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Autor: SANDRA ALVAREZ TRINIDAD
Orientador: DR. DANIELA LAMAS

RESUMEN

El consumo de alimentos funcionales que contribuyen benéficamente con la
salud humana es un tema relevante de actualidad, las bebidas vegetales constituyen una
nueva alternativa de gran aceptacion por parte de los consumidores y las galletitas son
productos de consumo habitual, que desempefian un papel importante en el
requerimiento de energia debido a su importante aporte de carbohidratos y fibra
dietética. Sin embargo, estos productos tienden a ser bajos en ciertos nutrientes como
proteinas y acidos grasos poliinsaturados (PUFAS). La soja y la nuez de macadamia, son
cultivos de gran interés a nivel industrial debido a sus propiedades beneficiosas para la
salud, sin embargo, no presentan cantidades detectables PUFAs de la serie
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). Estos acidos grasos se destacan
por los notables beneficios de su consumo sobre la salud humana y su principal fuente
son los aceites de pescado. En el caso de las bebidas vegetales, el uso de probiéticos ha
aumento notablemente en la industria de los alimentos, ya que estos consiguen obtener
efectos beneficiosos para la mejora en la salud de la poblacion en general y es de gran
importancia que lleguen vivas al intestino en un ndmero adecuado, por lo cual
utilizarlos en forma de capsulas es una solucién para que las bacterias lleguen vivas en
el proceso de digestion. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar bebidas y
galletitas enriquecidos en acidos grasos Omega-3 provenientes de aceite de higado de
raya, en forma de capsulas y emulsiones, y bebidas vegetales con probioticos, logrando
obtener productos estables y de buen aspecto, con un contenido nutricional importante a
nivel proteico en especial las galletitas a base de soja con un porcentaje del 17%,
resultado bastante alto con respecto a lo obtenido en otros trabajos y de un alto nivel

acidos grasos en ambos productos.
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SUMMARY

The consumption of functional foods that contribute beneficially to human health is a
relevant current issue, vegetable drinks are a new alternative that is widely accepted by
consumers and cookies are products of regular consumption, which play an important role in
energy requirement due to its important contribution of carbohydrates and dietary fiber.
However, these products tend to be low in certain nutrients such as protein and polyunsaturated
fatty acids (PUFAS). Soybeans and macadamia nuts are crops of great interest at an industrial
level due to their beneficial properties for health, however, they do not present detectable
amounts of PUFAs from the eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) series. These
fatty acids stand out for the remarkable benefits of their consumption on human health and their
main source is fish oils. In the case of vegetable drinks, the use of probiotics has increased
remarkably in the food industry, since they manage to obtain beneficial effects for the
improvement of the health of the general population and it is of great importance that they reach
the intestine alive in an adequate number, so using them in capsule form is a solution for
bacteria to arrive alive in the digestion process. The objective of this work was to develop
beverages and cookies enriched in Omega-3 fatty acids from ray liver oil, in the form of
capsules and emulsions, and vegetable drinks with probiotics, achieving stable and good-
looking products, with a content Nutritional content at a protein level, especially soy-based
cookies with a percentage of 17%, a fairly high result compared to that obtained in other works
and a high level of fatty acids in both products.

Keywords: Macadamia nuts, Soybean, Functional foods, Omega-3, Probiotics
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INTRODUCCION

Las denominadas leches vegetales, 0 mejor llamadas bebidas vegetales, estan en
el centro de atencidn gracias a sus caracteristicas de ser libres de lactosa y colesterol,
que se encuadra correctamente con la demanda actual de productos alimenticios
saludables o enriquecidos. Sin embargo, y a excepcion de la soja, hay poca informacion
disponible sobre este tipo de bebidas y sus derivados provenientes de otros frutos secos
o semillas. Sobre la informacion obtenida por Bernat et al., (2014), las bebidas
vegetales y sus derivados tienen excelentes propiedades nutricionales que les
proporcionan un alto potencial y una expectativa de mercado positiva. Sin embargo, se
deben investigar las condiciones 6ptimas de procesamiento para cada materia prima o la
aplicacion de nuevas tecnologias para mejorar la calidad de los productos. Ademas,
segun Comarella et al., (2012), la creciente busqueda de alimentos que no solo
satisfagan las necesidades bésicas, sino que también realicen otras funciones
beneficiosas para la salud, impulsa a la investigacién dirigida al desarrollo de nuevas
tecnologias capaces de agregar valor nutricional a los alimentos, sin causar pérdidas en
la calidad sensorial y asi, proporcionar un producto seguro para el consumidor y con

una generacion minima de residuos perjudiciales para el medio ambiente.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, la soja (Glycine max) es un cultivo
muy interesante debido a la versatilidad de la aplicacion de sus productos para
alimentacion humana. Los principales productos derivados de la misma son el tofu, el
yogur de soja, la proteina texturizada, el miso, la salsa de soja, el concentrado y aislado

proteico, el aceite refinado, el salvado, la harina, el extracto de soja hidrosoluble y la
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bebida de soja. Ademas de estos derivados en la industria alimenticia, la soja esta
presente en la composicion de muchos productos como embutidos, chocolates, especias,
productos carnicos, bebidas mixtas, pastas, alimentos para bebés y productos dietéticos
(Barros et al, 2018). Si bien la bebida mas conocida y desarrollada de forma industrial
es a base de soja, existen investigaciones sobre la posibilidad de desarrollar otra bebida
a base de Nuez de Macadamia (Macadamia integrifolia) cuyo su cultivo en Paraguay es
relativamente reciente y cuya demanda va en aumento a nivel mundial, avalada por los
beneficios a la salud asociados al consumo frecuente de sus frutos atributos a sus
propiedades nutricionales, saludables y sensoriales y se ha informado, ademas, que la
nuez exhibe una mayor capacidad antioxidante que cualquier otra nuez (Arranz et al,
2008). Estas nueces se consumen crudas, asadas, fritas, saladas, como coberturas de
caramelos y helados (De Toledo et al, 2014). También se utilizan como ingredientes en
galletas y tortas, y la extraccion de sus aceites es en gran parte destinada a la industria
cosmeética y farmacéutica (Mundo et al, 2010). Ambos frutos son muy demandados en
el mercado en distintas presentaciones, motivo por el cual fueron seleccionados para la

realizacion de este trabajo.

Al sefalar la importancia de desarrollar alimentos funcionales, existen varios
compuestos que son utilizados en la actualidad para enriquecer o fortificar alimentos, ya
sea fibra, Calcio, Hierro, Vitamina E, Omega 3, 6 y 9, Probiéticos, entre otros. El
trabajo se centra en la incorporacion de acidos grasos de la serie Omega-3 y cepas de
probidticos en este caso, de la cepa Lactobacillus rhamnosus. Los &cidos grasos
poliinsaturados PUFAs principalmente el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA), han sido exhaustivamente estudiados por los notables
beneficios de su consumo sobre la salud humana. Los &cidos grasos ejercen muchas
funciones de vital importancia en el organismo intervienen en el control y regulacion la
coagulacién sanguinea, la respuesta inflamatoria, la regulacion de la temperatura del
cuerpo, el funcionamiento normal del cerebro, la salud de la piel, ufias y cabello. Se ha
demostrado que el consumo de grandes cantidades de omega-3 aumenta
considerablemente el tiempo de coagulacion de la sangre, lo cual explica por qué en
comunidades que consumen muchos alimentos con omega-3, la incidencia de
enfermedades cardiovasculares es sumamente baja. Algunas experiencias sugieren que

el consumo de omega-3 tiene efectos benéficos sobre el cerebro y también existen
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estudios que sugieren que el consumo de omega 3, durante del embarazo puede tener

una buena influencia en el feto (llbay, 2014).

1.1.TEMA DE INVESTIGACION

"Enriquecimiento de alimentos funcionales a base de soja (Glycine max) y nuez

de macadamia (Macadamia tetraphylla) con Omega-3 y probi6ticos"

Lugar de la investigacion: El trabajo fue realizado en las instalaciones de los
laboratorios del departamento de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Asuncion, ubicada en la ciudad de San Lorenzo como se

muestra en la Figura 1

Los alimentos fueron elaborados en la zona de alimentos del Laboratorio de
Biotecnologia Industrial y Bioprocesos. La fase experimental preliminar donde fue
desarrollada primeramente la metodologia de la tesis fue en el Instituto Nacional de
Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP) en la Ciudad de Mar del Pata, Argentina,

como se muestra en la Figura 2.
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Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de Asuncién donde se

realizaron los experimentos.
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Fig. 2.: Ubicacién del Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero de la
ciudad de Mar del Plata — Argentina donde se realizaron los experimentos preliminares.

Descripcion del tema: Los alimentos funcionales elaborados son bebidas
vegetales y galletitas a base de soja y nuez de macadamia, ricos en &cidos grasos y
proteinas. Las bebidas vegetales fueron enriquecidas con Omega-3 y probiéticos,
caracteristica ausente en este tipo de alimentos, mientras que las galletitas fueron
enriquecidas solo con Omega-3. EI Omega-3 se utilizé en dos presentaciones: aceite y
micro capsulas, tanto en las bebidas como en las galletitas, mientras que los probioticos

fueron inoculados solo en forma de micro capsulas en las bebidas vegetales.
1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Paraguay, el consumo de acidos grasos poliinsaturados de la serie Omega-3
es escaso con respecto a los valores nutricionales sugeridos por la OMS. Esto puede ser
debido a que el alimento que contiene mayor cantidad de Omega-3 es el pescado, cuyo
consumo diario no logra alcanzar los valores nutricionales necesarios sugeridos. Por lo
tanto, elaborar alimentos de consumo diario como bebidas vegetales y galletitas en
forma de barra nutricionales enriquecidos con estos acidos grasos esenciales, se vuelve
una alternativa interesante para el aumento de su ingesta. Por otro lado, la intolerancia o

la alergia a la lactosa es la alergia alimentaria mas frecuente en los lactantes, nifios
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pequefios y adultos mayores, y esta prevalencia ha aumentado en los Gltimos afos.
Segln reportes de divulgacion actuales, en Paraguay no existen estadisticas que
evidencien esta prevalencia, pero el aumento de las consultas médicas a raiz de estos
cuadros habla de un incremento de casos clinicos con intolerancia a la lactosa, siendo
los antecedentes familiares y la administracion temprana de alimentos lacteos los
principales desencadenantes de esta intolerancia, la cual, por lo general, se manifiesta
antes del primer afio de vida, o en el caso de los adultos mayores en edad avanzada. Por
consiguiente, el consumo de bebidas vegetales a base de soja y nuez, se vuelven

opciones convenientes para personas que tienen estas condiciones de salud.

Los problemas planteados que constituyen el fundamento y las bases del

presente trabajo son:

e Bajo consumo de acidos grasos poliinsaturados, Omega-3

e Intolerancia a la lactosa.

En Paraguay existen productos lacteos sin lactosa o deslactosados producidos
por industrias lecheras de origen animal. También existen industrias nacionales que
elaboran bebidas vegetales a base de soja pero son poco conocidas y sus productos no se
encuentran en gran cantidad en los supermercados, en cambio, si existen productos de
industrias extranjeras en el mercado a base de soja, almendras, arroz y avena. En el caso
de la nuez de macadamia no existen industrias que produzcan la bebida a base de esta
nuez, pero si existen industrias que extraen el aceite del fruto, el cual es muy utilizado
en la industria de cosméticos, pero no es muy conocida en el pais y sus productos solo
se encuentran en algunos supermercados de calidad gourmet. Por lo tanto, el uso de esta
materia prima producida en nuestro pais no es aprovechado en su totalidad, ya que del
mismo se pueden obtener varios productos alimenticios y existen muchos cultivos de

esta especie de nuez en varias zonas del pais.

En cuanto al consumo de alimentos con probidticos, su aceptacion se encuentra
en aumento, y estan instalandose en el mercado. La desventaja actual es que las cepas
probidticas utilizadas en estas industrias son adquiridas del exterior y no existen cepas
nativas que se estén utilizando en industrias nacionales. En el presente trabajo se
utilizaron cepas bacterianas que han sido aisladas de quesos y leches elaborados de

forma rustica en el interior del pais, lo cual da un relevante interés, debido a que las
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cepas aisladas han sido evaluadas para su uso como probidticos en otros proyectos de

investigacion, que sera descrito méas adelante.

La importancia del consumo de probioticos radica en sus efectos beneficiosos
para la mejora en la salud de la poblacion en general. El problema con el uso de cepas
probiodticas es la pobre supervivencia de los probidticos en estos productos y en el tracto
gastrointestinal, que es afectada por un grupo de factores, como las condiciones
ambientales, tecnoldgicas y gastrointestinales a los cuales son sometidos. En este
sentido, las investigaciones se han enfocado hacia el empleo de micro capsulas como
estrategia para mejorar la viabilidad de los probioticos en los productos y durante su
paso por el tracto gastrointestinal.

Teniendo en cuenta todos estos factores, la importancia de la produccion de
alimentos funcionales para el consumo humano aumenta, asi como las investigaciones
para obtener buenos y nuevos productos para la industria, que contribuyan o den un

efecto positivo en la salud humana.

1.3. PREGUNTA DE LA INVESTIGACION

e (Es factible el enriquecimiento de las bebidas vegetales con omega-3 y
probidticos?
e Es factible la elaboracion de galletitas a base del residuo producido en las

bebidas vegetales?

1.4. JUSTIFICACION

La finalidad del trabajo fue la elaboracion de productos saludables con un
contenido nutricional agregado que brindara al ser humano beneficios para la salud. Se
elaboraron productos de consumo diario como bebidas vegetales, mayormente
conocidas como leches vegetales a base de soja y nuez de macadamia, que seran
enriquecidas con acidos grasos Omega-3 y la cepa probiotica Lactobacilus rhamnosus,
sobre la cual se han realizado varios estudios acerca de sus propiedades como
probiotico. Durante la elaboracion de las bebidas se obtuvo un residuo que fue utilizado
como harina (okara, término utilizado para el residuo obtenido en las bebidas vegetales,
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tanto en soja como con otras semillas o frutos secos) para la elaboracion de galletitas
que fueron enriquecidas con Omega-3. El okara derivado de la nuez de macadamia,
contiene una cantidad alta de proteinas y lipidos y en el caso de la soja un contenido alto
en proteinas e isoflavonas. En ambos productos se utilizd aceite de pescado rico en
Omega-3, que fue obtenido de higados de raya de la region costera de la provincia de
Buenos Aires, Argentina y fue empleado en forma de capsulas y en forma de emulsion
de aceites.

Para que estas bacterias probidticas intervengan de la manera apropiada y
esperada, es de gran importancia que lleguen vivas al intestino en un nimero adecuado.
Dicha viabilidad podra ser protegida mediante el procedimiento de micro
encapsulacion, las bacterias probidticas quedan atrapadas dentro de unas particulas con
diametro hasta unos pocos milimetros, para asi sobrevivir al entorno de los procesos

digestivos y poder conservar su actividad metabdlica (Castillo et al, 2017).

En Paraguay, la economia se sustentd histéricamente en el sector agricola-
ganadero, siendo el cultivo de soja uno de los rubros mas resaltantes del pais, debido a
su alto impacto en las cuentas nacionales. En los Gltimos 40 afios, el cultivo de la soja se
ha propagado velozmente en vastas zonas de Sudamérica. A pesar de ser un cultivo que
se origind en Asia, hoy en dia es un importante componente de la dieta popular
tradicional en el mundo (INBIO & UGP, 2011). La soja es, principalmente, un cultivo
industrial, cultivado para aceite y proteina. A pesar del relativamente bajo contenido de
aceite de la semilla, la soja es la mayor fuente de aceite comestible y representa
aproximadamente el 50% de la produccion total de semillas oleaginosas del mundo
(FAO, 1992). El impulso de los paises del sur, si bien parti6 de una demanda
internacional, se vio influenciado por varios factores como ser: el incremento de nuevas
areas de cultivo, la disponibilidad de semilla de soja genéticamente modificada, los
marcos que regulan la bioseguridad, y la adopcion de los agricultores de tecnologias
innovadoras al sistema de producciéon agricola contribuyendo asi al 50% de la

produccion mundial de la soja (IICA, 2015).

En el caso de la nuez de macadamia, es considerada una de las nueces gourmet
mas finas del mundo debido a su sabor Unico y delicado, su textura fina y crujiente y su
rico color cremoso, la produccion mundial es de aproximadamente 44,000 toneladas,
86% de las cuales provienen de Australia, Sudafrica, Kenia, Estados Unidos y Malawi.

Australia es el mayor productor mundial, con aproximadamente 14.100 toneladas.
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Investigaciones, ensayos dietéticos y los estudios de poblacion, demuestran que la
macadamia contiene una variedad de componentes nutritivos y que promueven la buena
salud. Estos incluyen grasas mono insaturadas, proteinas, fibra dietética, minerales,
vitaminas y fitoquimicos. Se ha demostrado que, como muchos frutos secos, reduce la
presion arterial en personas hipertensas y reduce el riesgo de enfermedades del corazon
(Stephenson, 2005).

1.5.0BJETIVOS
1.5.1. Objetivo General
e Enriquecer alimentos a base de soja (Glycine max) y nuez de macadamia

(Macadamia tetraphylla) con Omega-3 y probidticos.

1.5.2.Objetivos especificos
e Utilizar aceite proveniente de higado de raya como fuente de Omega-3 en las
galletitas y bebidas vegetales.
e Formular productos alimenticios a base de Soja y Nuez de Macadamia.
e Analizar las propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas de los productos

elaborados.

1.6.HIPOTESIS

H1: El enriquecimiento de las bebidas vegetales con Omega-3 y probiéticos, es
factible.

HO: El enriquecimiento de las bebidas vegetales con Omega-3 y probi6ticos, no
es factible.

H2: El enriquecimiento de las galletitas con Omega -3, es factible.

HO: El enriquecimiento de las galletitas con Omega -3, no es factible.

2. MARCO TEORICO
2.1.Antecedentes

Durante las ultimas décadas la industria de alimentos ha sufrido enormes cambios
en la demanda de los consumidores, los cuales, asocian los efectos positivos de una

dieta equilibrada en la salud y ya no se conforman con alimentos que solamente cubran
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sus requerimientos nutricionales basicos, sino que prefieren productos alimenticios que
contribuyan a promover la salud humana y a reducir el riesgo de enfermedades, y cuyo
consumo, ademas, sea practico y proporcione bienestar. Esta dindmica ha dado origen a
un mercado creciente en los llamados "alimentos funcionales” (Bernat et al., 2014).
Existe una conciencia mundial sobre las enfermedades cronicas relacionadas con la
nutricion. En su informe anual sobre los riesgos para la salud mundial, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) determind una distribucion de muertes atribuibles a 19
factores de riesgo principales en todo el mundo, de las cuales, mas de la mitad de estos
factores estaban relacionados con la nutricion: presion arterial debido al consumo de
sodio, colesterol, obesidad, deficiencias de hierro y zinc, entre otros. La fortificacion de
alimentos ofrece la posibilidad de prevenir la malnutricién llegando a ser cada vez mas

popular en los paises en via de desarrollo.

En el sector lacteo el uso de aceites de origen marino propensos a la oxidacion y
generacion de olores y sabores poco agradables se ha venido estudiando con el
propdsito de obtener alternativas viables de su inclusion en dichos productos. El uso de
tecnologias como la micro encapsulacion se perfila como una solucion a dicho
problema. La inclusiébn de aceites de salmén micro encapsulado no afectd
significativamente las propiedades de calidad del yogur (pH, sinéresis, estabilidad
oxidativa y percepcion sensorial) al ser agregado en cantidades de 2% sobre el valor
total de la grasa de forma directa antes de iniciar los procesos de homogenizacién y

pasteurizacién (Estrada et al., 2011).

Los lacteos de origen animal son una excelente fuente de alimentos, la leche ha
sido reconocida como un alimento importante para bebés y nifios en crecimiento, sin
embargo, los investigadores han mostrado un gran interés en fuentes de bebidas
vegetales debido a sus altos valores nutricionales y potencial econémico. En vista del
escaso suministro de leche en varios paises y la brecha cada vez mayor entre el
requerimiento y la poblacion, se han realizado esfuerzos a lo largo de los afios para

desarrollar productos lacteos alternativos de fuentes vegetales. (Udeozor, 2012)

La soja, la avena, el arroz y el mani han recibido gran atencién en las
investigaciones para sustituir los lacteos de origen animal. Sin embargo, con respecto a
la nuez de macadamia no se han encontrado estudios cientificos sobre bebidas a base de
este fruto. El efecto del consumo de la macadamia sobre la salud ha sido ampliamente

estudiado, los primeros trabajos de estudios epidemioldgicos mostraban un marcado
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efecto de proteccion cardiovascular, corroborado en investigaciones posteriores, lo que
ha despertado el interés por su composicion y sus efectos beneficiosos sobre la salud. Se
ha demostrado que el consumo de nuez de macadamia reduce los niveles de
leucotrienos circulantes y de 8-isoprostano, fiable marcador in vivo de estrés oxidativo
(Mereles et al., 2015). Lo cual la convierte en un interesante fruto a ser estudiado para

poder ser producido como bebida vegetal.
2.2. Bebidas Vegetales

Las bebidas vegetales, estan en el centro de atencion gracias a sus caracteristicas
libres de lactosa y colesterol que combinan con la demanda actual de productos
alimenticios saludables, sin embargo y con la excepcion de la soja, hay poca
informacion disponible sobre estos tipos de bebidas y sus derivados. Estas bebidas
tienen excelentes propiedades nutricionales que les proporcionan un alto potencial y una
expectativa positiva para el mercado. Las ventas europeas de bebidas de soja y otras
bebidas no lacteas aumentan mas de un 20% al afio, Espafia es el pais de la UE (Union
Europea) con més crecimiento en el mercado de bebidas no lacteas. Del mismo modo,
las ventas minoristas totales de soja, almendra, arroz y otras bebidas vegetales en los
Estados Unidos alcanzaron los $ 1.3 mil millones en 2011 (Bernat et al., 2014). En la
actualidad, se encuentran disponibles en el mercado una amplia gama de bebidas
vegetales de frutos secos y cereales en una amplia gama de formulaciones: saborizadas,
endulzadas/sin azUcar, baja en grasa y/o fortificada con Calcio y Hierro. De hecho, las
estrategias de comercializacion de esos productos se centran en comparar sus beneficios
para la salud con los de los productos lacteos de origen animal. Por otro lado, los
expertos estan considerando las posibles relaciones entre los productos vegetales y la
prevencion del cancer, arterosclerosis o enfermedades inflamatorias, ya que los
radicales libres desempefian un papel clave en esas patologias, y estos tipos de

alimentos son una excelente fuente de antioxidantes (Scalbert et al., 2018).

Los intolerantes a la lactosa y aquellas personas alérgicas a la proteina de la
leche de vaca son los principales consumidores de este tipo de bebidas, pero también
tienen una gran demanda de personas que buscan un cambio en su alimentacion diaria o
personas que practican algun deporte. Teniendo en cuenta las materias primas y sus
propiedades nutricionales, las bebidas vegetales pueden clasificarse en dos grandes
grupos: las nueces y las bebidas de cereales. Ambos tipos de productos se encuentran

en estudio debido al impacto de los nuevos conocimientos de sus compuestos en
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algunas enfermedades cronicas actuales, como las enfermedades cardiovasculares, la
Diabetes tipo 2 (DM-2), la obesidad y algunos tipos de cancer. Estas enfermedades
metabolicas estan vinculadas con el estilo de vida diario, en particular una dieta rica en
energia desequilibrada y no balanceada, que carece de compuestos bioactivos
protectores, como los micronutrientes y los fitoquimicos (Fardet, 2010). Todos estos
nutrientes limitados comentados anteriormente estdn disponibles tanto en cereales
(soja), como en nueces. Ademas de las nueces y los cereales, otras materias primas se
han utilizado industrialmente, como los tubérculos (por ejemplo, la nuez de tigre) y las

plantas (por ejemplo, cafiamo, girasol) entre otros.
2.3. Bebida Vegetal a Base de Soja (Glycine max).

La bebida vegetal mas conocida y mas popular proviene de la soja, aunque la
demanda de bebidas a base de almendra, arroz, avena y coco esta en aumento, la soja es
uno de los cultivos mas interesantes, debido a la versatilidad de productos derivados de
la misma para la alimentacién humana. Los principales productos de soja son el tofu, el
yogur de soja, la proteina texturizada, el miso, la salsa de soja, el concentrado proteico y
aislado, el aceite refinado, el salvado, la harina, el extracto de soja hidrosoluble y la
leche de soja (Missdo, 2006). La bebida de soja se caracteriza por ser muy digestiva en
comparacion con la leche de vaca ya que no contiene lactosa ni las proteinas
caracteristicas que producen la alergia a la proteina de leche de vaca (APLV). La bebida
de soja es rica en calcio y ademas se puede enriquecer con este mineral. Se ha
comprobado como la sustitucion de la leche de vaca por este alimento puede reducir

hasta un 20% la tasa de colesterol en sangre.

La soja contiene una variedad de componentes biolégicamente activos, los
cuales se han estado consumiendo por casi 5.000 afios. A diferencia de la mayoria de los
alimentos vegetales, la soja es rica en proteinas. Los investigadores estan interesados
tanto en el valor nutricional como en los beneficios producidos en la salud humana.
Investigaciones sobre los efectos en la salud que proporcionan los alimentos a base de
soja han recibido una atencion considerable, Experimentos clinicos o in vitro que
incluyen una amplia gama de areas, como cancer, enfermedad coronaria (enfermedad
cardiovascular), osteoporosis, funcién cognitiva (relacionada con la memoria), sintomas
menopausicos, funcién renal y muchos otros han sido determinados. Las moléculas que
se encargan de estos beneficios son: isoflavonas, lipidos, lectinas, toxinas y vitaminas.
(Kurosu, 2011).
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El aumento de productos a base de soja, se debe en gran parte al hecho de que la
FDA aprobo los productos de soja como un alimento oficial para reducir el colesterol,
junto con otros beneficios para el corazon y la salud debido a la evidencia de que la
ingesta de productos de soja se correlaciona con una disminucion significativa en el
colesterol sérico, bajo en lipoproteinas de alta densidad (LDL, colesterol malo) y
triglicéridos (Kurosu, 2011). Segun la FAO, la soja (Glycine max) se origind en Asia,
pero ahora los principales productores son Estados Unidos y Brasil. Sin embargo, la
soja que se produce en estos paises se utiliza sobre todo en la industria para la
extraccion de aceite y como alimento para animales. En Asia todavia se produce gran
parte de la soja para consumo humano directo, no asi en Africa o América Latina donde
no estd ampliamente difundida. La soja contiene hasta un 40% de proteina, 18 % de
grasa y 20 % de carbohidrato. La proteina es de mejor calidad biol6gica que la de otras
fuentes vegetales. Los aceites vegetales que mas se emplean son de soja, oliva, maiz,
mani, girasol, sésamo, algodén y coco. En su forma pura, tienen un 100 % de grasa y no

contienen agua ni otros nutrientes.

El residuo de la produccion de las bebidas de soja se denomina okara, y
tradicionalmente se lo ha utilizado para alimentacién animal como fertilizante o
desperdicio. Ademas, es un producto rico en fibras y proteinas y tiene un buen balance
de aminoacidos, es un aditivo dietético adecuado para galletas y bocadillos porque
reduce la ingesta de calorias y aumenta la fibra dietética. También se lo utiliza como
aperitivo por sus valores nutricionales y como aditivo por su buena capacidad de
retencion de agua y calidad emulsionante (Park et al., 2015). En general, los bocadillos
se hacen con okara seca ya que el uso de okara fresca en la industria alimentaria es
limitado debido a su alto contenido de agua (alrededor de 80-85 %) que causa el rapido
deterioro. Otro limitante de la industria de las galletitas de okara es que requieren de
otra materia prima anexa como almidén, arroz, entre otros ( Radocaj et al., 2013),
debido a la mala calidad textural, propiedad que juega un papel esencial en la
aceptacion de galletas (Park et al., 2015), si bien las propiedades nutricionales son altas,
las galletitas deben tener un buen aspecto a la hora de ser elaboradas, por ello se utiliza

otra materia prima a la par que el okara, para obtener unas galletitas mas uniformes
2.3.1. Caracteristicas generales

Taxonomia: la soja cultivada es nativa del este asiatico, probablemente

originaria del norte y centro de China. Hacia el afio 3000 a.c. los chinos ya consideraban
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a la soja como una de las cinco semillas sagradas. Las primeras semillas plantadas en
Europa provenian de China y su siembra se realizé en el Jardin des Plantes de Paris en
1740. Afos mas tarde (1765) se introdujo en América (Georgia, EE.UU.). Sin embargo,
no fue hasta la década del 40 donde se produce la gran expansion del cultivo en ese pais,

liderando la produccion mundial de soja a partir de 1954 hasta la actualidad.

Actualmente Estados Unidos es el primer productor mundial de soja.
En Brasil fue introducida en 1882, pero su difusion se inicié a principios del siglo XXy
la produccion comercial comenzo también en la década del 40, constituyéndose en la
actualidad en el segundo productor mundial de grano de soja. Estados Unidos, Brasil,
Argentina e India son los paises que actualmente lideran dicha produccién. En la figura
3 podemos observar las semillas de soja de la variedad sojapar R24 y la planta de la soja

con las vainas formadas.

Nombre Cientifico: Glycine max
Nombre Tradicional: Soja, soya

Reino: Plantae

Clase: Magnoliopsida :
Orden: Fabales Fig. 3: Imagenes de las semillas y plantas de soja.
Familia: Fabaceae

Género: Glycine

Especie: G. max.

2.3.2.Composicion quimica de la soja

Las semillas de soja contienen niveles muy altos de proteinas, conjugados de
carbohidratos, &cidos grasos, aminoacidos y materiales inorganicos (minerales). Entre
estos componentes, el contenido de proteinas y é&cidos grasos representa
aproximadamente el 40% y el 20% respectivamente. Los componentes restantes
consisten en conjugados de carbohidratos, constituyentes inorganicos y los

componentes menores de moléculas pequefias biolégicamente interesantes. Por lo tanto,




la soja constituye un componente nutricional importante, se considera que es un buen
sustituto de proteinas (aminoacidos esenciales), entre otros vegetales importantes, para
productos animales. En la Figura 4 se pueden observar las distintas estructuras quimicas

de las isoflavonas que se encuentran dentro en la soja.
Fig. 4: Estructura de las isoflavonas de soja

Isoflavonas: Las principales isoflavonas en la soja son la genisteina, la
daidzeina y la gliciteina, que comprenden aproximadamente el 50, 40 y 10% del total de
isoflavonas, respectivamente. La estructura quimica de las isoflavonas es similar a la de
la hormona sexual femenina primaria, el estrogeno, y debido a esta similitud en la
estructura pueden interferir con la accion del estrégeno, por lo tanto, las isoflavonas a
menudo, se llaman "fitoestrogenos" y las funciones bioldgicas comunes de los
fitoestrdgenos son de proteger las plantas del estrés, y forman parte del mecanismo de
defensa de una planta. Las isoflavonas también pueden reducir el efecto del estrégeno
sobre las células y las capas de la piel cuando los niveles hormonales son altos, lo que

reduce el riesgo de canceres relacionados con el estrogeno (Kurosu, 2011).

Genisteina: Influye en células vivas, debido a su similitud con el estrégeno y
puede unirse a los receptores del mismo. El estrdgeno es un revelador clave del
crecimiento y la diferenciacion en una amplia gama de tejidos, incluido el sistema
reproductivo, la gldndula mamaria el sistema nervioso central y el esqueleto. En la
década de 1960, muchas investigaciones sobre los efectos fisioldgicos de la genisteina
se limitaron a su actividad estrogénica, también se ha demostrado que la genisteina
posee actividades anti fungicas, efectos antiangiogenicos (bloqueo de la formacion de
vasos sanguineos) y puede bloquear el crecimiento celular asociado con el cancer,
inhibe la actividad de sustancias en el cuerpo que regula la division celular y los
factores de crecimiento celular. Varios estudios han encontrado que dosis moderadas de
genisteina tienen efectos inhibitorios sobre canceres de prostata, cuello uterino, cerebro,
mama y colon, ademéas se ha demostrado que hace que algunas células sean mas

sensibles a la radioterapia (Kurosu, 2011).

Lipidos de soja: La soja contiene 82% de triacilglicerol, 13% de fosfolipidos,
aproximadamente 1% de esteroles y 4% de &cidos grasos saturados e insaturados. La
composicion de fosfolipidos en un extracto de lipidos de soja es fosfatidilcolina (42%),
fosfatidiletanolamina ~ (30%),  fosfatidilinositol y  fosfatidilserina  (20%),
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lisofosfatidilcolina  (1%), esfingomilina (0,6%), é&cido fosfatidico y otros,
respectivamente. Los lipidos siguen siendo un tema de investigacion importante debido
a las asociaciones entre el consumo de lipidos y la incidencia de algunas afecciones
cronicas, como la enfermedad arterial coronaria, la diabetes, el cancer y la obesidad
(Kurosu, 2011).

Esteroles de soja: La soja contiene esteroles vegetales, B-sitosterol, B-sitostarol,
campesterol, campestanol, brasicasterol, estigmasterol y A5-avenasterol y colesterol.
Los esteroles vegetales son componentes dietéticos naturales y se sabe que tienen
propiedades reductoras del colesterol. Se cree que la disminucion del colesterol sérico
por los esteroles vegetales es el resultado de una inhibicion de la absorcion de colesterol
en el intestino delgado. Varios estudios sugieren que los esteroles vegetales saturados o
insaturados mostraron diferentes efectos sobre la absorcidn de colesterol y la excrecién

de esteroles (Normén et al., 2007).

Diversos estudios han atribuido propiedades benéficas sobre la salud a la
proteina de soja como acciones hipocolesterolemias e hipotrigliceridemicas (Tovar et
al., 2002). Hay algunas condiciones clinicas especificas que requieren nutricion con
base en férmulas fundamentadas en soja, estan limitadas a la galactosemia y a la
intolerancia a la lactosa. Una de las razones del amplio uso de la proteina de soja en
alimentos es su alta calidad proteica y se ha demostrado que el contenido de
amino&cidos sumado a su alta biodisponibilidad la califica con el valor mas alto (1 o
100%) igualando en calidad a las proteinas de suero, caseina y albumina (Vanegas et
al., 2009). Sin embargo, la industria de alimentos, prefiere en muchos casos la
sustitucion de estas por soja, no solo por razones de salud sino también por costos
(Hoogenkamp, 2008).

2.4. Bebida vegetal a base de Nuez de macadamia (Macadamia integrifolia)

La nuez de macadamia (Macadamia integrifolia) es originaria de Australia
donde se extendid a regiones tropicales de América y Africa y en los Gltimos afios, el
area de plantacién se ha incrementado fundamentalmente por su costo en el mercado y
porque constituye una alternativa para muchos productores que desean sustituir los
cultivos tradicionales por nuevas actividades agricolas. La introduccion de esta especie
en Paraguay se inici6 en 1964 aproximadamente, en la zona de Amambay,
distribuyéndose como cultivo en las zonas de los departamentos de Alto Parana, Itapua,
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Central, Cordillera, Concepcion. (Armadans, 2009). El desarrollo de las principales
variedades comerciales y clones de macadamia se llevd a cabo en América Latina
(Phatanayindee et al., 2012).

Actualmente en el mercado, no existen bebidas vegetales a base de este fruto de
forma industrializada. La bebida de nuez, que generalmente se produce en presencia de
estabilizadores para una mejor homogeneizacion, se consume cada vez mas en China
debido a sus propiedades nutricionales y funcionales. Los productos de nueces mas
populares son en su forma tostada, sin embargo, la dificultad en el consumo de esta
modalidad, es debido a la dificultad de eliminar la c&scara (Chen et al., 2014). Por lo
tanto, las bebidas vegetales constituyen una buena alternativa para el consumo de estos
frutos o sus proteinas, generalmente la bebida de nuez se obtiene dejando en remojo los
frutos, moliendo las nueces tostadas sin cascara y posteriormente filtrandolas (proceso
general). Se ha encontrado que la leche de nuez se separa en tres fracciones (flotante,
sobrenadante y precipitado) dentro de un breve periodo de tiempo (aproximadamente 30
min). Se considera que este comportamiento se correlaciona con el gran tamafio de los
cuerpos de aceite de nuez y la pobre solubilidad acuosa de la proteina de estos frutos
(Gallier et al., 2013).

Estudiar la estabilidad fisicoquimica y la vida atil de las emulsiones de bebidas
de nueces se torna un tema importante de gran interés industrial y nutritivo, facilitando
al consumidor la ingesta de este fruto. La utilizacion de emulsionantes se volvié una
alternativa eficaz para evitar la separacion de las bebidas en las fases citadas
anteriormente, diferentes investigaciones encontraron que el uso de emulsionantes da

buenos resultados en el producto final.

La Macadamia es un genero de plantas con flores perteneciente a la familia
Proteaceae, y solo dos especies la Macadamia integrifolia y la Macadamia tetraphylla,
generan nueces comestibles que tienen importancia comercial. La nuez de Macadamia
integrifolia es utilizada por el mercado gourmet como un aditivo especial en ensaladas,
cocteles, etc (Jiménez, 2001). Estados Unidos y Australia son los dos principales paises
productores de nueces de macadamia de alta calidad (Australian Macadamia Society,
2006). En Paraguay existe una Sociedad de agricultores de macadamia, en la ciudad de
San Joaquin del departamento de Caaguazu y la empresa Boombera Nuts, es una de las

pocas industrias que se encargan de comercializar estos frutos tostados y envasados en
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el mercado, la cual adquiere las nueces de los agricultores de la ciudad de San Joaquin

de la especie Macadamia integrifolia variedad HAES 344.

2.4.1. Caracteristicas generales

Origen: La nuez de macadamia es un cultivo alimenticio comercial autdctono de
Australia, que se origina a lo largo de las franjas de los bosques lluviosos en la costa
sureste de Queensland y el noreste de Nueva Gales del Sur (25 a 32°S de latitud). De las
cuatro especies de macadamia, solo dos son comestibles la Macadamia integrifolia de
cascara lisa y la M. tetraphylla de céscara aspera. Solo el primero se ha desarrollado
comercialmente, mientras que M. tetraphylla es cultivada en una escala moderada en
California y Nueva Zelanda, produce un grano crudo de excelente calidad alimenticia,
pero contiene un mayor porcentaje de azucares que pueden caramelizarse en el tostado,

lo que disminuye su apariencia y reduce su vida Util efectiva (Stephenson, 2015).

Botanica: El arbol de macadamia posee hojas perennes de medianas a grandes,
alcanza una altura de hasta 20m y una extension de hasta 15m. Los racimos colgantes,
de hasta 15 cm de largo y con
aproximadamente 200 flores blancas y

cremosas, estan sobre madera endurecida.

Menos del 5% de las flores dan fruto y las

nueces tardan 6 meses en madurar, después de

lo cual se extirpan naturalmente. Botanicamente, la fruta producida en el arbol son
foliculos y las "nueces" son semillas (Maguire et al., 2004). En la figura 5 se pueden
observar las flores de la nuez, los frutos no maduros y maduros, y el arbol de la nuez de

macadamia

Nombre Cientifico: Macadamia integrifolia
Nombre Tradicional: Nuez de macadamia
Reino: Plantae

Clase: Magnoliopsida

Orden: Proteales

Familia: Fabaceae

Género: Macadamia

Fig. 5: Imagen del fruto, flor y arbol
Especie: M. integrifolia Maiden & Betche de la nuez de macadamia
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2.4.2. Composicién Quimica de la Nuez de Macadamia

Los granos maduros de primer grado tienen un contenido de aceite de >72% y
una gravedad especifica menor a 1. Los granos de mejor calidad contienen 72—-78% de
aceite y 1,5% de humedad. EIl grano promedio tiene un diametro de 20 mm y pesa de
2,8 a 3,3 g, pero la masa del grano puede variar de 2,1 a 4,9 g y el grosor de la cascara

es de 2,7 a 3,2 mm, dependiendo del cultivar.

Contenido de humedad: Los granos de nueces de macadamia recién
cosechados tienen 16-24% de humedad, dependiendo del clima del huerto. Estos
contenidos de humedad corresponden a actividad de agua mayores a 0,8 a la cual el
crecimiento microbiano, la actividad enziméatica y las tasas de reaccion de

ennegrecimiento son altas.

Contenido de aceite: Los granos de Macadamia integrifolia contienen 68—79%
de aceite y se considera una nuez con alto contenido de aceite, similar a los pinos (68—
75%), las nueces de pecan (70-73%) y las almendras (63-70%). Los granos de M.
tetraphylla contienen menos aceite que M. integrifolia. Las nueces de macadamia tienen
niveles mas altos de &cidos grasos monoinsaturados que cualquier otra fuente de
alimento conocida. Las dietas que contienen nueces de macadamia ricas en estos acidos
grasos, reducen los niveles de colesterol en plasma y disminuyen el riesgo de
enfermedad cardiovascular. Los aceites de macadamia contienen 83 a 85% de &cidos
grasos insaturados y 15 a 17% 4&cidos grasos saturados. Los 4&cidos grasos
predominantes son el acido oleico (56-65%), palmitoleico (18-23%) y palmitico (7—
9%).

Contenido de azucar: El contenido total de azlcar de los granos de macadamia
fresca varia 2,9 a 5,6 g% de peso seco. Los azUcares reductores varian de 0,03 a 0,65
g% en granos de macadamia. Cuando las nueces de alta humedad se secan a
temperaturas >38°C, la hidrolisis de sacarosa proporciona sustratos de azucares
reductores para las reacciones de dorado durante la etapa de tostado. Los granos de M.
tetraphylla tienden a tener mayores contenidos de azlucar que los cultivares de M.
integrifolia. Los granos de macadamia se consideran maduros despues de que se
completa la acumulacion de aceite. Durante el desarrollo de la nuez, los aztcares hexosa

se convierten en acidos grasos en el embrion.
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Fitoquimicos: Las nueces de macadamia contienen fitoquimicos que pueden
tener un efecto positivo en la salud humana y también protegen los granos de las
reacciones de oxidacion durante el almacenamiento, lo que prolonga la vida dtil. Los
tocoferoles, tocotrienoles, fendlicos, fitosteroles y escualeno estan presentes en los
granos de macadamia y tienen propiedades antioxidantes. Los granos de macadamia
contienen bajas concentraciones de a-tocoferol y 6-tocoferol (0,6 a 2,8 u g% de aceite)
en comparacion con la mayoria de los otros tipos de nueces. Los tocotrienoles apagan
las reacciones de los radicales libres mas facilmente que los tocoferoles, posiblemente
aumentando la estabilidad oxidativa de los granos de macadamia. Los tocotrienoles
tienen propiedades reductoras del colesterol, anticancerigenas y neuroprotectoras,
ademés de propiedades antioxidantes mejoradas. El escualeno se convierte en
fitoesterol, en las células vegetales. El escualeno apaga el oxigeno y previene la
peroxidacion de lipidos Los granos de macadamia contienen 72 a 185ug de escualeno y
1120 a 1870 g de fitosteroles por gramo de aceite, con la mayor contribucion del B-
sitosterol (901 a 1506 pg / g de aceite) (Maguire et al., 2004).

2.4.3. Aspectos nutricionales

Las nueces de macadamia proporcionan 3006 kJ de energia, 7,9 g de proteina,
8,6 g de fibra, 13,8 g de carbohidratos y 75,8 g de lipidos por 100 g de grano
comestible. Los frutos secos tienen niveles significativos de vitaminas B y minerales y
también contienen todos los aminoécidos esenciales. Acido glutamico, acido aspartico,
arginina, fenilalanina y leucina estan presentes en las concentraciones mas altas (0.6 a
2.39/100 g). El consumo de 10 a 12 nueces de macadamia (28g, 1oz) aporta alrededor
del 28-30% de la ingesta dietética recomendada (DRI) de tiamina y del 4 al 5% de las
DRI de vitamina B 6, niacina y Riboflavina. La misma cantidad de nueces suministra
aproximadamente 12.5% de DRI para hierro, 9-12% para magnesio, 7.5% para fosforo
y 3-5% para zinc. Lo méas importante es que el perfil lipidico del grano esta enriquecido
de forma exclusiva en acidos grasos monoinsaturados (83-85% de MUFA). Las dietas
que regularmente incluyen nueces de macadamia, con su alto contenido de MUFA y
fitoquimicos, pueden reducir los niveles de colesterol, la inflamacién, el estrés oxidativo

y el riesgo de enfermedad cardiovascular.

2.5.Alimentos Funcionales
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El término ingrediente funcional o alimento funcional, estd destinado a
medicamentos, nutrientes y aditivos alimentarios que producen beneficios en la salud a
través de la actividad fisioldgica en el cuerpo (Kruger et al., 2003). El término Alimento
Funcional fue propuesto por primera vez en Japon en 1980 con la publicacion de la
reglamentacion sobre "Alimentos para uso especifico de salud” ("Foods for specified
health use"” o FOSHU) y se refiere a aquellos alimentos procesados que contienen
ingredientes que desempefian un papel especifico en las funciones fisiologicas del
organismo humano, mas alla de su contenido nutricional (Arai, 2001). En los paises
occidentales la historia de este tipo de alimentos se remonta a las primeras préacticas de
fortificacion con vitaminas y minerales, asi como también a la practica de incluir ciertos
componentes en los alimentos procesados con el objeto de complementar alguna
deficiencia de la poblacion. Algunos trabajos cientificos han puesto interés en que
ciertos ingredientes naturales de los alimentos proporcionan beneficios y resultan
extraordinariamente Utiles para la prevencion de enfermedades e incluso para su

tratamiento terapéutico (Bello, 2000).

El calificativo de funcional se relaciona con el concepto bromatologico de
"propiedad funcional”, o sea la caracteristica de un alimento, en virtud de sus
componentes quimicos y de los sistemas fisicoquimicos de su entorno, sin referencia a
su valor nutritivo. En Europa se define alimento funcional a "aquel que
satisfactoriamente ha demostrado afectar benéficamente una o méas funciones
especificas en el cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales adecuados en una forma
que resulta relevante para el estado de bienestar y salud o la reduccién de riesgo de una
enfermedad" (Roberfroid, 2000). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) informo
sobre los riesgos de salud mundiales y la distribucion de las muertes que fueron
atribuibles a 19 factores de riesgo principales y mas de la mitad de estos factores
estaban relacionados con la nutricion: presion arterial debido al consumo de sodio,

colesterol, obesidad, deficiencias de hierro y zinc, entre otros. (Stuckler et al., 2011).

Los consumidores son mas conscientes de la relacion entre nutricién y salud. De
hecho, los alimentos nuevos o de nuevas formulaciones, no solo pretenden satisfacer el
hambre y proporcionar nutrientes a los humanos, sino también intentan prevenir
enfermedades cronicas relacionadas con la nutricion y mejorar el bienestar fisico y
mental (Burdock et al, 2008). Esta tendencia se justifica si se consideran varios factores,

como el aumento de la conciencia de salud publica (consecuencia de una poblacion méas
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educada), el envejecimiento de la poblacion y su deseo de mejorar la calidad de sus
ultimos afios, un aumento en los costos de atencion médica, avances en investigacion y

tecnologia y cambios en las regulaciones gubernamentales y la rendicion de cuentas.

2.5.1 Probidticos: Los alimentos funcionales (AF) mas populares son alimentos
fermentados por bifidobacterias y lactobacilos. Los probidticos son AF que se
caracterizan por contener microorganismos vivos. El yogur y otros derivados lacteos
fermentados, son los principales representantes de este grupo al que también pertenecen

algunos vegetales y productos carnicos fermentados (Silveira et al., 2003).

La palabra “Probiotico” es un término de origen griego que significa "a favor de
la vida”. Este término se utiliza para definir a aquellos microorganismos, ya sean
bacterias o levaduras, que sobreviven al paso por el tracto gastrointestinal y que
producen un efecto beneficioso sobre una o varias funciones del organismo,
proporcionando un mejor estado de salud y bienestar y/o reduciendo el riesgo de
enfermedad. También hay que destacar que pueden ser Alimentos Funcionales para la
poblacion en general o para grupos particulares de la misma. Estos microorganismos
vivos, estan incorporados especialmente en productos lacteos, también se pueden
encontrar en otro tipo de alimentos fermentados como, por ejemplo, avena, verduras,
embutidos o té. Sin embargo, existen otros productos comercializados que también
incluyen probidticos en su composicién, como son determinados complementos o
suplementos alimenticios en los que el probidtico no esta contenido en un alimento

convencional, sino que esta encapsulado (Gomez et al., 2005).

Los efectos positivos de los probiéticos dependen de la cepa bacteriana que se
utiliza, de la existencia de un tipo 0 mas cepas de bacterias y de su interaccion, del tipo
de producto en el que se incluyen, del tiempo de consumo del producto, de la genética
propia del individuo, de la existencia 0 no de una patologia, y de la dosis suministrada
(Gomez et al., 2005).

Los mecanismos por los cuales los probioticos ejercen sus acciones beneficiosas
no son bien conocidos aun, se postulan como los més relevantes la produccion de
lactasa, la modificacion del pH intestinal, la produccion de sustancias antimicrobianas,
la competicion con microrganismos patdgenos por sus receptores, lugares de union y
nutrientes precisos para su desarrollo, el estimulo del sistema inmune y la generacion de

citoquinas (Schiffrin et al., 1995). Los lactobacilos y bifidobacterias potencian la
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inmunidad, favorecen el equilibrio de la microbiota del colon, incrementan la
biodisponibilidad de ciertos nutrientes, mejoran el transito y la motilidad intestinal,
estimulan la proliferacion celular y elaboran ciertos productos fermentados
beneficiosos. Se ha probado de forma concluyente en diversos estudios que disminuyen
la intolerancia a la lactosa y la incidencia y duracion de las diarreas por rotavirus en

lactantes (Silveira et al., 2003).

Lactobacillus rhamnosus, es uno de los microorganismos probidticos mejor
estudiados clinicamente. Esta cepa es capaz de adherirse a la mucosa intestinal humana
y persistir alli durante més de una semana después de ser ingerida oralmente por adultos
sanos. También es capaz de formar biopeliculas in vitro sobre una superficie abidtica
(poliestireno), una caracteristica fuertemente influenciada por el medio de cultivo
utilizado y las condiciones asociadas con el entorno gastrointestinal, como pH bajo, alta

osmolaridad o la presencia de bilis (Salas et al., 2016).

Existe una tercera generacion de productos probidticos definidos como
microorganismos encapsulados o microencapsulados con una sola matriz polimérica,
utilizando polimeros sintéticos, semisintéticos o naturales. La encapsulacion se define
como el proceso fisicoquimico 0 mecanico para atrapar sustancias en un determinado
material y producir particulas con didmetros del orden de nanémetros a milimetros. El
propdsito de la encapsulacion no es solo proteger los probiodticos de ambientes externos
sino también lograr su liberacion en el sitio objetivo en una condicién metabdlicamente

activa (en especial en el tracto intestinal) (Burgain et al., 2011).

2.5.2. Acidos grasos: Los acidos grasos esenciales de las familias Omega-6 y
Omega-3 son un grupo de lipidos saludables que han ganado una atencion especial
como ingredientes funcionales, debido a sus efectos positivos en la salud. Muchos
estudios demuestran que los &cidos grasos principalmente el eicosapentanoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA) de la serieOmega-3 tienen efectos beneficiosos sobre el
desarrollo neuronal y visual y la prevencién de enfermedades cardiovasculares,
hipertension, cancer, diabetes, fibrosis quistica, asma, artritis, depresion, esquizofrenia y
trastornos de déficit de atencion (Figueroa et al., 2013). Los alimentos de origen
pesquero son las principales fuentes naturales de acidos grasos esenciales Omega-3,
seguidos por los aceites vegetales y las nueces. Actualmente se ha confirmado que

tienen un gran impacto en la nutricion debido al gran numero de efectos benéficos y
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cientificamente demostrados. Sin embargo, el bajo consumo en muchos paises impide el
acceso natural a estos nutrientes esenciales. Los productores pecuarios estan enfocando
su atencion al enriquecimiento de los productos alimenticios, con acidos grasos Omega-
3, con el fin de hacer llegar a la mayor parte de la poblacion los beneficios de estos

nutrimentos especialmente a grupos vulnerables (llbay, 2014)

3. METODOLOGIA

Se presentan formulaciones y procedimientos de elaboracion de productos a base
de soja y nuez de macadamia (bebidas vegetales y galletitas), con dos lotes.
Obteniéndose primeramente bebidas vegetales y a partir del residuo obtenido, se

desarrollaron las galletitas.

También se realizaron analisis de los parametros fisicoquimicos de calidad,
analisis sensorial y microbiologicos de las bebidas vegetales obtenidas. Ademas,
también se analizaron los parametros fisicoquimicos de calidad y andlisis sensorial de
las galletitas. Una prueba de resistencia de Lactobacillus rhamnosus en acidez y

porcentaje de bilis y viabilidad de la cepa encapsulada.
3.1. ELABORACION DE PRODUCTOS A BASE DE SOJA: PRIMER LOTE
3.1.1. Materia prima para la elaboracion de Bebidas de Soja:

Semillas de Soja: Las semillas de soja fueron donadas por el Instituto
Paraguayo de Tecnologia Agraria (IPTA) figura 6, de la ciudad de Caacupé — Paraguay,
de la variedad SOJAPAR R24, resistente a plagas, enfermedades y estrés térmico. Las
mismas fueron recibidas en bolsas de arpillera de 3kg y fueron almacenados libres de

oxigeno, luz y humedad a temperatura ambiente, hasta su uso.

Aceite de Pescado: El aceite de pescado proveniente de higados de raya
refinado fue provisto por la empresa Omega Sur S.A. de la ciudad de Mar del Plata,

cuyo contenido en EPA y DHA es 9,56 y 29,13% respectivamente.
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Probidtico Lactobacillus rhamnosus: Cepa fue proveida por el Laboratorio de
Biotecnologia Industrial y Bioprocesos de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad Nacional de Asuncion — UNA. La misma fue aislada de queso
Paraguay proveniente de la ciudad de Itaugua en el marco del proyecto "Evaluacion de
la produccion de bacteriocinas a partir de Lactobacilos aisladas de productos lacteos”

del CONACYT con la autorizacion de los investigadores de dicho proyecto.

Aditivos: Para la elaboracion de capsulas se utilizé Cloruro de Calcio, Goma
Xantica y Alginato de Sodio; para las bebidas se utiliz Sorbato de potasio, Acido
Citrico, saborizante de Naranja y CMC adquiridos de un local comercial especializado
en alimentos, mientras que para la elaboracién de las galletitas se utiliz6: Harina de
Arroz, mix de semillas, Aceite de Soja y Stevia, obtenidos también de un local

comercial especializado. Todos los reactivos poseian grado alimenticio

3.1.2. Caracterizacion de la materia prima: 3 sub-lotes de semillas,
conteniendo 10 semillas cada una, fueron pesadas en balanza analitica para calcular su
peso promedio. También se trabajé con 3 sub-lotes de semillas para la longitud

transversal a medicién milimétrica.

La humedad se cuantificé mediante desecacion en estufa a temperatura de 105°C
hasta peso constante de acuerdo con las normas AOAC, 952.08; (1990). Las cenizas se
determinaron por calcinacion en mufla a 550°C de temperatura, hasta la obtencién de
cenizas blancas y peso constante (AOAC, 938.08; 1990). Las proteinas se determinaron
por el método Kjeldahl usando el factor de conversion 5,7 (AOAC, 24.027; 1984). Se
realiz la determinacion de Grasas por el método de Randall (AOAC, 1990) y los
lipidos fueron extraidos y cuantificados por el método de Bligh y Dyer (1959). El

contenido de hidratos de carbono se calcul6 por diferencia.

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica se llevo a cabo mediante
metilacion alcalina en frio de los mismos y posterior cromatografia gaseosa (1ISO
12966-2:2011). Se utilizé un equipo Shimadzu® GC-2010 acoplado a un espectrometro
de masas GCMS-QP2010 plus, equipado con inyector Split/Splitless e inyector
automatico AOC-20i, se utilizo una columna capilar Supelco® Omegawax 320 (30m x
0,32mm x 0,25 um) y Split 100:1.

3.1.3. Protocolo de elaboracidn de las capsulas de Omega-3 y las capsulas de
probioticos.
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Para el proceso de emulsion y encapsulacion del aceite de pescado, el alginato
de sodio se dispersO en agua destilada en concentracién de 1% y se dejé en reposo
durante la noche a temperatura ambiente para la hidratacion completa del biopolimero.
La pre-emulsion se obtuvo por homogeneizacion de velocidad media durante 2 minutos
utilizando un mixer de uso doméstico con una concentracion 1:5 de fase oleosa y
alginato. La emulsion se llevé a cabo centrifugando a 3500rpm durante 35min.
Finalmente, las perlas se obtuvieron por goteo en solucion de CaCl, 0,1 M y se secaron

a 30°C durante 24 hs en una estufa y 7 dias en desecador.

Por otra parte, para la encapsulacion de los probidticos, se procedié de la misma
manera con el alginato de sodio. Para la elaboracion de la emulsion se utilizd una
proporcién 1:3 (10ml Goma Xantica y 30ml de Alginato) de Goma Xantica al 1% vy
Alginato de Sodio al 1%, respectivamente. Las cepas de Lactobacillus rhamnosus
fueron activadas 24hs antes en 10ml de medio de cultivo MRSB, a 37°C en incubadora.
Para la encapsulacion de las cepas, se centrifugo el contenido del tubo de las bacterias
activadas (10ml) a 3500 rpm por 20min a 4°C, realizando 3 lavados con 10ml de PBS
para la eliminacién del medio de cultivo. Una vez obtenidas las bacterias concentradas
en el pellet, se agregd en el preparado 1:3 de la pre-emulsion. Para la emulsion se llevd
el preparado 1:3 més la cepa con PBS de 10ml a centrifugacion a 3500rpm por 35min.
Finalmente, las perlas se obtuvieron por goteo en solucion de CaCl, 0,1 M con agitacion
a 20 rpm con ayuda de un agitador magnético y se conservo a 4°C, para su posterior
andlisis de viabilidad y uso en el producto final. En la figura 7 se puede observar las
capsulas obtenidas tango las de aceite como las de los probidticos, en el caso de las
capsulas de aceite se observa una coloracion amarilla después de los 7 dias en

desecador, y en el caso de los probidticos una coloracién transparente.

Fig. 7: Capsulas elaboradas de Omega-3 y probidticos

3.1.4. Protocolo de elaboracion y formulaciones de las bebidas de soja
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Las semillas de soja fueron clasificadas y desinfectadas con el proceso descripto
anteriormente. El proceso de desinfeccion, observado en la figura 8, se realiz6 para la
eliminacién de hongos y bacterias que se podrian encontrar en la superficie del grano.
Se tomaron sub-lotes de la muestra original (200g) y se sumergieron en agua destilada
por 1min, luego se sumergié en Hipoclorito de Sodio al 5% por 2min, se enjuagaron las
semillas hasta eliminar el hipoclorito y se sumergieron en alcohol al 70% por 1min. Por
altimo, se enjuagd con agua destilada estéril. Durante este proceso se eliminaron las
semillas verdes y las que ya no estaban en buen estado. Para comprobar la esterilidad de

las semillas se cultivaron las semillas desinfectadas en AMS (Agar-malta-sal) y

Sabouraud Dextrose Agar, por 5 dias para controlar el crecimiento de hongos.

Fig. 8: Control Microbioldgico de semillas de soja

A continuacion, se procedié a elaborar la bebida, de acuerdo al protocolo
descripto por Vaca 2011, con modificaciones. Se dejo en remojo 200g de soja durante
12hs y 200g de soja durante 18hs a temperatura ambiente, en proporcion 1:6 y 1:9 de
semillas y agua destilada respectivamente, con Bicarbonato de Sodio al 0,5%, en ambos
tiempos de remojo, en total se elaboraron 4 tipos de bebidas.

Fig. 9: Proceso de elaboracion de bebidas a base de Soja

Al culminar los tiempos de remojo, se escurrieron los granos hidratados
enjuagando con agua destilada. Se procedio a descascarar los granos de forma manual y

luego se realiz6 la coccion de los mismos en un nuevo lote de agua destilada con
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Bicarbonato de Sodio al 0,5%. Este paso tiene como objetivo inactivar las enzimas
lipoxigenasa y antitripsina responsables del mal sabor a las bebidas, y consiste en la
ebullicion, durante 15min a 100°C para su eliminacion en forma de espuma y posterior

desecho del agua amarga.

Una vez cocidos los granos, se procedio al licuado para obtener las bebidas,
utilizando una licuadora de uso domeéstico. Luego se procedio a filtrar la bebida
obtenida separando el residuo (Okara) que luego sera utilizado para la elaboracion de

las galletitas.

El proceso de filtracion fue realizado con un filtro de tela. Una vez obtenido el
filtrado, se procedi6 al agregado de los aditivos como el conservante, emulsionante y
saborizante, como se observa en la Tabla 1, donde los codigos utilizados son L (leche)
S2 (soja donada por el IPTA) vy las letras a, b, ¢, d y e, representan a una formulacion
distinta y el blanco es la bebida sin aditivos. En el caso de la bebida de soja, se utilizd
acida de sodio como conservante, Goma Xantica como emulsionante, Acido Citrico
como antioxidante y saborizante de naranja. Luego se procedio a la pasteurizacion de
las bebidas, entre 70-80°C durante 20min en placa eléctrica. Finalmente se dejo enfriar
a temperatura ambiente y se procedié al enriquecimiento con Omega-3 y probioticos. El
enriquecimiento se realizé después de la pasteurizacion debido a que las propiedades del
Omega-3 y la actividad de los probioticos (bacterias vivas encapsuladas) podrian verse
afectadas con las altas temperaturas. Luego del enriquecimiento, el producto obtenido se
conservo en la heladera hasta su consumo y analisis. El flujograma de la elaboracién de

las bebidas de soja se observa en la Figura 11.

Tabla 1: Formulacién porcentual de Bebidas obtenidas con relacion soja:agua 1:4 y las

mismas formulaciones para la relacion soja:agua 1:6. Primer Lote

Muestras Bebida Stevia Ac.citrico Cons. G.X Omega-3 Probidticos Sabor

L1S2a 96 0,7 0,7 0,04 0,28 05C 0,5 0,5
L1S2b 96 0,7 0,7 0,04 0,28 05E 0,5 0,5
L1S2c 97 0,7 0,7 0,04 0,28 0,5E 0,5 -

L1S2d 97 0,7 0,7 0,04 0,28 - - 0,5
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L1S2e 98 0,7 0,7 0,04 - - -
Blanco 100 - - - - - - -

GX indica Goma Xantica. C es agregado de capsula y E de emulsién. Cons. indica conservante,
este caso acida de sodio

Fig. 10: Flujograma de la elaboracion de bebidas a base de soja

Semillas de soja

Remojo delas ' I_’ Relacion1:2 de sojay agua (300ml) =
semillas por 12

S h P
! _]—' Relacion1:4 de sojay agua (800ml) - el ;"‘,"
3 «d
Descascarillado manual de los granos D

Cocciona 100C PTRIIn "
por 20 min ww Paralaeliminacion de compuestos que amarguen la bebida

l Eliminacion del agua amarga

Licuado con un
nuevo lote de agua

l = Lavado con 300ml de agua
Filtr?ci()n
Agregado de PASTEURIZACION
los aditivos >

7 > , AT
E., y ’
Adicion del Omega-3

> en forma de »
capsulas o emulsion

l

Envasadoy
refrigerado

3.1.5. Elaboracién de Galletitas de Okara

Después de la filtracion realizada se procedié a secar el residuo obtenido en
bandejas de acero inoxidable en horno eléctrico doméstico a 100°C por

aproximadamente 48hs, para extraer el exceso de humedad.

Una vez seco el okara, se procedio a realizar las mezclas de ingredientes segln
la distribucion de los componentes especificados en la Tabla 2. Se realizaron mezclas
por separado en potes diferenciados para cada formulacion, G1, G2, G3, G4, G5 y G6,
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codigos que corresponden a cada formula desarrollada. Una vez realizadas las mezclas,
se procedio al amasado y armado manual de las galletitas en forma circular hasta
obtener una masa compacta, luego se llevo a hornear a 200°C por 30min, hasta obtener
unas galletitas bien compactas y doradas. El flujograma de elaboracién de las galletitas
se observa en la figura 11 donde realizo la seleccion de las formulaciones que daban

mejor textura a las galletitas.

Tabla 2: Formulacion porcentual de galletitas de Okara de soja.

Contenido en gramos

G1 G2 G3 G4 G5 G6

Okara 40,4 36,2 24 5 24 24
H. Arroz 0 44 24 44 24 24
CMC 18,2 18 15 15 15 14
Ac. Soja 19,2 19 17 17 17 17
Stevia 1 1 1 1 1 1
AD. 18,2 18,4 15 15 14 15
Semillas 3 3 4 3 4 4
W-3C 0 0 0 0 1 0
W-3 E 0 0 0 0 0 1

*Las formulaciones G1 y G2 fueron descartadas debido a que no se pudo obtener una buena textura.
CMC indica carboximetilcelulosa, AD indica agua destilada. C es agregado de cépsula y E de emulsién.

Fig. 11: Flujograma de la elaboracién de Galletitas a base de Soja
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previamente

=
Agregado del Omega-3 en f-
forma de capsulas o emulsion -+
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Homeado en estufa a 170°C
por 20 min
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Luego del horneado, se dejaron enfriar las muestras obtenidas y se procedié al
envasado Yy etiquetado de las galletitas por separado en bolsitas estériles para evitar su
contaminacion con agentes patdgenos ambientales. Se mantuvo en refrigeracion a 4°C

de temperatura hasta su anélisis.
3.1.6. Parametros fisicoquimicos de calidad

Los indices fisicos quimicos determinados en las bebidas fueron: humedad y
contenido de material volatil mediante el método de la estufa de vacio, (AOCS Ja 2a-
46,2009), densidad relativa determinada utilizando un picnémetro calibrado a 20°C,
indice de acidez mediante la técnica oficial (AOCS Ca 5a - 40, 2009), y contenido de
proteinas por el método de Sorensen-Walker establecido por Meza et al., (2013),

utilizando un factor conversion de 2,24.

Para caracterizar las galletitas, la humedad se cuantificd mediante desecacion en
estufa a temperatura de 105°C hasta peso constante (AOAC, 952.08; 1990). Las cenizas
se determinaron por calcinacion en mufla a 550°C de temperatura, hasta la obtencion de
cenizas blancas y peso constante (AOAC, 938.08; 1990). Las proteinas se determinaron
por el método Kjeldahl usando el factor de conversion 5,7 (AOAC, 24.027; 1984). Se
realizd la determinacion de grasas por el método de Randall (AOAC, 1990) y los lipidos
fueron extraidos y cuantificados por el método de Bligh & Dyer, (1959). El contenido
de hidratos de carbono se calcul6 por diferencia.

Para calcular el contenido de calorias se utilizaron los coeficientes Atwater,
siendo 4,0 kcal/gramo para proteinas e hidratos de carbono y 9,0kcal/gramo para los

lipidos.
3.1.7. Andlisis sensorial de los alimentos formulados

La intensidad percibida de las bebidas atributos sensoriales de okara, fue
analizada por 15 panelistas no entrenados (hombres y mujeres, de 25 a 60 afios de
edad). Los panelistas fueron instruidos previamente en los descriptores utilizados en
este estudio. Se evalud el color, aroma, sabor y textura de las 5 leches formuladas a fin
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de conseguir un perfil sensorial del producto. A continuacion, se elaboraron dos analisis
discriminatorios y de preferencia entre todas las leches y solamente las leches

enriquecidas con capsulas y emulsiones.

El anélisis se realizd el dia 7 post-elaboracion. Suponiendo que este producto
tiene una vida util de 30 dias, el periodo corresponde con la primera mitad de ese
periodo. Por ultimo, se desarrollé un cuestionario de aceptacion del producto. Para los
snacks de okara se evaluo el color, aroma, sabor y textura de los 3 snacks formulados
con igual proporciéon de okara y harina de arroz. A continuacion, se elaboraron dos
andlisis discriminatorios y de preferencia entre estos tres snacks y luego uno entre los
snacks enriquecidas con capsulas y emulsiones. Por u(ltimo, se desarroll6 un
cuestionario de aceptacion del producto, a fin de conseguir un perfil sensorial del

mismo. En este caso el analisis se realizo a las 48 h de elaborado el producto.
3.1.8. Analisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por duplicado, y se expresaron como valor
medio * desvio estandar. La diferencia entre los valores medios fue evaluada mediante
el test de Duncan, y se consider6 significativa con un valor P del 5%. Para el analisis
estadistico se utilizé el software Infostat, de aplicacion general desarrollado bajo la
plataforma Windows (2017).

3.2. ELABORACION DE PRODUCTOS A BASE DE SOJA: SEGUNDO LOTE

Para el segundo lote de bebidas de soja, se realizaron cambios en las
formulaciones debido a que las bebidas obtenidas en el primer lote no fueron estables y
se producian dos fases, una de agua y otra de la parte solida de la soja, en el producto
final, por lo cual se procedié a realizar varias pruebas con los aditivos utilizados,
logrando obtener una mejor formulacion para las mismas. La formulacion final obtenida

se puede observar en la Tabla 3.

Aditivos: Se emplearon los mismos reactivos utilizados en el Primer Lote, a
excepcion del acido citrico y del saborizante de naranja, que fue sustituido por ramas de

canela obtenidas de un local comercial

Tabla 3: Formulacion Segundo Lote bebidas de soja con relacién soja:agua 1:6 y 1:9.

Muestras Bebida Conservante  G.X. Omega-3 Probiotico Canela
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L2S1a 98% 0,03 0,02 0,5C. 0,5 1

L2S1b 96% 0,03 0,02 05E 0,5 1
L2S1c 98% 0,03 0,02 05E 0,5 0
L2S1d 98% 0,03 0,02 0 0 1
L2Sle 99% 0,03 0,02 0 0 0
Blanco 100% 0 0 0 0 0

GX indica Goma Xantica. C es agregado de capsula y E de emulsion. El conservante utilizado fue

Sorbato de potasio

Los procedimientos seguidos para la elaboracién del segundo lote de bebidas de
soja se describen en los puntos 3.1.2, 3.1.3 y 3.1.4 con las modificaciones detalladas en
la Tabla 3. El antioxidante Acido Citrico fue eliminado de la formulacién debido a que
en pruebas realizadas se determind que era uno de los causantes de la separacién de las
bebidas en dos fases, esto se concluyd ya que en las pruebas de las formulaciones se no
se observd una separacion en las bebidas que no contenian este aditivo. También se
modificd el saborizante de naranja por ramas de canela, para eliminar los sabores
citricos utilizados inicialmente y obtener una bebida vegetal parecida a una leche
normal. Esto permitié obtener una bebida de aspecto homogéneo y agradable a la vista.

Los analisis de calidad fueron los mismos utilizados en el primer lote.

3.3. ELABORACION DE PRODUCTOS A BASE DE NUEZ DE MACADAMIA

3.3.1. Materia prima para la elaboracion de bebidas de Nuez de
Macadamia:

Frutos de nuez de macadamia: Se utilizo un lote de frutos secos de la variedad
HAES 344 obtenidos de una empresa comercial de la ciudad de San Joaquin

departamento de Caaguazu — Paraguay. Los frutos fueron recibidos en bolsas de
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polietileno de 3Kg observado en la figura 12 y se almacenaron libres de oxigeno, luz y

humedad a temperatura ambiente, hasta su uso.

Fig. 12: Nuez de macadamia utilizada en el proceso de elaboracion de bebidas de nuez

y galletitas, obtenida de la empresa Boombera Nuts

Aceite de Pescado: El aceite de pescado proveniente de higados de raya
refinado fue provisto por la empresa Omega Sur S.A. de la ciudad de Mar del Plata,

cuyo contenido en EPA y DHA es 9,56 y 29,13% respectivamente.

Probidtico Lactobacillus rhamnosus: misma cepa utilizada en las bebidas

vegetales a base de soja.

Aditivos: Para la elaboracion de capsulas se utilizé Cloruro de Calcio, Goma
Xantica y Alginato de Sodio; para las bebidas se utilizé Sorbato de potasio, saborizante
de Chocolate y CMC adquiridos de un local comercial especializado en alimentos,
mientras que para la elaboracion de las galletitas se utiliz6: avena, Aceite de Girasol y
Stevia, obtenidos también de un local comercial especializado. Todos los reactivos

poseian grado alimenticio.

3.3.2. Caracterizacion de la materia prima: 3 sub-lotes de semillas,
conteniendo 10 semillas cada una, fueron pesadas en balanza analitica para calcular su
peso promedio. También se trabajé con 3 sub-lotes de semillas para la longitud

transversal a medicién milimétrica.

La humedad se cuantificé mediante desecacion en estufa a temperatura de 105°C
hasta peso constante (AOAC, 952.08; 1990). Las cenizas se determinaron por
calcinacion en mufla a 550°C de temperatura, hasta la obtencion de cenizas blancas y
peso constante (AOAC, 938.08; 1990). Las proteinas se determinaron por el método
Kjeldahl usando el factor de conversién 5,7 (AOAC, 24.027; 1984). Se realiz6 la
determinacion de Grasas por el método de Randall (AOAC, 1990) vy los lipidos fueron
extraidos y cuantificados por el metodo de Bligh y Dyer (1959). El contenido de
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hidratos de carbono se calculd por diferencia. Ademas se estudio un método de
extraccion con metanol:isopropanol, como una modificacion del método de Mereles et
al., 2015, a fin de evaluar la posible diferencia de los &cidos grasos obtenidos con esta

metodologia.

Fig. 13: Caracterizacion de la materia prima
realizado en el INIDEP — Mar del Plata

El perfil de &cidos grasos se llevo a cabo mediante metilacion alcalina en frio de
los mismos y posterior cromatografia gaseosa (1SO 12966-2:2011). Se utiliz6 un equipo
Shimadzu® GC-2010 acoplado a un espectrometro de masas GCMS-QP2010 plus,
equipado con inyector Split/Splitless e inyector automatico AOC-20i, se utiliz6 una
columna capilar Supelco® Omegawax 320 (30m x 0,32mm x 0,25 um) y Split 100:1.

3.3.3. Protocolo de elaboracién de las capsulas de Omega-3 y las capsulas de
Probioticos.

Se utilizé el mismo procedimiento que en las bebidas de soja. Ir a la pagina 34.

3.3.4. Protocolo de elaboracion y formulaciones de las bebidas de nuez de
macadamia
Los frutos de nuez fueron seleccionados y desinfectados de la misma manera

que en las semillas de soja.

A continuacién, se procedi6 a elaborar la bebida, de acuerdo al protocolo
descripto por Salva (2017), para bebidas a base de almendras, del cual se realizaron
algunas modificaciones.

Se dejaron en remojo los 200g de los frutos durante 3hs y 4hs a temperatura
ambiente, en proporcion 1:2 y 1:4 (100gr de frutos y 200 — 400ml de agua) de frutos y
agua destilada respectivamente, en total se elaboran 4 tipos de bebidas. Al culminar los
tiempos de remojo, se escurrieron los frutos hidratados enjuagando con agua destilada.
Se realiz6 la coccion de los frutos en un nuevo lote agua destilada, para inactivar
compuestos toxicos que dan un mal sabor a las bebidas, por 15min a 100°C, en el
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momento que entra en ebullicidn, se eliminan en forma de espuma, luego se elimind el
agua amarga. Una vez cocidos los frutos, se procedio a la realizacion de las bebidas,

moliendo los mismos en una licuadora de uso doméstico.

Luego se procedio a filtrar la bebida obtenida separando el residuo que luego fue
utilizado para la elaboracion de las galletitas. EI proceso de filtracion se realizé con un

filtro de tela.

Una vez obtenido el filtrado, se procedié al agregado de los aditivos como el
conservante, emulsionante y saborizante con las proporciones detalladas en la Tabla 5,
los codigos LINL, corresponden a L de leche, y N de nuez de macadamia el numero 1
indica que es el primer lote, y el blanco no contiene los aditivos. En el caso de la bebida
de nuez se utiliz6, Sorbato de potasio como conservante, CMC como emulsionante y
saborizante de chocolate. Luego se procedi6 a la pasteurizacion de las bebidas, entre 70-
80°C durante 20min. Finalmente se dejé enfriar a temperatura ambiente y se procedio al
enriquecimiento con las capsulas y emulsion de Omega-3 y las capsulas con los
probidticos. Esto se realizé después de la pasteurizacion por los motivos citados
anteriormente. En la figura 14 se puede observar el proceso de coccién, licuado y

filtrado de las bebidas vegetales, y el envasado de las mismas y en la figura 15 el

flujograma de elaboracién de las bebidas vegetales.

Frutos de nuez Remol / Relacion 1:2 de nuez y agua (140ml)
= mojo de los
demacadamia | s | o0 por3y

dhs \
Relacion 1:4 de nuez y agua (240ml)

l

Licuado con un
nuevo lote de
agua
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| Filtracién I
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Agregado de | ——> PASTEURIZACION capsulas 0 emulsion

los aditivos
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Fig. 15 Flujograma de la elaboracion de bebidas a base de Nuez de Macadamia

3.3.5. Formulacion de las bebidas realizadas: Datos en porcentaje de los aditivos
utilizados en las formulaciones de las bebidas vegetales.

Tabla 4: Formulacién de las bebidas a base de nuez de macadamia con distintos de

tiempo de remojo y proporcién de agua, 1:2 y 1:4 de proporcion de agua, por 3hs 'y 4hs.

Muestras  Bebida Stevia CMC Conservante Omega-3 Probi6tico Saborizante

LINla 97,5 0,5 0,1 0,1 0,5 caps 0,15 1
L1IN1b 97,5 0,5 0,1 0,1 0,5 emul 0,15 1
L1N1c 98 0,5 0,1 0,03 0 0 1
L1IN1d 99 0 0,1 0,03 0,5 caps 0,15 0
Blanco 100 0 0 0 0 0 0

3.3.6. Protocolo y formulacion de Galletitas de Nuez

Después del paso de filtracién en la elaboracion de la bebida, se obtuvo un
residuo tipo harina, tal como se mencioné anteriormente, que fue destinado a la
elaboracion de galletitas. En la Tabla 5 se especifica la distribucion porcentual de los
componentes de cada férmula seleccionada para la elaboracion de galletitas de harina de
nuez. Siendo los codigos G1 — G6 el numero de galletitas elaboradas perteneciente a

una formulacién distinta,

Tabla 5: Formulacién porcentual de las galletitas a base de Nuez de Macadamia

Contenido Gl G2 G3 G4 G5 G6

Nuez 39,02 38,65 38,65 39,41 39,41 14,39
Avena 39,02 38,65 38,65 39,41 39,41 57,55
Ac. Girasol 12,68 12,56 12,56 12,81 12,81 11,73
CMC 0,2% 5,37 5,31 5,31 5,42 5,42 5,90
Stevia 1,95 1,93 1,93 1,97 1,97 2,52
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Capsulas 0 0,97 0 0,99 0 0
Emulsion 0 0 0,97 0 0,99 0
Chocolate 1,95 1,93 1,93 0 0 0

La forma de elaboracion es la misma a la mencionada para galletitas de soja, con

la diferencia que los residuos de nueces se secaron mas rapido que los residuos de Soja.

Una vez seco el Okara, se procedié a realizar las mezclas de ingredientes
observados en la tabla 6. Se realizaron las mezclas por separado en potes diferenciados
para cada formulacion (G1 — G6). En la figura 16 se puede observar el proceso de
elaboracion de las galletitas, desde el agregado los ingredientes, el preparado de las
masas Y el horneado de las mismas. Una vez realizada las mezclas, se llevo a hornear a

200°C por 30min, hasta obtener unas galletitas bien compactas y doradas. Y en la figura

17 se observa el flujograma de elaboracién de las galletitas.

Fig. 16: Proceso de elaboracion de las galletitas de okara de Nuez de Macadamia

Harina obtenida en la Secado en estufaa ‘ Elaborado de las mezclas de los

elaboracion de las —» 60°Cportresdias ——— snacks, segun las formulaciones
bebidas de nuez | \ " realizadas

|

‘ Agregado del omega-3 en forma de
capsulas y emulsion en G2y G3

}

Horneado en estufaa 150°C por
20 min

Fig.
17: Flujograma de elaboracion de Galletitas de Nuez de Macadamia.
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3.3.7. Andlisis sensorial de los alimentos formulados

La intensidad percibida de las bebidas, fue analizada por 22 panelistas no
entrenados (hombres y mujeres, de 25 a 65 afios de edad). Los panelistas fueron
instruidos previamente en los descriptores utilizados en este estudio. Se evaluo el color,
aroma, sabor y textura de las 4 leches formuladas a fin de conseguir un perfil sensorial
del producto. Se analizaron las leches a remojo de 3 hs en proporcion 1:4 debido al
mayor rendimiento. A continuacion, se elaboraron dos andlisis discriminatorios y de

preferencia entre leches enriquecidas con capsulas y emulsiones.

El analisis se realizo el dia 7 post-elaboraciéon. Suponiendo que este producto
tiene una vida util de 30 dias, el periodo corresponde con la primera mitad de ese
periodo. Por U(ltimo, se desarrolld un cuestionario de aceptacion de compra del
producto. Para las galletitas de nuez se evalu6 el color, aroma, sabor y aceptacion de las
galletitas formuladas con igual proporcion de avena y nuez. A continuacion, se
elaboraron dos analisis discriminatorios y de preferencia entre las galletitas enriquecidas
con capsulas y emulsiones. Por altimo, se desarrollé un cuestionario de aceptacion del
producto. A fin de conseguir un perfil sensorial del mismo. En este caso el analisis se

realizd a las 48 hs de elaborado el producto.
3.3.8. Analisis estadistico de los datos obtenidos.

Tanto las mediciones fisicas de las materias primas utilizadas, como las
determinaciones quimicas de los productos obtenidos se analizaron por duplicado,
realizandose triplicado en los casos que el coeficiente de variacion de los resultados
fuese mayor al 5%. Los resultados de estas determinaciones se expresaron como valor

medio.

3.3.9. Parametros fisico quimicos de calidad de los productos obtenidos

Los indices fisicos quimicos determinados para analizar las bebidas fueron:
humedad y contenido de material volatil mediante el método de la estufa de vacio,
(AOCS Ja 2a-46, 2009), densidad relativa determinada utilizando un picnémetro
calibrado a 20°C, indice de acidez mediante la técnica oficial (AOCS Ca 5a - 40, 2009),
y contenido de proteinas por el método de Sorensen-Walker citado por Meza et al.,
(2013), utilizando un factor conversion de 2,24.

Para caracterizar las galletitas de nuez se las determinaciones realizadas fueron

humedad, cenizas, proteinas, grasas y el perfil de &cidos grasos descriptos anteriormente
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de resistencia de la cepa Lactobacillus rhamnosus como probidtico
Para poder utilizar las cepas de lactobacilos, se realizaron pruebas de resistencia
a: acidez (pH) y bilis. Debido a que la cepa utilizada fue aislada de queso fresco (mas
conocido como queso Paraguay) proveniente de la ciudad de Itaugua, no se conoce el
comportamiento de la cepa como probidtico, segun bibliografias consultadas la especie
de lactobacilo aislada es comdnmente utilizada como probiético, por lo cual se
realizaron estas pruebas para asegurar que podran ser resistentes al someterse a un

porcentaje de acidez y bilis critico (pH 3 y 0,3% de Bilis).

Las pruebas, consistieron en verificar si las cepas sobrevivian a acidez critica
(Lim, 2009), realizandose una prueba en medio de cultivo MRSB modificando el pH del
medio con Acido Clorhidrico 0,1N e Hidroxido de sodio 0,1N. Los pH fueron 1, 2, 3, 4

y 5, siendo el pH mas importante el pH 3, debido a que es el valor dentro del estdmago.

Con respecto al porcentaje de Bilis se utilizé el medio de cultivo Caldo verde
brillante de bilis (BRILA) que fue preparado en distintos porcentajes de concentracion
de bilis siendo de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 y 0,5, respectivamente. En este caso el porcentaje de
0,3 es el mas importante debido a que corresponde al porcentaje de bilis dentro del
estdmago.

Estos analisis se realizaron para evaluar y analizar si las cepas podrian resistir el
proceso de digestion. Como se puede observar en la figura 18, se obtuvieron buenos
resultados cuantificandose una cantidad elevada de unidades formadoras de colonias
(UFC) a pH 3, el pH critico. Lo mismo se puede observar en la figura 19, en donde se

cuantificaron una cantidad elevada de UFC a una concentracion de 0,3% de bilis.

Fig. 19:
resistenci
bilis

De la misma manera, se realizd6 un estudio de control de viabilidad de los

probidticos encapsulados, luego de 24 y 48hs de preparacion de las capsulas, donde se
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seleccionaron 15 capsulas de probioticos y se procesé en 100ml de peptona water al
0,5% en una bolsa estéril de cultivo. Las capsulas fueron trituradas con ayuda de un
mortero de porcelana y se inoculo en medio de cultivo MRSA y en placas petrifilm para
deteccion de Bacterias Acido Lacticas (BAL). Se logré detectar presencia de estas

bacterias y en cantidades optimas de UFC.

También se realizd una prueba de deteccion de los probidticos en las bebidas
vegetales, para analizar la viabilidad de las mismas en sustratos diferentes y fueron
detectadas en placas petrifilm. Se pudo detectar la presencia de los probioticos en las
bebidas vegetales tanto en soja como en la nuez, sin que las mismas hayan sufrido
cambios fisicoquimicos, como cuajado o cambios de pH debido a que los probidticos
tienden a formar acido lactico, lo que podria fermentar la bebida elaborada. Al estar
encapsulados, este proceso se retrasa obteniendo buenos resultados durante 10 dias,
donde se observo una ligera disminucion del pH de 7 a 6 y a partir del dia 15, se
observé un cambio en el pH de 7 a 4,5; este cambio podria afectar el sabor de las
bebidas vegetales y deteriorarlas. Por lo tanto, la viabilidad de las cepas de BAL en las

bebidas vegetales es de 10 dias, sin producir ningun tipo de cambio

Fig. 20: Deteccién de BAL en bebidas vegetales a base de a) nuez y de b) soja

4.2. RESULTADOS OBTENIDOS EN PRODUCTOS A BASE DE SOJA
4.2.1. Caracterizacion de la materia prima

Analisis proximal de la materia prima: en las Tablas 6 y 7 se detallan los
resultados obtenidos en el analisis proximal de las semillas del primer y segundo lote.
Se observan diferencias en ambos lotes, en especial en el contenido proteico, grasas y
humedad. Podemos decir que estas diferencias se deben al tiempo de cosecha de los

lotes de semillas, que puede llegar a influir en el contenido nutricional de las semillas.
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Tabla 6: Composicién del analisis proximal de las semillas de soja, primer lote.

Muestra %Humedad %Cenizas %Proteina %Grasas %H.C

SOJA 2,12 4,7 7,1 65,1 20,98

Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2)

Tabla 7: Composicion del andlisis proximal de las semillas de soja, segundo lote

Muestra %Humedad %.Cenizas %Proteina %Grasas %H.C

SOJA 8,46 5,26 36,89 19,63 29,76

Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2)

Segun lo reportado por Chavarria, (2010), el porcentaje de proteina obtenido es
de 40%, grasa 21%, carbohidratos 34% Yy cenizas 4,9%, estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos en el segundo lote (Tabla 7), en comparacién con los resultados
obtenidos en el primer lote, donde se puede observar que el porcentaje de grasa es
mayor que lo reportado en bibliografia. Lopez, (2013) reporto datos de 36,5% de
proteinas, 19,94% de grasas, y 30,16% de carbohidratos, estos datos concuerdan con lo
obtenido en el segundo lote de semillas. Al analizar los resultados, se observa que el
segundo lote de semillas contiene mejores caracteristicas nutricionales para ser

utilizadas.

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica del aceite de soja, se presenta en
la Tabla 8. Puede observarse que el contenido en &cido linoleico es el mas alto, seguido
del oleico y palmitico. Estos resultados concuerdan con lo establecido por la norma
CODEX, y con datos de bibliografia para aceites de soja (O'Brien, 2004, Ribeiro et al.,
2009).

Tabla 8: Composicion de acidos grasos obtenidos en el aceite de soja

Aceite B&D Norma CODEX
Acido Graso mg/mg % %
16:0 PALMITICO 0,053 10,21 8-13,5
18:0 ESTEARICO 0,021 4,05 2-54
20:0 ARAQUIDICO 0,001 0,19 0,1-0,6
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22:0 BEHENICO 0,001 0,19 ND-0,7

saturados 0,076 14,64 0
18:1n9 OLEICO 0,11 21,19 17-30
22:1n9 ERUCICO 0 0,00 ND-0,3
Mono saturados 0,11 21,19 0
18:2n6 LINOLEICO 0,288 55,49 48,0 -59,0
18:3n3 LINOLENICO 0,045 8,67 4,5-11
EPA 0 0,00

DHA 0 0,00

poliinsaturados 0,333 64,16

Total: 0,519 100

Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2).
En la tabla se observa que el contenido de EPA y DHA, es 0, por lo tanto, es

factible el enriquecimiento de las bebidas con estos acidos grasos.
4.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de las bebidas vegetales de soja

En las Tablas 9 y 10 se resumen los datos obtenidos de los andlisis
fisicoquimicos realizados, donde los valores de humedad se corresponden con las
formulaciones establecidas. De esta manera el mayor contenido porcentual de cada
bebida corresponde a la humedad, que esta asociado al contenido de agua incorporado
durante la elaboracion. Otros autores como O'Toole, (2016) y Palacios-Perilla y Acero,
(2017) informaron valores ligeramente inferiores para las bebidas del mismo tipo siendo
93 y 90% respectivamente. Jiang, (2013) informo valores de humedad similares a los
del presente trabajo, en bebidas de soja elaboradas a partir de la semilla y de la semilla

germinada.

Todos los valores de densidad se encontraron en el rango de 0,96-1,03 g/ml.
Estos datos son concordantes con otros estudios realizados sobre bebidas de soja por
Palacios-Perilla y Acero, (2017) quien reporté datos similares de densidad, con 1,03
g/ml para la bebida de soja.

Tabla 9: Composicion fisico quimica del primer lote de las bebidas vegetales de soja,
proporcion 1:4 de 18hs

Cédigo Humedad (%0) D?S/Sr::? d pH Acidez (%)  Proteinas (%)
L2S1a 95,7 1,02 3,40 0,24 1,344
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L2S1b 92,7 1,02 3,18 0,3 1,344

L2S1c 96,2 1,03 3,38 0,1 1,568
L2S1d 97,8 1,01 2,88 0,17 1,120
BLANCO 96,7 1,02 2,89 0,3 1,456

Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2).

Tabla 10: Composicion fisicoquimica del segundo lote de las bebidas a base de soja.

Cadigo Humedad (%) D?g;::? d Acidez (%)  Proteinas (%)
1:9, 18h

L2S2a 97,2 0,98 8 0,05 6,095
L2S2b 97,02 0,99 8,13 0,045 477
L2S2¢c 97,31 0,97 7,2 0,03 5,83
L2S2d 97,55 0,98 8,6 0,05 4,24
BLANCO 97,3 0,96 8,18 0,02 3,71

1:6, 18h

Cédigo Humedad (%0) D(eg;]/idli d pH Acidez (%) Proteinas (%)
L2S2a 95,7 0,98 7,13 0,06 4,77
L2S2b 92,7 0,97 6,86 0,045 4,77
L2S2c 96,2 0,95 6,63 0,045 477
L2S2d 97,8 0,97 7,63 0,045 4,77
BLANCO 96,7 0,97 7,006 0,045 5,03

Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2).

En cuanto al pH, los valores obtenidos en el primer lote se encuentran en un
rango de 2,88-3,40. Estos datos difieren drasticamente con lo reportado en bibliografia,
probablemente debido a la variedad y el periodo estacional de la soja utilizada como
materia prima ya que se observaba que aun no estaban maduras, ademas en la
caracterizacion de la metria prima (Tabla 7 ), los valores obtenidos estaban por debajo
de lo reportado, por lo que se puede concluir que las semillas no eran buenas para la

elaboracion del producto. El pH también pudo haber sido afectado por la adicion del
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Acido Citrico, debido a que en el primer lote bebidas de soja el liquido se separaban en
dos fases (agua y soja), y este efecto se debe a la acidez provocada en a las bebidas, que
luego fue eliminada en la formulacion del segundo lote, donde se observé un pH dentro
del rango de 6,6 — 8,6 datos que si concuerdan con lo reportado en bibliografia. En la

figura 24 se observa la separacion de las fases de la bebida de soja.

El bajo nivel del pH pudo deberse, ademas, a que el saborizante utilizado era de
sabor a Naranja, que también pudo haber afectado a la acidez del producto, en los
frascos donde no se adicionaba este compuesto, no se observaba esta separacion. Lopez
(2013), reportd datos cercanos a la neutralidad mientras que Palacios-Perilla y Acero
(2017), reportd un pH de 5,26. En cuanto al porcentaje de acidez, los valores obtenidos
estan dentro del rango de 0,1-0,3 g% de &cido oleico. Estos datos son concordantes con
valores reportados por Palacios-Perilla y Acero (2017).

El porcentaje de proteinas arrojo valores mayores a 1% en el primer lote, en
todas las formulaciones hechas, siendo ligeramente superiores a lo reportado por
Palacios-Perilla y Acero (2017). Oyedeji et al. (2018), también encontraron valores
similares que oscilaron entre 1,24 a 2,26 % de proteina, en bebidas de soja y soja
germinada. Jiang, (2013) reportaron valores ligeramente superiores al 2% y en
comparacién con los resultados reportados por Garcia-Saavedra, (2017) y Mékinen et
al., (2016) que obtuvieron valores mayores al 3%, los datos obtenidos en el primer lote
fueron estadisticamente inferiores, pero si concuerdan con los porcentajes obtenidos en
el segundo lote, que arrojaron valores mayores a 4% y 6%. En la figura 21 se observa el
proceso de analisis de pH y acidez realizado por la técnica de Sorensen-Walker.
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Fig. 21: Proceso de analisis de pH y acidez de las bebidas de soja

4.2.2.1. Caracterizacion Microbiolégica de las semillas y bebidas

vegetales de soja

Semillas de soja: Para el analisis microbiolégico se siguié el proceso de
Sepulveda, (2005), que menciona el uso del medio un de cultivo especial para hongos
Agar Malta Sal (AMS), con un contenido de NaCl de 50 g/l. La sal es agregada con
varios fines: evitar la germinacion de los granos, aumentar la presion osmotica, al bajar
la actividad de agua en el cultivo y facilitar el crecimiento de hongos, en especial las
especies de Aspergillus. Este medio, debido a sus nutrientes solubles, estimula el

desarrollo de muchos hongos, en especial los de crecimiento rapido.

También se utilizaron otros medios de cultivos generales para la deteccion de
hongos como Potato Dextrosa Agar y Yeast and Mould Agar, en los cuales las semillas
de soja germinaron, demostrando asi que el medio de cultivo méas apto para este tipo de

analisis es el AMS.

Este analisis fue realizado con el fin de detectar presencia o ausencia de hongos
y en los granos de soja. En los resultados observados en la figura 22 se puede observar
un crecimiento de hongos en algunos granos de soja. En cada placa de Petri se
colocaron 5 semillas de soja distribuidas en los costados y una semilla en el centro, y

luego de 5-7 dias de incubacidn, se observo el crecimiento de hongos en la superficie de

2 a 3 granos por placa de Petri.

Fig. 22: Resultados microbioldgicos obtenidos en semillas de soja, luego de la

desinfeccién

Para la caracterizacion de los hongos encontrados se procedid a realizar una

tincién con Verde de Malaquita observados en la figura 23.




Fig. 23: Observacion en microscopio de los microrganismos encontrados en semillas de

soja a 100x

De acuerdo a las imégenes de la figura 23, podemos observar la presencia de
Pecicillium sp., Aspergillus sp. y algunas esporas que podrian a llegar a ser de Fusarium
sp. Se recomienda realizar mas estudios para poder caracterizar las especies de micro

hongos hallados.

Bebidas vegetales: Para los analisis microbiologicos se siguid el proceso de
Codina, (2017). Para deteccion de Aerobios Mesofilos (AM), Entero bacterias (EB),
Coliformes Fecales (CF), Lactobacilos (LB). Se utilizaron los medios cada uno de
500ml, Plate Count Agar (PCA), Yeast and Mould Agar (YM), Chrom Agar (CH), Man
Rogosa Sharpe Agar (MRSA), y placas petrifilm para deteccion de mohos y levaduras,
bacterias acido lacticas (BAL) y E-coli. Para los medios en placas de Petri se utilizaron
100ul de las muestras y se realiz6 una extension con aza de drygalsky, en cambio, para
placas petrifilm se utilizaron 1000pl de las muestras. Las mismas fueron analizadas en
el dia 1, 4 y 15 como se observa en la tabla 13, se muestran crecimientos de e-coli en los
lotes de codigos L2S2a, L2S2b en el dia 4 en placas petrifilm (figura 24), no se
encontraron crecimientos de microorganismos en muestras analizadas en placas de Petri
en los distintos medios mencionados, y los crecimientos encontrados pertenecen a la
cepa de Lactobacillus rhamnosus, corroborado por tincion Gram (figura 25), bacteria
que fue inoculada en forma de capsulas en las bebidas, resultado esperado, debido a que

se demuestra que las bacterias siguen vivas en los productos hasta el dia 15 .

Tabla 11: Resultados de los tratamientos microbiolédgicos realizados en bebidas

de soja
Cultivos en placas de Petri
Microorganismo Dial

YM PCA CH
AM - 0 0
EB - 0 0
CF - 0 0
Escherichia coli - 3 UFC 3 UFC
LB - - >300 UFC
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Mohos y| O -
Levaduras

El termino UFC se refiere a unidades formadoras de colonias

Cultivos en placas de Petri
Microorganismo Dia 4

YM PCA CH
AM - 3 UFC 4 UFC
EB - - -
CF - - -
Escherichia coli - 7 UFC 7 UFC
LB - - >300 UFC
Mohos y | 1UFC -
Levaduras _

Cultivos en placas petrifilm L2S2a 1:8
Microorganismo Dial Dia 4
LAB | MyL* cC LAB MyL cC
Escherichia coli - - 3 UFC* - - 6 UFC
LB >300
>100 - - - -
UFC
Mohos y
- 0 - - 1 UFC -
Levaduras

UFC, unidades formadoras de colonias, MyL, mohos y levaduras, CC codigo de la placa de petrifilm

utilizada para deteccién de e-coli

Fig. 24: Crecimiento de e-coli y BAL en placas
petrifilimenel dialy 4




Fig. 25: Observacién en microscopio
de las cepas crecidas en placas Petri. A

100x, tincién Gram, Lactobacilos

4.2.3. Caracterizacion fisicoquimica de las galletitas de soja

Okara: Las primeras formulaciones incluyeron ingredientes y modificaciones
de procesamiento para producir el sabor y la textura adecuados. Cuando la masa estaba
constituida por una proporcion de okara superior al 50%, los productos se dividieron en
migajas. Cuando el okara y la harina de arroz se agregaron en la misma proporcién, los
productos formulados resultaron con menos problemas de ligadura. EI mayor contenido

de arroz produjo un aperitivo sin aireado correcto.

Por lo tanto, los refrigerios formulados con la misma tasa de arroz y okara se
enviaron para analisis fisicoquimicos y caléricos. Los datos sobre la composicion
quimica de las galletas se presentan en la Tabla 10. Las caracteristicas fisicoquimicas de
los refrigerios no mostraron diferencias significativas entre las diferentes formulaciones.
Los valores obtenidos estan dentro de los rangos esperados para este tipo de productos.
La humedad y las cenizas estan de acuerdo con el contenido de agua agregado en cada
caso, de acuerdo con la composicion porcentual. Ademas, los valores de humedad estan
de acuerdo con los datos reportados por Navam, (2014) en bocadillos formulados con
cereales fortificados con diferentes porcentajes de soja. El contenido de proteina mostrd
un promedio de 17% en las 3 preparaciones, siendo mas alto que el 11% reportado en
okara y bocadillos de trigo por Katama y Wilson, (2008) y el 12% reportado por
Ostermann-Porcel, (2017) en galletas libre de gluten desarrolladas con okara y harina de
mandioca comercial. Por otro lado, este valor estaba en el rango de preparaciones

fortificadas de tortilla de maiz con un 20-25% de okara reportado por Waliszewski et
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al., (2002) que también muestra los resultados obtenidos para el valor calérico en cada

muestra.

La fibra dietética juega un papel importante en muchos procesos fisioldgicos y
en la prevencion de enfermedades de diferente origen. Por lo tanto, la ingesta diaria de
alimentos ricos en fibra dietética es importante para reducir o regular los niveles de
colesterol y triacilglicerol en plasma y para promover la salud. Un amplio rango de
variacion para los niveles de energia para las barras de cereal (de 72.8 a 321.70 kcal.100
g-1) ha sido reportado en la literatura Gutkoski, (2007); Dutcosky, (2006). Ademas,
Costa Garcia, (2012) ha reportado un nivel de energia de 385.95 kcal.100 g-1 de barras
con alto contenido de salvado de arroz. El nivel de energia de la merienda del presente
trabajo estd de acuerdo con los niveles reportados en la literatura. Por otro lado, los
ingredientes utilizados en la formulacion permitieron obtener productos con bajo valor

caldrico, ya que se calcul6 una porcion de 20 g.

Con respecto al perfil de acidos grasos, todos los productos obtenidos mostraron
valores de EPA y DHA de acuerdo con el contenido de aceite de pescado utilizado
como aditivo para el enriquecimiento, el cual no se perdié por mas que las galletitas
hayan sido sometidas a temperaturas mayores a 100°C. EI EPA es el precursor de las
prostaglandinas, los tromboxanos y los leucotrienos, y el DHA es un componente de la
membrana de fosfolipidos del cerebro y las células de la retina, por lo tanto, ambos
acidos grasos son esenciales para la salud humana, mostrando acciones sobresalientes
en la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Fournier et al., 2007; Zhong et al.,
2007). Sus beneficios para la salud humana han motivado, en las ultimas décadas, el
desarrollo de productos con su incorporacion en forma de aditivos, emulsiones o

capsulas, como se presenta en el presente trabajo.

Los prototipos de galletitas se disefiaron de manera tal que sus ingredientes y
propiedades sensoriales estuvieran dentro de la categoria comercial existente de las
mismas. Los atributos sensoriales de las galletitas se presentan en la Tabla 12. Todos los
snacks arrojaron valuaciones de sabor, aroma, y color aceptable. Ademas, todos fueron
aceptados por los panelistas. Las galletitas con afladidos de capsulas resultaron
evaluados con el mejor sabor, sin embargo, el aroma fue el menos aceptado, aunque los
datos estuvieron dentro de los valores aceptados en la escala hedonica. En cuanto al

color, no se mostraron diferencias significativas entre los 3 snacks evaluados. En el
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estudio de aceptacion final, las puntuaciones mas altas las tuvieron los snacks

enriquecidos en Omega 3.

Tabla 12: Analisis proximal de las galletitas de okara.

Muestra G3 G5 G6
% Humedad 15,25 13,49 12,91
% Cenizas 2,58 2,42 2,50
% Proteinas 17,34 17,64 17,31
% Grasas 21,83 22,03 21,93
%HdC 19,92 20,06 19,81
%Fibra 23,08 24,36 25,54
% Kcal 345,51 349,07 345,85
Kcal (20g) 69,10 69,81 69,17

Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2).

Las caracteristicas fisicoquimicas de las galletitas no muestran diferencias
significativas, entre las diferentes formulaciones. Los valores obtenidos estan dentro
pardmetros dentro de los rangos esperados para este tipo de productos. La humedad y
las cenizas estan de acuerdo con el contenido de agua agregado en cada caso, segun la

composicion porcentual.

4.2.4. Andlisis sensorial de los productos obtenidos

Bebidas de soja: Uno de los principales objetivos de la industria alimentaria es
fabricar productos con buena aceptacion sensorial. Para alcanzar este objetivo y superar
una fuerte competencia dentro de cada sector, los productos deben cumplir con las
expectativas del consumidor. En este trabajo, el analisis sensorial se llevo a cabo con 8
panelistas voluntarios instruidos en los atributos que se desea evaluar para una

aceptacién o no incipiente de este tipo de productos.

Las muestras se presentaron a 5 = 1° C, servidas en vasos de poliestireno
codificadas con letras, Las mismas fueron presentadas en sectores individuales, con

buena luz preferentemente natural y temperatura de 23°C. El anélisis se realizd
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sirviendo muestras de 30 ml a cada una al consumidor. Los participantes fueron
instruidos para ingerir una galleta y beber agua entre las muestras a fin de neutralizar el
paladar si era necesario. Los panelistas evaluaron la aceptacion de las muestras
utilizando una escala hedonica hibrida de 9 puntos (Drake, 2007), donde 1 = me
disgusté mucho, y 9 = me gustd extremadamente. Habia un espacio para observaciones
y comentarios. En paralelo se realizd a esos mismos panelistas si normalmente

consumirian el producto, respondiendo con si 0 no.

La prueba se llevo a cabo después de que las muestras se hubieran sometido a
refrigeracion durante 7 dias, correspondiente a menos de la mitad de lo normal estimado
como vida util comercial de este tipo de productos (15 dias). La Tabla 13 muestra los

valores obtenidos para las bebidas de soja.

Tabla 13. Evaluacion sensorial de las bebidas de soja del primer lote

MUESTRA Sabor Aroma Color  Aceptacién
L2S1a 3 5 6,4 3,8
L2S1b 4 53 6,6 4
L2S1c 4 5,2 6 4
L2S1d 4,5 6,0 6,8 4,5
BLANCO 4 6,5 6,2 4,3

Escala hedonica de 9 puntos (1 = ME DISGUSTA EXTREMADAMENTE, 9 = ME GUSTA
EXTREMADAMENTE).

Las bebidas de soja resultaron &cidas, probablemente debido a la variedad y
época de cosecha de la semilla. Este aspecto fue sefialado por casi todos los panelistas,
las bebidas con emulsion de Omega-3 no arrojaron, en general apreciaciones negativas
en cuanto al sabor ni al aspecto. Sélo un panelista mencioné la presencia de emulsién
visual y el aroma era caracteristico a la materia prima, ligeramente suave. El color,
blanco amarronado resulté el atributo de mayor aceptacion. No se mostraron diferencias
significativas entre los valores de aceptacion del producto. Cabe resaltar que la
evaluacion sensorial realizada dio lugar al cambio en la formulacion de las bebidas para
el segundo lote, donde los resultados en la estabilidad de las bebidas fueron positivos, el
sabor acido fue eliminado, la coloracion de las bebidas resultd diferentes al primer lote

debido a la rama de canela, que proporciona un color amarronado suave a las bebidas.
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Galletitas de okara de soja: Los prototipos de galletitas se disefiaron de manera
tal que sus ingredientes y propiedades sensoriales estuvieran dentro de la categoria

comercial existente de las mismas.

Los atributos sensoriales de las galletitas se presentan en la Tabla 14. Todas
arrojaron evaluaciones de sabor, aroma, y color aceptable. Ademas, todos fueron
aceptados por los panelistas. Las formulaciones con afiadidos de capsulas resultaron
evaluados con el mejor sabor, sin embargo, el aroma fue el menos aceptado, aunque los
datos estuvieron dentro de los valores aceptados en la escala hedonica. En cuanto al
color, no se mostraron diferencias significativas entre las 3 formulaciones evaluadas. En
el estudio de aceptacion final, las puntuaciones maés altas las tuvieron las galletitas

enriquecidas en Omega 3.

Tabla 14. Evaluacién sensorial de los snacks de okara.

MUESTRA Sabor Aroma Color Aceptacion
G3 57 6,2 6,4 6,6
G5 57 6 6,8 7
G6 6 5,5 6,2 6,8

Escala heddnica de 9 puntos (1 = ME DISGUSTA EXTREMADAMENTE, 9 = ME GUSTA
EXTREMADAMENTE).

Cuando se les pidié que seleccionaran qué galletita preferian el 60% los
enriquecidos con capsulas de Omega-3 y el 40% los elaborados con emulsion. No hubo
ninguna preferencia por el snack sin agregado de aceite de pescado. Todos los snacks
con aceite de pescado presentaron mayor aceptacidon respecto a los parametros de
textura, como la dureza, la crujencia y la masticabilidad. EI 90% de los encuestados
aceptaria el consumo de estas galletitas y los restantes no lo consumirian. Cabe resaltar
que la region geogréafica donde fueron realizados estos productos puede afectar en el
resultado con respecto al sabor, por ser una zona costera el sabor a pescado que puede
dar el agregado de Omega-3, no sea tan perceptible ya que los pobladores de la zona se
encuentran acostumbrados a este sabor, sin embargo, estos sabores pueden llegar a ser
mas perceptibles en otras zonas, que no sean costeras. Estas formulaciones si fueron

aceptadas debido a los buenos resultados obtenidos.

63



4.3. RESULTADOS OBTENIDOS DE PRODUCTOS A BASE DE NUEZ DE
MACADAMIA

4.3.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de Nuez de Macadamia

Con la finalidad de caracterizar la materia prima, se realizaron determinaciones
fisicas y quimicas. Ambos lotes de nueces de macadamia fueron evaluados respecto del
tamano de fruto, obteniéndose valores que variaron en el rango de 2,17- 2,22 g/nuez de
peso promedio mientras que el didmetro fue de 1,56 cm para el lote 1, y 1,58 cm para el
lote 2. Estos datos son ligeramente inferiores a los valores reportados por Monaghan,

2008 para el mismo cultivar.

El andlisis proximal de los frutos del presente trabajo se describe en la Tabla 13.
De acuerdo con la USDA (2009) los contenidos de humedad, cenizas, proteinas, lipidos
y azucar en las nueces de macadamia varian entre 1,4 — 2,1; 1,1 - 1,2; 7,9 — 8,4; 66,2 —

75,8y 1,4 — 4,6%, respectivamente.

La humedad, es coincidente con el rango de 1,7-2,6% establecido por Monaghan
(2008) para nueces de macadamia, y los datos reportados por USDA (2009). Por otro
lado, es ligeramente inferior al 2,10% reportado por Freitas, (2010) y a los valores
reportados por Mora et al., (2012) para el estudio de distintos cultivares. Las cenizas
establecidas entre aproximadamente el 1 a 1,5% son coincidentes con datos reportados
por otros autores (Monaghan, 2008; Freitas, 2010; Maro et al., 2012).

Tabla 15: Composicion del analisis proximal de los frutos de Nuez de Macadamia,

primer lote
Muestra %HUMEDAD %CENIZAS %PROTEINAS %GRASAS %H.C
NUEZ 2,03 1,02 7,1 65,6 24,34

Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2)

Tabla 16: Composicion del analisis proximal de los frutos de Nuez de Macadamia,

segundo lote

Muestra %HUMEDAD %CENIZAS %PROTEINAS 9%GRASAS %H.C

Lote 2 1,21 1,47 8,82 73,52 12,06
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Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones (n=2)

Respecto del contenido proteico, los valores obtenidos para ambos lotes se
encontraron en el rango de 7 al 9% aproximadamente. Estos datos estan de acuerdo con
algunos reportes de trabajos previos (Venkatachalam y Sathe 2006; Schlérmann et al.,
2015). Sin embargo, Moodley et al., (2007) y Joshi et al., (2015) informaron valores
superiores de aproximadamente el 13%. Por otra parte, Maro et al., (2012) informaron
contenidos de proteinas de 8 a 20%, aduciendo que dichas diferencias se deben a los
distintos cultivares. En general, se puede inferir que la nuez de macadamia es una buena
fuente de proteinas, y reportes previos establecen que contiene cantidades adecuadas de
todos los aminoacidos esenciales para las necesidades nutricionales de nifios y adultos
(Freitas, 2010).

Las muestras analizadas en el presente estudio mostraron diferencias
significativas en el contenido de lipidos entre lotes. El porcentaje obtenido en el lote 1
estd dentro del rango informado por Wall, (2010) y Monaghan, (2008) mientras que el
segundo lote arroj6 mayor contenido. Este dato es similar al rango de 69-78%
observado por Kaijser et al., (2000) para cuatro cultivares de macadamia. Por otro lado,
solo un contenido del 59% del aceite fue informado por Maguire et al., (2004).

Las diferencias podrian deberse a la ubicacion de origen ya que factores
ambientales y horticolas, como la temperatura, el estrés hidrico y la fertilidad del
nitrogeno afectan la acumulacién de aceite durante la maduracion de la nuez
(Stephenson 1986, Stephenson et al., 2003, Stephenson et al., 2000). Rodriguez et al.,
(2013), reportaron valores de carbohidratos de 19,1 g/100g, ligeramente superiores en
comparacion con este trabajo (7.95-11.89 g/100g) pero en su determinacién incluyeron
la fibra dietética. Por otro lado, Wall y Gentry, (2007) informaron que en las nueces de
macadamia de la isla de Hawai, el contenido total de carbohidratos analizados por
HPLC no excedia 5.6 g/100g, y no contenian cantidades significativas de almidon.
Mereles et al., (2017) arrojaron datos de carbohidratos en el rango de 7 a 11%. En el
presente estudio, el contenido de carbohidratos difiere considerablemente entre ambos

lotes.

4.3.2. Elaboracion y formulaciones de las leches.
Las bebidas de nuez fueron obtenidas a través de la molienda de los frutos, tras

su maceracién. Después del licuado y filtracion, se evalud la homogeneidad de la bebida
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realizando un analisis cualitativo y visual de separacion de fases en 10 ml de bebida
obtenida. Se ha encontrado que las leches de nueces de otras variedades se separan en
tres fracciones (flotante, sobrenadante y precipitado) dentro de un breve periodo de
tiempo de aproximadamente 30 minutos. Se considera que este comportamiento se
correlaciona con el gran tamafio de los cuerpos de aceite presentes en la nuez (Gallier et

al., 2013) y la pobre solubilidad acuosa de la proteina (especialmente la glutelina).

Comunmente, la homogeneizacion en presencia de diversos estabilizantes como
xantano, carboximetil celulosa sodica, mono glicéridos, éster de sacarosa, caseinato de
sodio y goma arabiga es una estrategia bien utilizada para producir bebidas estables de
leche de nuez. En el presente trabajo, las bebidas mostraban comportamiento

homogéneo, visualizandose trazas de residuos en las formulaciones 1:2.

Generalmente, la preparacion a pequefia escala incluye cinco pasos: remojo,
molienda, coccion, filtrado y pasteurizacion. Sin embargo, las industrias modernas para
la produccidn a gran escala requieren de métodos mas sofisticados y etapas alternativas

como el blanqueo y la homogenizacion (Barco Lopez y Paredes Ocampo, 2004).

En el presente trabajo, se disefid un protocolo de elaboracion artesanal con pasos
alternativos para poder escalar a nivel industrial. Bettit y VVargas (2017) reportaron un
proceso en bebidas de almendras obteniendo gran rendimiento y aceptacion. En el
presente estudio, las bebidas formuladas en relacion sustrato: agua 1:2 y 1:4, no
presentaron diferencias significativas respecto del proceso para la obtencién del
producto. Sin embargo, el rendimiento obtenido con la relacion 1:4 fue mayor con
respecto al rendimiento en 1:2, siendo 566ml y 400ml respectivamente, por cada 100 g

de materia prima.

4.3.3. Perfil lipidico de las Nueces de Macadamia

El perfil de FA de la fraccion lipidica nuez, se presenta en la Tabla 17 donde
puede observar que el contenido de acido oleico es el méas alto. Estos resultados son
ligeramente superiores con respecto a lo obtenido por Mereles et al.; (2017), que
reportaron datos de 3 cultivares de nueces de Macadamia integrifolia cultivadas en
Paraguay. Dentro de los acidos grasos, se destaca el contenido de acido palmitico
seguido del estedrico. Los acidos grasos monoinsaturados (MUFASs) fueron los
preponderantes logrando valores cercanos al 70%, destacandose el contenido de oleico y

palmitoleico. Si bien estos resultados cuantitativos son superiores a los reportados por
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Mereles et al., (2017), tanto las fracciones como el perfil coinciden en su distribucion.
De este modo, Mereles et al., (2017) reportaron preponderancia de MUFA (49.4-58.7
mg / 100 g), principalmente oleico (34.5-47.0 mg / 100 g) y palmitoleico (7.1-12.8 mg /
100 g)

Tabla 17: Perfil Lipidico del aceite de Nuez de Macadamia

Acido Graso Lote 1 Lote 2
Media SD Media SD
14:0 MIRISTICO 0,43 0,01 0,3 0,21
15:0 PENTADECANOICO 0 0 0
16:0 PALMITICO 7,91 0,12 8,34 0,37
17:0
HEPTADECANOICO 0,1 0,05 0,12 0,05
18:0 ESTEARICO 4,81 0,23 4,2 0,25
20:0 ARAQUIDICO 3,29 0,11 3,12 0,47
22:0 BEHENICO 1,01 0,06 0,91 0,06
x 17,55 0,58 16,99 1,41
16:1 PALMITOLEICO 17,53 0,97 17,82 0,37
17:110-
HEPTADECENOICO 0 0 0 0,02
18:1n9c+t OLEICO 49,94 1,13 50,08 13
20:1 11-EICOSENOICO 1,58 0,21 1,54 0,24
22:1n9 ERUCICO 0 0 0 0
X 69,05 2,31 69,44 1,93
18:2n6¢c LINOLEICO 5,93 0,35 6,64 0,2
18:3n6 g-LINOLENICO 0,23 0 0,28 0,04
18:3n3 LINOLENICO 2,68 0 2,39 0,17
20:2 11,14-
EICOSADIENOICO 0 0 0 0
20:3n6
EICOSATRIENOICO 0,75 0,02 0,51 0,01
20:4n6 ARAQUIDONICO 3,81 0,03 3,75 0,13
20:5n3 EPA 0 0 0 0
22:6n3 DHA 0 0 0 0
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X 13,4 0,4 13,57 0,55

Total 100 100

4.3.4. Caracterizacion fisicoquimica de las Bebidas de Nuez de Macadamia

Las Tablas 18 y 19 resumen los resultados de los analisis fisicoquimicos
realizados en las distintas formulaciones desarrolladas. EI mayor contenido porcentual
de cada bebida corresponde a la humedad, acorde al contenido de agua incorporada
durante la elaboracion. Los reportes realizados con bebidas de nuez de macadamia, son
escasos, sin embargo, existen algunas investigaciones realizadas sobre bebidas de
diferentes variedades de nuez y de almendras. Dentro de las nueces mas estudiadas, se
encuentra la nuez de tigre (Kunun aya) y las almendras. Estudios llevados a cabo por
Ukwuru y Ogbodo, (2011) utilizando diferentes tratamientos térmicos en la elaboracion
informaron valores de humedad en el rango comprendido entre 77,0 y 80,7%. Por otro
lado, Okyere y Odamtten, (2014) reportaron valores de humedad con mayor dispersion,
probablemente debido a las diferentes variedades de nueces estudiadas. Udeozor, (2011)
informd un 65% de humedad para bebidas de nuez de tigre a partir de un protocolo de
elaboracion similar. Por otro lado, Bernat et al., (2015) informaron alrededor del 93%
de humedad en bebidas de almendras y 94% para bebidas de avellanas, en el trabajo se
obtuvieron rangos de humedad del 75 — 95% que concuerda con lo reportado en

bibliografia.

Los valores de densidad se encontraron en el rango de 0,98-1,04 g/ml. Estos
datos son concordantes con valores de densidad de aproximadamente 1,03 g/ml
encontrados en estudios realizados sobre bebidas a base de almendras, (Rivas et al.,
2016).

El pH afecta tanto el sabor, el color y la vida util de las bebidas alimentarias
(Delgado, 2017). Los datos obtenidos se encuentran en el rango de 5,60-6,06
concordante con el rango reportado por Ukwuru y Ogbodo (2011) para bebidas de nuez
de tigre. Udeozor (2011), inform6 un valor de pH de 6,7 y Okyere y Odamtten, (2014)
reportaron un rango de 6,21 a 7,16 para las bebidas obtenidas de 4 variedades diferentes
de nueces. Las leches de almendras estudiadas también mostraron pH disimiles mientras
que Vargas, (2017) reporto un pH de 6,37, Rivas et al., (2016) informaron valores entre
6,40-7,24.
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Por otro lado, valores de pH mas acidos (entre 4,25-5,95) han sido encontrados e
informados por informaron y Kayode et al., (2017). Esto sugiere que tanto la materia
prima de partida como las diferentes variedades afectan los valores de pH.

La acidez de todas las formulaciones analizadas mostro valores dentro del rango
de 0,014-0,02% de acido oleico. Estos datos difieren notablemente con los valores
reportados por Kayode et al., (2017) que obtuvieron datos de acidez entre 2,95-4,17 en
bebidas de nuez de tigre. En el caso de bebidas de almendras Rivas et al., (2016),

obtuvieron valores de acidez entre 0,026-0,045%.

Revisiones sobre estas bebidas, han concluido que el aporte de proteina es
inferior a la leche bovina (Chalupa & Bohrer, 2018). Por lo tanto, el contenido proteico,
es importante para definir el aporte nutricional, de la bebida en desarrollo. El porcentaje
de proteinas arrojo valores dentro del rango de 0,78- 3,5 g% para las distintas
formulaciones. Los datos obtenidos en el presente trabajo concuerdan con lo reportado
por Garcia-Saavedra, (2017) que informo valores entre 0,5-1,45, para la bebida de
almendras. Ademas, Chalupa & Bohrer, (2018) revisaron varias bebidas alternativas,
informando un promedio de 0,76 g% de proteinas en bebidas de almendras. Por otro
lado, los datos difieren con los valores reportados para leches de almendras por otros
autores siendo 0,4 g% y 0,005% los datos encontrados por Bettit et al., (2017) y Rivas
et al., (2016), respectivamente. Se observa una mayor cantidad de proteinas en las

bebidas obtenidas en el segundo lote de bebidas.

Tabla 18: Composicion fisico quimica de las bebidas de Nuez de Macadamia, Primer
Lote

Humedad  Densidad (g/ml)

Cadigo (%) pH Acidez (%) Proteinas (%0)
1:2, 2h

LINla 89,89 0,98 5,6 0,017 1,12
L1N1b 90,6 1,02 5,8 0,017 1,12
LIN1c 90 1,03 5,6 0,014 1,12
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Blanco 89,9 1,01 5,6 0,017 1,12

1:2, 3h

L2N1a 87,82 1,00 6,06 0,011 1,12
L2N1b 89,36 0,99 5,70 0,017 1,12
L2N1c 77,69 0,99 6,00 0,017 0,78
Blanco 87,66 0,99 6,00 0,011 0,90
1:4, 2h

LINla 90,45 1,01 5,9 0,02 1,12
LIN1b 88,56 0,98 6,0 0,02 0,90
LIN1c 90,00 1,01 5,7 0,016 0,78
Blanco 94,16 1,00 55 0,015 1,12
1:4, 3h

L2N1a 88,00 1,01 58 0,016 1,12
L2N1b 92,7 1,04 6,05 0,018 1,12
L2N1c 88,48 1,01 6,0 0,017 1,12
Blanco 89,8 1,01 5,9 0,015 0,78

Tabla 19: Composicion fisico quimica de las bebidas de Nuez de Macadamia, Segundo
Lote

Humedad  Densidad (g/ml)

Cadigo (%) pH Acidez (%) Proteinas (%0)
1:2, 2h

L1IN2a 93,34 0,98 6,21 0,08 2,38
L1IN2b 94,32 0,97 6,46 0,03 2,38
LIN2c 92,24 0,97 6,51 0,07 2,15
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Blanco 92 0,98 6,31 0,05 2,38

1:2, 3h

L2N2a 92,22 0,99 6,21 0,07 1,85
L2N2b 91,68 0,97 6,5 0,06 3,18
L2N2c 91,79 0,98 6,6 0,05 2,38
Blanco 91,89 0,97 6,46 0,01 2,65
1:4, 2h

L1IN2a 92,26 0,96 6,2 0,07 1,85
LIN2b 97,89 0,97 5,45 0,06 0,90
LIN2c 89,45 0,97 6,21 0,09 5,3
Blanco 93,32 0,97 6,21 0,08 2,65
1:4, 3h

L2N2a 87,91 0,96 6,24 0,065 2,12
L2N2b 98,43 0,97 6,25 0,09 3,18
L2N2c 88,11 0,95 6,41 0,1 2,65
Blanco 87,18 0,98 6,43 0,08 2,91

Algunos autores han usado aditivos como carboximetilcelulosa, coagulantes
(calcio citrato), leche en polvo y gelatina para mejorar la textura y reducir la sinéresis en
el producto final (Cheng et al., 2006; Yadav et al., 2010). Sin embargo, el uso de
ingredientes animales en este producto excluye el segmento de consumidores
vegetarianos / veganos en el mercado occidental (Makinena et al., 2015). En el presente
trabajo se ha utilizado la carboximetilcelulosa que excluye de ingredientes de origen

animal a las formulaciones sin Omega-3.

4.3.5. Formulacién y elaboracion de las galletitas. Valor fisicoquimico y calorico
Las formulaciones de este estudio muestran variaciones en los contenidos de los
ingredientes cuya finalidad fue evaluar si dichas proporciones influyen en el
procesamiento, la composicion fisicoquimica y el sabor. Respecto del procesamiento,
cuando la masa estaba constituida por una relacion de subproductos de nuez de mas del

50%, la elaboracion de las galletitas fue mas dificultosa por problemas de ligadura, y
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quebraduras post coccion. Sin embargo, cuando el contenido de nuez y avena estaba en
la misma proporcidn, los productos fueron facilmente moldeables. EI mayor contenido
de avena producia una galletita desgranada, que se molia facilmente.

Por lo tanto, todos los formulas respetaron iguales proporciones de avena y nuez
y se modificaron sometiendo a enriquecimiento en Omega-3 en algunos casos Yy
adicionando saborizantes en otros. Finalmente se analizaron en términos de sus

propiedades quimicas, caldricas y sensoriales.

Los datos sobre la composicion quimica se presentan en la Tabla 17. Los valores
obtenidos estan dentro de los rangos esperados para este tipo de productos. El contenido
de humedad esta de acuerdo con el contenido de agua agregado en cada formulacion. El
contenido de cenizas esta acorde con las formulaciones realizadas respecto de las

proporciones de materia prima.

El contenido de proteinas se encuentra en el rango de 7,73 a 9,029%. Estos
valores son ligeramente superiores a datos reportados en galletas de harina de trigo con
sustitucion parcial de harina de algarroba y avena para proporciones similares a la
formulacion G5 por Macias et al., (2013). Ademas, investigaciones realizadas sobre
galletas con linaza, y proporciones de avena superiores a las utilizadas en el presente
trabajo, mostraron similares datos de proteinas (Ortega et al., 2016). Del mismo modo,
Gutkoski et al., (2007) reportaron valores de proteina cercanos al 10% en barras de
cereales elaboradas con proporciones de avena: arroz 5:1, en forma de copos, harina y
salvado. Si bien la avena presenta buen contenido proteico, la nuez de macadamia de
partida mostré valores mayores al 8% en ambos lotes, logrando un alimento con
contenido semejante. La avena fue seleccionada para la elaboracion de snacks
precisamente por presentar un contenido destacado de proteinas, lipidos (acidos grasos
insaturados), vitaminas, antioxidantes y compuestos fendlicos (Peterson 2001; Lambo et
al., 2005).

El contenido de grasa en las galletas desarrolladas fue ligeramente alto, y es
consecuencia de los ingredientes utilizados. Sin embargo, la grasa proveniente de la
nuez de macadamia es rica en &cidos grasos esenciales indispensables como fue
anteriormente discutido para el mantenimiento de una buena la salud. Por otro lado,
cabe destacar que la cantidad de aceite de pescado adicionada no modifica el contenido
porcentual lipidico mientras se adiciona cantidades considerables de EPA y DHA. El
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acido graso predominante fue DHA (C22: 6), seguido de acido oleico (C18: 1), acido
palmitico (C16: 0) y EPA (C20: 5). Las recomendaciones sobre la ingesta diaria de
acidos grasos Omega-3 fluctian alrededor de 500 mg de EPA + DHA en forma de

alimentos o suplementos (Simopoulos, 2002; Kris-Etherton, Grieger & Etherton, 2009).

El EPA es el precursor de las prostaglandinas, los tromboxanos y los
leucotrienos, y el DHA es un componente de la membrana de fosfolipidos del cerebro y
las células de la retina, por lo tanto, ambos acidos grasos son esenciales para la salud
humana, mostrando acciones sobresalientes en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares. y el desarrollo de la cognicion respectivamente (Fournier et al., 2007;
Zhong, Madhujith, Mahfouz y Shahidi, 2007). Sus beneficios para la salud humana han
motivado, en las Gltimas décadas, el desarrollo de productos con su incorporacion como
aditivos, emulsiones o capsulas (Kolanowski y Laufenberg, 2006; Ye, Cui, Taneja, Zhu
y Singh, 2009; Bermu(dez-Aguirre y Barbosa -Canovas, 2011). De acuerdo con los
resultados obtenidos, se puede esperar que las galletas con emulsion y encapsulados
puedan proporcionar 126 y 51 mg de EPA y DHA, que es aproximadamente el 25% y el
10% respectivamente de la ingesta diaria minima recomendada de omega-3
(Simopoulos, 2002; Kris-Etherton, et al., 2009).

Los productos a base de granos son tradicionalmente mas altos en carbohidratos,
por lo que no se consumen o se consumen en cantidades mas pequefias en sectores de la
poblacion que siguen dietas bajas en estos macronutrientes. Por lo tanto, se crea una
demanda para la produccion de snacks bajas en carbohidratos para este sector de
consumidores (Singh & Mohamed, 2019). En este trabajo puede observarse que el
contenido de carbohidratos arrojo valor del 30% en todas las formulaciones,
correspondientes a la materia prima de partida, ya que no se han adicionado azucares.
Ademas, estos datos son notablemente inferiores a datos reportados por Gutkoski et al.,
(2007) y Ortega et al., (2016) en formulaciones de barras de cereales con altos

contenidos de avena.

Diferentes estudios sugieren que el consumo de avena tiene efectos que
promueven la salud, ya que es un cereal que contiene fibra soluble e insoluble,
especificamente beta-glucanos, arabinoxilanos y celulosa. Mientras que la fibra soluble
(inulina, pectina; gomas y fructooligosacaridos) capta agua y permite la formacion de
geles lo acelerando el transito intestinal (Lambo et al., 2005) la fibra insoluble aumenta

el volumen del bolo fecal y disminuye el tiempo de transito intestinal, contribuyendo a
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prevenir el estrefiimiento (Brown & Rosner, 1999). En el presente trabajo, el contenido

de fibra oscilo el 10% en todas las formulaciones.

Los resultados obtenidos para el valor calérico en cada muestra también se
observan en la Tabla 20. Se ha informado en la literatura un amplio rango de variacion
para los niveles de energia en barras de cereales (de 72.8 a 321.70 kcal.100 g-1)
(Gutkoski et al., 2007; Dutcosky et al., 2006). Ademas, Costa-Garcia, Lobato, ha
informado un nivel de energia de 385.95 kcal.100 g-1 de barras con alto contenido de
arroz blanco; Benassi y Soares Junior (2012). El nivel de energia de la merienda
desarrollada en el presente trabajo estd de acuerdo con los niveles reportados en la
literatura. Por otro lado, los ingredientes utilizados en la formulacion permitieron

obtener productos con bajo valor calérico entre 77 y 82 kcalorias, para 20 g de porcién

Tabla 20: Valor nutricional de las galletas de macadamia

MUESTRA Gl G2 G3 G4 G5
HUMEDAD % 21,92 25,33 23,48 25,06 20,19
CENIZAS % 1,69 1,81 1,46 1,53 1,42
PROTEINAS % 7,73 9,02 8,36 8,14 8,37
GRASA % 29,03 28,97 30,3 29,41 31,23
HdC% 29,77 22,13 26,75 23,99 30,73
FIBRAS % 9,86 12,74 9,65 11,86 8,06
KCAL % 266,13 240,47 261,63 246,19 281,32
KCAL 20g 82,25 77,06 82,63 78,65 82,25

4.3.6. Andlisis sensorial de las bebidas de Nuez de Macadamia

La aceptacion de los consumidores de las bebidas y galletitas de nuez de
macadamia, fueron evaluadas por un grupo de 22 catadores que completaron un
cuestionario de 4 parametros basado en un cuestionario de 9 niveles escala heddnica
para cada pregunta y la predisposicion de compra, la calidad sensorial se evalud

calificando su calidad general y predisposicion de compra.

De acuerdo con los puntajes sensoriales totales, todas las muestras exhibieron
caracteristicas sensoriales aceptables. En cuanto al sabor y color, no hubo diferencias
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estadisticas entre las formulaciones de bebidas. Solo algunos panelistas percibieron el

olor a chocolates en la formula adicionada. No se percibi6 olor a pescado.

Los enriquecidos con emulsion fueron los més dificiles de calificar en términos
de sabor, algunos panelistas indicaron que este bocadillo era dulce, otros como salado y
también se menciond un sabor indefinido. La merienda enriquecida con capsulas fue la
Unica que arrojé un sabor a pescado, y en algunos casos sin definir. El olor era
igualmente calificado. En este caso, el refrigerio sin enriquecer se describié en algunos
casos como con olor a avena. La merienda enriquecida con capsulas fue la Unica
calificada con olor a pescado, y en algunos casos se agrego la calificacion con olor a

frito.

Al analizar el efecto de los refrigerios de enriquecimiento con Omega-3 no se
detectaron diferencias de olor, color ni textura durante el procesamiento. Los resultados
descritos se reflejan en las respuestas obtenidas en la pregunta sobre la posible compra
de los productos probados. En este criterio, se registraron los mejores puntajes para “no
compraria” 2 "probablemente compraria” 7 y respuestas "ciertamente compraria” 14

para las bebidas y 0, 7 16 para las galletas respectivamente.

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSION

En el presente estudio se desarrollaron alimentos a base de soja y nuez de
macadamia enriquecidos con Omega-3 y probidticos. Se logr6 desarrollar formulaciones

para los productos elaborados, tanto para las bebidas vegetales como para las galletitas.

Las bebidas a base de soja, mostraron un contenido de proteina aceptable, que

corresponde a los valores deseados para proponer este alimento como nutricionalmente
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recomendado. Sin embargo, en el primer lote de soja, el bajo pH logrado,
probablemente debido a la variedad, época de cosecha y el uso de antioxidante, no
permitié desarrollar una formulacion aceptable para los consumidores. En cuanto a los
protocolos de elaboracion, la bebida desarrollada en relacion 1:2 tuvo que ser descartada
debido a que no se obtuvo una bebida uniforme. La bebida de relacion 1:4 arrojo
mejores resultados sugiriendo que la cantidad de agua de remojo influye en el correcto
desarrollo de los protocolos. En cuanto a las galletitas de okara, tuvieron una aceptacion
considerable destacandose los de agregado de Omega-3 en forma de capsula. La
manipulacion durante la elaboracion fue simple cuando el okara se mezclé en partes
iguales con otra materia prima. La composicién nutricional lograda muestra que aporta
cantidades de proteina aceptables para este tipo de productos. En el segundo lote de
bebidas de soja se logré una mejor formulacion, con resultados mas favorables, debido a
que el pH y la acidez de las bebidas se encontraron dentro del rango establecido por las
bibliografias consultadas. Con respecto a los probioticos, encapsulados se logro detectar
lactobacilos en las bebidas de soja en el analisis con Petri film para deteccion de
bacterias acido lacticas, en una cantidad adecuada, lo cual concluye gue la viabilidad de

las bacterias no se pierde en las bebidas de soja.

Las bebidas a base de Nuez de macadamia ha sido logrado. Su composicion
fisicoquimica muestra que el contenido de proteinas es similar al de bebidas
equivalentes, como almendras, esto debido a que no existen trabajos anteriores que
hayan desarrollado bebidas de nuez de macadamia que hayan sido reportados. Los datos
informados por el panel sensorial, muestran un 98% de aceptacion del producto. Con
este estudio se ha logrado desarrollar una formulacion de bebidas vegetales a base de
nuez de macadamia enriquecida con omega-3, siendo la elegida aquella que tiene mayor
cantidad de agua en previo remojo de 3h (1:4). Con el residuo logrado en el filtrado de
la elaboracion de bebidas, se desarrollé una harina de nuez (okara de nuez de
macadamia), con la cual se elaboraron snacks que fueron aceptados por el panel de
personas que realizo el andlisis sensorial, estudios anteriores demostraron que también

es un subproducto de interés proteico e industrial.

En general, la calidad nutricional y la palatabilidad de ambos productos
validaron su uso como alimento para consumo humano. Teniendo los costos, el uso
integral de la nuez y avena en las galletitas, puede contribuir a reducir el precio y llegar

a un grupo mas amplio de consumidores. En cuanto al enriquecimiento en Omega-3, a
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pesar de que las conclusiones obtenidas podrian limitarse a la poblacién estudiada y
considerando que la sensibilidad sensorial esta influenciada por el origen geogréfico,
fue posible innovar la receta de un producto tradicional a través de la incorporacion de
un subproducto subutilizado, al mismo tiempo se cumplié la circular moderna de
requisitos ambientales y de economia (desperdicio cero) mientras se desarrolld un
producto que se ajusta a los desafios actuales de seguridad y nutricion alimentaria,

ademas de presentar una buena calidad sensorial.

De esta manera, los resultados sugieren trabajar en la optimizacion de la
produccion de estos productos para un desarrollo viable y asi lograr un producto
nutricionalmente valorable y aceptable por el consumidor, utilizando productos

regionales y subproductos de distintos sectores industriales.
5.2. RECOMENDACIONES

Para poder lograr concluir que los productos contribuyen en la salud de las
personas, es necesario realizar un ensayo in vitro simulando una digestion. Con la cual
se podréa definir si el producto puede liberar sus componentes nutricionales y no

desnaturalizarse en el proceso de digestion.

También se recomienda realizar el perfil lipidico de ambos productos, tanto en
las bebidas como en las galletitas para asegurar que el EPA y DHA no se han

desnaturalizado, el cual ya no se pudo contemplar en el presente trabajo.

Se recomienda hacer los anélisis sensoriales en ambos lotes de soja, que, al ser
realizado, los datos seran utilizados para publicacién cientifica.
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