en la yerba mate (Isolabella y col., 2010; Manzocco y
col., 2000; Schmalko y col., 2005).

Por otra parte, el agregado de extracto de té negro en panificados causé variaciones
similares en el color de los panificados, dependiendo de la concentraciéon del extracto
agregado. Si bien esos cambios en la coloracion del pan se apreciaban facilmente, no fueron
considerados como atributos necesariamente negativos por los autores (Zhu y col., 2016).

En el caso de panes adicionados con granos de café verde molido, el color no fue
determinado con el sistema CIELab sino que era un item del analisis sensorial. Los analistas
detectaron un color verde muy tenue en los panes con concentraciones mayores de café. La
aceptabilidad del producto fue levemente negativa debido al cambio de color (Zain y col.,
2017).

Los parametros de color a* y b*, por lo general, no siguen una tendencia fija de
disminuciéon o aumento con el agregado de ingredientes no convencionales. Un ejemplo de
ello es la disminucion registrada de a* y b* en panes adicionados con extracto de té verde en
polvo. Contrariamente, la incorporacién de un extracto similar previamente microencapsulado
ocasiond incrementos en ambos parametros (Ning y col., 2017; Pasrija y col., 2015).

lll.3.4.b — Volumen especifico

En la Tabla 1lI-10 se encuentran los resultados de volumen especifico de los panes,
expresados como cm®/g.

Puede decirse que ambos tipos de panes tuvieron comportamientos variables en sus
resultados. No existié una tendencia clara en los valores de volumen especifico, conforme
aumenté el porcentaje de reemplazo del ingrediente.

El valor promedio de volumen especifico correspondiente al pan blanco fue superado
solamente por los panes con 5% de extracto en su formulacién. Esto prueba que el agregado
de polvo o extracto provoco una disminucion en este parametro.

Resultados similares se han encontrado en panes con sustitucion parcial de harina por
otros ingredientes no convencionales, como polvo de hojas de coriandro y harina de semillas
de lino. Mas aun, el agregado de la harina de semillas de lino en concentraciones iguales o
menores al 3% no influy6 en el volumen especifico del pan. Adiciones mayores redujeron el
volumen del pan de manera leve pero significativa. Una de las causas propuestas fue la

47



interferencia de los lignanos presentes en la harina (Das y col., 2012; Seczyk y col., 2017;
Marpalle y col., 2014).

Tabla I11-10. Volumen especifico de panes formulados.

Contenido de Volumen
Producto especifico
polvo / extracto

(cm®/g)
0,5% 239 + 0,118
Panes 1,5% 2,35 + 0,078
elaborados A
con polvo de 2,5% 1,83 = 0,09
yerba mate 5% 2,39 + 0,128
10% 1,80 + 0,03*
5 0,5% 2,25 + 0,05
anes
elaborados 1,5% 2,19 = 0,07°
con extracto 2,5% 2,13 + 0,10°
de polvo de 5% 288 + 0,159
yerba mate
10% 240 + 0,12°
Pan blanco - 264 + 0,13°

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
medias de muestras elaboradas con polvo; letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas
con extracto.

Por otro lado, se observé una disminucion marcada del volumen especifico en el caso de
panes adicionados con té verde en polvo. Los autores consideran que la fibra aportada por el
té deterior6 la red de gluten, disminuyendo la capacidad de retencion de gas de la masa, y
por ende reduciendo el volumen resultante (Ning y col., 2017).

Se ha observado también que el agregado de extracto de té verde rico en polifenoles a
ciertos panificados causo la reduccion del volumen final del pan, debido a la ruptura temprana
de las burbujas de gas durante la coccion. Cuando las paredes de las celdas de gas son
debilitadas por la presencia de compuestos fendlicos, las burbujas se vuelven inestables y
colapsan. Esa inestabilidad se atribuye a la formacion de grupos tiol en detrimento de los
enlaces disulfuro (Ananingsih y Zhou, 2012; Ananingsih y col., 2013).

Sin embargo, puede suceder lo contrario, es decir, que prevalezca la formacion de
enlaces cruzados entre proteinas y polifenoles. Esto provoca que la red de gluten en vez de
debilitarse se fortalezca demasiado. Este fendmeno también ocasiona panificados con menor
volumen y puede deberse a que la red es tan rigida que no puede expandirse apropiadamente
a pesar de que el desarrollo de gas durante la fermentacién sea la adecuada (Koh y Ng, 2009;
Wang y col., 2007).

La distribucion irregular de los valores de volumen especifico en este tipo de productos,
sin seguir un orden de variacién, no implica que los resultados sean desfavorables, puesto
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que las diferencias existentes en el volumen de los panes probablemente no son percibidas a
simple vista.

111.3.4.c — Parametros de textura

En la Tabla IlI-11 se muestran los resultados del ensayo de TPA para los siguientes
parametros: dureza, elasticidad, cohesividad, masticabilidad y resiliencia.

No fue posible establecer un orden de incremento en este parametro siguiendo un criterio,
como el tipo de ingrediente o el porcentaje de reemplazo.

Sin embargo, el rango de los resultados para panes elaborados con polvo de yerba mate
fue mucho mas amplio que el registrado en los panes con extracto en su composicion. Esto
indica que la dureza del pan se vio modificada en mayor extensiéon por los componentes
sélidos de la yerba mate, como restos de tejido y otros compuestos que no se encuentran en
los extractos acuosos.

La elasticidad registrada presento resultados variables con la cantidad de polvo o extracto
agregados. El agregado de 10% de polvo registré la menor elasticidad entre las muestras. En
cambio, la elasticidad de los panes formulados con extractos al 10% no resultd
significativamente diferente de los panes con extractos al 1,5%. Las diferencias encontradas
podrian atribuirse a la dispersion de los datos, considerando que no se trata de la medicion
de un parametro, sino que se trata de una operacibn matematica entre dos valores de
distancia en el grafico fuerza vs. tiempo.

Los resultados para cohesividad tuvieron el mismo comportamiento que los
correspondientes a elasticidad. Se registraron tendencias distintas en los panes elaborados
con ambos ingredientes no convencionales. Los panes elaborados con 10% de polvo
registraron los menores valores de cohesividad, mientras que los panes con agregado de
extractos al 10% tuvieron los valores mas altos de cohesividad para ese tipo de producto.

Los rangos de variacién de los valores fueron del mismo orden de magnitud que la
dispersién de los datos, y probablemente se deban a errores experimentales.

En cuanto a la masticabilidad, se observé una variacion un poco mas marcada en los
resultados conforme aumentd el contenido de polvo de yerba mate o la concentracion de
extracto en la composicion de los panes.

No se observaron diferencias significativas en los valores para panes elaborados con las
adiciones mas bajas, es decir, menores al 2,5% con respecto al control. Se registraron
aumentos en los valores de masticabilidad a partir de panes con 5% de polvo o con extracto
al 5%. Estos incrementos alcanzaron el 130% para los panes elaborados con polvo y el 40%
para los panes que contenian extractos. Estos resultados hacen suponer que ciertos
componentes de la yerba mate (que no forman parte del extracto pero que si se encuentran
en el polvo) influyen en mayor medida en la masticabilidad del alimento.
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Tabla llI-11. Parametros de TPA de panes formulados.

Contenido
Producto  de polvo / Dureza (N) Elasticidad Cohesividad Masticabilidad (N) Resiliencia
extracto
05% 20,79 % 2,33C 0,90 + 0,02¢ 0,66 + 0,02¢ 11,72 + 1,138 0,32 + 0,02°
elaif)?aegos 15% 21,17 + 2,09° 085 + 0,028 0,61 + 0,0148 10,57 + 1,198¢ 029 + 0,01%8
con polvo 25% 1511 + 1,85 0,87 + 0,045C 0,65 + 0,028C 824 + 0,92* 0,34 + 0,02°
demyaetreba 5% 28,61 + 3,310 0,89 + 0,03° 0,68 + 0,01¢ 18,83 + 2,34P 0,34 + 0,01°
10% 29,72 + 3,12° 0,73 + 0,067 0,58 + 0,047 12,28 + 2,66° 0,28 + 0,02
Panes 05% 20,99 * 1,74° 0,88 + 0,032 0,66 + 0,02° 12,13 & 1,21 0,33 + 0,02°
elaborados 15% 18,30 + 1,66 0,90 + 0,02% 0,67 + 0,02° 11,10 = 0,96% 0,34 + 0,02
odtroctode | 25% 2029 & 220 089 % 0,02° 0,64 + 0,032 11,78 + 1,15%° 0,33 + 0,03
polvo de 5% 21,49 + 243° 0,89 + 0,022 0,68 + 0,01° 1437 + 2,85 0,35 + 0,01°
yerba mate 10% 19,79 + 1,33% 091 + 0,02° 0,71 + 0,01° 12,84 + 1,09« 0,38 + 0,01¢
Pan blanco - 18,05 + 1,97% 0,88 + 0,028c= 0,64 + 0,0282 10,14 + 1,058 0,30 + 0,028

Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias.
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El dltimo parametro del ensayo de TPA analizado fue la resiliencia. Analogamente a lo
encontrado para elasticidad y cohesividad, los resultados de resiliencia fueron en algunos
casos similares entre si y en otros mostraron variaciones significativas. Podria decirse que la
distribucion de los valores fue azarosa y no representaba cambios genuinos de este parametro
con las adiciones de los nuevos ingredientes.

También se realiz6 la determinacion de la firmeza, cuyos resultados pueden verse en la
Tabla 111-12.

Tabla llI-12. Firmeza de panes formulados.

Contenido de

Producto polvo / extracto Firmeza (N)
0,5% 2,15 + 0,09*
Panes 1,5% 259 + 0,26"8
C‘Z'ﬁ%%ﬁf‘lgodse 2,5% 291 + 0,338
yerba mate 5% 3,63 + 0,34°
10% 3,61 + 0,30
0,5% 3,30 + 0,26¢
elali)?)r;:csios 1,5% 2,65 + 029
con extracto 2,5% 2,85 + 0,310
de polvo de 5% 314 + 0,28
yerba mate
10% 279 + 0,27
Pan blanco - 218 + 0,217

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre medias
de muestras elaboradas con polvo; letras minusculas diferentes indican
diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas con
extracto.

En general, los valores de firmeza registrados en los panes elaborados fueron superiores
alos encontrados en el pan blanco. Las diferencias entre los valores de firmeza del pan control
y los valores maximos fueron de 1,45 N para panes elaborados con polvo y 1,12 N en los
panes con extracto, representando el 70 y 50% de aumento, respectivamente.

Los valores de firmeza correspondientes a los panes adicionados con polvo demostraron
una dependencia con el porcentaje de reemplazo. Sin embargo, no pudo estimarse una
relacién entre los valores de firmeza y el aumento de la concentracion de extracto.

Los parametros que tuvieron valores de dispersion considerables (coeficientes de
variacién en torno al 10%) fueron la dureza, la masticabilidad y la firmeza. Estas
determinaciones fueron las mas afectadas por el reemplazo de ingredientes, especialmente
cuando se trataba de polvo.

Los parametros restantes, que tuvieron coeficientes de variacion inferiores al 5%, no
demostraron modificaciones sustanciales en sus valores con el agregado de diferentes
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cantidades de polvo o extracto a los panes. Mas aun, los resultados del pan blanco se ubicaron
con frecuencia en posiciones intermedias, sin relacién con el aumento de los porcentajes de
reemplazo.

Luego del analisis de todos los parametros calculados a partir de TPA y de firmeza, es
posible afirmar que todas las muestras de pan, incluido el control, son igualmente capaces de
mantener su integridad fisica y de recuperar su forma tras la deformacion. Por otro lado, las
muestras de pan formuladas con polvo de yerba mate requieren mayor fuerza para morderlas;
incluso requieren mayor tiempo para alcanzar el estado de deglucién.

Se han reportado resultados similares en la bibliografia. Por ejemplo, se ha observado un
aumento gradual en la masticabilidad de panes con el agregado de polvo de té verde, mientras
que la resiliencia no fue afectada por la adicion del polvo. Analogamente, la firmeza del pan
se vio incrementada solamente a partir de agregados de extracto de té verde al 0,75%. Estos
panes fueron ademas los que tuvieron menor volumen. Para el caso del té negro, pequenas
adiciones de extracto tuvieron poca o ninguna influencia sobre las caracteristicas texturales
del pan, medidos mediante TPA (Ning y col., 2017; Ananingsih y Zhou, 2012; Zhu y col., 2016).
En algunas investigaciones se presentaron alternativas para restringir el acceso de los
polifenoles a la masa del pan, de manera de minimizar su influencia sobre la firmeza del pan
(Pasrija y col., 2015).

La dureza de panes suplementados con cascara de lino molidas alcanzé un minimo
cuando se utilizaron concentraciones menores al 2%. Por encima de ese valor, la dureza de
la miga fue de 8,8 N (control: 7,1 N). También se observaron aumentos en los valores de
firmeza, acompafados por reducciones en el volumen de los panificados (Seczyk y col.,
2017). Cabe aclarar que la magnitud de los valores hallados depende de las condiciones del
ensayo, ademas de las caracteristicas del alimento.

El empleo de diferentes fracciones de salvado de trigo (obtenidas mediante molienda
selectiva del grano) para suplementar panes también fue responsable del aumento en la
dureza del pan, registrandose hasta el 100% de aumento. Este aumento fue atribuido a la
presencia de la fibra anadida. De hecho, el contenido de humedad de los panes también fue
en aumento conforme aumentaba la fraccidon de salvado en la receta (Curti y col., 2013).

La composicion de los componentes no habituales agregados también ha influido en la
textura de los panes. En ensayos donde se utilizaron fibras de papa ricas en celulosa, se
registraron aumentos en la dureza del pan, mientras que el agregado de fibras de papa ricas
en lignina tuvo el efecto contrario. No obstante, la elasticidad no se vio afectada (Kaack y col.,
2006).

Se han estudiado también los efectos del agregado de 3% de inulina de achicoria, fibra
de zanahorias y fibra de arvejas. Se obtuvieron registros variables para cada parametro,
segun el tipo de fibra de que se tratara. El agregado de inulina causé incrementos en firmeza
y masticabilidad, mientras que las fibras de zanahoria y arvejas tuvieron tendencias opuestas.
No se registraron cambios apreciables en los atributos de elasticidad, cohesividad y resiliencia
(Wang y col., 2002).
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Asimismo, el agregado de ingredientes con alto contenido de grasas, como las harinas
de semillas, impide que el almidén absorba agua en exceso y evita modificaciones en la
firmeza del pan, con respecto al control. Se estipula que la movilidad del agua también puede
ser controlada gracias a la viscosidad de los mucilagos aportados por la harina de semillas de
lino. Se supone que dicha sustancia podria enlazarse con las cadenas de amilosa y asi evitar
que se aproximen. Esto preserva al almidon del envejecimiento y evita un incremento en la
dureza del pan (Pourabedin y col., 2017; Pohjanheimo y col., 2006).

ll.3.4.d — Porosidad de la miga

La porosidad de la miga de los panes se determiné mediante andlisis de imagenes, con
el programa Image J (National Institutes of Heath, USA). Los resultados hallados se
encuentran en la Tabla IlI-13. Los valores de porosidad de cada muestra se expresan como
el porcentaje del area que ocupan las celdas de la miga sobre la superficie de una rebanada
de pan.

Tabla 11I-13. Porosidad de panes formulados.

Producto Contenido de Porosidad
polvo / extracto (% de huecos)
0,5% 68,99 + 1,88~
Panes 1,5% 70,75 + 2,72°8
elaborados A
con polvo de 2,5% 69,34 + 3,59
yerba mate 5% 73,34 + 2,298¢
10% 71,44 + 2 ,6478C
0,5% 63,17 + 2,122
Panes
claborados 1,5% 65,56 + 2,012
con extracto 2,5% 7498 + 2,28°
de polvo de 5% 73,35 + 255
yerba mate
10% 73,79 + 1,97°
Pan blanco - 73,78 + 3,51¢

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre medias
de muestras elaboradas con polvo; letras minusculas diferentes indican
diferencias significativas entre medias de muestras elaboradas con extracto.

La porosidad en los panes elaborados con polvo de yerba mate registré valores entre
68,99 y 73,34%, mientras que en los panes con extractos se registraron en el rango de 63,17
y 74,98%.

No se observé una dependencia clara de los resultados con respecto al porcentaje de
adicion de subproductos. Solamente pudo corroborarse que los valores de porosidad de los
panes formulados con las adiciones mas bajas no fueron significativamente diferentes entre
si.
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En cuanto al pan blanco, el porcentaje de huecos fue similar a los valores
correspondientes a los panes que contenian con 5y 10% de polvo o extracto.

Se ha observado que el aumento de la porosidad (o de fraccién de huecos) en la miga
del pan provoca la aparicion de celdas de gas mas grandes (> 1 mm de diametro) y la
consecuente reduccion del grado de uniformidad de los alvéolos (Rathnayake y col., 2018).

En concordancia con los resultados de este este trabajo de investigacion, se ha registrado
un aumento de la porosidad en panes elaborados con extractos de té verde. Sin embargo, los
valores encontrados no demostraron variaciones segun la concentracién de esos extractos.
Cuando el té verde fue anadido al pan en forma de polvo, los resultados fueron similares
(Wang y col., 2007; Ning y col., 2017).

Las variaciones encontradas en esta investigacién indican que el agregado de polvo de
yerba mate modifica levemente la porosidad de los panes.

lll.3.4.e — Aspectos destacados sobre los parametros texturales del pan

Las modificaciones referidas a la estructura fisica fueron determinadas a partir de las
mediciones de volumen especifico, parametros del analisis del perfil de textura (TPA), firmeza
y porosidad. Los cambios descritos, en general, resultan en algunos casos leves y en otros
estadisticamente significativos. Los cambios mas sobresalientes incluyeron disminuciones en
el volumen del pan, mayor firmeza, variaciones referidas a la masticacion y deglucién, y
distribucion irregular de las celdas de gas de la miga.

Los resultados obtenidos respaldan la hipotesis de que el polvo de yerba mate provoca
modificaciones equivalentes a las encontradas en alimentos suplementados con
componentes ricos en fibra, aunque los resultados del contenido de fibra no se correspondan
con las proporciones de polvo o extracto agregadas.

Se ha visto que el agregado de ingredientes fibrosos de diferente naturaleza puede
disminuir la capacidad de retencion de gas debido a que compiten por el agua con el gluten y
el almidén y causan la disrupciéon de la matriz formada por la asociacion almidén-gluten.
Consecuentemente, las paredes de los alvéolos del pan se afinan o adelgazan. Esto restringe
la correcta expansion de las celdas de gas durante la fermentacién y el horneado y las obliga
a crecer en una determinada direccion (Ning y col., 2017; Collar y col., 2007; Sivam y col.,
2010; Das y col., 2012).

Las burbujas de gas formadas en estas condiciones coalescen, formando grandes poros
en la miga. Este fendmeno se ha observado en los panes elaborados en esta investigacion,
aunque los valores numéricos de porosidad no hayan mostrado variaciones cuando se
cuantificod sobre toda la rodaja de pan (véase Figura I11-10).

Algunos autores han ensayado con agregados superiores al 2% de fibras de distinto
origen (fibra de trigo, de naranja, de pera, de cacao, de café, celulosa microcristalina) en la
elaboracion de panes. Ellos sugieren que los aumentos registrados en la firmeza de dichos
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panes se deben, contrariamente, al engrosamiento de las paredes de las celdas de gas
(Goémez y col., 2003).

Esa reduccién en la capacidad de retencion de gas causa deficiencias en el leudado,
estructuras de miga mas compactas y deformidades en el pan, como las observadas en la
Figura lll-11. El agregado de componentes sélidos a los panes acentud este efecto. Se estima
que las particulas de polvo de hojas, al ser rigidas y estar hinchadas, rigidizan la matriz del
alimento, contribuyendo al aumento de la firmeza del pan (Das y col., 2012).

Figura 111-10. Alvéolos en la miga del pan blanco y panes con extracto al 2,5% y 10% de polvo en su
composicion (izq a der).

Figura llI-11. Estructura y deformacion en el pan causados por el agregado de ingredientes no
convencionales: pan blanco (izq) y pan con extracto al 10% (der).

La suplementacion de panificados con extractos ricos en polifenoles también puede
provocar la reduccion de la capacidad de gasificacion gracias a su habilidad para inhibir la
actividad de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Esto provoca que los panes presenten
mayor dureza, masas mas pegajosas y deficiencias en la fermentacion. Ademas, el reemplazo
parcial de la harina por ciertos ingredientes reduce el contenido de almiddn, que es la principal
fuente de azucares fermentables por la levadura, generando los defectos fisicos que han sido
discutidos (Wang y col., 2007; Turehetti y col., 2005; Castelo Branco y col., 2016).

Una manera de contrarrestar los cambios perjudiciales en la apariencia fisica del pan
consiste en aumentar el contenido de grasas aportado al pan, de tal forma que excedan la
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cantidad de moléculas lipidicas capaces de formar enlaces hidrofébicos con los componentes
de la masa. Ese excedente se localizara generalmente entre las capas proteicas, suavizando
la textura. De este modo pueden lograrse reducciones en la firmeza del pan (Pourabedin y
col., 2017; Ferrari y col., 2013).

111.3.5 — Analisis sensorial

De acuerdo a los resultados de las planillas, se asigno el puntaje 1 (uno) a la muestra
ubicada en el primer casillero (Me gusta mas), 2 (dos) a la muestra colocada en el segundo
casillero y asi hasta la ultima muestra (Me gusta menos), a la cual se le asigné un puntaje de
6 (seis). Esto se realiz6 para los dos atributos evaluados.

A continuacion, se sumaron los puntajes otorgados para cada muestra. Los resultados de
esas sumas de los puntajes segun el orden asignado fueron llamados sumatorias de los
ordenamientos, y se visualizan en la Tabla Ill-14. La letra R representa las sumatorias para
cada contenido de polvo o extracto (R: corresponde al blanco, R» al 0,5%, y asi
sucesivamente).

Tabla llI-14. Sumatorias de los ordenamientos segun los atributos de color y sabor.

ATRIBUTO: COLOR
Panes elaborados con BIanCO 0,5% 1,5% 2,5% 5% 10%

polvo de yerba mate R1 R2 Rs R4 Rs Rs
159 173 222 279 333 388
Panes elaborados con Blanco 0,5% 1,5% 2,5% 5% 10%
extracto de polvo de R4 R, R3 R4 Rs Rs
yerba mate

155 248 260 288 289 335

ATRIBUTO: SABOR

Blanco 0,5% 1,5% 2,5% 5% 10%
Panes elaborados con

polvo de yerba mate R; R> Rs R4 Rs Re
220 196 203 238 313 384
Panes elaborados con Blanco 0,5% 1,5% 2,5% 5% 10%
extracto de polvo de R4 = R R4 Rs =
yerba mate 241 264 236 242 285 307

Seguidamente, se calcul6 el puntaje promedio alcanzado por cada muestra de pan a partir
de las sumatorias de la tabla anterior y del numero de panelistas en cada sesion. Los
resultados graficados se muestran para cada atributo de manera separada. La Figura 111-12
contiene los puntajes promedio obtenidos para los panes elaborados con polvo y extracto de
polvo de yerba mate segun su color, mientras que en la Figura I1l-13 se observan los puntajes
promedio segun el sabor.
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Figura llI-12. Puntajes promedio para el atributo COLOR.
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Figura IlI-13. Puntajes promedio para el atributo SABOR.

A continuacién, se calcul6 el estadistico F de Friedman para cada tipo de pan para los
atributos de color y sabor. Estos valores de F calculados deben ser comparados con el
estadistico X2. Segun la Tabla 19.5, de Meilgaard y col., (2016), dicho valor es:

X2 =11,1 para «= 0,05y k—1 =5 (k = 6 muestras: 5 concentraciones + control)

Seguidamente, los valores de F calculados fueron comparados con el estadistico X2. Es
de interés saber si los valores de F son mayores o0 menores que X2.

En la Tabla IlI-15 se registraron los valores de N (n° de consumidores), los grados de
libertad, el valor tabulado de X2, los valores de F calculados y el resultado de la comparacion.
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Tabla IlI-15. Valores empleados en el test de Friedman.

K—1gads X?  F(color) F (sabor) resultado de la

Producto N jueces i
de libertad tabulado calculado calculado comparacion

F (coLor) > X2

Panes elaborados con 74 5 11,1 159,4 106,6 2
F (saBor) > X

polvo de yerba mate

F > X?
Panes elaborados con 75 5 11,1 70,0 15,5 (COLOR)
extracto de yerba mate F (sABOR) > X2

Puede observarse que los valores de F calculados resultaron mayores que el estadistico
X2 para todos los casos analizados. Se rechaza la hipétesis nula y se concluye que existen
diferencias significativas en los ordenamientos de las muestras. Esto implica que las
diferencias en la preferencia de los panes se debieron a variaciones percibidas en el color y
el sabor de los panes, es decir que no fueron azarosas.

Ademas, puede notarse que los valores de F para los panes elaborados con extractos de
yerba mate no distan en gran medida del valor de X? como si lo hacen los valores
correspondientes a panes formulados con polvo, en particular para el atributo sabor. Podria
pensarse que las diferencias significativas halladas en esas muestras no fueron pronunciadas,
ya que se encontraron cerca del limite de aceptacion-rechazo.

El siguiente paso fue conocer cuales muestras fueron percibidas como diferentes por los
consumidores. Para esto se realiz6 el test de comparaciones multiples LSD de Fischer. El
analisis se realizé para cada grupo de panes de manera separada.

El valor de LSD para ordenamientos fue calculado con la ecuacién indicada en la pagina
34. El valor de Z empleado fue seleccionado para a. = 0,05y k — 1 =5 (k = 6 muestras: cinco
concentraciones mas el control) de la Tabla A.1 de Miller y Miller (2002) es igual a 1,96.

En la Tabla I1l-16 se observan el valor de N (n° de jueces), los grados de libertad y el valor
de LSD calculado.

Tabla IlI-16. Valores empleados en el test de comparaciones multiples.

k-1
LSD
Producto N jueces grados de i
ordenamientos
libertad
Panes elaborados con polvo de 74 5 44 6
yerba mate ,
Panes elaborados con extracto de 75 5 44 9

polvo de yerba mate

58



El valor de LSD varia segun se trate de polvo o extracto en la formulacién del pan, pero
no depende del atributo, ya que no incluye a R en la ecuacion.

En esta prueba deben compararse, de a pares, todos los porcentajes de adicion entre si
y con el blanco. En primer lugar, se calculé la diferencia entre las sumatorias de los
ordenamientos (valores de R en la Tabla 111.15) de cada par de muestras cotejadas.

Luego se compard el valor absoluto de la diferencia para cada par de muestras
enfrentadas con el valor calculado del intervalo LSD para ordenamientos.

Si el valor absoluto de la diferencia de R para dos muestras es mayor a LSD, se rechaza
la hipétesis nula; las muestras son significativamente diferentes y los consumidores prefieren
una muestra sobre otra. De lo contrario, se concluye que no existen diferencias significativas
entre las muestras; los panelistas aceptan de igual manera las dos muestras con respecto a
un determinado atributo sensorial.

Por ejemplo, si se comparan las muestras de pan elaboradas con extractos al 5y 10% se
obtiene el siguiente resultado con respecto al color:

IRs — Rl coLor = 1289 — 335 = 46 > LDSrdenamiento = 44,9

Se rechaza la hipétesis nula. Los consumidores prefirieron los panes con extracto al 5%
antes que los panes con extracto al 10% tras comparar el color de ambos. En cambio, para el
atributo de sabor, se obtiene lo siguiente:

IRs — Rel saBor = 1285 — 307| = 22 < LDS,rdenamiento = 44,9

Se acepta la hipétesis nula. Luego de probarlas, la aceptabilidad de los panes elaborados
con extractos al 5 o 10% fue similar. Los consumidores encontraron el sabor de ambos panes
igualmente agradable/desagradable. Ambas muestras pertenecen al mismo grupo
homogéneo ya que no hay distincidén entre los R de ambas muestras.

Se procedid de la misma manera para las muestras restantes. En la Tabla Ill-17 se
muestran los resultados de este test, agrupados en grupos homogéneos segun los atributos
evaluados.

A partir de los datos obtenidos para ambos atributos se puede inferir que tuvieron mayor
preferencia aquellos panes adicionados con los menores contenidos de polvo o extracto. El
pan blanco obtuvo, en general, valoraciones similares a los porcentajes de adicién menores,
entre 0,5y 2,5%. Esto indica que los potenciales consumidores prefirieron de igual manera
estas muestras, sin rechazar o elegir a ninguna en particular debido a su color o sabor.

Sin embargo, fue notable el modo en que la preferencia fue descendiendo conforme
aumentaba el porcentaje de polvo de yerba mate. Esto confirma que la intensidad creciente
del color conferido por el polvo fue provocando el rechazo de las muestras. En cambio, las
variaciones en la tonalidad de los panes con extracto en su composicién no fueron percibidas
de igual manera por los consumidores; la preferencia fue similar para todas las muestras.
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Tabla llI-17. Grupos homogéneos para el test LSD segun los atributos de color y sabor.

Producto ATRIBUTO: COLOR ATRIBUTO: SABOR
Blanco X 0,5% X
Panes 0,50/0 X 1 ,5% X
elaborados 1,5% X Blanco X
con polvo de 2.5% X 25% X
yerba mate 5% X 5% X
10% X 10% X
Blanco X 1,5% X
Panes 0,5% X Blanco X X
elaborados 1.5% X 25% X X
con extracto
de polvo de 2,5% X 05% X X X
yerba mate 5% X 5% X X
10% X 10% X

Con respecto al sabor, los resultados mostraron que los jueces encontraron menos
agradables a los panes elaborados con 5y 10% de polvo; estas muestras estuvieron ubicadas
por ultimo en el orden de preferencia. Se observd un comportamiento similar en los panes
formulados con extractos. Los panelistas manifestaron preferencia hacia los panes con
concentraciones mas diluidas de extracto, pero que no distaba mucho de la aceptaciéon
asignada a las concentraciones mayores. Esto corrobora las suposiciones hechas a partir de
los resultados del test de Friedman.

Se cree que la astringencia y el amargor conferidos a los panes por el polvo o el extracto
son responsables del rechazo de los consumidores, como ha sucedido en panificados
elaborados con productos derivados del té (Lesschaeve y Noble, 2005; Pasrija y col., 2015).

No obstante, la adicion de extractos en barras de cereal, en concentraciones mayores a
las agregadas a los panes en esta investigacion, logré mejores puntajes de aceptabilidad. Se
cree que el sabor dulce, caracteristico de este alimento, pudo enmascarar el sabor amargo
del extracto, resultando mas agradable (Chiesa y col., 2012).

Por otro lado, no se detectaron problemas de aceptabilidad en panes elaborados con
hojas de té verde molidas en reemplazo de hasta el 4% de la harina de trigo. Los panes con
porcentajes mayores fueron rechazados por ser muy diferentes en apariencia y sabor, con
respecto al control; los panelistas percibieron aumentos en la astringencia (El Megeid y col.,
2009).

El agregado de otros ingredientes en la formulacion de panificados ocasioné resultados
similares a los expuestos. Por ejemplo, el agregado de cascara molida de semillas de lino les
confirid a los panes una clara tonalidad parda, aunque no tuvo influencia significativa en la
aceptacién general debido al aspecto. La aceptabilidad general de los panes con cascaras de
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lino molidas fue garantizada hasta el 4% de agregado. Agregados mayores afectaron
negativamente el sabor y la aceptabilidad global (Seczyk y col., 2017).

También se realizaron evaluaciones sensoriales de aceptacion de panes suplementados
con hojas de coriandro en polvo. En cuanto al color, las adiciones de polvo de 3% y 5%
tuvieron la mayor aceptacion debido a que poseian un agradable tono verde. Las adiciones
mayores fueron rechazadas por ser demasiado oscuras (Das y col., 2012).

Algunos autores han evaluado el efecto del enmascaramiento del color del pan sobre la
percepcién de los panelistas, empleando luz roja tenue en la sala donde se desarrollé la
prueba y envolviendo las muestras en bolsas opacas de polietileno. Al cabo del ensayo se
observo una disminucién en la dispersion de los datos obtenidos (Wang y col., 2007).

Ofra alternativa propuesta fue la encapsulacion de extractos liofilizados de té verde en
panes para disminuir la astringencia y amargor tipicos de esa infusién. Las valoraciones de
los panelistas fueron mejores que las halladas en los panes adicionados con subproductos de
la yerba mate (Pasrija y col., 2015).

En el presente trabajo no fueron evaluados el aroma o los descriptores del sabor de los
panes. Sin embargo, fue apreciable la pérdida del aroma tradicional del pan blanco con el
agregado de polvo o extracto, aun en las concentraciones mas bajas.

Se ha demostrado que los fenoles inhiben el aroma caracteristico del pan horneado
posiblemente de tres formas: gracias a su capacidad para atrapar compuestos dicarbonilos
derivados de la fermentacion de los azucares (generados en reacciones de Maillard y
oxidacion de los lipidos); reaccionando con algunos componentes aromaticos; y por ultimo
porque pueden inhibir la formacién de compuestos del flavor derivados de la reaccion de
Maillard al actuar como inhibidores de radicales libres (Ou y col., 2019).

Por otra parte, algunos consumidores manifestaron que algunos panes les resultaron
astringentes y amargos, atributos conferidos por los compuestos fendlicos de la yerba mate
(Lesschaeve y Noble, 2005; Pico y col., 2015).

En general, los participantes del analisis sensorial prefirieron el pan blanco por su
inconfundible sabor y color (Wang y col., 2002).

11l.3.6 — Recuentos microbiolégicos

De acuerdo con los resultados del analisis sensorial, los panes que tuvieron mayor
aceptacién fueron aquellos elaborados con los contenidos menores de polvo y extracto de
polvo de yerba mate. Teniendo en cuenta esto, se realizaron los recuentos de
microorganismos en las siguientes muestras: pan blanco o control y panes adicionados con
0,5y 1,5% de extracto y polvo de yerba mate.

Se realizaron las siguientes determinaciones: bacterias aerobias mesofilas totales (BAM),
mohos, levaduras, coliformes totales y coliformes fecales. En la Tabla 1l-18 se listan los
resultados del analisis microbioldgico.
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Tabla 1lI-18. Analisis microbiolégico de panes formulados.

COLIF. COLIF.
Producto BAM MOHOS LEVAD. TOT. FEC.

UFC/g UFC/g UFC/g NMP/g NMP/g
Panes elaborados con  0,5% 200 10 Ausencia <2 Ausencia
polvo de yerba mate 1,5% 300 ausencia Ausencia <2 Ausencia
Panes elaborados con (g 59, 200 10 20 <2 Ausencia
extra;;?bc;er::tl;/o de 1,5% 220 ausencia  Aysencia <2 Ausencia
Pan blanco - 900 10 Ausencia <2 Ausencia

Puede observarse que los resultados se encontraron dentro de los limites de aceptacién
reglamentarios establecidos. La adicion de los subproductos de la yerba mate no ha

aumentado apreciablemente la carga microbiana del pan.
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lll.4 - CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en su conjunto permiten afirmar que la sustitucion en el pan
blanco de una parte de los ingredientes tradicionales por un subproducto de la yerba mate o
su extracto ocasiona un incremento en el contenido de cenizas, proteinas y fibra dietaria en
los panes.

El empleo de estos ingredientes no convencionales resulta favorable en términos del
aporte de compuestos fendlicos al alimento. Se observa un incremento en el contenido de
fenoles totales a medida que aumenta el porcentaje de polvo o extracto de yerba mate en los
panes.

Por otro lado, la variabilidad de los resultados en los parametros fisicos y texturales de
los panes indican que las diferencias existentes entre los panes con reemplazo parcial de la
harina o el agua y el pan control no son percibidas por los consumidores.

El andlisis sensorial demuestra que los consumidores no rechazan el nuevo producto por
el color conferido y que la aceptabilidad debida al sabor es relativa al porcentaje de adicion
de subproducto. Resta determinar la intencion de compra de este producto para inferir como
se comportaria en el mercado.
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Capitulo IV - PROPUESTA DE TRABAJOS FUTUROS

La sustitucion de la harina y el agua en el pan blanco por polvo de yerba mate y sus
extractos acuosos incremento los contenidos de proteinas, fenoles y cenizas totales del sin
cambios sustanciales en volumen, porosidad y textura. Para lograr una buena aceptacion
sensorial, se recomienda la suplementacién del pan con cantidades inferiores al 2,5% de polvo
de yerba mate o de sus extractos.

La realizacién de ensayos discriminativos permitira establecer con mayor exactitud a
partir de qué concentracion de extracto o contenido de polvo el producto es rechazado por los
consumidores, es decir, establecer la cantidad maxima que es posible adicionar. Otro aspecto
a evaluar es la intencién de compra del producto y estudiar si existe una correlacion entre las
medidas instrumentales de textura y el andlisis sensorial. Este tipo de analisis requiere una
fase de entrenamiento de los panelistas.
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