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1. Enfermedad celiaca

1.1.  Generalidades

La enfermedad celiaca (EC), o celiaquia, es una enteropatia que se caracteriza por la
inflamacién crénica del intestino delgado debido a una intolerancia a ciertas proteinas
presentes en algunos cereales, particularmente a las prolaminas del trigo (gliadinas),
cebada (hordeinas), centeno (secalinas) y especies hibridas como el triticale, y, en
algunos casos, de la avena (aveninas).

La inflamacién permanente de la mucosa intestinal conlleva al aplanamiento de las
vellosidades, que deriva en la mala absorcion de nutrientes (Figura 1.1). Los sintomas
mas tipicos de la enfermedad incluyen diarrea, pérdida de peso, estrés, vomitos,
anemia y dolor abdominal. El Gnico tratamiento que existe en la actualidad es el apego
a una dieta libre de gluten de por vida. Si esta dieta no se lleva a cabo adecuadamente
pueden desencadenarse complicaciones como osteoporosis, desarrollo de linfomas
intestinales, o pueden presentarse problemas en el crecimiento y en la fertilidad de los

pacientes.

Figura I.1. Vellosidades intestinales. a) paciente normal; b) paciente celiaco.

La EC se encuentra entre las enfermedades alimentarias mas frecuentes, con una
prevalencia de hasta el 1% en algunas regiones geograficas. Es una enfermedad
clinicamente dificil de diagnosticar debido a la variedad de cuadros sintomaticos que
pueden presentarse. S6lo 1 de cada 12 pacientes presenta la sintomatologia clasica, 3
presentan sintomatologia atipica, mientras que los 8 restantes no muestran sintomas
clinicos, aunque si lesiones intestinales (Gomez y col., 2001). Por este motivo, el

método de diagnéstico mas conveniente es la realizaciéon de una biopsia intestinal.



INTRODUCCION

1.2. Etiologia

La intolerancia al gluten se debe a una respuesta inadecuada del sistema inmune ante
la exposicion a las prolaminas, en individuos genéticamente susceptibles. La etiologfa
es multifactorial, con interrelaciones complejas de factores genéticos, inmunolégicos y

ambientales.

1.2.1. Factores inmunologicos
A fin de comprender las bases de la EC, es necesario conocer los mecanismos
inmunolégicos que subyacen a la misma. A tal fin, se expondrin sintéticamente

algunos conceptos referentes al sistema inmunolégico.

Sistema inmune

El sistema inmune se divide en inmunidad innata e inmunidad adaptativa. La
inmunidad innata constituye la primera linea de defensa inmunolodgica y se caracteriza
por poseer mecanismos efectores, como fagocitos, complemento y péptidos
antimicrobianos, que se activan en forma rapida y vigorosa frente a la presencia de un
antigeno. Por su parte, la inmunidad adaptativa gira alrededor de los linfocitos T y B,
que poseen receptores altamente especificos y variados que se unen a los antigenos y
disparan la activacion y proliferaciéon celular en un proceso conocido como exparnsion
clonal. La expansion clonal de los linfocitos es necesaria para generar una respuesta
inmunitaria eficiente, pero es lenta, tomando entre 3 a 5 dfas para generar linfocitos
efectores. Por esta razén, la inmunidad innata es fundamental para controlar la
mayoria de las infecciones o agresiones cutaneas y para disparar la inmunidad
adaptativa (Medzhitov y Janeway, 2000; Janeway, 2001).

La diferencia principal entre la inmunidad innata y la adaptativa reside en los
mecanismos y los receptores utilizados para el reconocimiento inmunitario (Janeway,
2001). En el sistema inmunolégico adaptativo, los receptores de los linfocitos T
(TCR) y B (BCR) son generados durante el desarrollo celular, dotando a cada célula
con un receptor estructuralmente unico, aunque no estin predestinados a reconocer

un antigeno en particular. El diverso repertorio de BCR y TCR se genera en forma
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aleatoria, y aquellos linfocitos portadores de receptores, al encontrarse con sus
antigenos especificos son seleccionados para la expansion clonal.

En contraste, en la inmunidad innata la especificidad de cada receptor esta
determinada genéticamente. Por selecciéon natural, estos receptores evolucionaron
para reconocer microorganismos infecciosos. Asi, la inmunidad innata reconoce

estructuras altamente conservadas en los microorganismos.

Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)

El complejo mayor de histocompatibilidad es la region del genoma que codifica para
las moléculas de membrana que intervienen en la presentaciéon de antigenos a los
linfocitos T. En los humanos, esta regiéon recibe el nombre de HLA (antigeno
leucocitario humano) y se encuentra en el brazo corto del cromosoma 6 (Figura 1.2).
Las moléculas del MHC que presentan antigenos se dividen en dos clases principales:
MHC clase I y MHC clase II (Tabla I.1).

Las moléculas MHC clase I se encuentran presentes en la superficie de todas las
células nucleadas. Estan constituidas por una cadena polipeptidica pesada de 44 kDa,
unida de manera no covalente a un polipéptido mas pequefio de 12 kDa (B-
microglobulina) (Figura 1.3). La cadena pesada estd organizada en tres dominios

globulares (x, &, y a5) y esta codificada por los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C.

Cromosoma6

Telémero  Brazo largo Centrémero Brazo corto Telémero

qil il | B|IIEN D

Region HLA

Clase I1 Clase III Clase I

l Il B 1l I

DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E AGF

HHH

Figura I.2. Distribucién de los genes HLA en el cromosoma 6 de humanos.

Las moléculas MHC clase II normalmente estan presentes solo en las células
presentadoras de antigeno profesionales (APC) y también en los linfocitos T. Son

proteinas de membrana, en este caso constituidas por cadenas o y 3 de 34 y 29 kDa,
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respectivamente (Figura 1.3). Ambas cadenas estan codificadas por los genes HLA-

DP, HLA-DQ o HLA-DR.

) o oy b) B

(o]
o3 B-microglobulina B2 2%}
Célula nucleada APC

Figura 1.3. a) Moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo I; b) Moléculas del MHC

tipo 1L

El grupo de genes MHC también incluye los genes del MHC clase 111, que codifican
para numerosas moléculas importantes durante la inflamacion. Incluyen ciertas
moléculas del complemento -C2, C4 y factor B-, el factor de necrosis tumoral-o

(TNF-a), linfotoxina « y linfotoxina .

Tabla I.1. Principales diferencias entre el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo I y

tipo II.
MHCI MHC II
Loci genéticos HLA-A, HLA-B, HLA-C I(;ItI;ﬁ_DP’ BILAEIDIQp BILAIDIL
Estructura de la cadena  Cadena o + $-microglobulina Cadena o + cadena
Distribucion celular Mayoria de células nucleadas APC, Linfocitos By T
Presentan antigeno a Linfocitos Tc Linfocitos Th
Origen del antigeno Proteinas producidas en citosol Protefnas extracelulares y

endocitadas

Células del sistema inmune

% Las células presentadoras de antigeno profesionales (APC) tienen como
funciéon captar, procesar y presentar moléculas antigénicas asociadas a moléculas
MHC 1II sobre sus membranas, para que sean reconocidas por los linfocitos T.
Existen numerosas APC, entre ellas: células dendriticas, que poseen caracteristicas

prolongaciones citoplasmaticas repletas de receptores antigénicos. Se encuentran en
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los 6rganos linfaticos, en el epitelio de la piel y la mucosa del sistema digestivo y
respiratorio; macrofagos, principalmente presentan antigenos procesados de
bacterias y parasitos, ya que son células fagociticas por excelencia; Linfocitos B (LB),
que reconocen antigenos por medio del receptor BCR. Fagocitan el complejo
antigeno-BCR, lo procesan y presentan el péptido antigénico a linfocitos T
cooperadores por medio del MHC 1I; toda célula del organismo puede presentar
antigenos a los linfocitos T citotéxicos, ya que, como se expuso anteriormente, todas
las células nucleadas del cuerpo presentan en su superficie las moléculas MHC 1.

% Los linfocitos T (L'T) son los responsables de coordinar la respuesta inmune
celular, constituyendo el 70% del total de los linfocitos que segregan citocinas.
También se ocupan de realizar la cooperacién para desarrollar todas las formas de
respuestas inmunes, como la produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B.
Los LT de un individuo presentan una propiedad denominada restriccion MHC, es
decir, sélo pueden detectar un antigeno si éste es presentado por una molécula del
MHC. Esto se debe a que cada linfocito T tiene una especificidad dual: el receptor del
linfocito T (TCR) reconoce algunos residuos del péptido antigénico vy,
simultaneamente, algunos residuos de la molécula MHC que lo presenta.

Se han descripto varios subtipos de LT, cada uno de ellos con una funcién definida:
LT citotéxicos (LTc), se caracterizan por poseer, ademas de los receptores
caracteristicos de los LT, el receptor de membrana CD8 (Figura 1.4), y reconocen
células somaticas infectadas o tumorosas, que se convierten en la célula blanco,
siempre que presenten un péptido expuesto en su superficie unida a una molécula de
MHC 1. La unién del TCR y el CD8 al complejo péptido-MHC I induce la muerte
celular de la célula blanco; LT cooperadores (LTh), se caracterizan por la presencia
del receptor de membrana CD4 (Figura 1.4), y reconocen, por medio de los receptores
TCR y CD#4, al complejo antigeno-MHC 11, presentado por una célula presentadora
de antigeno profesional (APC). La unién del TCR vy el receptor CD4 al complejo
antigeno-MHC II activa al linfocito Th, que proporcionara la ayuda (por ejemplo, por

medio de la secrecion de citocinas) necesaria para la expresion de la funcion efectora

10
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de otras células del sistema inmune que daran lugar a la respuesta correspondiente.
Las células T asesinas naturales (NK), son un tipo especial de linfocito, situados
entre la respuesta inmune adaptativa y la innata. Las células NK provienen del mismo
precursor hematopoyético que el resto de los linfocitos T, pero no expresan el TCR.
Poseen el receptor de membrana Fas-L, capaz de reconocer moléculas Fas
(relacionadas con la apoptosis) en la superficie de células blanco. Ademas, las células
NK reaccionan ante la ausencia de MHC I en la célula blanco, ya que esto puede

significar que la célula esté infectada o que se trate de una célula tumoral. Los LT

TCR ¢8*, son un pequefio grupo de LT que poseen un TCR particular en su
superficie. La mayor parte de los linfocitos tienen un TCR compuesto por dos
cadenas glucoproteicas, o« y B. Sin embargo, en las células y5°, el TCR esta formado
por una cadena y y una cadena 6. Este grupo de linfocitos es muy poco frecuente (5%
del total de LT que expresan TCR), pero son abundantes en la mucosa del intestino,
formando parte de una poblacién de linfocitos denominada linfocitos intraepiteliales
(IEL). Se desconocen los antigenos que activan a estos linfocitos. Sin embargo, los
linfocitos y8" no presentan restriccion MHC, y parece que reconocen proteinas
completas en lugar de péptidos.

% Los Linfocitos B (LB) adquieren, durante su desarrollo, los receptores
especificos de membrana para antigenos -BCR- (Figura 1.4). Cuando un LB reconoce,
procesa y presenta un antigeno al LTh correspondiente, en el marco de las moléculas
MHC 11, éste secreta citocinas que activan al LB, condicién bajo la cual se produce la
proliferacion y diferenciacion del LB en células plasmaticas, secretoras de anticuerpos

contra el antigeno que lleva en su superficie.
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Linfocito T Linfocito B
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Figura I.4. Esquema de los receptores de membrana de los linfocitos T (Th y Tc) y linfocitos B. Los circulos

azules muestran los marcadores de membrana especificos de los linfocitos T colaboradores (Th) y citotoxicos

(To).

Respuesta inmmune

El reconocimiento de los antigenos se realiza a través de diversos receptores de
membrana presentes en las APC. Una vez que el antigeno se encuentra dentro de la
célula -en los endosomas-, se induce la sintesis de las moléculas del MHC II que
formaran un complejo con los péptidos resultantes del procesamiento del antigeno.
Este complejo sera luego expuesto en la membrana plasmatica de la APC para ser
presentados a los linfocitos Th (Figura 1.5). La activaciéon del linfocito se realiza
mediante la unién del TCR y la molécula CD4 al complejo antigeno-MHC 1I. Esta
estrecha relacion linfocito Th-APC da la sefial necesaria para estimular al linfocito.
Inmediatamente después que el linfocito es activado, comienza a secretar la
interleucina 2 (IL-2) y la sintesis de su receptor correspondiente (IL-2R). La IL-2 tiene
un efecto tanto autocrino como paracrino; es un poderoso mitégeno, por lo que la
union de la IL-2 al IL-2R induce la proliferaciéon de los linfocitos Th activados. Asi,
comenzara la secrecion de intetleucinas que activaran la respuesta correspondiente,

por ejemplo, la produccion y liberacion de anticuerpos por parte de los LB.
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Figura 1.5. Esquema simplificado de la estimulacién de un LTh por parte de una célula presentadora de
antigenos (APC). La proteina sera fagocitada y procesada por la APC. En este momento comenzara la sintesis
en el reticulo endoplasmico (RE) de las moléculas MHC 1I, que formaran el complejo antigeno-MHCII que
se expondra en la superficie de la APC. Este complejo sera presentado a los linfocitos Th, disparando la

respuesta inmune.

1.2.2. Factores genéticos

Un alto porcentaje (95%) de los enfermos celiacos lleva en su dotaciéon génica los
alelos DQA1*0501/DQB1*0201, que codifican, respectivamente, para las cadenas o y
B del heterodimero HLA-DQ2 del MHC II; el otro 5% porta los genes
DQAT1*0301/DQB1*0302, codificando, tespectivamente, las cadenas o y [ del
heterodimero HLA-DQS8. Cabe destacar que el porcentaje de estos genes en la
poblacion general es de sélo un 40%. Las moléculas DQ2 y DQ8 confieren
susceptibilidad a la celiaquia porque tienen la capacidad de presentar los péptidos
relacionados con la enfermedad (derivados de las prolaminas) a los LT en el intestino
delgado (Lundin y col., 1993; Lundin y col., 1994). Los motivos estructurales de DQ2
y DQ8 predicen una preferencia hacia los péptidos con carga negativa en las
posiciones de anclaje a los sitios de uniéon del heterodimero. Sin embargo, las
proteinas de gluten, por lo general, contienen escasos residuos con carga negativa.
Esta paradoja fue resuelta cuando se observé que los LT derivados de las lesiones
intestinales reconocian predominantemente a los péptidos de gluten deaminados, y
que esta deaminacién era mediada por la enzima transglutaminasa tisular (TG2)

(Molberg y col., 1998; van de Wal y col., 1998).
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Se ha demostrado un efecto de dosis de gen (monocigosis), ya que se ha relacionado
con la cantidad de moléculas DQ2 o DQS8 capaces de presentar péptidos de gliadina a

los linfocitos T.

Aporte de la transglutaminasa tisular a la union péptido-DQ2/ DQS

Las transglutaminasas (EC 2.3.2.13) forman una familia de enzimas que estabilizan los
ensamblajes proteicos a través de entrecruzamientos entre residuos de y-glutamina y

e-lisina (Folk y Finlayson, 1977; Lorand y Conrad, 1984). Son responsables de la
modificacion pos-transcripcional de las proteinas. Se trata de una aciltransferasa que
cataliza dos tipos de reacciones diferentes. Como ya se menciono, una de ellas es la
transaminacion, que es la formacion de la unién isopeptidica entre residuos de lisina y
glutamina (Seguro y col, 1996). En ausencia de aminas primarias ocurre la
deaminacién, donde el agua actia como aceptora de grupos acilo, y la glutamina es
entonces deaminada y transformada en acido glutamico (Figura 1.6).

Estas reacciones ocurren en forma simultanea; sin embargo, a pH 7,3 la reaccion de
transaminaciéon ocurre a mayor velocidad. Una pequefia disminucién del pH
disminuye esta velocidad favoreciéndose la reaccién de deamidacion, que da origen a

acido glutamico, cargado negativamente; esto favorece la unién del péptido a las

moléculas del MHC II (HLA-DQ2 o HLA-DQS).

Entrecruzamientode proteinas Deaminacion
Y 0
(CHglp — C\’ +HN —®) (CHglp — C\’ +H0
Glutamina NHz Lisina (amina N
primaria) .
i [C'a2+ — lcﬂz‘
o
o T Relacion glutaminal o
(CHa)p — o’ + NHg aminas primarias (CHglp — C\” +NHy
) NN=@® OH
isopepr;igi?:z Acido glutamico

Figura 1.6. Accién catalitica de la transglutaminasa. La TG2 cataliza la transaminacién (entrecruzamiento) o
la deaminacion de residuos especificos de glutamina en protefnas o polipéptidos. El grado de ocurrencia de la
deaminaciéon comparado con la transaminacién aumenta cuando desciende el pH y cuando aumenta la

concentracion de glutaminas en relacién a las poliaminas. (Adaptado a partir de Sollid, 2002).
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La transglutaminasa tisular (TG2) se expresa en casi todos los tipos celulares, y se
encuentra mayormente en forma intracelular (inactiva), liberandose su forma activa
para contribuir a la estabilidad de la matriz celular. Su liberacién se ve incrementada
en procesos inflamatorios o de estrés mecanico. También esta involucrada en la
maduracién del factor transformador del crecimiento-$3 (TGF-B), que es un regulador
de la proliferacion y diferenciacion celular.

El reconocimiento de auto-antigenos por parte de los linfocitos T es un evento crucial
en la autoinmunidad. La TG2 ha sido identificada como el principal auto-antigeno en
la EC (Dieterich y col. 1997); sin embargo, ésta se torna antigénica solo luego de
interactuar con las prolaminas en la lamina propia. Los auto-anticuerpos de los
pacientes celiacos estan dirigidos principalmente a la TG2 extracelular (activa)
(Dieterich y col., 1997), aunque también se encuentran anticuerpos anti-calreticulina y
anti-actina (Clemente y col., 2000; Sanchez y col., 2000). Los anticuerpos contra la
TG2 son IgA e IgG. Se ha demostrado que estos anticuerpos poseen un efecto
inhibitorio sobre la actividad enzimatica de 1la TG2 (Esposito y col., 2002; Dieterich y
col.,, 2003), lo que toma relevancia a la hora de evaluar la formacién de las lesiones en
los pacientes celfacos. Como ya se expuso, entre las funciones de la TG2 se encuentra
la activacion del TGF-B. La inhibicién indirecta de la activacién de este factor puede
tener efectos como la desregulacion de los enterocitos. La TG2 esta involucrada,
ademas, en la movilidad de los fibroblastos y los monocitos mediante interacciones
con las integrinas y la fibronectina (Akimov y Belkin, 2001). Asi, se ha publicado que
la atrofia de las vellosidades intestinales en los celiacos puede deberse a los
anticuerpos anti-TG2, que impiden la migracion de los fibroblastos y células
epiteliales desde el extremo distal hacia el proximal de las vellosidades (Halttunen y

Miki, 1999).
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1.2.3. Factores ambientales

% Gluten: prolaminas

El gluten es la fraccion proteica de reserva del endosperma de la mayoria de los
cereales. Son las proteinas insolubles en agua, y esta constituido por prolaminas y
gluteninas en una proporcion aproximada de 1:1. Las prolaminas constituyen la
fracciéon soluble en alcohol; y poseen ciertas caracteristicas que contribuyen a sus
propiedades inmunogénicas. Son ricas en prolina y glutamina; debido al alto
contenido en prolina, el gluten es resistente en gran parte a la degradacion proteolitica
en el tracto gastrointestinal, ya que las enzimas gastricas y pancreaticas no poseen
capacidad proteolitica pos-prolina.

Las porciones del gluten que son resistentes a la degradacién enzimatica son
transportadas a través de la barrera epitelial como polipéptidos. Esos péptidos son
deaminados por la TG2. En la limina propia, los LT CD4" (Th) reconocen
principalmente a los péptidos deaminados presentados por las moléculas HLA-DQ2 o
-DQ8 en la superficie de las APC. Ademas, en el epitelio hay una infiltraciéon de LT
CD8" que expresan el receptor NK. En la limina propia hay LB especificos para TG2
(Figura 1.7a).

El gluten puede inducir la expresion de moléculas NK en los linfocitos intraepiteliales
(IEL) normales y moléculas de estrés (MIC) en las células del epitelio intestinal,
mediante la estimulaciéon de la secrecion de IL-15 (Figura 1.7b). No se conoce
exactamente el mecanismo por el cual se incrementa la secreciéon de la IL-15 en los
pacientes celiacos. Los IEL con sobre-regulacién de receptores NK reconocen a los
enterocitos que expresan moléculas MIC, disparandose la citotoxicidad contra éstos.
Las moléculas HLA-DQ?2 y -DQ8 tienen preferencia por los aminoacidos cargados
negativamente, por lo que se unen con mayor afinidad a los péptidos del gluten
deaminados por la TG2 (Figura 1.7c¢). En la Figura 1.7d se presenta un modelo
propuesto (Sollid y Jabri, 2005) de cémo los LT especificos para gluten controlan la
formacién de anticuerpos anti-TG2. Esto podtia ocurrir en la lamina propia o en los

noédulos linfaticos mesentéricos. Durante la reacciéon de deaminacién, se forma un
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complejo enzima-sustrato (T'G2-gliadina) que serfa estable gracias a la formacion de
enlaces tioéster. Este complejo se unirfa a la inmunoglobulina de los LB especificos
para TG2, y serfan endocitados, y los péptidos de gliadina serfan luego expuestos en la
membrana en el marco de las moléculas DQ2 y DQ8. A partir de aqui, los péptidos
asi presentados pueden ser reconocidos por LT especificos para gluten, proveyendo al

LB de la ayuda necesaria para la produccion de anticuerpos anti-TG2.

(®)

NKG2D TCR
MIC HLA tipo T

B

©

Péptidos de ) TCRaB

j gluten S
i | HLA-DQ20 HLA-DQ8

deaminados

APC

(C)) Linfocito T especifico
para gluten

:> TCR 0B :-'-h. HLA-DQ2 o HLA-DQ8

Y
Iganti-TG2

p‘ Complejo
a TG2-gluten

Linfocito B especifico para TG2

Ref: © Glutennativo A Glutendeaminado & TG2

Figura I.7. Para la descripcion de la figura, véase texto. (Adaptado a partir de Sollid y Jabri, 2005).

1.3. Epidemiologia

En Argentina, el ultimo estudio realizado arrojé un indice de incidencia de la EC de
1/167, que concuerda con los indicadores de las dreas de Europa relacionadas
genéticamente con nuestra poblacion (Goémez y col., 2001). Esto significa que
aproximadamente 250 000 personas en nuestro pafs no pueden consumir alimentos

derivados de cereales como el trigo, la cebada y el centeno.
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1.4. Alimentos libres de gluten

El Codex Alimentarins (CODEX STAN 118-1979, 2008) establece que los alimentos
exentos de gluten son alimentos que estan constituidos o elaborados unicamente con
uno o mas ingredientes que no contienen trigo (es decir, ninguna de las especies de
Triticum, como el trigo duro, la espelta y el kamut), centeno, cebada, avena (aunque la
avena puede ser tolerada por algunos celiacos) o sus variedades hibridas, y cuyo
contenido de gluten no sobrepase los 20 mg/kg en total, medido en los alimentos tal
como se venden o distribuyen al consumidor; o alimentos que estén constituidos por
estos ingredientes, pero que hayan sido procesados de forma tal para eliminar el
gluten, y donde el contenido de gluten no sobrepase los 20 mg/kg en total.

Ademas establece que los productos que sustituyan a alimentos basicos importantes
deberfan suministrar aproximadamente la misma cantidad de vitaminas y minerales

que los alimentos originales a los que sustituyen (Codex Alimentarins, 2008).

2. Pan

El pan es un alimento basico en muchas culturas en todo el mundo y es uno de los
primeros alimentos elaborados por la humanidad. De acuerdo a los hallazgos
arqueologicos, el primer “pan” consumido por el hombre era elaborado a partir de
agua y harina y cocinado en piedras calientes. El pan fermentado comenzé a
masificarse en Egipto hace aproximadamente 5 000 afios. Los primeros hornos
especialmente disefiados para hornear el pan datan de hace aproximadamente 4 500
afios. A partir de alli, la tecnologia de la panificacion ha evolucionado en numerosas
técnicas diferentes. Se han ido incorporando nuevos ingredientes en la composicion
panaria a medida que la investigaciéon ha ido generando un progreso en la metodologia
de la panificaciéon. Muchos paises utilizan el método de panificacion tradicional,
mientras que otros han ido cambiando sus metodologias drasticamente; cada region
fue desarrollando su método de panificacion tradicional de acuerdo a la calidad de la
materia prima y a las caracteristicas exigidas por los consumidores locales.

El pan es un producto leudado obtenido gracias a la accién de levaduras que

fermentan el azicar de la harina de trigo producida por la hidrélisis del almidén (por
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parte de las enzimas naturalmente presentes en la harina). Durante la fermentacion se
generan gases como producto de la actividad metabdlica de las levaduras. Muchos
microorganismos pueden fermentar azdcares para producir diéxido de carbono (CO,),
pero el organismo mas eficiente a tal fin en la masa panaria es Saccharomyces cerevisiae.
Los principales productos de la fermentaciéon son, en este caso, el CO, y el alcohol
etilico, resultado de una serie compleja de reacciones controladas por enzimas. El CO,
es el responsable del aumento de volumen de la masa, mientras que el alcohol
colabora en la produccién del aroma complejo de estos productos horneados.

A la hora de determinar la calidad del pan, uno de los atributos clave es el sabor
(Heinié, 20006). Las reacciones enzimaticas y de fermentacién son las mayores
responsables del sabor de la miga de pan; mientras que las reacciones que se llevan a
cabo a altas temperaturas (reacciones de Maillard y de caramelizacién) influyen en el
sabor de la corteza del pan (Kirchhoff y Schieberle, 2001). Ademas del sabor, la
frescura, el color y la textura intervienen de manera notable en la percepcion global
del pan (Gellynck y col., 2009). Una serie de ensayos han sido desarrollados para
evaluar de manera objetiva la calidad tecnolégica del pan. Asi, el volumen especifico
se utiliza como indicador de la esponjosidad; por otra parte, la dureza (un parametro
de la textura) de la miga es evaluada mediante el uso de texturometros que comprimen
la miga un porcentaje establecido, y determinan la dureza como la maxima fuerza que
realizan durante la compresién. La estructura de la miga se evalia mediante el analisis
computarizado de imagenes obtenidas de las rodajas de pan; los atributos
generalmente informados son la distribuciéon de tamafio de los alvéolos, el area de la
rodaja ocupada por aire, y la porosidad de la miga. El color de la corteza se mide

objetivamente mediante el empleo de un colorimetro y la escala CIELab.

2.1. Panificacién

Con el objeto de convertir la mezcla de ingredientes en una estructura esponjosa
como lo es la miga de pan, se siguen una serie de procesos que llevan, en su conjunto,
a la obtencién de una masa con las propiedades mecanicas apropiadas que permitan la

retenciéon de gases produciendo una pieza de pan expandida con una estructura de
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miga pareja (Bloksma y Bushuk, 1988; Gan y col., 1990; Kokelaar y Prins, 1995). Por
medio de estos procesos se persiguen los siguientes objetivos: 1) mezclar y desarrollar
la masa (por medio del amasado y la fermentacién); 2) formar una estructura
espumosa (por medio del moldeado, fermentaciéon y horneado), y 3) estabilizar la
estructura porosa alterando la configuraciéon molecular de los componentes
poliméricos en las paredes de los alvéolos por medio de la aplicacion de calor
(horneado) (Kent y Evers, 1994).

Independientemente de la manera en que se realicen el amasado y la fermentacion,
tres hechos ocurren fehacientemente (Bloksma, 1990; Campbell y col., 1991; Kent y
Evers, 1994): 1) hidratacién: el amasado de los ingredientes, ademas de la tarea obvia
de mezclarlos, tiene como funcién distribuir el agua entre los polimeros; 2) desarrollo
del gluten: aunque algunas de las proteinas presentes en la harina son solubles en agua,
es en las proteinas insolubles, conocidas colectivamente como gluten, donde se
enfocan los estudios que pretenden elucidar como el trabajo aplicado transforma al
agua y la harina en una masa cohesiva (Weegels y col., 1996). Cuando la masa es
desarrollada bajo condiciones Optimas, estas proteinas forman una red viscoelastica
que retiene el aire, los granulos de almidén y otros materiales, como el salvado. El
optimo desarrollo del gluten durante el amasado es vital para la formacion de la
estructura de la miga; 3) incorporacion y retenciéon del aire: durante el amasado debe
incorporase el aire que formara la fase gaseosa de la miga de pan, y el volumen final de
aire sera una funcién de la amasadora que se emplee.

El pan es un producto nutricionalmente balanceado ya que es fuente de energia,
proteinas, vitaminas (en particular del complejo vitaminico B), minerales y fibra
dietética. En Argentina, el 71,3% del trigo destinado al mercado interno en el 2006 se
empled para la fabricacién de pan; y el consumo per capita/ano de este producto en el

mismo periodo fue de 72,5 kg/habitante/afio (Lezcano, 2000).

2.2. Pan libre de gluten
Como ya se expuso, el gluten en la harina de trigo es responsable de muchas de las

caracteristicas de los productos panificados, como la naturaleza viscosa y elastica
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necesaria para el procesamiento de la masa, ademas de que provee la matriz proteica
tridimensional que impide la difusién del gas, y permite la formacion y estabilizacion
de las paredes alveolares en el pan horneado.

Por este motivo, obtener un pan sin el aporte de las propiedades del gluten es un

desafio considerable (Figura 1.8).

Figura L.8. Panes elaborados con harinas de distintos cereales: a) avena, b) trigo, ¢) centeno, d) cebada, y

e) maiz. (Adaptado a partir de Engleson y Atwell, 2008).

Es intuitivo pensar que no existe un unico ingrediente que sea capaz de reemplazar al
gluten. La propuesta mas comun consiste en realizar una mezcla de almidones,
hidrocoloides, fibras e ingredientes lacteos para que, todos juntos, otorguen la
funcionalidad necesaria. Estas materias primas tienen una mayor capacidad de
absorcion de agua en relacion a la harina de trigo, por lo que el contenido de agua de
las masas libres de gluten es generalmente alto. Esto significa que la tecnologia y la
metodologia empleadas a la hora de obtener panes libres de gluten son distintas que
las utilizadas en el proceso de panificacién convencional. Las amasadoras son, en
general, reemplazadas por batidoras. La masa/batido resultante se coloca en moldes y
se somete a una fermentacién que oscila entre los 60 y 75 minutos, y luego son
horneadas por tiempos relativamente mas largos, debido a la presencia de altas
proporciones de agua.

En la actualidad, se pueden encontrar en el mercado diversos panes libres de gluten;
sin embargo, éstos suelen ser de una calidad pobre. Arendt y col. (2002) encontraron
que la mayoria de los productos libres de gluten son de calidad inferior al ser

comparados con los mismos productos a base de trigo, ademds de que en general
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presentan una estructura densa y seca, con un volumen bajo y una alta dureza de la
miga (Gujral y col., 2003). Recientemente, en numerosos estudios se han investigado
las propiedades de harinas de distintos cereales sin gluten (Gujral y col., 2003; Schober
y col.,, 2005), derivados lacteos (Gallagher y col., 2003a,b), proteinas, hidrocoloides
(Moore y col., 2004; Lazaridou y col., 2007) y enzimas para mejorar el volumen, la

textura de la miga y la calidad global y la aceptabilidad de los panes libres de gluten.

2.3. Harinas libres de gluten

En los ultimos afios, se han publicado numerosos estudios que muestran los
resultados de la utilizaciéon de diferentes materias primas en la calidad de panes libres
de gluten. Los ingredientes mas comunmente usados son la harina de arroz, ya sea
refinada o integral; la harina y/o almidén de maiz, las harinas de sorgo y mijo, el
almidon de papa, la harina de granos andinos y legumbres. Almidones de distinto
origen botanico pueden emplearse para mejorar la calidad de estos productos
(Schober, 2009), ya que la mayor disponibilidad de este polimero significa una mayor
gelatinizacién, y este fenémeno favorece el desarrollo de una red cohesiva que atrapa
el gas y previene la pérdida de CO, y el colapso de la corteza (Onyango y col., 2011).
La harina de soja ha sido reconocida desde hace muchos anos como un excelente
medio para fortificar los productos a base de cereales, tales como el pan, las galletitas
y la pasta. Se caracteriza por un alto contenido en proteinas ricas en aminoacidos
esenciales que son facilmente digeribles. Sin embargo, en panes de trigo, las
propiedades viscoelasticas unicas del gluten se ven afectadas por la incorporacion de
soja, reduciendo el volumen de las piezas (Fleming y Sosulski, 1978; Ribotta y col.,
2005). Contrariamente, se han informado efectos beneficiosos sobre la calidad
tecnologica de productos panificados libres de gluten mediante la incorporacion de
harina de soja (Ribotta y col, 2004). No obstante, debe tenerse en cuenta que
numerosos tipos de harinas son elaboradas a partir de las semillas de la soja, con
propiedades muy disimiles. Dos tipos principales son: harina entera, donde las
legumbres son lavadas, sometidas a un tratamiento térmico, pasadas por rodillos para

remover los tegumentos y finalmente molidas; y harina deslipidizada, donde los
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componentes grasos son removidos en general, por extracciéon con solventes. A su
vez, la harina entera varfa de acuerdo al grado del tratamiento térmico. Cuando éste se
encuentra ausente, se obtiene la harina entera activa, donde las proteinas no sufren
una desnaturalizacion, y poseen una solubilidad minima del 70% en agua fria. Esta
harina posee toda la actividad enzimatica presente en la legumbre; es una buena fuente
de amilasas, lipasas, proteinasas, ureasas y lipoxigenasa. Por otro lado, el tratamiento
térmico se realiza para optimizar el valor nutritivo de la soja, para inactivar los factores
antinutricionales como el inhibidor de tripsina y reducir, ademas, el leve sabor amargo

de la harina de soja.

2.4. Componentes de las harinas

2.4.1. Almidon

Las semillas de los cereales almacenan energia en forma de almidén. La cantidad de
almidon presente en el grano es variable, pero por lo general oscila entre el 60 y el
75% del peso del grano. De esta manera, gran parte de los alimentos que consume el
hombre esta constituida por almidon, que es una excelente fuente de energia. Ademas
de su importancia energética, el almidon es utilizado en la industria alimentaria por el
efecto que éste ejerce sobre las propiedades fisicas de los alimentos.

En las plantas, el almidén se encuentra empacado en forma de granulos, en general
formados dentro de amiloplastos. En cereales como trigo, maiz, cebada, centeno,
sorgo y mijo, cada amiloplasto contiene un unico granulo (granulos simples). El arroz
y la avena, por el contrario, poseen varios granulos por cada amiloplasto (granulos
compuestos).

El almidén es una macromolécula compuesta por dos polimeros de glucosa: la
amilosa y la amilopectina. La amilosa se describe como una molécula esencialmente
lineal, compuesta por 500-6 000 unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1-4), con
escasas ramificaciones dadas por enlaces «-(1-6) (Shibanuma y col., 1994); mientras
que la amilopectina esta formada por una cadena central similar a la de amilosa, pero
posee ramificaciones con enlaces a-(1-6) cada 9 a 20 unidades de glucosa (Whistler y

Daniel, 1984). El enlace o-(1-4) imparte a la molécula un giro, por lo que la
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conformacién de las cadenas es helicoidal (Greenwood, 1976). La molécula posee
poblaciones distintas de cadenas poliméricas que se agrupan, segun su grado de
polimerizaciéon (DP), en cadenas cortas (12<DP<20), cadenas largas (30<DP<060), y
cadenas muy largas (DP>60). Ademas, las cadenas se clasifican también en A, B o C.
Las cadenas A se enlazan al resto de la molécula a través de su extremo reductor, las
cadenas B se enlazan con una cadena A pero transportan otras A y/o B en uno o mas
de los grupos oxidrilos, y la cadena C no esta sustituida en el extremo reductor, y
existe s6lo una por molécula (Figura 1.9).

El interior de los granulos esta formado por regiones cristalinas y amorfas alternadas,
por lo que el almidén se describe como un polimero semicristalino (Eliasson y
Gudmundsson, 1996). Las zonas cristalinas se deben a las regiones ordenadas de
cadenas de amilopectina, mientras que las regiones amorfas estin compuestas
principalmente por las regiones ramificadas de la amilopectina y las cadenas de

amilosa (Figura 1.9).

Cadena C

Region amorfa

Region cristalina

& Amilopectina "™

—s—— Amilosa

Figura I.9. Estructura semicristalina del almidén, mostrando las regiones amorfas y cristalinas alternadas.

Cuando los granulos de almidon son calentados en presencia de agua sufren una
transicion de fase orden-desorden llamada gelatinizacion, en un rango de temperaturas
caracteristico para cada tipo de almidon (Hoover, 2001), que lleva a la destruccion
irreversible del orden molecular de los granulos de almidén (Atwell y col., 1988). La
calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica muy difundida para estudiar

este fendmeno. De acuerdo a Jenkins y Donald (1998), 1a gelatinizacién que ocurre en
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un exceso de agua, es un proceso conducido por la absorcién de agua principalmente
por las regiones amorfas del almidén, con el concomitante hinchamiento de los
granulos, donde el hinchamiento actia desestabilizando los cristales de amilopectina;
en este caso, se observa una unica endoterma correspondiente al proceso de
gelatinizacion (pico G) (Figura 1.10). En condiciones de agua limitante, esto también
es clerto, aunque el agua no es suficiente para que la gelatinizacién ocurra por
completo. Bajo estas condiciones, los cristales remanentes simplemente funden
cuando se alcanzan temperaturas mayores (pico M). De esta manera, tanto el pico G
como el M se ven afectados por la cantidad de agua disponible en el sistema: para
suspensiones de almidén en 60% (p/p) de agua, se distingue, en general, una unica
endoterma; mientras que el area de G disminuye a medida que disminuye la cantidad
de agua y, simultaneamente, aumenta el area de M (Donovan, 1979; Biliaderis y col,,
1980).

La temperatura de transiciéon y la entalpia de gelatinizacion determinadas por DSC
pueden relacionarse con caracteristicas de los granulos de almidén, como por ejemplo
el grado de cristalinidad (Krueger y col., 1987). Altas temperaturas de transiciéon se
han relacionado con un alto grado de cristalinidad, indicando estabilidad estructural y

resistencia de los granulos a la gelatinizacion (Barichelo y col., 1990).
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Figura 1.10. Endoterma modelo obtenida para el almidén de mandioca con un 40% de agua (p/p).

Durante el horneado de la masa de pan, el almidon sufre una gelatinizaciéon (Figura

I.11), y una pequena cantidad de almidén, principalmente amilosa, es liberada a la
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region intergranular, lo que conduce a un aumento de la viscosidad del sistema (Figura
I.11b). Parte de la amilosa solubilizada forma complejos de inclusion con los lipidos
polares de la harina. Ademas, se produce el desorden de las regiones cristalinas dentro
de los granulos.

Durante el enfriamiento y el almacenamiento del pan, las moléculas de almidén se re-
asocian dando lugar a un estado mas ordenado o cristalino, proceso llamado
retrogradacion (Atwell y col.,, 1988). La estructura y la dureza del pan durante las
primeras horas después del horneado estan dadas por la retrogradacion o gelificacion
de la amilosa solubilizada, lo que implica la formacion de dobles hélices en varios
segmentos de las cadenas. La amilosa gelificada forma una red continua que rodea los
granulos de almidén hinchados y deformes (Figura 1.11c) (Eliasson y Larsson, 1993).
La retrogradacion de la amilopectina ocurre a una velocidad mucho menor que la de
la amilosa por lo que se postula como uno de los fenémenos responsables del

endurecimiento del pan durante su almacenamiento.

4
\ 4
N

Calentamiento Enfriamiento Almacenamiento

Figura I.11. (a) Hinchamiento de los granulos de almidén a medida que absorben agua; (b) gelatinizacién,
ruptura de los granulos de almidén y liberacién de moléculas de amilosa; (c) retrogradacion de la amilosa
durante el enfriamiento, formacién de la red de amilosa; (d) retrogradacion (ordenamiento) de la amilopectina

durante el almacenamiento. (Adaptado a partir de Goesaert y col., 2005).

El envejecimiento de los productos panificados esta definido como la disminucién de

la aceptaciéon por parte del consumidor a causa de cambios que no resultan de la
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acciéon de microorganismos dafiinos (Betchel, 1955). Durante el almacenamiento, el
pan plerde gradualmente su frescura, y las alteraciones mas notorias incluyen la
pérdida de la crujibilidad de la corteza, el aumento de la dureza y la disminucién de la
elasticidad de la miga, y los cambios en su aroma y sabor (Cauvain, 1998). La corteza
pierde su textura crocante por la transferencia de humedad desde la miga, y el sabor y
el aroma se debilitan por la merma en las sustancias volatiles. El desarrollo de la
dureza de la miga con el tiempo es un fenémeno en el que influyen diversos factores.
La pérdida de humedad de la miga junto con la recristalizacion de la amilopectina

(asociaciones entre las cadenas) son dos de los mecanismos mas aceptados (Figura

I.11d) (Kulp y Ponte, 1981; Gray y BeMiller, 2003).

2.4.2. Proteinas

Tradicionalmente, las proteinas de los cereales se han clasificado en cuatro grupos de
acuerdo a su solubilidad. Esta clasificacion fue establecida por primera vez por
Osborne (1907). Asi, definié: albsiminas, como las proteinas solubles en agua; globulinas,
solubles en soluciones salinas diluidas; prolaminas, proteinas solubles en etanol 70%
v/v, vy las glutelinas, que se solubilizan en soluciones acidas o basicas diluidas.

La mayoria de las enzimas del grano se encuentran incluidas en el grupo de las
albuminas y globulinas. Ambos grupos estan concentrados en las células de la
aleurona, en el germen y el salvado, mientras que su concentraciéon es relativamente
baja en el endosperma.

Las prolaminas y glutelinas son las proteinas de reserva de los cereales. Se encuentran
limitadas al endosperma, y su presencia es casi nula en el pericarpio o el germen.
Nutricionalmente, las prolaminas son pobres en lisina, metionina y triptéfano;
mientras que las glutelinas presentan mayor variabilidad en la composicion
aminoacidica.

En el trigo, las prolaminas (que reciben el nombre particular de gladinas) y las
glutelinas (particularmente, gluteninas) conforman el gluten. La composiciéon de

aminoacidos de las proteinas del gluten muestra que aproximadamente la mitad de los
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constituyentes son glutamina y prolina, ademas, el 35% de los aminoacidos poseen
cadenas laterales de naturaleza hidrofébica (Hoseney, 1994). Sin embargo, no sélo su
estructura quimica sino también los enlaces e interacciones que se establecen entre sus
proteinas, juegan un papel fundamental en la funcionalidad del gluten a la hora del
desarrollo de la masa. Entre las proteinas se establecen uniones covalentes y no
covalentes que contribuyen a la formacién y estructuracion de la masa (Hoseney,
1994). Las uniones no covalentes incluyen puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas, enlaces i6nicos e interacciones de van der Waals (Hoseney, 1994).
Aunque los puentes de hidrégeno son individualmente débiles, otorgan una gran
estabilidad durante el amasado debido al gran numero que se establece. En cuanto a
las interacciones hidrofébicas e idnicas, aunque se encuentran en pequefa cantidad, su
importancia es significativa en la interaccion entre los biopolimeros de la masa,
promoviendo una mayor estabilidad. Ademads, los enlaces covalentes (enlaces
peptidicos y puentes disulfuro) se establecen principalmente durante el proceso de
amasado y relajacion (Ait Kaddour y col., 2008). Los puentes disulfuro se generan en
la masa entre dos residuos de cisteina, ya sean de la misma proteina o de proteinas
diferentes.

Los polimeros de glutenina estan compuestos por subunidades de alto peso molecular
(HMW), de entre 60 y 90 kD; y de bajo peso molecular (LMW), entre 10 y 70 kDa
(Belton y col., 1995; Wellner y col., 2005; Anjum y col., 2007). Las subunidades de alto
peso molecular, que suman entre el 5 y el 10% del total de las proteinas de gluten, se
encuentran estabilizadas principalmente por puentes disulfuro (Lefebvre y Mahmoudi,
2007). Forman un esqueleto elastico con puentes disulfuro intercatenarios, y este
esqueleto es la base para el ensamblaje de las subunidades de bajo peso molecular a
través, también, de puentes disulfuro (Shewry y col., 2001) (Figura 1.12). Incluso, las
gliadinas pueden interaccionar con las gluteninas a través de interacciones
hidrofébicas, y con la glutamina a través de puentes hidrégeno (Wellner y col., 2003).

Durante el amasado, se forma asi una red tridimensional, con propiedades elastica y
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viscosa, que es capaz de retener el CO, durante la fermentacién, y que es bastante

estable durante todo el proceso de la panificacion.

LMW/
HMW/
II. .r ------- ] [ ]
T .
gSEiz [ 3 ‘ o 1
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S-S

Figura 1.12. Modelo que muestra el esqueleto principal formado por subunidades de glutenina de alto peso
molecular (HMW) unidas por puentes disulfuro (S-S), y las subunidades de bajo peso molecular (LMW)

unidas al esqueleto, y estabilizadas también por puentes S-S. (Adaptado a partir de Wieser, 2007).

Por otro lado, las proteinas que se encuentran en los cereales distintos al trigo no
poseen la capacidad de formar esta red tridimensional. En el maiz, el endosperma
contiene aproximadamente un 5% de albuminas y globulinas, 44% de prolaminas (que
reciben el nombre de ze/nas), y un 28% de glutelinas. El 17% restante esta constituido
por una fracciéon que no se extrae por el clasico procedimiento de Osborne. Es una
traccion de zeinas entrecruzada por puentes disulfuro, que es soluble en alcohol y -
mercaptoetanol, con un peso molecular de aproximadamente 44 kDa (Mossé, 1961;
Pomes, 1971). Las proteinas de maiz tienen un alto contenido de acido glutamico y de
leucina. Tanto las albiminas, como las globulinas y glutelinas tienen un balance
aminoacidico relativamente bueno, mientras que las zeinas y las zefnas entrecruzadas
son pobres en lisina y triptofano, y ricas en leucina, acido glutamico y prolina.

Las zeinas se encuentran en cuerpos de geina de aproximadamente 1 mm, distribuidos
uniformemente en el citoplasma de las células del endosperma (Duvick, 1961). La alta
proporcién de aminoacidos no polares y la deficiencia en aminoacidos acidos o

basicos son responsables de las propiedades de solubilidad de estas proteinas. Las
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zeinas son una mezcla de diferentes péptidos que varfan en su peso molecular,
solubilidad y carga. Las dos fracciones principales -a y - fueron descriptas por
primera vez por McKinney (1958). Las a-zeinas fueron definidas como las prolaminas
solubles en etanol 95%. Cuando las zeinas fueron analizadas por electroforesis en gel
de almidén, se encontré que cuatro bandas diferentes migraban en el gel, mientras que
una fraccion importante quedaba en el origen. Las bandas que migraron fueron
agrupadas dentro de las a-zeinas, mientras que la fracciéon que permanecié en el origen
se clasifico como B-zeinas (Pomes, 1971). Las 3-zeinas son solubles en etanol 60%, e
insolubles en etanol 95%; son relativamente inestables, ya que frecuentemente
precipitan y coagulan.

Argos y col. (1982) propusieron un modelo helicoidal para la estructura de las zeinas,
donde nueve unidades se repiten y arreglan de forma anti-paralela, estructura
estabilizada por puentes de hidrégeno. Por dicroismo circular y dispersion optica se
establecié que el contenido helicoidal de las zeinas varfa entre 33,6 y 60% en etanol
50-80% (Gortner y MacDonald, 1944; Danzer y col., 1975; Argos y col.,, 1982;
Matsushima y col., 1993); ademas, las a- y -zeinas mostraron una proporcion similar.
Este contenido helicoidal sugiere que las zeinas poseen una estructura globular en
soluciones no acuosas (Danzer y col., 1975). Se observaron cambios conformacionales
a medida que se reducia la concentraciéon de etanol desde 80 a 50%. Sin embargo, en
estos estudios no pudo establecerse la presencia de laminas plegadas 3, como habia
sido hipotetizado mediante estudios de espectroscopia de infrarrojo.

Por su parte, el arroz tiene un contenido de proteinas por lo general mas bajo que en
el resto de los cereales, aunque su balance aminoacidico es relativamente bueno. La
lisina es también el aminoacido limitante, seguido por la treonina. La extracciéon de
Osborne muestra que las proteinas del endosperma del arroz estan constituidas por
aproximadamente 3,8-8,8% de albuminas, 9,6-10,8% de globulinas, 2,6-3,3 % de
prolaminas y 66-78% de glutelinas (que reciben el nombre de origeninas) (Cagampang y
col., 1966). Las albiminas de arroz poseen un amplio rango de peso molecular

(Juliano, 1972), aunque la fraccién mayoritaria se encuentra entre 18-20 kDa (Houston
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y Mohammed, 1970). Las globulinas consisten en a-, 3- y 8- globulinas, con pesos
moleculares de 25,5, 15, 200 kDa y mas, respectivamente (Morita y Yoshida, 1968).
Las prolaminas estan constituidas por subunidades peptidicas de peso molecular de
10, 13 y 16 kDa (Ogawa y col., 1987). El péptido de 13 kDa es facilmente solubilizado
en soluciones alcoholicas, mientras que los péptidos de 10 y 16 kDa, con mayor
contenido de puentes disulfuro, requieren de un agente reductor para su solubilizacion
en soluciones alcohodlicas (Ogawa y col.,, 1987; Hibino y col., 1989). Las glutelinas
nativas son extremadamente insolubles en agua (Juliano, 1985; Hamada, 1996).
Ademas, son de alto peso molecular, y muy heterogéneas (Juliano, 1985). Esta
fracciéon es soluble en soluciones acidas (pH por debajo de 3) o basicas (pH por
encima de 10) (Shih, 2004). Estan compuestas por dos unidades polipeptidicas que
reciben el nombre de o-glutelinas (acidas) y [-glutelinas (basicas), con pesos
moleculares de 30-39 y 19-25 kDa, respectivamente (Juliano, 1985; Kagawa y col.,
1988; Kishimoto y col, 1999; Shih, 2004). Las glutelinas de arroz polimerizan
mediante puentes disulfuro e interacciones hidrofébicas para formar complejos
macromoleculares de gran tamafio (Utsumi, 1992). Esta formacién de estructuras muy
ordenadas explicaria la falta de funcionalidad de estas proteinas (Katsube-Tanaka y
col., 2004).

En cuanto a las proteinas distintas a la de los cereales que se incorporan a los
productos panificados, se destacan las proteinas de soja. La proteina proveniente de la
soja es una de las proteinas vegetales de mayor importancia en la industria alimenticia
debido a sus propiedades funcionales y su alto valor nutricional. La
ultracentrifugaciéon del aislado proteico de soja resulta en cuatro fracciones
denominadas 2S, 7S, 11S y 15§, de acuerdo a sus velocidades de sedimentacion
(Utsumi y col., 1997). Las dos fracciones mas abundantes son la 7S (8-conglicinina) y la
11S (glicinina), que suman el 70% del total de proteinas, por lo que dominan el
comportamiento del aislado. Ambas, B-conglicinina y glicinina, son proteinas
complejas, con multiples subunidades. La globulina 7S es una proteina trimérica (141-

170 kDa) compuesta por las subunidades o (57 kDa), o« (58 kDa) y B (42 kDa)
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asociadas por interacciones hidrofébicas (Thanh y Shibasaki, 1977). La fracciéon 11S
consiste en dos anillos hexagonales, y cada uno contiene tres subunidades asociadas
por interacciones hidrofébicas que consisten en pares de polipéptidos acidos y basicos
unidos por enlaces disulfuro (Moreira y col., 1979). La glicinina y la 3-conglicinina
tienen una temperatura de desnaturalizacion de 90 y 72 °C, respectivamente. Para
proceder a la extraccion de estas fracciones proteicas, se solubilizan en soluciones

acuosas a un pH aproximado de 8 y se precipitan en soluciones acidas, cercanas al pl

de las proteinas (=4,5) (Kinsella, 1979).

2.4.3. Polisacaridos no almidonosos

Los polisacaridos no almidonosos, que provienen de la pared celular, de la aleurona y
del endosperma del grano, incluyen distintas moléculas construidas a partir de hexosas
y pentosas (pentosanos), y son estos ultimos los que constituyen la mayor fraccion de
este grupo de polisacaridos. Generalmente, los pentosanos, constituidos
principalmente por arabinoxilanos y arabnogalactanos, se clasifican en solubles e
insolubles en agua, que representan el 25 y el 75% de los pentosanos totales,
respectivamente (Wang y col, 2003). Aunque ambos grupos son bastante
heterogéneos, existe una estructura en comun. La estructura general de los
arabinoxilanos es un esqueleto central de xilosas unidas por enlaces 3-(1-4) que llevan
un residuo simple de arabinosa en el C-3 o en los C-2 y C-3 (Wang y col., 2005).
Algunas arabinosas se encuentran esterificadas con acido ferudlico. Se ha informado
que el peso molecular de los arabinoxilanos se encuentra entre 22 y 5 000 kDa
(Izydorczyk y col., 1990).

La diferencia estructural entre arabinoxilanos solubles e insolubles en agua radica
principalmente en el peso molecular (Meuser y Suckow, 1986) y en la relacién
arabinosa/xilosa (Gruppen y col., 1993). La capacidad de los pentosanos para retener
agua y formar soluciones viscosas o geles por uniones covalentes afecta la distribucion
de la humedad entre los constituyentes de la masa. Se conoce que los pentosanos
insolubles en agua ejercen un impacto negativo en la calidad de los panes con trigo

(van Oort y col., 1995; Courtin y col., 1999; Courtin y Delcour, 2002); mientras que un
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efecto beneficioso fue asignado a los pentosanos solubles en agua (Hoseney, 1984;
Gan y col, 1995). Sin embargo, poco se ha investigado sobre el efecto que éstos

tienen sobre las masas elaboradas con harinas distintas a la de trigo.

2.4.4. Lipidos

El grano de los cereales contiene una cantidad relativamente pequena de lipidos,
variando entre 1,5 y 8% de acuerdo al cereal del que se trate, con valores minimos
para el centeno y maximos para la avena. Los lipidos se almacenan preferentemente
en el embrién (germen) y, en menor medida, en la capa de aleurona. Los lipidos de los
distintos cereales no difieren significativamente en la composicion de los acidos
grasos, y se sabe que es el acido linoleico el que predomina en proporciéon. Se ha
descripto que los lipidos presentes en el trigo tienen una gran influencia en la calidad
panadera de la harina (Belitz y Grosch, 1999a). Los triglicéridos se almacenan
principalmente en el germen y la capa de aleurona, en esferosomas, mientras que los
tosfolipidos y glucolipidos se encuentran en el endosperma. Parte de los lipidos
presentes en la harina se encuentra asociada al almidon, y otra parte se encuentra libre,
no asociada. Esta dltima fraccién es extrafble con un solvente polar a temperatura
ambiente, y suma alrededor del 75% de los lipidos de la harina, mientras que la
fracciéon asociada al almidén corresponde al 25% restante. Una disminucion en el
contenido de amilosa conlleva a una disminucién en la proporciéon de los lipidos
asociados al almidon.

El aceite que se obtiene de la soja mediante una extraccioén con solvente, contiene, en
valores aproximados, un 95-97% de triglicéridos, 2,5% de fosfatidos y 0,3-0,7% de
acidos grasos libres. Los triglicéridos estan compuestos por distintos acidos grasos, y
en su mayoria se tratan de acidos grasos insaturados. La fraccion de acidos grasos
saturados comprende entre un 10% y un 20% del total de acidos grasos, y esta
dominada por el acido palmitico y, en menor medida, por el acido estearico. Por otro
lado, la fraccién de acidos grasos insaturados suma entre un 80% y un 90% de la
fraccion total, y esta representada principalmente por el acido linoleico y el acido

oleico y, en menor proporcion, el acido linolénico.
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2.5. Aditivos

A fin de obtener panes libres de gluten de buena calidad tecnolégica y con una vida de
anaquel aceptable, se han incorporado numerosos ingredientes como aditivos en
formulaciones establecidas a partir de harinas y almidones seguros para los pacientes

celiacos.

2.5.1. Hidrocoloides

Los hidrocoloides comprenden un numero de moléculas altamente hidrofilicas.
Quimicamente, pueden ser polisacaridos como la goma xantica, los galactomananos,
los derivados del almidén, entre otros; o proteinas, como la gelatina. Proveen
numerosas propiedades funcionales que los tornan adecuados para diferentes
aplicaciones en la industria alimenticia (Rosell y col., 2007).

En la industria panadera, ademas de ser utilizados como reemplazantes del gluten, los
hidrocoloides han sido empleados para mejorar la textura del pan, disminuir la
velocidad de retrogradacion de la amilopectina, aumentar la retenciéon de agua y
mantener la calidad general del producto durante mas tiempo (Rojas y col., 1999).
Todos los hidrocoloides interactuan con el agua, reduciendo su difusién. En general,
los hidrocoloides neutros muestran una menor solubilidad, mientras que los
polielectrolitos son altamente solubles en agua, aunque la cinética de hidratacion
depende de varios factores; las gomas xantica y guar y la carboximetilcelulosa (CMC)
son solubles en agua fria; mientras que los carragenanos, la goma garrofin y muchos
alginatos requieren de agua caliente para su completa hidratacion (Anton y Artfield,
2008). El agua puede ser retenida directamente por la formacién de puentes de
hidrégeno, o puede ser contenida en los espacios que se forman inter o
intramolecularmente.

Acs y col. (1997) probaron el uso de diferentes hidrocoloides como sustitutos del
gluten en pan elaborado a partir de almidén de maiz. Los autores evaluaron el efecto
de las gomas xantica, guar, garrofin y tragacanto sobre el volumen y la textura de estos
panes. Todos los hidrocoloides aumentaron significativamente el volumen vy

disminuyeron la dureza de los panes, obteniendo los mejores resultados con la
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incorporacion de la goma xantica; mientras que Gan y col. (2001) encontraron que la
HPMC y la CMC funcionan mejor que la goma guar como reemplazantes parciales del
gluten en panes hechos a partir de harina de trigo y harina de arroz (50:50).

La goma xantica es un metabolito secundario producido durante la fermentacion
aerobica de carbohidratos simples por parte de Xanthomonas spp. Se trata de un
polisacarido formado por una estructura primaria de unidades repetidas, constituidas
por dos glucosas, dos manosas y un acido glucurénico. Unidos a las manosas se
encuentran acido piravico y grupos acetilos, que le otorgan a la molécula un caracter
anionico (Garcfa-Ochoa y col., 2000). En soluciones acuosas, la molécula adopta una
conformacién helicoidal, que le otorga a la molécula una estructura mas rigida. Se ha
demostrado que esta caracteristica influye el comportamiento de sus soluciones,
incluyendo altas viscosidades y pseudoplasticidad (Millane y Wang, 1990). La cadena
central de glucanos esta protegida por las cadenas laterales, que la tornan
relativamente estable a acidos, alcalis y enzimas (particularmente celulasa).

La carboximetilcelulosa (CMC) es una celulosa quimicamente modificada. Su
estructura consiste en un polimero de residuos de glucosa unidas por enlaces B-(1-4),
al que se le reemplazan los grupos oxidrilos por grupos carboximetilos. La
incorporaciéon de grupos metilo a la cadena de celulosa produce polimeros con una
gran actividad superficial y caracteristicas unicas de hidratacidon-deshidratacion en
solucion y durante los cambios de temperatura. Las redes formadas por la
metilcelulosa (MC, celulosa con grupos metilo), la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC,
celulosa con grupos hidroxipropil metilos) o la carboximetilcelulosa (CMC) durante el
horneado aumentan la viscosidad de la masa y fortalecen los limites de las burbujas de
aire en expansion mejorando la retenciéon de gas y, por consiguiente, aumentando el
volumen de las piezas (Bell, 1990).

Alginato es un término colectivo que se otorga a la familia de exopolisacaridos
producidos principalmente por algunas especies de algas pardas. Se los ha utilizado
ampliamente en la industria alimenticia; existe una mayor preferencia por el alginato

de sodio, ya que posee mayor solubilidad en agua a temperatura ambiente. En
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términos quimicos, es un co-polimero lineal formado por acido D-manurénico (M) y
acido L-gulurénico (G) como mondémeros, formando estructuras en bloque -MMM-
o -GGG- (Moe y col., 1995). El bloque G es mas rigido que el M, debido al mayor
impedimento en la rotacién alrededor de los enlaces glucosidicos (Braccini y col,
1999). La aplicacion de los alginatos en la industria se basa en su capacidad de formar
geles por medio de la asociacién con cationes. Los cationes divalentes se unen
preferentemente a los bloques G.

Carragenato es el nombre genérico de una familia de polisacaridos extraidos de
algunas algas rojas, con capacidad de formar geles y aumentar la viscosidad de los
sistemas en los que se encuentran. Estin compuestos de un esqueleto lineal de
galactosa con un grado variable de sulfatacion (entre el 15 y el 40%). Distintos tipos
de carragenato varfan en su composicion y conformacion, lo que resulta en un amplio
rango de propiedades reoldgicas y funcionales. Los t- y x-carragenatos comparten una
estructura similar: galactosa y 3,6-anhidrogalactosa, con el residuo de galactosa
sulfatado en el C-4; ademas, el t-carragenato esta sulfatado también en el C-2 de la
anhidrogalactosa. Estos dos tipos de carragenato son los principales formadores de
geles. Conformacionalmente, tienden a ordenarse como doble hélices (Morris y col.,
1980; Trius y Sebranek, 1996; Belitz y Grosch, 1999b). Por otro lado, el A-catragenato
esta formado por galactosas unidas por enlace glucosidico (1,4), con un residuo
sulfatado en la posicion 2, y el siguiente en las posiciones 2 y 6 (Belitz y Grosch,
1999b). La conformacién de este carragenato es de espiral simple, y no tienen
capacidad gelificante aparente (Morris y col., 1980; Trius y Sebranek, 1996; Belitz y
Grosch, 1999b).

Los carragenatos se emplean en una gran variedad de aplicaciones comerciales, como
gelificantes, espesantes y agentes estabilizantes, especialmente en productos
alimenticios como postres congelados, chocolate, cremas batidas y productos de

panificacion.
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2.5.2. Proteinas

En la actualidad, las proteinas obtenidas a partir de la leche se emplean en productos
de panaderia debido tanto a su valor nutricional como a sus beneficios funcionales
como el mejoramiento del sabor y la textura, y la disminucién de la velocidad de
endurecimiento de la miga (Kenny y col, 2001; Gallagher y col., 2003b). En
numerosos estudios se ha evaluado la incorporacion de proteinas de suero de leche en
sistemas libres de gluten, donde se han incorporado por su capacidad de absorber
agua y, asi, mejorar las propiedades mecanicas de las masas durante su manipulacién
(Gallagher y col., 2003a). Recientemente se ha descripto un aumento en el volumen,
un mejoramiento en la apariencia general y las propiedades sensoriales de panes libres
de gluten al incorporatles proteinas de leche. En un estudio llevado a cabo por Moore
y col. (2004), se probo el efecto de proteinas de leche sobre panes libres de gluten
elaborados a partir de mezclas comerciales. El estudio mostrd que el pan que contenfa
las proteinas de leche tuvo las mejores propiedades, y era el mas parecido a un pan
tradicional, elaborado con trigo. Estas mejores caracteristicas fueron atribuidas a la
capacidad de estas proteinas de formar una red similar a la del gluten.

Con los mismos propositos, se ha incluido en las formulaciones libres de gluten huevo
en polvo. Moore y col. (2000) informaron la formacién de una red proteica al
incorporar huevo en polvo en formulaciones libres de gluten, luego de adicionar
transglutaminasa como enzima polimerizante. Sin embargo, estos autores encontraron
la formacién de una red proteica antes de la incorporaciéon de la enzima, y atribuyeron
esta capacidad a las propiedades espumantes y emulsionantes de las proteinas del

huevo.

2.5.3. Emulsionantes

Los emulsionantes son ingredientes lipidicos que funcionan tanto como estabilizantes
de la masa -cuando el emulsionante interactua con la fraccién proteica de la misma-,
como suavizantes de la miga -cuando se acomplejan con el almidon gelatinizado

durante el horneado- (Goesaert y col., 2005). Han sido utilizados en la industria de la
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panificacion desde hace mas de 60 afios con el objetivo de retardar el endurecimiento
de la miga (Pisesookbunterng y D’Appolonia, 1983). Este efecto se relaciona con la
habilidad de los emulsionantes para formar complejos insolubles con la amilosa
durante el horneado. Este complejo no participaria en la recristalizacion del almidén.
Ademas, los emulsionantes reducen la absorcion de agua por parte del almidén y su
solubilizacién durante la gelatinizacién (Eliasson y Gudmundsson, 1996; Roach y
Hoseney, 1995). De esta manera, la movilidad de los polimeros que forman parte del
almidon se ve restringida, asi como también la lixiviaciéon de la amilosa, resultando en
un menor grado de recristalinizacién durante el almacenamiento (Gray y BeMiller,
2003). La capacidad de los emulsionantes para retardar el endurecimiento de la miga
esta dada mayormente por su balance hidrofilico-lipofilico (HLB), y su potencia de
ionizacion (Stampfli y Nersten, 1995; Armero y Collar, 1998), que influyen en su
interaccion con las proteinas y los granulos de almidén intactos, o los polimeros que
lo constituyen (amilosa y amilopectina). Ademads, mediante su agregado, los
emulsionantes logran que la masa tolere mejor el trabajo realizado sobre ella durante
el batido y la fermentacion (Goesaert y col., 2005), y mejoran la estructura de la miga,
obteniéndose un alveolado mas fino y uniforme (Stampfli y Nersten, 1995). Retienen
también el diéxido de carbono incorporado durante el batido, y disminuyen su
liberacion durante el horneado (Daniels y Fisher, 19706).

Autores como Onyango y col. (2009) evaluaron el efecto de diferentes emulsionantes
sobre el endurecimiento de la miga en panes libres de gluten elaborados a partir de
almidon pregelatinizado de mandioca y harina de sorgo. Ellos encontraron que todos
los emulsionantes disminuyeron el endurecimiento de la miga, y obtuvieron mejores
resultados mediante la incorporacion de DATEM (éster de monoglicéridos de acido
diacetil tartarico) y SSL (estearoil 2-lactilato de sodio).

El SSL. es una sal de sodio del éster del acido estearico con el acido lactico, cuya
estructura quimica se muestra en la Figura 1.13a. Posee un balance hidrofilico-
lipofilico de 8,3. Por otro lado, el DATEM consta de éster del acido acetil tartarico y

un monoglicérido, y tiene un BHL de entre 8,5 y 9 (Figura 1.13b).
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CH;(CH,);,COOCH(CH;)COCH(CH;)COO"Na* @)

C17H;35COOCH,CH(OH)CH,00CCH(OOCH;)CHOOCH;)COOH  (b)

Figura 1.13. (a) Estructura quimica del estearoil 2-lactilato de sodio (SSL), (b) estructura quimica del éster de

monoglicéridos de acido diacetil tartairico (DATEM).

2.5.4. Enzimas

Recientemente, la aplicacion de enzimas en productos panificados ha sido estudiada
como una herramienta para modificar la funcionalidad de las proteinas de las harinas
libres de gluten y mejorar sus caracteristicas panaderas al promover la formaciéon de
redes proteicas.

Moore y col. (2006) han demostrado que la incorporaciéon de diferentes fuentes
proteicas en combinaciéon con la enzima transglutaminasa favorece la formacién de
una red continua capaz de mejorar la calidad tecnolégica del pan. Sin embargo, se
encuentra en la bibliografia cierta resistencia a la utilizaciéon de la transglutaminasa
como aditivo alimentario, debido a que existe la posibilidad de que ésta genere los
epitopes responsables de la celiaquia (Gerrard y Sutton, 2005), motivo por el cual su
uso en el procesamiento de cereales no es seguro para pacientes celiacos (Cabrera-
Chavez y Calder6n de la Barca, 2008). Como alternativa, Gujral y Rosell (2004a)
incorporaron glucosa oxidasa (GOX) como aditivo en un pan elaborado a base de
arroz, obteniendo panes de mejor calidad que el pan control (sin glucosa oxidasa).

La glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) es una enzima que, en presencia de oxigeno, cataliza la
oxidacion de a-D-glucosa a a-D-gluconolactona y perdoxido de hidrégeno (H,O,)
(Figura 1.14a). La gluconolactona es hidrolizada a acido glucénico por un mecanismo
no enzimatico. El mecanismo por el cual la glucosa oxidasa mejora la calidad del pan
es aun controvertido. Diversos autores (Haarasilta y col., 1991, Primo-Martin y col,
2003, Rosell y col., 2003, Gujral y Rosell, 2004a) postularon que el H,O, producido
por la catalisis de la enzima causa la oxidaciéon de los grupos sulthidrilo libres de las
proteinas del gluten (Figura 1.14b). Vemulapalli y Hoseney (1998) encontraron que los

grupos sulfhidrilo libres de las proteinas solubles de trigo disminufan en presencia de
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glucosa oxidasa; mientras que Gujral y Rosell (2004b) observaron el mismo efecto en
las proteinas de arroz. Posteriormente, se describié que simultineamente a la
formaciéon de puentes disulfuro, el H,O, causarfa la formaciéon de enlaces ditirosina
(Figura 1.14¢) entre las proteinas de la masa de trigo (Singh, 1991; Oudgenoeg y col,,
2001; Tilley y col., 2001). Recientemente, Rasiah y col. (2005) informaron que el
tratamiento de la harina de trigo con glucosa oxidasa resulta en el entrecruzamiento de

la fraccién de proteinas solubles en agua mediante enlaces disulfuro y no-disulfuro.

CH,OH CH,0H
H 0\\ OH Glucosa oxidasa H H_OH o
(a) k EH H wo. + H,0,
OH H O, OH
H OH H OH
- Proteina H,0O, - Proteina
(b) Proteina — HS Proteina— &
SH S”

~ Proteina

Entrecruzamiento fendlico

J/ Peroxidasa TN
(©) Ho’/ OH Ej: Ditirosina
/-“‘--'.'.-/
H,0, Pa— ’
/'I"--.fy HO {,}/ \} y Proteina
Proteina — \—/

!

»—OH

Proteina _ (’
N\ /

e

Figura I.14. (a) Reaccién catalizada por la enzima glucosa oxidasa. (b) y (c) Dos posibles mecanismos
propuestos para la accién polimerizante de la enzima glucosa oxidasa, via puentes disulfuro (Vemulapalli y

col., 1998) o uniones tipo fendlicas (Ameille y col., 2000), respectivamente.

Ademas de las enzimas polimerizantes, suelen utilizarse amilasas para mejorar las
caracteristicas del pan y para disminuir la velocidad de endurecimiento de la miga
durante su almacenamiento.

La enzima o-amilasa (EC 3.2.1.1) hidroliza los enlaces a-(1-4) del almidon,
produciendo a-dextrinas de bajo peso molecular (Bowles, 1996) (Figura 1.15). Es
sabido que su efecto positivo sobre la calidad del pan se debe a que incrementa el
contenido de azucares fermentables (Bowles, 1996) y de aztcares reductores. Los

azucares fermentables sirven de nutrientes para las levaduras aumentando la
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produccion de CO,, y esto lleva a un aumento en el volumen del pan; mientras que los
azucares reductores promueven la generacion de los productos de la reaccién de
Maillard intensificando el sabor, el aroma y el color del pan (Drapron y Godon, 1987;
Bowles, 1990).

Ademas, la acciéon de las amilasas, que causa modificaciones en la estructura del
almidon, altera sus propiedades de reagrupamiento, ya que las dextrinas producidas
por la hidrélisis enzimatica dificultan la reorganizacion de las moléculas de
amilopectina durante el almacenamiento (Ledn y col., 1997a; Defloor y Delcour, 1999;

Duran y col.,, 2001).

BB = L

o oo0
Figura I.15. Representaciéon esquematica de la accién de la a-amilasa sobre los polimeros de almidén
(amilopectina). El anillo gris representa el residuo de glucosa con extremo reductor libre. El resultado de la

accién enzimatica es la obtencién de dextrinas lineales y/o ramificadas de bajo peso molecular. (Adaptado a

partir de Goesaert y col., 2009).

La dificultad para la elaboraciéon de panes sin gluten de buena calidad nos lleva a
seguir investigando sobre la combinaciéon de diferentes ingredientes y aditivos de
distintas caracteristicas, con el objeto de mejorar las propiedades organolépticas y
tecnologicas de este producto. Al mismo tiempo, resulta prioritario lograr un mayor
entendimiento sobre los mecanismos fisico-quimicos involucrados en estas matrices

tan diversas.
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Objetivo general

Estudiar el efecto de diferentes aditivos sobre la calidad y la conservacion de panes

libres de gluten, prestando fundamental atencién a las interacciones que se establecen

entre las diferentes moléculas que conforman las masas.

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de las diferentes mezclas de harinas para elaborar productos
libres de gluten.

Estudiar la interaccion entre el almidén y las proteinas de las diferentes mezclas de
harinas usadas en la elaboracién de los productos.

Evaluar el efecto de los aditivos sobre las interacciones fisico-quimicas que
ocurren entre los componentes de las harinas usadas en la elaboracién de panes
libres de gluten.

Determinar el efecto de los aditivos sobre las propiedades reoldgicas de la masa y
la calidad del pan libre de gluten.

Estudiar el efecto de los aditivos en el proceso de envejecimiento en productos

libres de gluten con el fin de incrementar su vida util.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

Harinas. Se utilizaron harina de arroz (Nora’s Skills, Buenos Aires, Argentina), harina
de maiz (ARCOR, San Pedro, Argentina), harina de soja micronizada inactiva
deslipidizada (CPA, Hernando, Coérdoba, Argentina), harina de soja micronizada
activa entera (Argensoja, Bahfa Blanca, Argentina), almidén de mandioca (Sefior de
Sipan, Buenos Aires, Argentina) y almidén de maiz (Sefior de Sipan, Buenos Aires,

Argentina).

Hidrocoloides. Se emplearon goma xantica, carragenato y alginato provistos por Saporiti
S.A. (Buenos Aires, Argentina), y carboximetilcelulosa provista por Latinoquimica
Amtex S.A. (Buenos Aires, Argentina). Todos los hidrocoloides fueron de grado

alimenticio.

Proteinas. Se utilizé concentrado proteico de suero (Todo Droga, Cérdoba, Argentina),
con un contenido proteico total del 80%, y huevo pasteurizado en polvo (Ovoprot,

Buenos Aires, Argentina).

Ewmmlsionantes. Se utilizaron ésteres de monoglicéridos y del acido diacetil tartarico
(DATEM) y estearoil 2-lactilato de sodio (SSL) (Alpha emulsionantes, Rio Tercero,

Argentina), ambos de grado alimenticio.

Enzimas. Se trabajé con glucosa oxidasa (GOX, Gluzyme mono 10 000 U/g, de
Novozyme, Dinamarca) y a-amilasa fungica (AM, 10 000 skb, Novozyme,

Dinamarca), ambas de grado analitico.

2. Métodos

2.1. Composicion centesimal de las harinas

Proteinas. El contenido de nitréogeno de las muestras se determiné por medio del
método de micro Kjeldahl modificado para acido bérico. Se realiz6 una
mineralizaciéon de 100 mg de muestra con H,SO, a 400 °C en un bloque de digestion

MB-6, Raypa (R. Espinar SL, Terrassa, Espafia). El amonio resultante se destilé
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(Destilador UDK 126, Velp Scientifica SRL, Usmate Velate, Italia) sobre acido bérico
y se titulé con HCI El porcentaje de proteina total se calculé como N x 6,25, a

excepcion de la harina de arroz, para la que se utilizé un factor de 5,9 (Método 46-13,

AACC Internacional, 2000).

Humedad. El contenido de humedad se determiné por diferencia de peso en 2 g de
harina exactamente medidos antes y después de calentar en estufa a 130 °C a presioén

atmosférica normal, durante 2 horas. Los resultados se expresaron como porcentaje

de agua perdida (Método 44-19, AACC Internacional, 2000).

Cenzzas. El contenido de cenizas se determiné por diferencia de peso en 2 g de harina

exactamente medidos, antes y después de calentar en mufla a 600 °C hasta peso

constante (Método 08-03, AACC Internacional, 2000).

Fibra Cruda. Se determiné de acuerdo al método 32-10 (AACC Internacional, 2000),
por medio de una digestion acida (H,SO, 1,25%) seguida de una digestioén alcalina

(NaOH 1,25%).

2.2. Elaboracion del pan

2.2.1. Formulacién base

Los panes se elaboraron utilizando la siguiente formulacién: 100 g de harina/almidén,
3 g de levadura prensada comercial (Calsa, Lanus, Argentina), 2 g de sal de mesa (Dos
Anclas, Buenos Aires, Argentina) y 2 g de margarina (Danica, Llavallol, Argentina). Se
estudiaron dos sistemas diferentes: con alto contenido de agua (de 110 a 218% de
agua, base harina), y con bajo contenido de agua (65% de agua, base harina). En el
primer caso, la mezcla resultante fue un batido; mientras que en el segundo, se obtuvo
una masa.

Se utilizaron las siguientes dosis de aditivos, en base harina:
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Hidrocoloides (0,5%)
- Goma xantica (X)
- Carboximetilcelulosa (CMC)
- Alginato (Al)
- Carragenato (C)
Proteinas (5%)
- Concentrado proteico de lactosuero
- Huevo entero pasteurizado en polvo
Emulsionantes (1%o)
- Esteres de monoglicéridos y del acido diacetil tartarico (DATEM)
- Estearoil 2-lactilato de sodio (SSL))
Enzimas
- GOX 0,003% (GOX 1) y 0,03% (GOX 2)
- o-Amilasa 0,0006% (Am1) y 0,001% (Am2)
Las dosis de aditivos utilizadas fueron seleccionadas a partir de una serie de ensayos

previos.
2.2.2. Ensayos de Panificacion

% Para obtener los panes con alto contenido de agua, se utilizaron harina de
arroz, harina de maiz y harina de soja deslipidizada inactiva en diferentes
proporciones. Se mezclaron los ingredientes sélidos, se incorporaron luego la
margarina y la levadura dispersa en el agua. Se batié en una batidora planetaria (Arno,
San Pablo, Brasil) por 1 min a 156 rpm y luego por 2 min mas a 214 rpm. Luego, 75 g
del batido resultante se vertieron en moldes de aluminio, se dejé fermentar por 60 min
a 30 °C y 85% de humedad. Finalmente, se hornearon a 200 °C por 40 min en un
horno rotativo a gas Cyclo (Ciclo Ingenierfa, Buenos Aires, Argentina), previa
vaporizacion de agua en la superficie de las piezas de pan. Una vez horneados, los
panes se dejaron enfriar por 2 h antes de llevar a cabo las determinaciones de calidad.

Cada ensayo de panificacién se realizé por duplicado.
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% Para evaluar el efecto de diferentes aditivos sobre la calidad de panes con alto
contenido de agua, se mezclaron los ingredientes solidos incluidos los aditivos, luego
se incorporaron la margarina y la levadura dispersa en el agua. Los ingredientes fueron
mezclados 1 min a 130 rpm en una batidora planetaria (Kitchenaid, St Joseph, EUA),
y luego 2 min a 200 rpm. Setenta y cinco g de la mezcla resultante se vertieron en
moldes individuales de aluminio, se dejaron fermentar durante 1 h en un gabinete de
termentacion a 30 °C y 80% de humedad (Hengel, Le Coteau, Francia). Luego se
hornearon a 220 °C durante 40 min (horno MIWE, Arnstein, Alemania), previa
vaporizacion de agua en la superficie de las piezas de pan. Una vez horneados, los
panes se dejaron enfriar por 2 h antes de llevar a cabo las determinaciones de calidad.

Cada ensayo de panificacién se realizé por duplicado.

< Los panes con bajo contenido de agua se obtuvieron utilizando harina de arroz,

almidon de mandioca y harina de soja activa entera. Se mezclaron todos los
ingredientes y se batieron en una batidora planetaria (Arno, San Pablo, Brasil) por 1
min a 156 rpm y luego por 2 min mas a 214 rpm. Se dej6 fermentar por 30 min a 30
°Cy 85% de humedad (primera fermentacioén, F1). Transcurrido este tiempo, se batié
1 min mas a 156 rpm, y se pesaron 60 g de masa en moldes individuales de aluminio.
Se dejaron fermentar por otros 30 min bajo las mismas condiciones (30 °C, 80% de
humedad) (segunda fermentacion, F2). Finalmente, se hornearon a 180 °C por 30 min
en un horno rotatorio a gas Cyclo (Ciclo Ingenierfa, Buenos Aires, Argentina), previa
vaporizacion de agua en la superficie de las piezas de pan. Una vez horneados, los
panes se dejaron enfriar por 2 h antes de llevar a cabo las determinaciones de calidad.

Cada ensayo de panificacién se realizé por duplicado.

2.3. Evaluacidén de la calidad del pan
2.3.1. Volumen especifico
El volumen de la pieza de pan se determiné por desplazamiento de semillas de colza.

El volumen especifico (VE) se obtuvo dividiendo el volumen de la muestra por su
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peso. Se realizaron 3 determinaciones de cada lote de panificacion, y se informé el

valor promedio t desvio estandar de los dos ensayos de panificacion.

2.3.2. Estructura de la miga

La estructura de la miga se evalu6 a través de medidas de tamafio de alvéolo, mediante
el analisis de imagen utilizando el software Image | 1,410 (National Health Institute,
EUA). La imagen a color se convirti6 en imagen de 8-bits (escala de grises) y se
analizé en blanco y negro (0 negro, 255 blanco). Las imagenes de la miga estan
constituidas por pixeles que poseen informacién en escala de grises, donde los mas
oscuros corresponden a los alvéolos, y los mas claros a las paredes alveolares. Se
obtuvo un histograma de niveles de gris de cada imagen de 8-bits, utilizando el
programa Image J. En general, una imagen en escala de grises compuesta por objetos
oscuros y distintivos en un fondo claro, contiene regiones homogéneas con limites
bien definidos que conducen a un histograma bimodal con dos picos de intensidad
bien definidos. Los dos picos corresponden a los puntos que se encuentran dentro y
fuera del objeto. La hendidura o interseccion entre ambos picos corresponde al valor
de gris de los puntos que se encuentran en el borde del objeto. Este valor de gris se
toma como umbral, y los pixeles con un valor de gris mayor se asocian al fondo
(claro), mientras que los pixeles con un valor menor al umbral corresponderan al
objeto (oscuro) (Figura M.1). Sin embargo, en imagenes tomadas de la miga del pan, la
transicion alvéolo/fondo no es uniforme. Para obtener un umbral representativo en la
escala de grises, el histograma obtenido fue deconvolucionado en dos picos
Gaussianos, y luego ajustados (con un coeficiente de regresion R*>0,993) utilizando el
programa PeakFit v4 (Jandel Scientific, San Rafael, EUA). La interseccién entre las
dos curvas Gaussianas fue seleccionada como el valor umbral de gris. Se obtuvo un
valor para cada imagen analizada, donde los pixeles con un valor de gris mayor al
umbral fueron asociados a la pared de los alvéolos, mientras que aquellos con un valor

menor se consideraron alvéolo.
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. , N, el umbral

Figura M.1. Fotografia de un pan, mostrando el area seleccionada para el anilisis de imagen (a). Esta
seleccion es luego transformada en imagen de 8-bits (b). A partir de esta imagen se obtiene un histograma de
los valores de gris, que es deconvolucionado para obtener dos curvas; el punto de interseccién entre ambas se
considera el valor de gris umbral. Todos los pixeles con un nivel de gris por encima de este valor de umbral
son convertidos en blanco (miga de pan), y por debajo del umbral en negro (alvéolos) (c). Tras la aplicacion

de este umbral, se binariza la imagen de 8-bits, obteniéndose la imagen mostrada en (d).

Para analizar la estructura de la miga se obtuvieron dos rodajas (1,5 cm de espesor) de
la region central de cada pan y cada rodaja fue escaneada con un escaner fotografico
(HP Scanjet G3010, Palo Alto, EUA). La imagen en formato de archivo TIFF se
analizé con el programa de analisis de imagenes Image | 1,410 (National Institutes of
Health, EUA). Se seleccion6 manualmente de la parte central de la rodaja un area de
igual tamafio en todos los panes, que fue representativa de la miga total de cada

rodaja. Del analisis de las imagenes se obtuvieron los siguientes parametros:

o Tamafio promedio de alvéolo: area promedio de los alveolos. Area de un

alvéolo = numero de pixeles que forman al alvéolo multiplicado por el area de un

pixel.

% Numero total de alvéolos: cantidad de alvéolos por unidad de superficie de
miga de pan.

< Area relativa de alvéolos: es el porcentaje del area total que corresponde al area
ocupada por alvéolos. Relacion entre el area total ocupada por alvéolos y el area total

analizada.
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% Uniformidad: es la relacién entre el numero de alvéolos pequefios

(0,15<x<2,00 mm® y el nimero de alvéolos mayores (2,00< x<10,00 mm?).

2.3.3. Textura de la miga

El analisis de la dureza de la miga se determiné de acuerdo al método 74-09 (AACC
Internacional, 2000). El pan se corté longitudinalmente con el objeto de extraer dos
rodajas de 1,5 cm de espesor del centro de cada pieza. Se llevé a cabo un perfil de
textura (TPA) usando un texturometro TA.XT21 (Stable Micro Systems, Surrey, Reino
Unido) equipado con la celda de compresiéon de 25 kg y un émbolo de penetracion de
25 mm de didmetro. El ensayo se realiz6 a una velocidad de 5 mm/s y una
compresion maxima de 40%. El centro de cada rodaja de pan se someti6 a dos ciclos
de compresion - descompresion para obtener la curva de TPA caracteristica a partir
de la cual se obtuvo la dureza de la miga, calculada por el programa Texture Expert
(version 1,22, 1999). La dureza (Figura M.2) se definié como la fuerza maxima que
tiene lugar en cualquier tiempo durante el primer ciclo de compresiéon (Bourne, 1978).
En el caso de la miga, se obtuvo para el primer ciclo un solo pico cuya fuerza maxima
coincidi6 con la dureza o firmeza de la misma. Para evaluar el perfil de
endurecimiento de la miga, el TPA se realizé 2 horas luego de horneado el pan (dia 0),
también 24 h (dfa 1) y 72 h (dia 3) después de horneado. Los panes fueron
almacenados en bolsas plasticas selladas, en una sala con temperatura controlada (25
°C). La velocidad de endurecimiento se obtuvo calculando la pendiente de la recta de

regresion obtenida a partir de los tres puntos de medicion.
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O] @ 6 ® ®

Dureza

Fuerza (g)

Figura M.2. Curva tipica de un analisis de perfil de textura (TPA). (1) Primera compresién, (2) primera
descompresion, (3) tiempo de espera entre ambos ciclos de compresion, (4) Segunda compresion, (5) segunda

descompresion.

2.3.4. Color de la corteza

En las determinaciones de color se utilizo un espectrofotémetro CM-508d Minolta
(Ramsey, Nueva Jersey, EUA) que provee un valor especifico de color basado en la
cantidad de luz reflejada fuera de la superficie del producto o transmitida a través del
mismo. Las mediciones se realizaron segin el método 14-22 (AACC Internacional,
2000) utilizando 8 mm de apertura de la medicién y un iluminador DG65. El
espectrofotometro fue calibrado antes de cada ensayo con un plato estandar blanco.
De cada ensayo de panificacion se tomaron 3 panes, a los que se les efectuaron 5
mediciones de color en la corteza informandose el valor promedio. Como medida
objetiva del color se utiliz6 el sistema Cie-Lab (C.I.E., 1986), que define cada color a
partir de tres coordenadas denominadas L*, a* y b*. Las magnitudes L*, a* y b* son
adimensionales y se definen en funcién del tipo de estimulo y del blanco de referencia
para tratar de simular a los observadores reales (Joshi y Brimelow, 2002). La
coordenada L* recibe el nombre de luminosidad y a* y b* son las coordenadas
colorimétricas que forman un plano perpendicular a la luminosidad, siendo, a su vez,
perpendiculares entre si (Figura M.3). El corte del eje L* con el plano que forman a* y
b* es el punto acromatico. El valor a* es una medida de la intensidad de color rojo,

hacia valores positivos se observan los colores rojos y para valores negativos, los
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verdes. El valor b* es una medida de la intensidad de color amarillo, hacia valores

positivos se observan los amarillos, y para valores negativos, los azules (Figura M.3).

Q Blanco (¥ 100)

2% - b* + Amarillo
Verde \ /
ob*/_/‘ ‘."'A Rojo

Azul Saturacion

. Negro (L* 0)

Figura M.3. Representacion grafica del espacio CIE Lab.

2.4. Propiedades de las masas/batidos

2.4.1. Resistencia de los batidos a la extrusion

Los batidos con alto contenido de agua se prepararon mezclando los ingredientes
solidos, a los que se les incorpord la margarina, los aditivos cuando correspondié, y
tinalmente el agua. Se batié6 por 3 min a 214 rpm. Luego, se coloco en los vasos de
extrusion un volumen constante de batido, y las burbujas de aire fueron removidas
con una cuchara. La fuerza de extrusion se determiné usando un texturometro (TA-
XT?2i, Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido) equipado con una celda de 25 kg y
un accesorio A/BE para extrusion inversa. El ensayo se llevé a cabo a una velocidad
de 1 mm/s hasta una distancia de 25 mm. La fuerza medida al comienzo de la
extrusion (Texture Expert, version 1,22, 1999) fue considerada como una medida de
la resistencia de los batidos (Figura M.4). La preparacion del batido se llevé a cabo por

duplicado, y se realizaron tres determinaciones por cada lote.
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Figura M.4. Curva modelo de un ensayo de extrusion. La fuerza necesaria para que el batido comience a

extrudir se tom6 como parametro de la resistencia del mismo.

2.4.2. Resistencia de las masas a la penetracion

La fuerza necesaria para penetrar las diferentes masas con bajo contenido de agua se
determiné utilizando un texturémetro TA-XT?2i (Stable Micro Systems, Surrey, Reino
Unido). Las masas se elaboraron de la misma manera que para la obtencién de panes,
y se pesaron 40 g de masa en frascos plasticos. El ensayo se llevé a cabo tanto al final
de la primera fermentacion como al final de la segunda. Para las mediciones, se utiliz6
una sonda de 35 mm de didmetro, y se comprimi6 la masa hasta que la sonda penetrd
en las mismas. En la Figura M.5 se presenta una curva representativa del ensayo de

penetracion.

Fuerza [2)
30,00

Fuerza de penetracion

2500
2000
15,001
10,00
506}
000

q
-5,00

10,00
15,00

20,00

25,00

Figura M.5. Curva tipica de un analisis de penetracién. La interseccidn entre ambas rectas se considerd de

fuerza necesaria para que el émbolo penetre en la masa.
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En la primera porcion de la curva, se considera que la sonda comprime la masa sin
romperla, hasta que se llega a una fuerza umbral donde esa resistencia se quiebra, y la
sonda comienza a penetrar en la muestra. Para obtener este valor umbral, se llevaron a
cabo dos regresiones lineales en cada region de la curva, obteniendo dos rectas que
representaron el comportamiento ideal de la masa. La intersecciéon de ambas rectas se
consideré como la resistencia de la masa a la penetracién bajo condiciones ideales
(Figura M.5). El porcentaje de reducciéon de la resistencia luego de la primera y la
segunda fermentacion fue considerado como una medida de la estabilidad de las

masas frente a la fermentacién (Ecuacion 1).

5 (Fermentacion 1 — Fermentacion 2)
% de Reduccién = x 100 (1)

Fermentacion1

La preparacion de la masa se llevd a cabo por duplicado, y se realizaron tres

determinaciones por cada lote.

2.4.3. Reologia

En los ensayos reométricos se aplica una deformaciéon oscilatoria de amplitud
constante y se mide como respuesta la tensién generada dentro de la muestra, como el
esfuerzo de corte. Los materiales responden a la deformacién aplicada disipando
energia en forma de calor (disipacion viscosa); almacenando energia elastica; o a través
de la combinacién de ambos mecanismos. El analisis dinamico mecanico permite
medir ambos tipos de propiedades.

El comportamiento elastico esta representado por la ley de Hooke (2), mientras que el

viscoso sigue la ley de Newton (3). Las leyes mencionadas describen dos extremos.

w=Gw@

=Yy 3

Donde 1 es el estuerzo de corte, G es el médulo constante del resorte, y;, es la

deformacion, 7 es la viscosidad y vy, es la velocidad de corte.
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La mayoria de los materiales muestran los dos tipos de comportamiento, y en
consecuencia, son llamados viscoelasticos. Para caracterizar tales materiales deben
considerarse los dos tipos de respuesta.

La ecuacion para una deformaciéon oscilatoria de una muestra puede escribirse como:

Y=Y, sen ot (4

Donde vy, es la deformacién maxima o amplitud y w la velocidad angular.

Si se reemplaza la Ecuacién 4 en la Ecuacidon 2, se obtiene una funcidén seno
(Ecuacién 5) para el esfuerzo de corte resultante que actia sobre el resorte, indicando
que la deformacién aplicada y el esfuerzo de corte elastico se encuentran en fase.
Derivando la Ecuacién 4 respecto del tiempo y reemplazando en la Ecuacion 3 se
obtiene una funcién coseno para el esfuerzo de corte viscoso (Ecuaciéon 6) que se

encuentra 90° fuera de fase con respecto a la deformacioén aplicada.

7, = Gy, sen ot (5)

Ty =N @y, cos wt (6)

La medida de la diferencia de fase entre la deformaciéon aplicada y el esfuerzo de corte
de la respuesta indica la viscoelasticidad de la muestra. Si la diferencia de la fase es 0°
la sustancia es puramente elastica, por el contrario, si es 90° la muestra es puramente
viscosa. Si la diferencia se encuentra entre estos dos valores es viscoelastica.

La relacion entre la amplitud del esfuerzo de corte y la deformacién maxima se
denomina moédulo complejo, G*. Este es una medida de la resistencia total del

material a la deformacion aplicada.

G*=1,/v,(7)

La energia almacenada durante la deformacién esta representada por el moédulo
elastico o de almacenamiento, G’, y la energia disipada en el elemento viscoso por el

modulo viscoso o de pérdida, G”.

G’ = G*cos b (8)

G”=G*send (9)
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Donde 9 es el angulo de desfasaje entre el esfuerzo de corte y la deformacion. Si la
muestra es puramente elastica, 8=0°, G*=G’ y G”=0. Por el contrario, si es
puramente viscosa, 8=90°, G*=G” y G’=0.

La viscosidad compleja (n*) es una funcién alternativa al G*, es una medida de la

magnitud de la resistencia total de la muestra al corte dinamico, y se define como:

N*=G*/ w=r1,/y,0 (10)

Otra funcion que se utiliza habitualmente para describir el comportamiento
viscoelastico de un material es la tangente del angulo de desfasaje. Esta se define

como:

tand=G"/G’ (11)

La mayoria de los reémetros poseen tres parametros a controlar, frecuencia de
oscilacion, amplitud de la deformacion y temperatura. Un analisis tipico mantiene dos

de estos parametros constantes mientras varia el tercero.

% Para los batidos elaborados con alto contenido de agua en las que se ensay6 el
efecto de diferentes aditivos, las medidas oscilatorias dinamicas se realizaron en un
reémetro dinamico AR 1000-N (TA Instruments, Crawley, Reino Unido).

Los batidos se prepararon de la misma manera que para la fabricacién de panes, pero
sin la incorporaciéon de levadura. El batido se dejo reposar por 15 min y luego se
coloco en el redmetro, removiéndose cuidadosamente el exceso de muestra. Para
evitar la evaporacion del agua durante el ensayo, los bordes expuestos fueron
recubiertos con vaselina. Antes de comenzar con el ensayo, la muestra se dejo reposar
por 5 min, para permitir la relajacién de las fuerzas remanentes antes de la medicion.
La temperatura durante el ensayo fue controlada utilizando un bafio termostatizado
(Tempette Junior TE-8], Techné, Scientrier, Francia).

Los ensayos realizados fueron:

Barrido de frecuencia. Se realizé6 un barrido de frecuencia de 0,1 a 10 Hz y a una

deformacién de 0,1%. Este valor de deformacion correspondié al rango de
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comportamiento viscoelastico lineal de las muestras, determinado previamente
mediante un barrido de deformacion desde 0,01 a 100%, a una frecuencia de 1 Hz.
Los barridos de frecuencia se llevaron a cabo a 30 °C, con una geometria cono-plato
(60 mm de diametro y un angulo de 4°). La preparacioén de los batidos se realizé por

triplicado, y se realizaron tres determiaciones por cada lote.

Viscosidad aparente. 1a viscosidad aparente fue calculada a partir de una curva de
velocidad de corte »s esfuerzo de corte. El ensayo se llevé a cabo a una temperatura de
30 °C, y la velocidad de corte varié desde 0,02 a 100 1/s. Se utilizé a tal fin una
geometria de plato rugoso de 40 mm de diametro, a 1 mm de distancia del plato. La
preparacion de los batidos se realizé por triplicado, y se realizaron tres determiaciones

por cada lote.

% Para las masas elaboradas con bajo contenido de agua, se utiliz6 un reémetro
dinamico (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart, Alemania).

Las masas se prepararon de la misma manera que para la fabricacion de panes, pero
sin la incorporacion de levadura. Para determinar el rango de viscoelasticidad lineal de
las masas se realizaron barridos de deformacién (0,1-100%) a una frecuencia
constante de 1 Hz. Determinado el rango lineal, se realizaron barridos de frecuencia,
de 0,1 a 10 Hz para analizar el comportamiento viscoelastico de las masas, a una
temperatura de 30 °C y una deformacién constante de 0,05%; se utilizé una geometria
plato-plato de 25 mm de diametro y una distancia de 2 mm entre ambos platos. La
colocacion de las masas en el redmetro se llevo a cabo de la misma manera que para
los batidos con alto contenido de agua. La preparaciéon de las masas se realizé por

triplicado, y se realizaron tres determiaciones por cada lote.

2.4.4. Seguimiento de la fermentacion de las masas con bajo contenido de agua
Para las masas con bajo contenido de agua se realizd el seguimiento de la
fermentaciéon tomando fotos digitales con una camara MOTICAM 2000 adosada a

una lupa MOTIC SMZ-168 (Motic, Xiamen, China) con un aumento de 7,5x. Para
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ello, las masas se elaboraron de la misma manera que para la fabricacion de pan.
Brevemente, se mezclaron los ingredientes solidos, se agregd el agua y se batié por 3
min. Una fraccién de masa se colocé entre dos placas de acrilico separadas por una
distancia de 1 mm. Las placas se colocaron bajo la lupa y se tomaron fotografias cada
5 min (Figura M.6). Este proceso simul6 la primera fermentaciéon. Mientras tanto, el
remanente de la masa fue colocada en una camara de fermentacién (30 °C, 85% de
humedad) por 30 min. Luego de este tiempo, se bati6 nuevamente por 1 min y se
coloc6 una nueva fraccion de masa entre las dos placas acrilicas, que fueron
nuevamente colocadas bajo la lupa para tomar las fotografias. Este proceso simul6 la
segunda fermentacion.

Las imagenes de las masas al finalizar ambas fermentaciones (30 min) fueron
analizadas con el programa Image | 1,410. La imagen de color se convirtié a imagen
en escala de grises (8-bits) y se analiz6 en blanco y negro (0 negro, 255 blanco). La
segmentacion de la imagen (conversiéon a imagen binaria) la realizé el programa por
seleccion automatica del valor del umbral. Este método de seleccion del valor umbral
represento satisfactoriamente los rasgos fundamentales de las imagenes.

Se determinaron: tamafio promedio de alvéolos (mm?), nimero de alvéolos por mm® y

fraccion de la imagen ocupada por aire (%0).

Figura M.6. Imagenes de la masa durante la fermentacion (7,5x). Las imagenes obtenidas a los 30 min fueron

analizadas con el programa Image] 1,410.

2.4.5. Caracterizacion de la fraccion proteica de las masas

Las masas con bajo contenido de agua se elaboraron de la misma manera que para la
fabricacion de pan. Se llevaron a cabo extracciones de proteinas a partir de la masa
inmediatamente luego del batido. Se pesaron 100 mg de masa en tubos de centrifuga

de 1,5 mL de capacidad. Se utilizaron dos soluciones de extraccién: solucion tampon
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TRIS/HCI 0,5 M, pH 8,8; y soluciéon tampén de TRIS/HCI + 2% SDS. La relacién
masa:solvente fue de 1:10 (p/v). Los tubos se agitaron por 30 min y se centrifugaron
20 min a 3000x g. El sobrenadante fue mezclado con soluciéon tampon de muestra
(0,063 M Tris/HCI, pH 6,8; 1,5% p/v SDS, 10% v/v glicerol y 0,01% p/v azul de
bromofenol) y las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) bajo condiciones no reductoras. Las electroforesis se
realizaron en placa (70 x 80 mm) en geles de 75 mm de espesor, de acuerdo al sistema
de tampon discontinuo de Laemmli (1970). Las subunidades proteicas se analizaron
mediante un procedimiento de electroforesis en gel con un concentrador (stacking) y
un separador, con 4% y 12% de acrilamida, respectivamente.

Se utilizé un equipo Mini Protean II Dual Slab Cell (Bio-Rad laboratories, Filadelfia,
EUA). Las corridas se hicieron con voltaje constante (150 V), hasta que el marcador
del frente alcanzo el final del gel (aproximadamente 90 min).

Se utilizaron como marcadores de masa molecular una mezcla constituida por miosina
(200 000), B-galactosidasa (116 250), fosforilasa-8 (97 400), albumina sérica (66 200),
ovoalbumina (45 000), anhidrasa carbonica (31 000), inhibidor de tripsina (21 500) y
lisozima (14 400) (Bio-Rad laboratories, Filadelfia, EUA).

Los geles fueron tefiidos con 0,25% p/v azul brillante de coomassie en una solucion de

metanol:agua:acido acético (4:5:1 v/v) y fueron destefiidos en el mismo solvente.

2.4.6. Caracterizacion del almidon

% Calorimetria diferencial de batrido (DSC). La calorimetria diferencial de
barrido es una técnica en la cual la muestra en estudio y el material de referencia se
someten a un programa controlado de temperatura y se mide la diferencia de energia
entre ambos, en funcién de la temperatura alcanzada. En este trabajo, luego de cada
corrida se obtuvieron el cambio de entalpia (AH) y las temperaturas de transicion. La
calibracion de equipo se realizé utilizando indio y la referencia utilizada fue una
capsula vacia con tapa de aluminio. Se realizaron un minimo de dos determinaciones

de cada lote, que se informaron como valor promedio * desvio estandar.
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Gelatinizacion del almidon

Las harinas, almidones y las mezclas empleadas para la elaboracion de panes libres de
gluten fueron caracterizados con un calorimetro DSC 823 (Mettler-Toledo, Zurich,
Suiza). Para evaluar el perfil de gelatinizacién de los distintos batidos con alto
contenido de agua, se prepararon las mezclas de harina con la misma cantidad de agua
utilizada en cada caso para la elaboraciéon de los panes, y se realiz6 un barrido de
temperatura de 30 °C a 110 °C a una velocidad de 5 °C/min. Para las determinaciones
calorimétricas de las masas con bajo contenido de agua, se elabor6 la masa segun el
procedimiento para la fabricaciéon de pan, pero eliminando la margarina. Se dejo
fermentar (30 °C, 85% de humedad) por 60 min. Se pesaron aproximadamente 30 mg
de masa en capsulas de aluminio de 100 pl de capacidad que fueron selladas
herméticamente. Se calentaron en el calorimetro a temperaturas similares a las
medidas en el centro de la miga durante el proceso de horneado, con el objetivo de
“hornear” la masa en el calorimetro. Para simular el perfil de temperatura en el centro
de la miga de pan durante el horneado, los experimentos se llevaron a cabo mediante
el siguiente programa de temperatura: estabilizacién por 2 min a 30 °C, calentamiento
desde 30 °C hasta 110 °C a una velocidad de 11,7 °C/min, y por dltimo estabilizacién
por 5 min a 110 °C (Le6n y col., 1997a).

Retrogradacion de la amilopectina

Para analizar la retrogradaciéon de la amilopectina, las masas con bajo contenido de
agua gelatinizadas en el calorimetro se dejaron enfriar, y se almacenaron por 7 dias a
411 °C. Las muestras fueron calentadas nuevamente en el DSC desde 30 °C a 120 °C,

a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min.

% Propiedades de pasting (RVA)

El cambio de viscosidad durante el calentamiento de 30 a 95 °C refleja la capacidad
del almidéon de retener agua e hincharse en este proceso, provocando un
concomitante aumento en la viscosidad. La viscosidad de la pasta aumenta hasta el

punto donde el nimero de granulos hinchados es maximo, alcanzando la viscosidad
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de pico (VP), que es indicativa de la capacidad de retener agua (Thomas y Atwell,
1999). A medida que la temperatura aumenta y los granulos absorben suficiente agua
como para romperse, se observa una disminucioén en la viscosidad. Esta disminucion
recibe el nombre de breakdown (BD). Cuando el almidon gelatinizado se enfria, la
amilosa retrograda produciendo un nuevo aumento en la viscosidad, llamado setback
(SB) (Figura M.7).

Las propiedades de pasting de las harinas y sus mezclas, para la obtencién de panes con
alto contenido de agua, fueron llevadas a cabo en un viscoanalizador (RVA-4;
Newport Scientific Pty. Ltd., Warriewood, Australia). Se colocaron 3 g de muestra
(base seca) en el recipiente y se agregaron 25+0,1 mL de agua destilada. La mezcla se
calenté hasta 50 °C por 1 min, luego se calenté hasta 95 °C a una velocidad de
calentamiento de 9,4 °C/min, mientras se mezclaba a una velocidad de 960 rpm. Se
mantuvo a esta temperatura por 2,5 min y finalmente se dej6 enfriar a 50 °C a una
velocidad de 11,8 °C/min. A partir de la curva de pasting se obtuvieron la temperatura
de pasta (Tp), la viscosidad de pico (PV), la viscosidad final (FV), el breakdown (BD) y
el setback (SB).
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Figura M.7. Curva modelo representando las propiedades de pasting de una suspension de harina en funcién

del tiempo y la temperatura.
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2.4.7. Agua congelable

Para determinar la fracciéon de agua congelable de los batidos elaborados con alto
contenido de agua se utilizé un calorimetro DSC 823 (Mettler-Toledo, Zurich, Suiza).
Las muestras se prepararon mezclando las harinas a evaluar con la cantidad
correspondiente de agua. Se tomo una pequefia porcion de muestra (=30 mg) y se
colocd en la capsula de aluminio previamente pesada y se sell6 herméticamente.
Luego, se calenté desde -50 °C a 130 °C a una velocidad de 10 °C/min. La fraccién
de agua congelable fue obtenida a partir del pico de endoterma alrededor de los 0 °C,
correspondiente a la fusién del hielo. La relacion entre la entalpia de la fusion del hielo
y el calor latente de la fusién del hielo (334 J/g) fue calculada para determinar la

fraccion de agua congelable de las masas (Hamdami y col., 2004).

2.5. Caracterizacion del sistema almidon/harina de soja
Para estudiar las interacciones que se establecen en las masas con bajo contenido de

agua, se seleccionaron cuatro sistemas:

% Almidén de mandioca/harina de soja activa (Md/HSA)
% Almidén de mandioca/hatina de soja inactiva (Md/HSI)
% Almidon de maiz/harina de soja activa (Maiz/HSA)

% Almidon de maiz/harina de soja inactiva (Maiz/HSI)

Las mezclas se realizaron con un 90% de almidén y un 10% de harina de soja, de
modo tal que se respeten las proporciones de las masas elaboradas con bajo contenido

de agua.

2.5.1. Capacidad de absorcion de agua

La capacidad de absorciéon de agua se realizé siguiendo el método 88-04 (AACC
Internacional, 2000). Se consideraron las harinas de soja y los almidones de maiz y de
mandioca por separado como controles, y las diferentes mezclas almidén/harina de
soja. Aproximadamente 0,5 g de los sélidos se mezclaron con 1 mL de agua destilada.

Luego, las muestras fueron centrifugadas (1000xg, 20 min), y el sobrenadante se
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descart6. La cantidad de agua absorbida (g) se calcul6 por diferencia. Las

determinaciones se llevaron a cabo al menos por duplicado.

2.5.2. Sinéresis

La capacidad de las distintas harinas y mezclas de ligar agua fue evaluada mediante el
ensayo de sinéresis. Se consideraron las harinas de soja y los almidones de maiz y de
mandioca por separado como controles, y las diferentes mezclas almidén/harina de
soja. Las muestras se prepararon mezclando 50 g de hatrina/almidén con 40 mlL de
agua destilada. Se batieron 3 min con una batidora Philips a velocidad 3. Luego, las
masas se dejaron reposar durante 15 min. Se colocaron aproximadamente 0,5 g de la
masa resultante en tubos de centrifuga de 1,5 mL de capacidad, y se centrifugaron a
16 000 xg por 20 min a temperatura ambiente. Se tomé el peso de la muestra antes y
después de centrifugar y descartar el agua separada. El agua separada se expresé como

porcentaje del agua total en la mezcla. La determinacion se realizé por triplicado.

2.5.3. Reologia

Para la evaluacién reométrica de las mezclas almidon/harina de soja, se elaboraron las
muestras de acuerdo al punto 2.5.2 y se dejaron reposar 15 min antes de comenzar el
ensayo; para tal fin se utilizo un reémetro dinamico (Anton Paar, Messtechnik,
Stuttgart, Alemania). Se realizaron barridos de frecuencia para analizar el
comportamiento viscoelastico de las mezclas. Para ello se utilizé una geometria plato-
plato, con un diametro de 25 mm. La muestra se colocé entre los platos que se
situaron a 2 mm uno de otro, y el exceso fue cuidadosamente removido. Los bordes
expuestos fueron cubiertos con vaselina para evitar la deshidrataciéon de la muestra.
Antes de comenzar con el barrido de frecuencia, la masa se dej6é reposar por 5 min
para permitir la relajacién de los esfuerzos residuales. El ensayo se realizé en un rango
de frecuencias de 0,1 a 10 Hz, a una deformacién constante (0,05%) que corresponde
al rango viscoelastico lineal de las muestras, y una temperatura de 30 °C. Los barridos

de frecuencia se determinaron por duplicado, sobre masas diferentes.
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2.5.4. Extraccion de proteinas

Para analizar la interacciéon almidon-proteinas, las masas se prepararon de la misma
manera que se describi6 en el item 2.5.1. Se liofilizaron y los lipidos fueron removidos
antes de la extraccién de proteinas. La extracciéon de protefnas se llevé a cabo con una
solucion tampoén de fosfato (0,05 M, pH 6,9); se utilizé una relaciéon de 1,5 g de
muestra:10 mL de soluciéon tampén para las muestras que consistian en mezclas de
almidon-soja; y 0,15 g de muestra:10 mL de solucién tampon para las muestras que
consistian sélo en harina de soja. Estas relaciones fueron seleccionadas de manera tal
de obtener una concentracion final de 4 mg de proteina/ml. de solucién. Luego, las
muestras se agitaron por 2 h y se centrifugaron por 10 min (1000 xg). El sobrenadante
se transfirié a un tubo de centrifuga de 10 mL de capacidad, y se almacenaron a 4 °C

hasta ser analizados por HPLC.

2.5.5. Cromatografia liquida de alto rendimiento de exclusion molecular (HPLC-SE)
La cromatografia se llevd a cabo utilizando un sistema HPLC LC 10 A Shimadzu
(corporaciéon Shimadzu, Kyoto, Japon) y una columna Bio-Sil SEC-400-5 (BioRad
Inc., Hercules, EUA), de 300 x 7,8 mm.

Las muestras se analizaron un dia después de haberse realizado la extraccion de
proteinas. Todas las muestras y solventes se filtraron a través de una membrana de
0,45 um (Millipore, Massachusetts, EUA). Se inyectaron 20 L. de cada muestra en la
columna, y las proteinas se detectaron a 214 nm. La fase mévil utilizada fue
acetonitrilo (50%) conteniendo 0,05% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA) en agua
milli Q. El fluyjo fue mantenido a 1 mlL/min, y la temperatura de corrida fue

mantenida en 26 °C. Todas las muestras se analizaron al menos por triplicado.

2.5.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Gelatinizacion del almidon

Para las determinaciones en el calorimetro, se mezclaron manualmente 4,5 g de
almidon y 0,5 g de harina de soja, y se agregaron 3,25 mlL. de agua. La masa se dejo

reposar 30 min para permitir la hidrataciéon de los componentes. Luego se pesaron
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40,0 £ 0,5 mg en capsulas de aluminio de 100 pL. de capacidad y se dejaron reposar
por otros 30 min. Transcurrido ese tiempo, las capsulas fueron calentadas en el

calorimetro de 30 a 110 °C a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min. Se
obtuvieron las temperaturas de la transicion, asi como el AH de la misma. Las masas

se realizaron por duplicado, y se prepararon tres capsulas por cada lote.

Retrogradacion de la amilopectina

Para analizar la retrogradaciéon de la amilopectina, las muestras gelatinizadas en el
calorimetro, se dejaron enfriar y se almacenaron durante 7 dias a 4 = 1 °C.
Transcurrido ese tiempo, las capsulas fueron llevadas a temperatura ambiente y
finalmente calentadas en el calorimetro, de 30 a 120 °C a una velocidad de

calentamiento de 5 °C/min.

2.5.7. Difraccién de rayos X (DRX)

La difraccién de rayos X es una de las herramientas mas importantes para la
caracterizacion de sélidos. Los rayos X son radiaciones electromagnéticas de una
longitud de onda (A) cercana a 0,1 nm, longitud comparable a los espaciamientos
moleculares en un cristal y cercana a la longitud de un atomo. Estas radiaciones se
encuentran en la zona del espectro electromagnético entre los rayos gama y los
ultravioleta. Los sélidos cristalinos presentan patrones unicos de difracciéon de rayos X
que pueden ser utilizados para su identificacion. Esta técnica se utiliza también para
determinar la estructura cristalina de los materiales, es decir, para establecer cémo
estan empaquetados los atomos y las distancias interatémicas que los separan.

En este caso, se estudio el patron de cristales de almidon de mezclas almidon/harina
de soja previamente gelatinizadas y retrogradadas. Las masas se elaboraron a partir de
50 g de mezcla almidén/harina de soja y 50 mlL de agua destilada. Se batié por 3 min,
y se pesaron 30 £ 1 g de la masa resultante en frascos de vidrio con tapa.
Inmediatamente, los frascos se colocaron en un bafio a 100 °C por 1 h (bajo estas
condiciones se aseguré la gelatinizaciéon completa del almidén); se agité con una

varilla de vidrio cada 5 min durante la primera media hora, y cada 15 min durante la
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segunda media hora. El gel resultante se almacend a 4 £ 1 °C por 7 dias. Finalmente,
las muestras fueron liofilizadas, molidas y sometidas al estudio de difraccion.
Los patrones de difraccion de rayos X fueron obtenidos utilizando un difractémetro

Philips PW3020 (Findhoven, Holanda) con una radiacién de Cu (A=1,5406 A), a 40
kV y 30 mA. El barrido de angulo de difraccion (20) fue realizado de 2° a 40°, a una

velocidad de 0,005°/s. Para la cuantificacion de la cristalinidad, se realiz6 una
deconvolucién del difractograma (Peakfit, Jandel Scientific, San Rafael, EUA) (Figura
M.8). Las curvas de la fase cristalina y la fase amorfa asi obtenidas, fueron integradas,

y se calcul6 el area relativa de ambas fases.

Fase amotfa
Difractograma original

Difractograma

ajustado (R?= 0,89)

Picos dela fase
cristalina

Figura M.8. Curva caracteristica obtenida por difraccién de rayos X. La curva original (lineas punteadas
amarillas) es deconvolucionada a fin de obtener la fase amorfa y la fase cristalina de la muestra en estudio. Las

curvas asi obtenidas (trazo continuo) son integradas, y las areas son comparadas.

2.5.8. Propiedades de pasting (RVA)

Las propiedades de pasting de los almidones y las mezclas almidon/harina de soja
tueron llevadas a cabo en un viscoanalizador (RVA-4; Newport Scientific Pty. Ltd.,
Warriewood, Australia). Se colocaron 3 g de muestra (base seca) en el recipiente y se
agregaron 25,0 £ 0,1 mL de agua destilada. La mezcla se calent6 hasta 50 °C por 1

min, luego calentado hasta 95 °C a una velocidad de calentamiento de 9,4 °C/min,
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mientras se mezclaba a una velocidad de 960 rpm. Se mantuvo a esta temperatura por
2,5 min y finalmente enfriada a 50 °C a una velocidad de 11,8 °C/min. A partir de la
curva de pasting se obtuvieron la temperatura de pasta (ITp), la viscosidad de pico

(PV), la viscosidad final (FV), el breakdown (BD) y el sethack (SB).

2.5.9. Microscopia confocal de barrido (CLSM)

Las masas fueron elaboradas segin el punto 2.5.1. Se agregd una solucién de
rodamina B y fluoresceina isotiocianato (FITC) (0,1 y 1% p/v, respectivamente) en
dimetilformamida, para permitir la observacion simultanea de las proteinas (en rojo) y
almidon (verde). Las muestras fueron observadas con un microscopio invertido
confocal espectral Nikon Eclipse Clsi (Nikon Inc., Tokyo, Japén) en modo estandar.
La excitacién se realizé con la linea 488 del laser Argén y el laser He-Ne de 543 nm,

ambos con una potencia del 10%. Los filtros de emisioén fueron 515/30 y 605/75.

2.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 mediante el programa
estadistico INFOSTAT (Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC, Argentina).
Todos los ensayos fueron realizados por duplicado y se informé el promedio * desvio
estandar. Los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente mediante
analisis de varianza (ANAVA). En el caso de presentar diferencias, la comparacion de
las medias se realizo mediante el test de Fisher (LSD) con un nivel de significancia de
0,05. La relaciéon entre los distintos parametros fue determinada mediante el

coeficiente de correlacién de Pearson con p=0,05.
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Capitulo 1

Influencia de diferentes materias primas sobre las
propiedades de los batidos y la calidad de panes
libres de gluten
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En los dltimos afios, gran parte de la investigacion en ciencia y tecnologia de los
productos panificados se focaliz6 en la obtenciéon de productos que sean seguros para
el consumo por parte de los pacientes celiacos. El reemplazo del rol del gluten en la
masa de pan es el desafio mas importante al momento de desarrollar productos libres
de gluten. Numerosos productos de estas caracteristicas se encuentran disponibles
hoy en dia en el mercado; sin embargo, la mayorfa son de baja calidad, ya que
presentan volumen, estructura y textura deficientes en comparacioén con los panes de
trigo.

Asi, obtener una masa panaria sin gluten pero con propiedades aptas para la
elaboracion de pan ha sido objeto de numerosas publicaciones cientificas (Gallagher y
col.,, 2003a; Gujral y Rosell, 2004a; Moore y col., 2004; McCarthy y col., 2005; Ribotta
y col.,, 2005; Moore y col., 20006; Lazaridou y col.,, 2007; Marco y Rosell, 2008a;
Mariotti y col., 2009; Mezaize y col., 2009; Onyango y col., 2009; Peressini y col,,
2011). A tal fin se han probado diferentes combinaciones de harinas libres de gluten,
aditivos derivados de la leche, proteinas, hidrocoloides y enzimas, entre otros
ingredientes.

Las harinas de cereales mas cominmente utilizadas son las harinas de arroz (Gujral y
Rosell, 2004a,b; Marco y Rosell, 2008a,b; Renzetti y Arendt, 2009b), sorgo (Schober y
col.,, 2005) y maiz (Renzetti y col., 2008). También se ha introducido el uso de cultivos
andinos (Torbica y col.,, 2010) y tubérculos como la papa y la mandioca (Sanchez y
col., 2002; Ballesteros Lopez y col., 2004; Ribotta y col., 2004).

La harina de arroz es la mas ampliamente utilizada, ya que posee un sabor suave, bajo
nivel de sodio, es hipoalergénica y posee baja cantidad de prolaminas, cuyos
metabolitos son los desencadenantes de la celiaquia (Neumann y Bruemmer, 1997).
Por otro lado, las proteinas de arroz son incapaces de retener los gases producidos
durante la fermentacion, lo que resulta en panes densos, de bajo volumen especifico y
con una miga muy firme (He y Hoseney, 1991). También la harina de maiz y todos sus
subproductos, como la sémola, se han empleado en numerosas ocasiones en la

produccion de alimentos libres de gluten (Roman-Brito y col., 2007; Sandhu y col,
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2007). La harina de soja es un buen suplemento para los productos a base de cereales
ya que aumenta el contenido de proteinas, complementando su valor nutritivo. Los
cereales presentan una deficiencia en lisina, uno de los aminoacidos esenciales para la
dieta humana, mientras que las legumbres como la soja son ricas en este aminoacido.
De igual modo, las proteinas de los cereales complementan a las proteinas de las
legumbres en otro aminoacido esencial, la metionina. Ademas, la incorporacion de
harina de soja se ha utilizado para mejorar las propiedades mecanicas de las masas
(Ribotta y col., 2004).

En base a bibliografia y estudios previos, en este trabajo se utilizaron tres harinas
diferentes como materia prima: harina de arroz, harina de maiz y harina de soja
deslipidizada, micronizada e inactiva. Estas harinas se utilizaron en diferentes
combinaciones y proporciones, y la cantidad de agua varié de acuerdo a la
formulacion, con el objetivo de obtener mezclas con las que sea posible trabajar y con

las que se logre un producto final de buena calidad.

1. Composicion centesimal de las harinas

En la Tabla 1.1 se presenta la composiciéon centesimal de las harinas utilizadas en la

formulacién de panes libres de gluten con alto contenido de agua.

Tabla 1.1. Composiciéon centesimal de las harinas utilizadas en la elaboraciéon de panes libres de

gluten.

Harina de arroz Harina de maiz Harina de soja

Proteinas (%0) 8,11 6,87 54,97
Cenizas (%) 0,23 0,49 7,09
Lipidos (%0) 0,80 6,26 5,62
Fibra cruda (%) 0,25 0,22 1,77
Humedad (%) 11,16 10,13 7,99
Carbohidratos (%) 79,45 76,03 22.56

2. Formulaciones

En base a un conjunto de ensayos de panificacién previo, se seleccionaron ocho

formulaciones, que se presentan en la Tabla 1.2, y que llevaron a la obtencién de
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batidos con los que fue factible trabajar, y con los que se lograron panes de una

calidad tecnolégica aceptable.

Tabla 1.2. Formulaciones utilizadas para obtener batidos y panes libres de gluten.

Ingredientes (g)

Formulaciones Harina arroz Harina maiz Harina soja  Agua
A 100 - - 110
A:M (50:50) 50 50 - 170
A:S (90:10) 90 - 10 110
A:S (80:20) 80 - 20 110
M:S (90:10) - 90 10 218
M:S (80:20) - 80 20 206
A:M:S (45:45:10) 45 45 10 164
A:M:S (40:40:20) 40 40 20 158

3. Propiedades de los batidos

3.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

3.1.1. Agua congelable

El estado fisico del agua tiene un papel muy importante en las propiedades
estructurales, fisicas, quimicas y organolépticas de los alimentos. Sin embargo, el
comportamiento del agua durante el amasado, la panificacion y el almacenamiento no
se encuentra del todo esclarecido. La porcién del agua que no se congela aun a
temperaturas por debajo de 0 °C (denominada agua no congelable, ANC) no es
tacilmente eliminada tampoco por medio del secado (Leung y Steinberg, 1979), por
esto se propone que se encuentra intimamente ligada en la matriz de la masa; en tanto
que el agua congelable (AC) se define como el agua que forma cristales detectables
por calorimetria diferencial de barrido.

En la Tabla 1.3 se presentan los parametros de la endoterma de fusién del agua y el
porcentaje de agua congelable y no congelable de las masas a base de harinas de arroz,
de maiz y de arroz:maiz con y sin sustituciéon por harina de soja. La entalpia de fusion

del agua fue mayor para la harina de maiz, seguida por la harina de arroz, y menor

para la harina de soja (p<0,05). Este resultado se condice con la mayor cantidad de
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agua que contenfan los batidos a base de harina de maiz: el AH de fusiéon del agua
correlacioné positivamente con la cantidad de agua total presente en el sistema (r=
0,99; p<0,05). La incorporacion de soja disminuy6 la entalpia de fusién, y la
disminucién fue mayor a medida que el nivel de sustituciéon aumento; esta tendencia
se observo tanto para las harinas de arroz y maiz por separado, como para la mezcla
arrozzmaiz 50:50. Ademas, el inicio de la endoterma se observé a temperaturas
significativamente mas bajas cuando se incorpor6 la harina de soja a los distintos
sistemas. Una tendencia similar fue informada por Baek y col. (2004) que informaron
que la presencia de solutos disminufa la temperatura de fusién del agua en geles de
almidon.

Los valores de agua no congelable de las diferentes muestras variaron entre 18,9%
para la harina de soja, y 3,6% para la mezcla maiz:soja 90:10 (Tabla 1.3). Considerando
las tres harinas empleadas, la harina de maiz presenté la menor proporcion de ANC.
Esta diferencia puede deberse a dos hechos principales: primeramente, a la mayor
fraccion de agua presente en los sistemas a base de maiz, que torna dificil la
comparacion con las otras muestras; y, ademas, la mayor cantidad de lipidos presentes
en esta harina puede disminuir la interaccion de los polimeros mas hidrofilicos con el
agua, y una mayor proporcion de ésta queda disponible para la formacién de cristales.
Otros autores encontraron un aumento en la fracciéon de agua congelable en panes
tras la incorporaciéon de almendras molidas, y asignaron este efecto a la mayor
presencia de lipidos en la formulaciéon (Lodi y Vodovotz, 2008). La fracciéon de ANC
se vio afectada de diferente manera por la presencia de harina de soja dependiendo de
la harina que se sustituya. Asi, el porcentaje de ANC de la harina de arroz no se vio
modificado por la presencia de la soja, ya que el comportamiento en relacion al agua
de ambas harinas por separado fue similar, es decir, no se evidencié una interaccion
entre los componentes de ambas harinas que provoque un cambio del
comportamiento de la mezcla. Por otro lado, al incorporar un 10% de harina de soja a
la harina de maiz, el porcentaje de ANC disminuy6, aunque con un 20% de

sustitucion se observo un leve aumento en relacion a la harina de maiz sin sustitucion.
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La muestra arroz/maiz present6 un porcentaje de agua no congelable (9,7%) menor al
que se esperaba segun el valor promedio de ambas harinas por separado (11,4%).
Seguramente, el agua se distribuye de manera distinta entre los componentes de
ambas harinas cuando éstas se encuentran juntas en el mismo sistema. Ademas, es
probable que se establezca una interaccion entre los polimeros de ambas harinas que
cause una menor relaciéon con el agua, obteniéndose una menor fraccion de ANC que
la esperada, que significa que existe una mayor fracciéon de agua libre en el sistema. La
incorporaciéon de harina de soja a esta mezcla provocd un aumento en el agua no
congelable, y el aumento fue similar a ambos niveles de sustitucién. Este aumento se
deberfa a la relaciéon entre la harina de soja y la harina de maiz, ya que no se ha

observado un efecto de la harina de soja sobre la harina de arroz.

Tabla 1.3. Parametros de fusién del agua para las diferentes formulaciones de batido estudiadas.

AT AC
Formulacion  To (°C) AH (J/g) (gagua/ (gagua/ %AC % ANC
g solido) g sdlido)

A 9,085 386,2° 1,40° 1,16° 82,9 17,1
M -9,35% 882,6" 2,808 2,64" 94.3 5,7
S 2296" 3424 1,27 1,03 81,1 18,9
A:M (50:50) -8,03" 621,2° 2,06° 1,86° 90,3 9.7
A:S (90:10) -9,99¢ 372,3" il 35 1,11% 82,2 17,8
A:S (80:20) -14,67°  356,8™ 1,29° 1,07* 82,9 17,1
M:S (90:10) -12,06¢  810,9¢ 2,52f 2,438 96,4 3,6
M:S (80:20) -12,98° 7432 2,42 2,23 92,1 7,9
A:M:S (45:45:10)  -10,32¢ 550,5¢ 1,87° 1,65 88,2 11,8
A:M:S (40:40:20)  -12,73  560,3° 1,90° 1,68 88,4 11,6

To: temperatura de inicio de fusién del agua; AH, entalpia de fusion del agua (en valor absoluto); AT: agua
total; AC: agua congelable; ANC: agua no congelable.

*Letras distintas en la misma columna corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

3.1.2. Gelatinizacion
En la Tabla 1.4 se informan los valores de los cambios entalpicos presentados por las
diferentes harinas y mezclas estudiadas. Estos cambios entalpicos se deben, en

general, a la gelatinizacioén del almidon (en el caso de las harinas de arroz y de maiz) y
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a la desnaturalizaciéon de las proteinas. Sin embargo, la harina de soja no presentd
endoterma alguna, ya que el proceso industrial al que es sometida durante su
manufactura incluye un tratamiento térmico que provoca la desnaturalizacion de las
proteinas (Figura 1.1). Las diferencias observadas en los parametros de gelatinizacion
de las distintas harinas se deben principalmente a las diferentes propiedades de las
materias primas, como la cantidad y las caracteristicas del almidén presente, asi como
su grado de cristalinidad; a las interacciones proteinas-almidén que se establecen, y a

la cantidad de agua presente en cada sistema.

Tabla 1.4. Parametros de gelatinizacion para las diferentes formulaciones estudiadas.

Formulacion ~ Agua (%)' To (°C) Tp (°C)  Tc (°C) AH (/g

solidos)
A 110 49,58 64,85 86,55° 4,98
M 230 60,07 70,39 80,66° 4.40°
A:M (50:50) 170 52,76 66,67° 80,73 5,99
A:S (90:10) 110 52,13 67,35 86,22° 4,31
A:S (80:20) 110 53,12° 69,03 87,70° 3,43
M:S (90:10) 218 61,37 71,16 81,39" 3,86
M:S (80:20) 206 62,88" 72,42 80,88" 3,12
A:M:S (45:45:10) 164 60,47 68,80° 81,89" 4,03
A:M:S (40:40:20) 158 60,05% 69,10 83,74" 4,02

To: temperatura de inicio de gelatinizacion; Tp: temperatura de pico de gelatinizacién; Tc: temperatura de
conclusion de gelatinizacién; AH: entalpia de gelatinizacion (expresada en valor absoluto).
*Letras diferentes en una misma columna corresponden a diferencias significativas (p<0,05).

196 en base harina.

Los termogramas de todas las formulaciones presentaron una endoterma en un rango
de temperatura de 50 a 100 °C, que correspondi6é a la gelatinizacién del almidon
(Figura 1.1). Para las mezclas a base de arroz, luego del pico de gelatinizacién (pico
G), se presentd un hombro que se atribuy6 a la fusion del almidén (pico M), ya que

estas muestras presentaron menor proporcion de agua (=52% p/p).
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S
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Figura 1.1. Termogramas de las harinas empleadas y sus mezclas. A: arroz; M: maiz; S: soja.

La harina de maiz, y las mezclas a base de harina maiz, presentaron mayor emperatura
de gelatinizaciéon que la harina de arroz y sus mezclas. Autores como Liy Yeh (2001),
Iturriaga y col. (2004), Sandhu y col. (2007) y Xue y Ngadi (2007) encontraron
temperaturas de gelatinizacion de las harinas de arroz y maiz similares a las
presentadas en la Tabla 1.4. Ademas, los valores de AH para las harinas de arroz y
maiz se encuentran de acuerdo a los reportados por Xue y Ngadi (2007) trabajando
con una cantidad similar de agua que la presentada en la Tabla 1.4. Sin embargo,
mayores valores de entalpia fueron informados para harinas de diferentes cultivares de
maiz (Sandhu y col.,, 2007), y de arroz (Lin y col, 2010) trabajando con mayor
proporcion de agua (entre 5,5y 8,5; v 6,7 y 9,7 J/g, respectivamente). La mezcla
arroz:maiz presenté un valor de AH (5,99 J/g sélidos) mayor al que se esperaba segin
el promedio de las entalpias obtenidas para ambas hatrinas por separado (4,69 J/g
solidos). Este hecho puede atribuirse a la diferente cantidad y distribucién del agua
presente en los distintos sistemas. Ademas, el mayor valor de entalpia representa el
resultado neto de varias reacciones, donde a la gelatinizacion del almidén se suma la
disrupcion de las interacciones que se establecen entre los polimeros de ambas
harinas.

Cuando se incorporé la harina de soja a las harinas de arroz y maiz, la temperatura de

gelatinizaciéon de estas ultimas aumentd significativamente, efecto que podria
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atribuirse al alto contenido de proteinas de la harina de soja (Tabla 1.1). Numerosos
estudios demuestran que la presencia de solutos aumenta la temperatura de
gelatinizaciéon del almidon, debido principalmente a la reducciéon en la actividad de
agua en el sistema, y a una interacciéon almidén-soluto (Baker y Rayas-Duarte, 1998).
Evidentemente, la magnitud de este efecto depende del tipo y la cantidad del soluto
presente (Maaurf y col., 2001, Li y col., 2007). Segun afirmaron Lamsal y col. (2007),
las proteinas de soja tienen una alta afinidad por el agua, y casi el 60% se encuentra
solubilizado a pH neutro. La entalpia de gelatinizacién disminuyé a medida que
aument6 la concentracion de harina de soja debido también a un efecto de dilucion
del almidon. Sin embargo, al calcularse la entalpia en funcién del contenido total de
almidon en la formulacién, sélo se produjo la disminuciéon de la entalpia en las
mezclas que contenian hatina de maiz (5,79 J/g de almidon para la harina de maiz, y
4,56 J/g de almidén para la mezcla maiz:isoja 80:20), lo que evidenciaria una

interaccion entre el almidon de maiz y las proteinas de soja.

3.2. Propiedades de pasting

Para determinar las propiedades de pasting de las diferentes harinas y sus mezclas, se
utilizé6 un viscoanalizador (RVA). El principio de mediciéon consiste en calentar una
suspension de harina en agua en un recipiente giratorio y permitirle luego enfriarse
bajo condiciones controladas. La geometria especial del agitador asegura una buena
homogeneizacién de la muestra, para evitar sedimentacioén de las particulas de harina.
La mediciéon de temperatura directamente dentro de la muestra facilita asignar la
viscosidad a la temperatura real de la muestra.

Los cambios de viscosidad durante el calentamiento de 30 a 95 °C de la muestra
refleja la capacidad que posee el almidon para retener agua e hincharse a medida que
la mezcla es calentada. La temperatura de pasta de las diferentes harinas vari6é entre
79,0 y 90,1 °C (Tabla 1.5). La harina de arroz mostré mayores viscosidades final y de
pico, y setback con respecto a la harina de maiz. La incorporacion de harina de soja a la
harina de arroz disminuyé notoriamente los parametros de viscosidad, y el efecto fue

dependiente del grado de sustitucion. La viscosidad de pico disminuy6 en un 56 y
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68% con una sustituciéon de 10 y 20%, respectivamente; mientras que la viscosidad
tinal lo hizo en un 58 y 69%, y el setback en 62 y 71%. La incorporacién de harina de
soja a la harina de maiz tuvo un menor impacto: la viscosidad de pico disminuyé en
un 11 y un 36%, la viscosidad final lo hizo en un 10 y 34%, y el setback en un 8 y 27%,
con el 10 y el 20% de incorporacién de soja, respectivamente. El porcentaje de
disminucién de estos parametros para la harina de maiz con el 10% de soja se
corresponde practicamente al efecto de dilucién que sufre el almidén tras la
sustitucion de la harina de maiz. A mayores niveles de sustitucion, sin embargo, el
efecto no se correspondié tnicamente con un efecto de dilucién; la alta absorcion de
agua de la harina de soja y la relacion que se establece entre los componentes de
ambas harinas explicaria el porqué del cambio en el comportamiento de la harina de
maiz durante el calentamiento luego de la incorporacion de 20% de soja.

Se encontrd una correlacion negativa (r=-0,87; p<0,05) entre la viscosidad de pico y el
contenido de proteinas en la mezcla de harinas. Esta asociacion, que se debe en parte
a un efecto de dilucién del almiddn, y en parte a un probable impedimento en el
hinchamiento del mismo debido a la presencia de las proteinas, también fue observada
por otros autores (Goel y col., 1999; Tan y Corke, 2002). La disminucion del setback
esta posiblemente asociada a una menor capacidad de asociacién entre las moléculas
de amilosa y amilopectina debido a un impedimento estérico ejercido por las proteinas

de la harina de soja en las mezclas.

Tabla 1.5. Propiedades de pasting de las diferentes formulaciones analizadas.

Formulacién  Tp (°C) VP (BU) VEF(BU) SB (BU)

A 81,2 85 133 48
M 78,1 69 107 38
A:M (50:50) 82,7 70 106 36
A:S (90:10) 89,0 37 55 18
A:S (80:20) 90,1 27 41 14
M:S (90:10) 79,0 61 96 35
M:S (80:20) 80,8 44 71 28
A:M:S (45:45:10) 84,6 46 73 27
A:M:S (40:40:20) 84,6 36 55 19

Tp: temperatura de pasta; VP: viscosidad de pico; VF: viscosidad final; SB: setback.
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3.3. Resistencia de los batidos a la extrusion

Un modo de evaluar la resistencia de los batidos es a través de un ensayo de extrusion.
Este consiste en aplicar una fuerza de compresion, utilizando un émbolo, a un
material que se encuentra en un vaso contenedor hasta que comience a fluir, ya sea
por un orificio que se encuentra en el extremo posterior del vaso, o por el espacio
remanente entre la superficie externa del émbolo y la pared interna del contenedor.
En el primer caso, la muestra fluye en el mismo sentido en el que se mueve el émbolo,
denominandose ensayo de extrusion directo. En el segundo caso, la muestra se desplaza
en el sentido contrario al movimiento del émbolo, llamandose ensayo de extrusion
mverso. Se realiza entonces una curva de fuerza en funcién del tiempo. La fuerza
requerida para lograr la extrusion fue utilizada como un indicador de la resistencia del
batido.

Los batidos analizados mediante este ensayo fueron aquellos con los que se
elaboraron los panes. La incorporacion de soja modificéd la estructura de la masa de
arroz; las mezclas de arroz-soja requirieron la aplicaciéon de la mayor fuerza para
extrudir (Tabla 1.6). Cuando se incorporé soja al 10 y al 20% la fuerza necesaria para
extrudir aument6 al doble y al cuadruple, respectivamente, al compararlas con los
batidos elaborados sélo con arroz. Una tendencia similar se observé para los batidos a
base de maiz. Cuando la soja se incorpord en un 20%, la fuerza de extrusion fue el
doble en comparacion con el batido de harina de maiz sustituida en un 10% con soja.
En concordancia, los batidos de arroz/maiz/soja presentaron mayor resistencia que
las mezclas de arroz/maiz. Moore y col. (2004) informaron una mayor fuerza de
extrusion para masas libres de gluten con alto contenido proteico. Este
comportamiento se debe, a priori, a dos factores principales: 1) el elevado contenido
de proteinas de la harina de soja, que tienen una alta capacidad de absorcion de agua,
resulta en una disminucién del agua libre del sistema; y 2) las interacciones almidon-
proteina o proteina-proteina que influyen sobre el comportamiento de los batidos. Sin

embargo, no se encontrd correlacion entre la cantidad de agua del batido y la fuerza
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de extrusion, por lo que las interacciones entre los componentes de las harinas

parecen jugar un papel fundamental a la hora de determinar la resistencia del sistema.

Tabla 1.6. Fuerza de extrusidon de los diferentes batidos analizados.

Formulacién Fuerza de extrusion (g)
A 225,2°

A:M (50:50) 62,9

A:S (90:10) 494,7¢

A:S (80:20) 1014,0°

M:S (90:10) 48,3

M:S (80:20) 113,1°

A:M:S (45:45:10) 124,8

A:M:S (40:40:20) 285,4°

A arroz; M: maiz; S: soja.

* Letras distintas representan diferencias significativas (p<0,05).

4.  Evaluacion tecnoldgica de los panes

La incorporacion de harina de soja produjo un aumento en el volumen especifico
(VE) de los panes a base de atroz, de maiz, y de arroz/maiz (Figura 1.2). La hatina de
soja ha sido utilizada en trabajos previos para reforzar el comportamiento mecanico
de las masas y mejorar la calidad de los panes libres de gluten (Ribotta y col., 2004).
Sin embargo, Sanchez y col. (2004) encontraron que cuando reducian de 10 a 3% el
contenido de proteinas de soja en masas libres gluten, el volumen de pan aumentaba
concomitantemente. Autores como Moore y col. (20006) utilizaron diferentes fuentes
de proteina para fortificar panes a base de harinas de arroz, maiz y almidén de papa.
Cuando agregaron harina de soja la calidad de los panes fue inferior al compararla con
la de los panes que contenian huevo pasteurizado o leche entera en polvo.

Se observé que la incorporacion de la harina de soja aument6 el VE de los panes al
aumentar la fuerza de extrusion de los batidos (indicativa de una mayor resistencia).
Esto fue asi hasta que se alcanzé cierto limite de fuerza, al menos para las
formulaciones a base de arroz. Cuando se incorpor6é un 10% de harina de soja al

batido de arroz, los panes resultantes tuvieron mayor VE en comparaciéon con los
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panes elaborados unicamente con harina de arroz; sin embargo, con el agregado de un
20% de soja el batido resulté demasiado resistente, en detrimento del VE. Por otro
lado, al ser incorporada a la harina de maiz, aument6é el VE a ambos niveles de
sustitucion (10 y 20%), que se corresponde con el menor valor de resistencia en
comparaciéon con las mezclas a base de arroz. El aumento considerable de la
resistencia de los batidos de arroz (como el obtenido con una sustitucion con 20% de
harina de soja) resulta en batidos demasiado rigidos que no logran una buena
expansion durante la fermentacién y el horneado. Esto no ocurrié con los batidos a
base de maiz, que, aun a los mayores niveles de sustituciéon con soja, el aumento en la
resistencia no fue suficiente para ejercer un efecto negativo sobre la expansion del

batido durante la fermentacion.

No se observaron diferencias (p<0,05) en el VE entre los distintos niveles de

sustitucién por harina de soja en los panes a base de arroz/maiz.
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Figura 1.2. Volumen especifico de los panes analizados. A: harina de arroz, M: harina de maiz, S: harina de
soja.

* Letras distintas corresponden a valores significativamente diferentes (p<<0,05).

En cuanto a la textura de la miga, la incorporacion de harina de soja produjo una miga
mas suave (Tabla 1.7). Considerando los panes a base de harina de arroz, la

incorporacién de soja tanto al 10 como al 20% disminuyé practicamente a la mitad la
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dureza inicial de la miga en comparacion con los panes de arroz. Para los panes de
harina de maiz se observé una tendencia similar, aunque la disminucién en este
parametro no fue tan pronunciada como para los panes de arroz. LLa menor dureza de
miga fue obtenida para la formulacién que incluye arroz y maiz con un 20% de
incorporaciéon de soja. Esta tendencia se corresponde con aquella seguida por el
volumen de pan, donde la incorporacion de harina de soja llevé a panes de mayor
volumen. Willhoft (1973) sugiri6 que es el aumento en el VE provocado por la alta
concentraciéon de proteinas el que lleva a migas con menor dureza, mas que un efecto
directo de las proteinas per se. Se ha demostrado (Elton, 1969; Eliasson, 1986) que a
medida que el VE disminuye, la dureza inicial de la miga aumenta, probablemente a
causa de la mayor cantidad de enlaces e interacciones que se establecen entre las

moléculas que quedan asi empacadas mas densamente.

Tabla 1.7. Dureza inicial y luego de 24 y 72 h de almacenamiento (25 °C) de las migas de las

diferentes formulaciones analizadas.

Dureza (g) Velocidad de
Formulacién Dia 0 Dia1 Dia 3 endurecimiento R?
(g/dia)
A 1424 4% 3276,6° 4783,9° 1131,0 0,962
A:M (50:50) 1004,9° 1570,6" 1668,1° 270,2 0,785
A:S (90:10) 877,3™ 1508,2% 2359,8¢ 533.9 0,984
A:S (80:20) 8415 1328,3° 1579,9° 260,0 0,927
M:S (90:10) 959,6" 1497 2% 2010,8¢ 276,2 0,992
M:S (80:20) 943 9" 1045,3 1275,7° 260,0 0,927
A:M:S (45:45:10) 801,7 790,8" 1206,9* 124.0 0,930
A:M:S (40:40:20) 721,9* 967,9™ 950,0" 63,9 0,506

*Letras diferentes es una misma columna corresponden a diferencias significativas (p<0,05).

El aumento de la dureza de la miga con el tiempo es un fenémeno en el que influyen
diversos factores. La pérdida de humedad de la miga junto con las interacciones
almidon-almidéon que se establecen con el tiempo son dos de los mecanismos
admitidos como basicos. Como se esperaba, entonces, la dureza de la miga aumento

con el tiempo de almacenamiento para todas las formulaciones estudiadas (Tabla 1.7).
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La velocidad de endurecimiento -dada por la pendiente de la recta de regresion
obtenida a partir de las durezas medidas 0, 1 y 3 dias luego de hornear los panes- fue
mayor para los panes a base de arroz, aunque la incorporacion de soja tuvo un efecto
beneficioso demorando este fendmeno. Consistentemente, en la Tabla 1.5 puede
observarse que las mezclas de arroz con soja presentaron un menor setback en relacion
a los batidos elaborados solo con harina de arroz. La menor velocidad de
endurecimiento fue obtenida para los panes que incluyeron las tres harinas (arroz,
maiz y soja). Para conocer el efecto de las proteinas sobre el endurecimiento del pan,
Gerrard y col. (2001) evaluaron la incorporacion de distintos niveles de proteinas de
soja, de leche, de carne y de gluten sobre panes elaborados a base de almidén de trigo
pregelatinizado, de un volumen especifico comparable; y encontraron que la velocidad
de endurecimiento no se vefa afectada por la concentraciéon ni por el tipo de proteina
incorporada. Asi, concluyeron que el proceso de endurecimiento no es afectado de
manera critica por las proteinas. Las diferencias observadas en este trabajo pueden
explicarse a través de las diferencias en otras propiedades del pan, como el volumen
especifico.

El color de la corteza de pan es un atributo importante a la hora de evaluar las
preferencias del consumidor. En general, la corteza se caracteriza por tener baja
humedad y un color oscuro. El color es producido principalmente a través de las
reacciones de Maillard y de caramelizacién. Las reacciones de Maillard incluyen un
grupo de reacciones bastante complejo en donde, en primera instancia, ocurre la
condensacién de los grupos amino libres, generalmente de los aminoacidos, con los
grupos carbonilo de los aztcares reductores. Debido a que el agua es un producto de
la reaccién, ésta se ve favorecida por las condiciones de deshidrataciéon durante el
horneado. Luego de esta condensacion, se llevan a cabo una serie de arreglos que
conducen a la formaciéon de los pigmentos oscuros. Los azucares también pueden
llevar al oscurecimiento en ausencia de aminoacidos, a través de las reacciones de
caramelizacion. También se trata de un conjunto complejo de reacciones que

dependen de la temperatura y que ocurren en un rango de pH bastante acotado.
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El espacio CIELab permite especificar estimulos de color en un espacio
tridimensional. El eje L* es el de luminosidad y puede presentar valores entre O
(negro) y 100 (blanco). Los otros dos ejes de coordenadas son a* y b*, y representan
variacién entre rojizo-verdoso, y amarillento-azulado, respectivamente. Los panes con
harina de maiz presentaron, en general, menores valores de L* (Tabla 1.8), con una
corteza mas oscura que los panes con arroz. En ambos casos, la incorporaciéon de
harina de soja disminuy¢ el valor de L* debido al color mismo de la harina y a un
cambio en las reacciones de Maillard y de caramelizaciéon, ambas influidas por la
distribucion del agua y las reacciones entre los aminoacidos y los azdcares presentes
(Kent y Evers, 1994). Este oscurecimiento global como resultado de la incorporacion
de la harina de soja es un efecto deseable, ya que en general, los panes libres de gluten
-ricos en arroz o almidones- tienen valores de L* mayores que los panes de trigo
(L*=38) (Gallagher y col., 2003a). La presencia de las harinas de maiz y soja produjo
cortezas con mayores valores de a* y b* debido, en parte, al color caracteristico de

estas harinas.

Tabla 1.8. Valores de I*a*b* de las cortezas de las diferentes formulaciones estudiadas.

Formulacion L* a* b*
A 79,33 0,73 16,88
A:M (50:50) 66,34 6,30 32,32°
A:S (90:10) 69,21 10,57¢ 37,72
A:S (80:20) 49,01* 17917 44,74
M:S (90:10) 57,11 11,01° 39,85
M:S (80:20) 51,29 12,23 3594°

A:M:S (45:45:10) 4316" 753 2855
A:M:S (40:40:20) 5397  1531°  37,10°

*Letras diferentes es una misma columna corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

Los resultados del presente Capitulo muestran que la incorporaciéon de harina de soja
inactiva tuvo un efecto beneficioso sobre los panes a base de hatinas de arroz y/o
maiz, y que estos cambios tienen origen en la modificaciéon de las propiedades de los
batidos. Los parametros de gelatinizaciéon de los almidones de arroz y maiz fueron

afectados por la incorporacioén de harina de soja, como resultado de su alta afinidad
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por el agua y también debido al establecimiento de interacciones proteina/almidén. La
viscosidad final, medida por RVA, disminuyd, mientras que la resistencia de los
batidos a la extrusién se vio aumentada por la incorporacion de soja. Esto refleja un
efecto diferente de la harina de soja sobre los fenémenos que gobiernan el
comportamiento de estos sistemas con y sin calentamiento. Se obtuvo un pan con un
alto contenido de proteinas, normalmente presentes en baja proporciéon en los panes
libres de gluten. Los panes mostraron un volumen y dureza de miga aceptables; sin
embargo, la estructura y la humedad de la miga, asi como el aspecto de la corteza,
fueron deficientes. A fin de paliar estas deficiencias y mejorar la calidad global del pan,
se seleccion6é la formulaciéon a base de arroz, maiz y 20% de soja, a la cual se

incorporaron distintos aditivos, cuyo efecto sera evaluado en el siguiente Capitulo.
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Capitulo 2

Efecto de la incorporacion de diferentes aditivos
sobre las propiedades de los batidos y la calidad de
Dpanes libres de gluten
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La ausencia de una red de gluten acarrea serios problemas a la hora de obtener
panes aptos para celiacos de buena calidad tecnolégica. Con el objeto de sobrellevar
la falta de esta red viscoelastica, se han empleados numerosos aditivos.

Los hidrocoloides se han agregado a las formulaciones de productos fermentados
libres de gluten con buenos resultados sobre la estructura de la miga, el sabor,
aceptabilidad y vida util. Se ha informado que los hidrocoloides mejoran el
desarrollo de la masa y la retencién de gas al aumentar la viscosidad del sistema, y
producen panes con un mayor volumen especifico (Lazaridou y col., 2007; Marco y
Rosell, 2008a; Peressini y col., 2011). Dentro de la amplia gama de hidrocoloides
que se utiliza en la industria alimentaria, la goma xantica, los derivados de la
celulosa -principalmente metilcelulosa (MC), carboximetilcelulosa (CMC) e
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)-, la goma guar, la goma garrofin, los
carragenatos y los alginatos, tal vez sean los mas utilizados a la hora de formular
panes libres de gluten. Sin embargo, el efecto de los hidrocoloides es altamente
dependiente de las materias primas utilizadas, de la naturaleza del hidrocoloide
empleado y la cantidad incorporada, y de la cantidad de agua presente en el sistema,
por lo que es sumamente dificil prever qué hidrocoloide puede ejercer el efecto
o6ptimo en cada formulacién. En este Capitulo se estudid el efecto de cuatro
hidrocoloides: goma xantica, carboximetilcelulosa, carragenato y alginato sobre los
batidos y panes libres de gluten. En ensayos previos se probaron diferentes dosis de
estos hidrocoloides y se evalu6 la calidad del pan; el porcentaje seleccionado fue de
0,5% (en base harina).

También se han agregado a las formulaciones sin gluten proteinas de diverso origen
(Moore y col., 2004; Marco y Rosell, 2008a). Asi, se han utilizado proteinas de soja,
albumina de huevo y proteinas derivadas de la leche con el objeto de aumentar la
calidad nutricional del pan. Ademas, Moore y col. (2004) concluyeron que la
incorporacién de cantidades suficientes de una fuente proteica adecuada ayuda a

mantener por mas tiempo la calidad del pan, al mismo tiempo que la formacién de
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una fase proteica continua serfa un punto critico al enmascarar los efectos de la
retrogradacion del almidén. En la bibliografia se encuentra una gran diversidad de
trabajos donde se han obtenido productos libres de gluten mediante la
incorporacion de diferentes proteinas. En este trabajo se evalud preliminarmente el
efecto de la albimina de huevo y el concentrado suero de leche, que son dos de las
proteinas mas utilizadas, y también de huevo pasteurizado en polvo, en distinto
porcentaje de incorporacion (1% y 5%, en base harina). En base a estos ensayos
previos, se seleccionaron el concentrado de suero de leche y el huevo pasteurizado,
agregados en un 5% (base harina), con los que se obtuvieron mejores resultados
sobre la calidad tecnologica del pan.

Los emulsionantes son utilizados en la industria panadera por su capacidad de
interactuar con los componentes de la harina y otros ingredientes de la masa para
obtener migas mas suaves (Demirkesen y col., 2010). Se caracterizan por poseer
residuos tanto hidrofilicos como hidrofébicos, que les permite interaccionar con
dos fases quimicamente diferentes. Asi, la tension superficial entre dos fases
normalmente inmiscibles se reduce mediante su incorporaciéon, y se tornan
entonces capaces de formar una emulsion (Krog, 1981; Flack, 1987; Dziezak,
1988). De esta manera, cuando son incorporados para la elaboracion de pan,
contribuyen a una mayor estabilidad de un sistema termodinamicamente inestable
(Gémez y col., 2004). Su naturaleza anfifilica les provee la posibilidad de formar
complejos con el almidén y las proteinas u otros lipidos presentes, y el agua. La
interaccion de un emulsionante con las proteinas puede mejorar la fuerza de la
masa favoreciendo la retencion de CO,. Algunos emulsionantes se han incorporado
en formulaciones libres de gluten. Onyango y col. (2009) elaboraron panes a base
de almidéon de mandioca gelatinizada, y encontraron que la incorporaciéon de
emulsionantes reforzé la estructura de la masa, asi como también disminuyo la

dureza de la miga. Esta misma tendencia fue informada por Demirkesen y col.
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(2010). En este trabajo, se seleccionaron dos emulsionantes aniénicos, SSL vy
DATEM, en una dosis de 1%, base harina.

El uso de enzimas en sistemas libres de gluten comenzé a investigarse como un
medio para modificar la funcionalidad de las proteinas, ya que se considera
imprescindible la formacién de una red para mejorar las propiedades panaderas de
harinas sin gluten (Gujral y Rosell, 2004 a,b; Moore y col., 2006; Renzetti y col,,
2008). Comenz6, entonces, a estudiarse el efecto de la glucosa oxidasa sobre
harinas libres de gluten como agente polimerizante, encontraindose resultados
variados, dependiendo del tipo de harina utilizado (Gujral y Rosell, 2004b; Renzetti
y Arendt, 2009a). La dosis seleccionada, de acuerdo a ensayos previos, fue de
0,003%, base harina. La a-amilasa es una enzima que se ha empleado en productos
panificados con el objeto de disminuir la retrogradacion de la amilopectina. La

dosis seleccionada fue 0,001% base harina.

1. Formulacion

En la Tabla 2.1 se presenta la formulacién base sobre la cual se evalu6 el efecto de

la incorporaciéon de los aditivos seleccionados.

Tabla 2.1. Formulacion base para la elaboracién de batidos y panes libres de gluten.

Ingredientes g (en base harina)
Harina de arroz 40

Harina de maiz 40

Harina de soja 20

Agua 158
Margarina 2

Sal 2
Levadura

En la Tabla 2.2 se presentan los aditivos utilizados, y las cantidades en las que

tueron incorporados.
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Tabla 2.2. Aditivos utilizados en la formulacién de panes libres de gluten.

Cantidad
Adid

Grupo ditivo (2/100 g harina)
Goma xantica (X)

Hidrocoloides ~ Carboximetilcelulosa (CMC) 05
Carragenatos (C)
Alginatos (Al)

; Huevo pasteurizado en polvo

Proteinas 5
Concentrado de suero de leche
Ester de monoglicéridos de acido

Emulsionantes  diacetil tartarico (DATEM) 1
Estearoil 2-lactilato de sodio (SSL)

; Glucosa oxidasa (GOX) 0,003

Enzimas

o-Amilasa (Am) 0,001

2. Hidrocoloides

2.1. Efecto de hidrocoloides sobre las propiedades de los batidos

La resistencia a la extrusion fue evaluada en las muestras con la incorporacion de
hidrocoloides. Los batidos que incluyeron hidrocoloide en su formulacion
presentaron mayor resistencia que el control (sin hidrocoloide) (Tabla 2.3).
Escudier y col. (2001), al trabajar con soluciones de CMC y X a temperatura
ambiente, encontraron que las soluciones de X presentaron mayor viscosidad (Pa.s)
que las soluciones de CMC. Coincidentemente con este resultado, en este trabajo se
encontré que la mayor resistencia del batido se obtuvo tras la incorporacion de X.
Por otro lado, los batidos con C y Al mostraron la menor resistencia entre los
batidos con hidrocoloides. Tanto CMC como X son moléculas altamente solubles
en agua fria, mientras que C y Al requieren de agua caliente para una hidratacion
completa (Anton y Artfield, 2008). Este hecho podria explicar las diferencias
observadas en la resistencia de estos batidos.

El barrido de frecuencia muestra como el comportamiento viscoso y elastico de un
material cambia con la aplicaciéon de un esfuerzo o una deformaciéon. En este

ensayo la frecuencia es aumentada mientras la amplitud de entrada (esfuerzo o
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deformacién) se mantiene constante (Steffe, 1996). La region de linealidad
viscoelastica para los batidos libres de gluten fue establecida hasta una deformacion
del 0,1%, mediante un barrido de deformacioén. A partir de deformaciones mayores
se observo una caida en los moédulos elastico y viscoso, que es indicativa de la
ruptura de la estructura cuando es sometida a altas deformaciones. Los valores de
rango viscoelastico lineal para los batidos libres de gluten con la incorporacion de
hidrocoloides fueron similares a los hallados en otros trabajos (Lazaridou y col,
2007; Mariotti y col., 2009).

En la Tabla 2.3 se presentan los valores medios de los médulos elastico y viscoso
(G’ y G”, respectivamente), y tan O para las formulaciones analizadas, a una
frecuencia de 1 Hz, mientras que la Figura 2.1 ilustra el cambio de los médulos
elastico y viscoso de los diferentes batidos en funcién de la frecuencia a una

deformacion constante (0,1%).

Tabla 2.3. Valores de resistencia, de médulos elastico (G') y viscoso (G”) y de tan & a 1 Hz, para

las formulaciones con hidrocoloides.

Formulacion
Control X CMC C Al
Resistencia (g) 2855 679¢ 419° 336 358"
G’ (kPa) 4,29% 5,57¢ 3,48 5,10% 3,08
G” (kPa) 0,73 1,07 0,67 0,83 0,53
tan & 0,169 0,193° 0,192° 0,165 0,172

X: goma xantica, CMC: carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato.

* Letras distintas en una misma fila representan diferencias significativas con p<0,05.

Para todas las muestras, G’ fue mayor que G” en todo el rango de frecuencias
analizado, lo que sugiere un comportamiento soélido-elastico de los batidos,
mientras que ambos médulos mostraron un comportamiento dependiente de la
frecuencia. Esta dependencia puede deberse a que, durante el ensayo, se establecen

interacciones transitorias entre las macromoléculas, que, a altas frecuencias, no
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pueden disociarse durante el corto periodo de oscilacion, y estos puntos de unioén
funcionan entonces como entrecruzamientos permanentes observandose un
incremento en la componente elastica. A bajas frecuencias, hay suficiente tiempo
para que estas uniones se formen y luego se rompan, entregando una respuesta

similar a la de aquellas matrices no entrelazadas (Angioloni y Collar, 2009).

D ¢ Control BX ACMC e C « Al b), .  ¢Control MX ACMC «C Al
T3 ]
muEERCee :
pumEENCS e ~
= guantileese et liaasstIE - vy
o ::AAAAAAA = 1 ----.----;;zgizzll
= 3 ;iiiiiﬂﬂ
1I T T T 1 1 rrrj T T 1T rrrrm 0,1 ! u LU U U U U | u ! L L L
0,1 1 10 0,1 1 10
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

Figura 2.1. Variacién de los médulos dinamicos en funcién de la frecuencia de los batidos control (sin
hidrocoloide), con goma xantica (X), carboximetilcelulosa (CMC), carragenato (C) y alginato (Al).

a) moédulo elastico (G’), b) médulo viscoso (G”).

Como se observa en la Tabla 2.3, la incorporacion de X aumentd el moédulo
elastico del batido, mientras que CMC lo disminuy6. Otros autores (Lazaridou y
col., 2007; Peressini y col., 2011; Demirkesen y col., 2010) también encontraron que
la goma xantica aumentaba la elasticidad de los batidos, aunque el efecto de la CMC
resulta mas contradictorio. Los batidos con C mostraron un médulo elastico similar

al de los batidos con X, aunque la tan 8 fue menor. Se ha informado que los

hidrocoloides, especialmente la goma xantica, disminuyen los valores de tan 9,
relacionada con la viscoelasticidad del sistema (Cato y col., 2004; Sivaramakrishnan
y col., 2004; Lazaridou y col., 2007), aunque aqui se encontré que la incorporacion
de hidrocoloides resulté en mayores valores de tan  respecto al control (p<0,05).

Las propiedades de las masas medidas bajo condiciones de baja deformacién no

necesariamente correlacionan con aquellas obtenidas a altas deformaciones, ya que
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los factores que adquieren importancia a baja deformacién (enlaces transitorios o
interacciones moleculares débiles, como puentes de hidrégeno) no son los mismos
que gobiernan el comportamiento a deformaciones mayores (enlaces y
entrecruzamientos permanentes).

En la Figura 2.2 se presentan las curvas de flujo de los batidos con hidrocoloides.
Se observa que todas las formulaciones mostraron un comportamiento
pseudoplastico, con una disminucién de la viscosidad a medida que aument6 la
velocidad de corte. A mayores velocidades, el batido control presenté una fuerte
caida en los valores de viscosidad. Los batidos con CMC y goma xantica
presentaron mayor viscosidad en comparacién con el control, en todo el rango de
velocidad de corte, y no se observo la caida que si se presentd en el control, lo que
demuestra una mayor resistencia al flujo para estos batidos a altas velocidades, que
puede indicar una mayor integridad de la estructura bajo estas condiciones. Estos
resultados estan de acuerdo a Demirkesen y col. (2010), quienes evaluaron el efecto
de la incorporacion de distintos hidrocoloides (gomas xantica, garrofin, guar y sus
mezclas) en masas elaboradas a partir de harina de arroz, y encontraron la mayor
viscosidad y consistencia para las muestras con goma xantica. Se sabe que las
soluciones de goma xantica a baja concentracién exhiben alta viscosidad a
velocidades de corte relativamente bajas debido a los agregados complejos que
forman estas moléculas semi-rigidas (Sworn, 2000; Mandala y col., 2004). Esta
propiedad resulté en una viscosidad aparente relativamente alta de los batidos que
contenfan este hidrocoloide. Si bien los batidos con Al no mostraron una
viscosidad diferente a la del control, no presentaron una caida significativa con el

aumento de la velocidad de corte.
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Figura 2.2. Viscosidad aparente en funcién de la velocidad de corte para los batidos control (sin

hidrocoloide), con goma xantica (X), carboximetilcelulosa (CMC), carragenato (C) y alginato (Al).

2.2. Efecto de hidrocoloides sobre la calidad del pan

La incorporaciéon de los hidrocoloides a la formulaciéon control tuvo un efecto
positivo sobre el volumen especifico de los panes (p<0,05) (Tabla 2.4). Este
comportamiento ha sido reportado ya en numerosos trabajos (Haque y Mortis,
1994; Gujral y Rosell, 2004a,b; Barcenas y Rosell, 2005; McCarthy y col., 2005). La
adicion de goma xantica fue la que resulté en panes de mayor VE, seguida por la
incorporaciéon de CMC y C vy, finalmente, por Al. Acs y col. (1997), agregando
hidrocoloides como las gomas xantica, guar, garrofin y tragacanto a panes libres de
gluten, encontraron los mejores resultados sobre la calidad del pan luego de la
incorporacién de X. Sin embargo, el efecto de los hidrocoloides sobre el volumen
de pan es muy variable, dependiendo de la formulacion que se utilice, la cantidad de
agua presente en el sistema, la cantidad de hidrocoloide agregado, asi como el
origen del mismo. Otros investigadores como Lazaridou y col. (2007), trabajando
con panes libres de gluten adicionados con CMC, pectina, agarosa, goma xantica y
B-glucanos, obtuvieron el mayor VE para los panes con CMC, mientras que los
panes con 1% de goma xantica no tuvieron mayor VE que el control, y éste incluso
disminuy6 al aumentar la dosis del hidrocoloide a 2%. Schober y col. (2005)

encontraron un efecto negativo de la goma xantica sobre el VE de panes libres de
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gluten elaborados a partir de harina de sorgo. Mezaize y col. (2009) no encontraron
un efecto positivo de la CMC y la goma xantica sobre el VE de panes libres de
gluten. Sin embargo, vale la pena destacar que todos estos autores trabajaron con
mayores cantidades de hidrocoloide, con diferentes proporciones de agua y con
materias primas distintas, variables todas que influyen sobre la calidad final del pan.
En la literatura se ha establecido una discusién sobre el efecto de la consistencia de
las masas sobre el VE del pan. Mientras que Renzetti y Arendt (2009b) sugirieron
que una disminucién en la consistencia mejora el desarrollo de las masas debido a
una menor resistencia a la expansion durante la fermentacidon, otros autores
informaron que mayores consistencias conllevan a panes con mayor VE, ya que un
aumento en la viscosidad de la masa o batido aumenta la capacidad de retencion de

CO, (Marco y Rosell, 2008a). En este trabajo se encontrd una correlacién positiva
(t=0,94; p<0,05) entre el VE de los panes y la resistencia de los batidos a la

extrusion.

Tabla 2.4. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporacién de

hidrocoloides.
Formulacion
Control X CMC C Al

VE (cm’/g) 2,19% 2,894 2,62¢ 2,65° 2,55
N° alvéolos/mm’ 1,48 1,11° 1,02 1,50>  1,42°
Tamafio alvéolos (mm?) 3,64 3,94 By et 2,38 2,35
% Area de alvéolos 36,6" 432> 335 349° 323"
Uniformidad 2,99" 2,32 251" 4084 472
Dureza inicial (g) 720° 403° 639" 818! 723
Velocidad de

ab a a abc ©
endurecimiento (g/dia) e e A s e

L* 50,58" 57,41°  59,63° 44,71 51,58"
a* 12,51° 11,55  13,90° 12,37 14,03
b* 33,33 3352° 3819 32,15 37,79

X: goma xantica, CMC: carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).
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La elecciéon del pan por parte de los consumidores esta muy influida por la
estructura de la miga que éste presente. Con respecto al pan convencional de trigo,
se prefiere una estructura fina y homogénea. Sin embargo, los panes libres de gluten
en general poseen paredes alveolares muy gruesas, una estructura densa e irregular,
que resulta de la dificultad para incorporar gases durante el batido y/o retener el
CO, formado durante la fermentacidon, causado por la ausencia de una red
viscoelastica.

En la Figura 2.3 se observa que los panes que contienen goma xantica poseen una
estructura mas esponjosa que los demas. Los panes con CMC presentan una buena
estructura aunque mas densa que la de los panes con X por presentar numerosos
alvéolos pequenos. Los panes con carragenato muestran una estructura muy
cerrada, similar a la del pan control; mientras que los que tienen alginato poseen
numerosos alvéolos pequefios, con unos pocos de mayor tamano. Todas las
muestras, excepto aquellas con X y CMC, presentan una depresiéon en su centro,
que es el resultado de una rapida pérdida de agua durante el horneado, con el
consecuente colapso de la estructura interna. La presencia de X y CMC evit6 este
fenémeno, ya sea través de la formacion de una red que refuerce la estructura de la

miga, o evitando la rapida evaporacion de agua.

Figura 2.3. Fotografias de los panes control (sin hidrocoloide), con goma xantica (X),

carboximetilcelulosa (CMC), carragenato (C), y alginato (Al). Barra: 1 cm.
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El porcentaje de area de miga ocupado por alvéolos fue mayor para los panes con
goma xantica (Tabla 2.4). Como se esperaba, las migas con mayor cantidad de
alvéolos por mm? presentaron alvéolos de menor tamafio. Los panes con X y CMC
presentaron menor numero de alvéolos por mm’ en comparacién con el pan
control, mientras que los panes con C y Al mostraron mayor nimero de alvéolos
(de menor tamafio) que el control. Autores como Mezaize y col. (2009) no
observaron diferencias en estos parametros entre panes con X o CMC y el control.
En este trabajo, sin embargo, la incorporaciéon de X y CMC condujo a panes con
migas mas aireadas: presentaron la menor uniformidad (relaciéon de alvéolos
pequefios/grandes), que indica que se estin formando alvéolos de mayor tamafio.
Se ha reportado que el uso de hidrocoloides como la goma xantica y la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en panes libres de gluten produce la formacion
de una estructura en red similar a la estructura de la miga de panes con trigo
(Ahlborn y col., 2005), aunque esto dependera también de las materias primas que
se utilicen.

Los hidrocoloides son también incorporados en los productos panificados con el
fin de mejorar su vida utidl, manteniendo su humedad y retardando el
endurecimiento de la miga (Collar y col., 1999; Gray y BeMiller, 2003; Barcenas y
col,, 2004). La goma xantica disminuy6 la dureza inicial de la miga; el mismo efecto
se observé con la incorporacion de CMC, aunque en menor medida. El alginato no
mostro diferencias en la dureza respecto al pan control, mientras que el C llevé a la
formaciéon de migas mas duras. Como se esperaba, los panes con migas mas
blandas fueron los panes con mayor VE (Tabla 2.4).

La dureza inicial de la miga correlacioné negativamente con la resistencia del batido
(r=-0,94; p<0,05). Este efecto puede estar relacionado con la mayor capacidad de
los batidos mas resistentes para retener el CO, durante la fermentacion,
produciendo migas mas aireadas y, por consiguiente, con menor dureza. La

pendiente de la recta de regresion de la curva resultante de la medicion de la dureza
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a distintos tiempos de almacenamiento (0, 24 y 72 h, 25 °C) indica que la presencia
de X y CMC no sélo disminuy6 la dureza inicial de la miga, sino también la
velocidad de endurecimiento, respecto al control. Este efecto puede estar
relacionado con la capacidad de retenciéon de agua de los hidrocoloides durante el
almacenamiento, ya que se ha informado una relacion inversa entre el contenido de
humedad de la miga y la velocidad de endurecimiento (Rogers y col., 1988).
Ademas, Davidou y col. (1996) informaron que en panes con trigo tanto la dureza
de la miga como la tasa de endurecimiento fueron reducidas mediante el agregado
de hidrocoloides. Ellos propusieron que las gomas modifican la organizaciéon de la
fase amorfa de la miga, inhibiendo la interaccién entre las macromoléculas. Esto es
valido también para los panes libres de gluten.

Respecto al color de la corteza, se observa en la Tabla 2.4 que la luminosidad de los
panes con Al fue similar a la del control, mientras que los panes con X y CMC
presentaron cortezas mas claras. En general, se encuentra en la bibliografia que la
incorporacién de hidrocoloides conduce a cortezas mas claras, tanto en panes de
trigco (Sharadanant y Khan, 2003; Mandala y col., 2007; Shittu y col., 2009) como
libres de gluten (Lazaridou y col., 2007; Mezaize y col., 2009). Esto se deberfa al
efecto de los hidrocoloides sobre la distribucion del agua, que impacta directamente
sobre las reacciones de Maillard y de caramelizacion. Por el contrario, se encontrd
un oscurecimiento de la corteza en los panes con C, resultado que coincide con
publicaciones previas, donde se observé el mismo comportamiento en panes con
trigo (Mandala y col., 2009). No se encuentra elucidado si este efecto se debe a la
interaccion C-agua que modifica la cinética de las reacciones de Maillard o si el
mismo C actia como sustrato -como azucar reductor- de las reacciones de Maillard
o de caramelizacién, entre otras posibilidades.

Al'y CMC aumentaron la componente amatrilla y roja de la corteza.
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3. Proteinas

3.1. Efecto de la incorporaciéon de proteinas sobre las propiedades del
batido

La Figura 2.4 ilustra el cambio de los médulos elastico (G”) y viscoso (G”) de los
batidos con el agregado de huevo en polvo y proteinas de suero en funciéon de la

frecuencia, a una deformacion del 0,1%; y en la Tabla 2.5 se presentan los valores

medios de G’, G” y tan 0 para las formulaciones analizadas, a una frecuencia de 1

Hz.
a) 10 ¢ Control B Huevo A Suero b) 10 ¢ Control M Huevo A Suero
L
gpuum
gyppainaies
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Figura 2.4. Variacién de los médulos dindmicos en funcién de la frecuencia de los batidos control (sin
proteinas), con huevo en polvo y con proteinas de suero de leche eldstico. a) médulo elastico (G), b)

médulo viscoso (G”).

Para todas las muestras con proteinas, G’ fue mayor que G” en todo el rango de
frecuencias analizado, que esta relacionado con un comportamiento sélido-elastico
de los batidos. No se observaron diferencias en el médulo elastico de los batidos
con incorporacion de proteinas en relacion al control. Se ha informado que la
incorporacién de proteinas de lactosuero en panes a base de harina de trigo reduce
el valor de los médulos G” y G”, asociandose este efecto a la interrupcion en la
formacion de la red de gluten (Mirsacedghazi y col., 2008). Sin embargo, el mismo
efecto no se observé en los panes libres de gluten, donde la red continua de

proteina se encuentra ausente. Desde hace algunos afios, en la literatura se asume
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que las proteinas de leche no son apropiadas para reemplazar al gluten, y son
agregadas en los productos de panificacion por sus propiedades nutricionales,
como la presencia de aminoacidos esenciales, o funcionales, como mejoradoras de
las propiedades organolépticas o para retrasar el envejecimiento del pan
(Stathopoulos, 2008). De esta manera, no se esperaba encontrar necesariamente un

aumento significativo de la viscoelasticidad de estos batidos.

Tabla 2.5. Valores de médulos elastico (G’) y viscoso (G”) y de tan 6 a 1 Hz, para las

formulaciones con proteinas.

Formulacion
Control Huevo Suero
G’ (kPa) 4,29% 4,71 3,95
G” (kPa) 0,73 0,91° 0,73
tan O 0,169* 0,193 0,185

*Letras distintas en una misma fila representan diferencias significativas (p<0,05).

3.2. Efecto de la incorporacion de proteinas sobre la calidad del pan

El volumen de pan se vio aumentado por la incorporacién de proteinas (Tabla 2.6),
y esto concuerda con la capacidad espumante que tienen estos aditivos; este
aumento fue mayor para los panes con proteinas de suero. Moore y col. (2004,
2006) también obtuvieron panes de mayor volumen cuando incorporaron
diferentes fuentes proteicas, como leche en polvo, huevo y harina de soja en panes
elaborados a base de harinas de arroz, trigo sarraceno y almidones de maiz y papa.
Otros autores, sin embargo, no encontraron diferencias en el VE en panes a base
de harinas de arroz y maiz, y almidones de papa y maiz tras el agregado de huevo
en polvo o proteinas de suero (Mezaize y col., 2009), mientras que Gallagher y col.
(2003a) observaron una disminuciéon del VE de panes elaborados con almidon de
trigo y harina libre de gluten comercial mediante la incorporacion de proteinas de

Suero.
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Tabla 2.6. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporacién de proteinas.

Formulacion

Control Hwuevo Suero

VE (cm’/g) 1,93" 2,10% 2,20
N° alvéolos/mm’ 1,52 1,03" 1,58"
Tamafio alvéolos (mm?) 3,58" 3,04° 2,57
% Atea de alvéolos 36,1° 31,8 38,6°
Uniformidad 2,82° 2,41 2,70
L* 50,48° 52,21*  49,81°
a* 16,69° 15,75  16,70°
b* 26,88 26,98  26,57"

*Letras distintas en la misma columna corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

En la Figura 2.5 se presentan imagenes representativas de los panes elaborados con
proteinas. El analisis de las imagenes digitales (Tabla 2.6) muestra que el pan con
suero presentd mayor area relativa de alvéolos, que coincide con su mayor VE; por
otro lado, el pan con huevo presenté menor fraccién de area ocupada por alvéolos,
y menor uniformidad. Mezaize y col. (2009) no encontraron diferencias en la

estructura de la miga mediante la incorporacion de estas fuentes de proteinas.

Suero

Figura 2.5. Fotograffas de los panes control (sin proteinas), con incorporacién de huevo en polvo y

proteinas de suero. Barra: 1 cm.

Con respecto al color de la corteza, no se observaron diferencias respecto al control

luego del agregado de las proteinas. Gallagher y col. (2003a) encontraron menores

102



RESULTADOS Y DISCUSION

valores de L* luego de la incorporacion de distintos grupos de proteinas obtenidas
de la leche en panes libres de gluten. Sin embargo, aqui no se encontraron menotres
valores de L* para los panes con huevo o suero, que por otra parte, era lo que se
esperaba debido a la mayor presencia en estos panes de sustratos para que se lleven

a cabo las reacciones de Maillard.

4.  Emulsionantes

4.1. Efecto de la incorporaciéon de emulsionantes sobre las propiedades de
los batidos

Existen en la bibliograffa numerosos trabajos de incorporaciéon de DATEM y SSL a
masas a base de trigo, aunque muy poco se ha llevado a cabo sobre masas libres de
gluten. En la Figura 2.6 se presentan las curvas de G’ y G” en funcién de la

frecuencia para los batidos con emulsionantes.
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Figura 2.6. Variacién de los médulos dindmicos en funcién de la frecuencia de los batidos control (sin
emulsionante), con éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico (DATEM), y estearoil 2-lactilato de

sodio (SSL). a) médulo elastico (G’), b) mddulo viscoso (G”).

Demirkesen y col. (2010) trabajando con masas a base de harina de arroz,
encontraron un aumento en la elasticidad de las masas al incorporar 0,5% de

DATEM vy atribuyeron este comportamiento a la posible interaccién entre el
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emulsionante, favorecida por los grupos hidrofilicos e hidrofébicos que posee, y
otros componentes de la masa de arroz, como el agua o los lipidos.

Sin embargo, en este trabajo, la incorporacién de emulsionantes aument6 los
valores de tan 0 que es indicativo de una menor viscoelasticidad, aunque el SSL lo
hizo en menor medida (p<0,05) (Tabla 2.7). La incorporacién de emulsionantes no

modifico la componente elastica de los batidos con respecto al control (Figura 2.06).

Tabla 2.7. Valores de los moédulos elastico (G’) y viscoso (G”), y de tan & a 1 Hz, para las

formulaciones con emulsionantes.

Formulacion
Control DATEM SSL
G' (kPa) 4,29 4,94 4,78
G'" (kPa) 0,73 0,96 0,87%
tan O 0,169* 0,195 0,182%

DATEM: éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio.

*Letras distintas en una misma fila representan diferencias significativas con p<0,05.

4.2. Efecto de la incorporacion de emulsionantes sobre la calidad del pan
El agregado de emulsionantes tuvo un efecto positivo aumentando el VE de los
panes en relacién al control. Los valores de VE fueron de 1,93; 2,19 y 2,17 cm’/g
para el pan control, con DATEM vy con SSL, respectivamente (Tabla 2.8). Las
diferencias entre los panes con DATEM y SSL no fueron significativas. Los
emulsionantes se utilizan en la panificacién con multiples propdsitos, entre los
cuales se destaca mejorar la retencion de gas, que resulta en mayores volimenes
especificos (Stampfli y Nersten, 1995).

En la Figura 2.7 se muestran imagenes representativas de los panes control y con
emulsionantes. Los parametros que caracterizan la estructura de la miga se resumen
en la Tabla 2.8. El area de la rodaja ocupada por aire oscil6 entre 36,6 y 39,9% para
los panes control y con DATEM (p>0,05), respectivamente, y 43,7% para los panes

con SSL, que mostré diferencias significativas respecto a las otras dos muestras. El
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aire en la miga se distribuy6 entre mayor cantidad de alvéolos de menor tamafio

para los panes con SSL, mostrando mayor valor de uniformidad que el pan control

y con DATEM.

Tabla 2.8. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporacion de emulsionantes.

Formulacion
Control DATEM SSL
VE (cm’/g) 1,93% 2,19° 2,17°
N° alvéolos/mm’ 1,52° 1,71° 1,78
Tamafio alvéolos (mm?) 3,58 3,25° 3,14°
% Area de alvéolos 36,1° 39,9° 43,7°
Uniformidad 2,82° 3,18 3,45"
L* 50,48 54,76 49.15°
a* 16,69 12,53 17,09
b* 26,88 23,56° 25,51°

DATEM: éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio.

*Letras distintas en la misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

La corteza de los panes con DATEM fue diferente respecto al control, presentando
mayores valores de L*, relacionado con una corteza mas clara, y menores valores de

a*, que corresponden a una menor componente roja (Tabla 2.8).

Figura 2.7. Fotografias de los panes control (sin emulsionante) y con incorporacién éster de

monoglicéridos de acido diacetil tartarico (DATEM) y estearoil 2-lactilato de sodio (SSL). Barra: 1 cm.
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5. Enzimas

5.1. Efecto de la incorporacion de enzimas sobre las propiedades de los
batidos

El comportamiento de los médulos elastico y viscoso en funcién de la frecuencia
para los batidos con el agregado de glucosa oxidasa y a-amilasa se presentan en la
Figura 2.8. Autores como Gujral y Rosell (2004a) evaluaron el efecto de la
incorporacion de distintas dosis de glucosa oxidasa en batidos a base de harina de
arroz, y encontraron que tanto el modulo elastico como el moédulo viscoso
aumentaban respecto al control, y este cambio era mayor a medida que la
concentraciéon de GOX se incrementaba. Sin embargo, en la Figura 2.9 se observa

que no hubo diferencias en la elasticidad de los batidos con GOX respecto al

control. En la Tabla 2.9 se muestran los valores de G’, G” y tan d a una frecuencia

de 1 Hz.
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Figura 2.8. Variacién de los médulos dindmicos en funcién de la frecuencia de los batidos control (sin

enzimas), con glucosa oxidasa (GOX) y a-amilasa (Am). a) médulo elastico (G’), b) médulo viscoso (G”).

El propésito de la incorporacion de a-amilasa es lograr la depolimerizaciéon parcial
del almidén presente en la formulacion, en parte durante la fermentacién y en parte
durante el horneado, de modo tal que el proceso de retrogradacién de la

amilopectina durante el almacenamiento del pan se vea reducido. En este trabajo
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no se observaron diferencias significativas en los médulos G’ y G” ni en la tan 6 de

los batidos con a-amilasa respecto al control (p<0,05).

Tabla 2.9. Valores de moédulos elastico (G’) y viscoso (G”) y de tan 6 a 1 Hz, para las

formulaciones con enzimas.

Formulacion
Control GOX Am
G' (kPa) 4,29% 4,06 4,21
G'" (kPa) 0,73 0,67 0,68
tan O 0,169* 0,164" 0,162*

GOX: glucosa oxidasa, Am: a-amilasa.

*Letras distintas en la misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

5.2. Efecto de la incorporaciéon de enzimas sobre la calidad del pan

Gujral y Rosell (2004a) informaron un aumento en el volumen especifico de panes
a base de harina de arroz tras la incorporacion de glucosa oxidasa. Sin embargo, en
la Tabla 2.10 se muestra que el VE de los panes con GOX no fue diferente al del
pan control. Los panes con a-amilasa, por el contrario, si mostraron un mayor VE
(p<0,05). Este efecto puede deberse a la hidrolisis del almidén accesible durante la
fermentacion y la primera etapa del horneado (antes que se produzca la inactivacion
de la enzima y la muerte de las levaduras por las altas temperaturas), que libera
azucares fermentables, disponibles para las levaduras. Resultados similares fueron
informados por Cauvain y Chamberlain (1988) que, trabajando con panes
elaborados a partir de 84 harinas de trigo diferentes, en todos los casos encontraron
un mayor VE mediante el agregado de a-amilasa fungica.

En la Figura 2.9 se muestran las imagenes de los panes control, con glucosa oxidasa
y con a-amilasa. El analisis de imagen arrojé mayor area relativa de alvéolos para
los panes con a-amilasa, y los alvéolos fueron en general pequefios, ya que el valor
de uniformidad (alvéolos pequefios/alvéolos grandes) fue mayor. Estos resultados

se condicen con el mayor VE encontrado para estos panes. La estructura de la miga
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de los panes con GOX no mostré diferencias significativas con respecto al pan

control (p>0,05).

Tabla 2.10. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporacion de enzimas.

Formulacion
Control GOX Am
VE (cm’/g) 1,93 2,08% 2,11°
N° alvéolos/mm’ 1,52° 1,57 1,68
Tamafio alvéolos (mm?) 358" 4.16° 3,75
% Area de alvéolos 36,1° 40,4° 45,3
Uniformidad 2,82 3,20° 3,79
L* 50,48" 50,13 49,56
a* 16,69° 14,41 13,36
b* 26,88" 22.42° 21,48

GOX: glucosa oxidasa, Am: a-amilasa.

*Letras distintas en la misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

La luminosidad de la corteza, dada por el valor de L* no se vio modificada
mediante la incorporacion de las enzimas (Tabla 2.10). La presencia de GOX llevé
a cortezas con una menor componente roja, y esta disminuyé aun mads tras la
incorporacién de a-amilasa. Ambas enzimas provocaron un menor valor de b*, que

se corresponde con una caida en la componente amarilla.

e 5¥ Control

Figura 2.9. Fotograffas de los panes control (sin enzimas) y con incorporaciéon de glucosa oxidasa (GOX)

y a-amilasa (Am). Barra: 1 cm.
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Los resultados del presente Capitulo muestran que la incorporaciéon de
hidrocoloides llevé a la obtencién de panes con mejores propiedades tecnologicas
que el pan control, y que estas diferencias se debieron en parte a la modificaciéon de
la consistencia del batido, dada por una mayor resistencia a la extrusién. Aunque se
obtuvieron diferencias respecto al pan control mediante el agregado de proteinas,
emulsionantes y enzimas, el efecto logrado no fue suficiente de acuerdo a lo que se
esperaba; ademas, el comportamiento de los batidos no se vio alterado.

En lo que concierne a panes libres de gluten, ya se mencioné que se ha estudiado
intensivamente la incorporaciéon de aditivos, y se puede analizar una vasta
bibliografia al respecto. En general, las materias primas comunmente utilizadas en
la elaboracién de estos panes tienen una mayor absorcion de agua en relaciéon a la
harina de trigo, que lleva a la incorporaciéon de altas cantidades de agua en su
formulaciéon. Por este hecho, es muy conveniente la incorporaciéon de algun
hidrocoloide que controle las propiedades reoldgicas de las masas. De esta manera,
cuando en la bibliografia se informa la evaluaciéon de la calidad de panes libres de
gluten con alto contenido de agua (generalmente mayores a 120%, base harina), y
en estos sistemas se evalua el efecto de distintos aditivos, la formulacion base
siempre incluye algin hidrocoloide (Mootre y col., 2004; Lazaridou y col., 2007,
Mezaize y col., 2009; Demirkesen y col., 2010). Otros investigadores que estudiaron
el efecto de aditivos (distintos a los hidrocoloides) como la glucosa oxidasa (Gujral
y Rosell, 2004a), transglutaminasa (Marco y Rosell, 2008b), proteinas de leche
(Gallagher y col., 2003a,b), proteasas (Renzetti y Arendt, 2009a,b), y no incluyeron
hidrocoloides en la formulacion base, utilizaron cantidades de agua notablemente
menores (menores a 95%). En el presente Capitulo se utiliz6 una elevada cantidad
de agua (158%), que podria enmascarar el efecto de los aditivos evaluados, ya que,
como se menciond, los objetivos que se perseguian con su incorporacion no fueron

alcanzados, a excepcién de las formulaciones que contenfan hidrocoloides.
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Por esto, se procedié al desarrollo de una nueva formulacién donde la
incorporacién de agua fuera menor, a fin de reevaluar el efecto de estos aditivos.

Este tema se abordara en la siguiente Seccion.
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Segunda Seccion

Propiedades de las masas y calidad de los
Danes libres de gluten con bajo contenido de

agna
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Para seguir con este estudio, se optimizé una nueva formulacién con materias
primas diferentes que permitieron el desarrollo de un pan con un volumen y una
estructura de miga aceptables agregando una cantidad de agua notablemente
menot.

En primera instancia, se disminuy6 la cantidad de harina de maiz incorporada -ya
que esta presentaba una alta capacidad de absorcién de agua- y se sustituyo en parte
por harina de arroz, agregaindose un 60% de agua (base harina). Al mismo tiempo,
la harina de soja inactiva fue reemplazada por harina activa, ya que en trabajos
previos se habia reportado que el uso de harina sin calentar en el desarrollo de
panes libres de gluten otorgaba mejores caracteristicas en relacién a la harina
inactiva (Ribotta y col., 2004). Asi se obtuvo el pan ilustrado en la Figura 1a, que
mostré un volumen bajo y una miga muy compacta. Se incorpord entonces como
nuevo ingrediente el almidén de mandioca, siguiendo la linea de trabajos previos
(Ribotta y col., 2004). Se trabajé con harina de arroz, almidén de mandioca, harina
de maiz, harina de soja activa y 80% de agua. Como se observa en la Figura 1b, se
obtuvo un pan de mejores propiedades, aunque su alveolado resulté muy abierto.
Al suprimirse por completo la harina de maiz se logré obtener un pan con sélo
05% de agua (Figura 1c) con buenas caracteristicas. En la Figura 2 se presentan las
imagenes del mismo pan obtenido con harina de arroz, almidén de mandioca y
harina de soja activa, con un 65% de agua (Figura 1c), donde se incorporo leudante
quimico, y se probaron dos métodos de fermentaciéon diferentes: fermentacion
directa (60 min de fermentacion en molde) (Figura 2a), y fermentacion doble (dos
procesos de fermentaciéon de 30 min, el segundo en molde) (Figura 2b). Se
obtuvieron mejores resultados con el proceso de doble fermentaciéon, como se
evidencia en la Figura 2. Este pan se seleccioné como pan base, y sobre €l se probo

el efecto de los diferentes aditivos (Capitulo 4).
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Figura 1. Sustituciéon de la harina de mafz por almidén de mandioca y la concomitante reduccién de la

cantidad de agua utilizada (Véase texto). Barra: 1 cm.

Figura 2. El pan obtenido en la Figura 1c fue sometido a dos procesos diferentes de fermentacion.

a) Fermentacién simple; b) fermentacién doble. Barra: 1 cm.

De la Figura 1 se desprende que la harina de soja activa no ejercié un efecto
beneficioso neto sobre la calidad de panes a base de harina de arroz, resultado que
coincide con los obtenidos por Ribotta y col. (2004). El efecto positivo de la harina
de soja activa fue evidente recién cuando se incorpord el almidén de mandioca. A
partir de estos resultados, se probaron preliminarmente tanto la harina de soja
activa como inactiva para la panificaciéon, junto a dos almidones distintos: almidén
de mandioca y almidén de maiz. Se obtuvieron mejores resultados con la mezcla
almidon de mandioca-harina de soja activa, por lo que se presumié que existe
alguna interacciéon diferencial entre ambos componentes. Este estudio sera

expuesto en el Capitulo 3.
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Capitulo 3

Estudio del sisterna

almidon-harina de soja
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Para la evaluacion de las interacciones entre los almidones de mandioca y de maiz
con la harina de soja, se utilizaron, en términos generales, 4 sistemas: almidon de
mandioca/harina de soja activa (Md/HSA), almidén de mandioca/harina de soja
inactiva (Md/HSI), almidén de maiz/hatina de soja activa (Maiz/HSA), y almidén

de maiz/harina de soja inactiva (Maiz/HSI).
1. Composicion centesimal de las materias primas empleadas

En la Tabla 3.1 se resume la composicion centesimal de las materias primas

utilizadas en el estudio del sistema almid6n/harina de soja.

Tabla 3.1. Composicién centesimal de las materias primas empleadas en la elaboracion de

sistemas almidén/harina de soja.

Almidon de Almidon

mandioca de maiz Iz st e
Proteinas (%) 0,24 0,45 36,41 36,70
Cenizas (%) 0,09 0,01 4,72 4,50
Lipidos (%0) 0,01 0,02 19,80 22,10
Fibra cruda (%) 0,21 0,41 2,83 2,30
Humedad (%) 12,87 10,41 5,98 4,50
Carbohidratos (%) 86,59 88,69 30,26 29,90

HSA: harina de soja activa; HSI: harina de soja inactiva.

2. Efecto de la harina de soja sobre la interacciéon de los
almidones con el agua

En primera instancia, se evalué la capacidad de las mezclas almidon/soja para
interaccionar con el agua. Para ello, se determiné la capacidad de absorber agua y la

sinéresis de los almidones y/o harinas y sus mezclas con un 65% de agua (Figura

3.1).
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Figura 3.1. Valores absorcion de agua (a) y sinéresis (b) para las muestras en estudio.

HSA: harina de soja activa, HSI: harina de soja inactiva.

*Letras distintas corresponden a diferencias significativas (p<0,05).

La diferencia en la capacidad de absorcion de agua de ambos almidones (mandioca
y maiz) fue despreciable. Las harinas de soja, por otra parte, absorbieron mayor
cantidad de agua que los almidones, y la HSA absorbié cantidades
significativamente mayores que la HSI. El proceso de inactivacion de la harina de
soja conlleva la desnaturalizacién y el consecuente desplegamiento de las proteinas,
mientras que se asume que las proteinas de la harina activa se encuentran
principalmente en estado nativo. Los polipéptidos desplegados expondrian grupos
hidrofébicos que, de otra manera, estarfan empacados en el interior de la proteina.
En un medio acuoso, estas proteinas forman agregados y absorben menor cantidad
de agua que las que se encuentran en estado nativo, que presentan alta afinidad por
el agua.

La incorporacién de harina de soja activa a los almidones tuvo un impacto diferente
de acuerdo al almidon del que se tratara. Asi, la absorcién de agua se vio aumentada
cuando se incorpord al almidén de maiz, y no se modificé cuando se agregd al de
mandioca. La incorporacion de HSI aument6 la absorcion de agua de ambos
almidones. Se sabe que los almidones poseen moléculas asociadas a su superficie,
como lipidos y proteinas, y que éstas le otorgan mayor o menor hidrofobicidad,

dependiendo de su naturaleza quimica. Las proteinas de la soja activa, que se
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encuentran mayormente plegadas, exponen en su superficie grupos hidroxilo que se
atraen con los componentes hidrofilicos de la superficie del granulo de almidon.
Asi, parte de la proteina de soja formara puentes de hidrégeno con el agua, y parte
con el almidén. En los resultados expuestos en la Figura 3.1 se observa que la
mezcla mandioca/HSA no absorbié mis agua con respecto al almidén de
mandioca cuando se encuentra solo. Esto podria indicar que los componentes de
superficie del granulo de mandioca son predominantemente de caracter hidrofilico,
estableciéndose una interaccion proteina-almidén, que dificulte la absorcién de
agua por parte del almidon y de la proteina de soja.

La sinéresis fue mayor para las harinas de soja que para los almidones, y fue mayor
para la harina de soja inactiva. A su vez, la menor sinéresis fue mostrada por las
mezclas almidon de maiz/harina de soja activa, seguida por el almidéon de
maiz/harina de soja inactiva y el almidén de mandioca, sin encontrarse diferencias
significativas entre las dos dultimas (Figura 3.1). El almidéon de maiz y la
mandioca/harina activa presentaron valotes intermedios.

Se encontré una correlacion positiva entre la sinéresis y la capacidad de absorcion
de agua (r=0,94; p<0,05), lo que indica que mientras mayor cantidad de agua es
absorbida por la muestra, hay mas agua disponible para ser potencialmente liberada

durante la centrifugacion.

3. Calorimetria diferencial de barrido

A fin de evaluar el comportamiento térmico de las mezclas almidon/hatina de soja,
se utilizaron en total 4 harinas de soja: harina de soja activa entera, harina de soja
activa deslipidizada, harina de soja inactiva entera y harina de soja inactiva
deslipidizada. Cada harina fue combinada con los dos almidones, quedando
definidas asi 8 muestras. El objetivo fue evaluar si los lipidos -que constituyen
alrededor del 20% de la harina de soja- ejercian algun efecto sobre las propiedades

calorimétricas de las mezclas almidon/harina de soja.
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3.1. Gelatinizaciéon

El proceso de gelatinizacion del almidon es afectado por numerosos factores, como
el contenido de agua, la presencia de lipidos, azuicares, sales y otras moléculas, la
temperatura, las condiciones de procesamiento de la materia prima, entre otros. En
la Tabla 3.2 se presentan los parametros de gelatinizacion para los almidones y las
mezclas almidon/harina de soja. Los parametros de gelatinizacion del almidén de
mandioca estuvieron de acuerdo a los encontrados por otros autores (Moorthy,
2002; Nwokocha y col., 2009), y lo mismo ocurri6é para el almidéon de maiz (Li y
col.,, 2007; Ribotta y col., 2007).

La presencia de la harina de soja produjo un corrimiento de la endoterma de ambos
almidones hacia temperaturas mas altas. Este cambio se deberfa a la interaccion
entre las proteinas y el material lixiviado del granulo durante la gelatinizacién y/o
entre las proteinas y los componentes de la superficie del granulo (Ribotta y col,,
2007), asi como a una menor disponibilidad de agua para el proceso de
gelatinizacién. La harina de soja deslipidizada produjo un corrimiento del pico de
gelatinizaciéon del almidéon de mandioca hacia mayores temperaturas en
comparaciéon con la harina entera. Como se vera mas adelante, los granulos del
almidon de mandioca pierden en mayor grado su estructura durante la
gelatinizacién en comparacion con los granulos del maiz. De esta manera, las
cadenas de almidon desplegadas se encuentran disponibles en mayor medida para
su interaccion con el material exégeno. Sumado a este hecho, la harina deslipidizada
tiene en proporciéon mayor cantidad de proteinas que pueden interaccionar con el
granulo o con el agua (hidrofilicas). Estas interacciones pueden ser las responsables
del aumento de la temperatura de gelatinizacién del almidon.

La entalpia de gelatinizaciéon del almidén de mandioca fue disminuida por la
incorporacion de harina de soja activa e inactiva; mientras que el almidon de maiz
fue afectado unicamente por la harina de soja inactiva. En la literatura existen

opiniones contrapuestas acerca del efecto de la disponibilidad de agua sobre la
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entalpia de gelatinizacion del almidén. Asi, Li y col. (2007) argumentaron que el
agregado de concentrado proteico de soja restringfa el hinchamiento vy
gelatinizacion del almidén de maiz tal vez debido a la reduccién de la cantidad de
agua disponible, aumentando la energia necesaria para la transicion (mayores
valores de AH). Siguiendo la misma linea, Garcia y col. (1996), informaron que
mayores cantidades de agua llevan a menores entalpias de gelatinizacion, y
fundamentaron que la entalpia medida representa el balance entre la fusién
endotérmica (desorganizaciéon de las doble hélices y de los arreglos que éstas
forman) y efectos exotérmicos, como la hidrataciéon. No obstante, Donovan (1979);
Biliaderis y col. (1980); Eliasson (1980); Miinzing (1991); Rolée y Le Meste (1999)
sugirieron que la entalpia de transicion disminuye a medida que se reduce la
disponibilidad de agua, de acuerdo a los resultados aqui expuestos. Esto podria
deberse a restricciones en el grado de desordenamiento molecular de las cadenas de

almidon, que lleva a menores valores de entalpfa.

3.2. Retrogradacion

La presencia de harina de soja tuvo diferentes efectos sobre la retrogradacion de la
amilopectina, de acuerdo al tipo de harina y de almidon. Asi, la harina de soja activa
disminuy6 significativamente (en un 80%) la entalpia de retrogradacion del almidén
de mandioca y, en menor medida, la del maiz (en un 50%). Por el contrario, la
harina inactiva aumenté este parametro para el almidéon de mandioca, y no lo
modifico para el almidén de maiz. Mediante el uso de microscopia de fluorescencia,
Ribotta y Rosell (2010) mostraron que durante la gelatinizacion el almidén de
mandioca pierde casi completamente su estructura granular, y que presenta una fase
dispersa formada por una dispersion de polimeros (amilosa/amilopectina); mientras
que el almidén de maiz consta de una matriz constituida por granulos hinchados
comprimidos unos contra otros. Por este motivo, las proteinas de la HSA pueden

interactuar con mayor facilidad con el almidén de mandioca durante el proceso de
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gelatinizacién, que ocurre a temperaturas inferiores a la de desnaturalizacion de las
proteinas de soja (=85 °C, datos no mostrados). Esta interaccién explicaria la
menor retrogradacion de la amilopectina durante el almacenamiento a 4 °C. Por
otro lado, las proteinas presentes en la harina de soja inactiva interaccionan
intimamente entre si, lo que dificulta la interacciéon proteina-almidén. Bajo estas
condiciones, su efecto sobre la recristalinizacién de la amilopectina serfa menor en
comparaciéon con el de la HSA. Estas observaciones estan de acuerdo con los

valores de setback encontrados en los ensayos de RVA.

Tabla 3.2. Parametros de gelatinizacion y retrogradacion para las diferentes mezclas

almidén/hatina de soja estudiadas.

Gelatinizacion Retrogradacion
Muestra AH (/g AH (/g
To (°C) Tp (°C) To (°C) Tp (°C)
almidoén) almidoén)
Mandioca 11,72% 58,37 64,81° 3,46° 40,64" 58,27

Mandioca/HSA 10,18 59,91* 66,83 0,69° 4520°  57,51¢
Mandioca/HSA-d  10,29¢ 60,46° 68,29 0,56 46,24°  59,15¢

Mandioca/HSI 10,64 60,27° 67,19 4,581 42.49" 5416
Mandioca/HSI-d 10,51 62,46° 69,174 4,534 4258>  5449"
Maiz 9,66 64,19° 69,89° 4,349 4252® 57584
Maiz/HSA 8,08" 66,66° 71,841 2,54° 4299 56,84
Maiz/HSA-d 9,11 67,62 72,82f 2,97 4323" 57,26
Maiz/HSI 7,90 66,90° 72,041 4,614 4283 5373
Maiz/HSI-d 7,99 67,94¢ 73,001 4459 43,78" 55,06

To: temperatura de inicio de gelatinizacién; Tp: temperatura de pico de gelatinizacién; AH: entalpfa de
gelatinizacion.
HSA: harina de soja activa, HSA-d: harina de soja activa deslipidizada, HSI: harina de soja inactiva, HSI-d:

harina de soja inactiva deslipidizada.

* Letras distintas en una misma columna corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).
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A partir de la Tabla 3.2 se deduce que la presencia de lipidos no afectd la
retrogradacion de la amilopectina. De acuerdo con estos resultados, Eliasson y
Ljunger (1988) encontraron que, al estudiar el efecto de distintos lipidos como el
bromuro de cetiltrimetilamonio, monoglicéridos saturados e insaturados, la lecitina
y el aceite de soja, sobre la retrogradacion de la amilopectina, el mayor efecto a la
hora de disminuir la retrogradaciéon fue logrado mediante la incorporacion del
bromuro de cetiltrimetilamonio seguido por la lecitina, mientras que el aceite de

soja no presento diferencias significativas respecto al control.

4.  Propiedades de pasting

A partir de la curva de viscosidad en funcién del tiempo registrada mediante el uso
del RVA (Rapid Visco Analyser), aplicando un programa de calentamiento, se
obtienen una serie de parametros (temperatura de pasta, viscosidad de pico,
breakdown, sethack y viscosidad final) que son indicativos de las propiedades fisicas
del almidon, y que estan intimamente asociados con sus caracteristicas quimicas
(relacion amilosa/amilopectina y componentes asociados al granulo -lipidos y
proteinas-, entre otros).

Wickramasinghe y col. (2009) hallaron temperaturas de pasta para el almidon de
mandioca similares a las que se presentan en este trabajo (Tabla 3.3), aunque
encontraron menor viscosidad de pico. Sriroth y col. (1999) informaron diferencias
en las propiedades de pasting de los almidones de mandioca al comparar diferentes
cultivares y tiempos de cosecha. Esto podria explicar las diferencias que se
encuentran en la bibliografia en las propiedades de pasting del almidén de mandioca
(Creda y Wosiacki, 1985; Nwokocha y col., 2009).

Los parametros de pasting del almidén de maiz estan de acuerdo con los informados
por otros autores (Sandhu y Singh, 2007; Sandhu y col., 2008), aunque estos
parametros son muy variables dependiendo de las condiciones de ensayo y la

variedad de maiz utilizada.
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Como se resume en la Tabla 3.3, el almidéon de mandioca presenté mayor
viscosidad de pico que el almidon de maiz, mientras que este ultimo presento
mayor temperatura de pasta y viscosidad final. L.a mayor viscosidad de pico esta
relacionada con la capacidad de absorber agua que, a su vez, depende del
empaquetamiento de los cristales de amilopectina y/o de las interacciones entre los
componentes de la fase amorfa. La baja temperatura de pasta y el rapido aumento
de la viscosidad durante el calentamiento de la mandioca son el resultado de una
estructura mas débil del granulo y mejores propiedades para absorber agua en
comparaciéon con el almidén de maiz. Existe una correlaciéon aparente entre el
patrén de hinchamiento de los granulos de almidon, la resistencia a la cizalla (corte)
y al contenido de lipidos y proteinas del almidén. Asi, los almidones que se hinchan
rapidamente durante el calentamiento tienden a ser mas sensibles a la cizalla y
contienen menos lipidos y proteinas que los almidones que muestran un
hinchamiento mas controlado (Debet y Gidley, 2000).

El breakdown esta relacionado con la capacidad del almidén para soportar el
calentamiento y el esfuerzo de corte, por lo que se trata de un factor importante en
numerosos procesos industriales. Usualmente, altos valores de breakdown estan
asociados a altas viscosidades de pico (Ragaece y Abdel-Aal, 2006). Asi, en este
trabajo se encontr6 una correlacion significativa entre el breakdown y la viscosidad
de pico (t=0,96; p<0,05) y la temperatura de pico (r= -0,83; p<0,05), lo que
corrobora que el almidén que se hincha mas rapidamente, se rompe con mayor
tacilidad, y mayor viscosidad imparte al sistema.

Las proteinas exdgenas al almidon pueden afectar el proceso de gelatinizacion de
diferentes maneras dependiendo de su capacidad de retener agua o de interactuar
con el almidéon o la superficie de los granulos (Ribotta y Rosell, 2010). La
incorporacién de harina de soja tuvo un efecto dramatico sobre el comportamiento
de ambos almidones, aunque principalmente sobre el de mandioca. En primera

instancia, se presenté una disminucion en la viscosidad de pico que se debe, en
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parte, a un efecto de dilucién del almidon. Sin embargo, para ambos almidones, la
presencia de harina activa causé una disminucion mds marcada que la harina
inactiva. En la Tabla 3.3 se muestra que la viscosidad de pico fue reducida en un
00,9% por la presencia de harina activa, mientras que fue solo del 9,8% para la
harina inactiva. Paralelamente, este mismo parametro para el almidén de maiz se
vio reducido en un 39,3% por la harina activa, y en un 14,1% por la inactiva.
Siguiendo la misma tendencia, el breakdown de la mandioca se redujo en un 61,2% y
un 13,1% mediante la incorporacién de harina de soja activa e inactiva,
respectivamente; mientras que para el maiz, estas reducciones fueron de 23,8% vy
12,6%. Los porcentajes de reduccion de estos parametros para ambos almidones
mediante la incorporacién de la HSI coinciden casi exactamente con la dilucion del
almidén (90% de almidén + 10% de harina de soja).

Por dltimo, el setback de la mandioca disminuyé un 65,4% y un 26,9% mediante el
agregado de harina de soja activa e inactiva, respectivamente. Contrariamente, el
sethack del almidén de maiz aumenté por la incorporacion de la harina de soja.

Las harinas deslipidizadas, en modo general produjeron reducciones aun mayores
en estos parametros en comparacion con las harinas enteras, y esto podria deberse
a la mayor proporcion de proteinas que tienen las harinas deslipidizadas.

A modo de resumen, el almidén de mandioca presentd una estructura granular mas
débil, exponiendo en mayor medida las cadenas de amilosa/amilopectina que
aumentan la superficie para la interacciéon con las proteinas exdgenas. Ademas,
como ya se menciond, las proteinas en la harina de soja inactiva se suponen en
estado desplegado, aumentando la interaccién proteina-proteina; mientras que la
mayoria de las proteinas de la harina activa se encontraria en estado nativo, siendo

capaz de interactuar con el almidon.
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Tabla 3.3. Propiedades de pasting de las diferentes mezclas analizadas.

Muestra Tp °C) VP VF Breakdown Setback
(BU) (BU) (BU) (BU)
Mandioca 67,8  4279" 23758 2834’ 92,6°
Mandioca/HSA 68,6  167,5° 88,9" 110,3f 31,6"
Mandioca/HSA-d ~ 69,1° 165,9¢ 80,8" 113,8° 28,7°
Mandioca/HSI 68,3% 386,18 207,7° 246,2" 67,8"
Mandioca/HSI-d  68,6™ 366,00 198,0° 232,28 64,2
Maiz 76,8 2328  247,6" 76,5 91,2%
Maiz/HSA 76,7° 141,3>  188,6° 49 3" 96,5
Maiz/HSA-d 76,3° 133,3*  176,4° 34,3 77 .4°
Maiz/HSI 76,3° 199,9¢  216,3 87,9 104,2"
Maiz/HSI-d 76,8° 196,94  2182" 63,0° 84,3

Tp: temperatura de pasta; VP: viscosidad de pico; VF: viscosidad final; BD: breakdown; SB: setback.
HSA: harina de soja activa, HSA-d: harina de soja activa deslipidizada, HSI: harina de soja inactiva, HSI-d:

harina de soja inactiva deslipidizada.

*Letras distintas en una misma columna corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

5.  Difractometria de Rayos X (DRX)

Los datos hasta aqui recopilados indican que la proteina de soja interacciona con el
almidén de mandioca durante la gelatinizacion, y que esta interaccion dificulta y/o
demora la recristalinizacion de la amilopectina. A fin de corroborar este hallazgo, se
realizd espectrometria de difracciéon de rayos X para evaluar la formacion de
cristales durante la retrogradacion de la amilopectina. La Figura 3.2 muestra los
difractogramas de las mezclas almidon/harina de soja gelatinizadas y luego
almacenadas por 7 dfas a 4 °C. Todas las muestras presentaron picos caracteristicos
de la estructura tipo B (14°, 15°, 17°, 20°, 22°, 24°, 26°, las muestras con mandioca
presentaron también un pico a 5°), tipica del almidén retrogradado (Eliasson y
Gudmundsson, 1996), aunque la intensidad de estos picos varié de una muestra a
otra.

Para las muestras con almidén de mandioca, se observa una drastica disminucion
en la cristalinidad mediante la incorporacion de HSA, lo que demuestra que,

efectivamente, ésta interfirid6 durante el proceso de recristalinizacion de la
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amilopectina. Por otra parte, la mezcla Md/HSI presenté un petfil similar al del
almidon de mandioca. Para las muestras con almidén de maiz se observa la misma
tendencia, con una reduccion de la cristalinidad causada por el agregado de la HSA,

aunque este efecto fue menos marcado que cuando se incorpor6 al almidén de

mandioca.
Md Maiz
Md-HSA Maiz-HSA
Md-HSI
Maiz-HSI
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
0 0

Figura 3.2. Difractogramas de rayos X para las mezclas almidon/harina de soja gelatinizadas y con 7 dias
de almacenamiento (4 °C).

Md: mandioca, HSA: harina de soja activa, HSI: harina de soja inactiva

Corroborando estas observaciones, en la Tabla 3.4 se muestra que la fase cristalina
formada durante la retrogradacién fue notablemente reducida mediante la
incorporaciéon de harina de soja activa, y este efecto fue evidente para ambos
almidones. Sin embargo, fue mas marcado en la mezcla almidén de
mandioca/harina de soja activa. Este resultado coincide con los resultados de
sethack y DSC que demuestran una reduccion evidente en la retrogradacion del

almidon de mandioca mediante la incorporacion de harina de soja activa.
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Tabla 3.4. Areas relativas de las fases amorfa y cristalina para las mezclas almidén/harina de soja

gelatinizadas y con 7 dias de almacenamiento (4

°Q).

Area relativa (%)

Muestra Amorfa Cristalina
Mandioca 74,57 25,43
Mandioca/HSA 88,41 11,59
Mandioca/HSI 74,92 25,08
Maiz 76,29 2371
Maiz/HSA 78,62 21,38
Maiz/HSI 74,55 25.45

HSA: harina de soja activa, HSI: harina de soja inactiva

6. Reometria

La Figura 3.3 ilustra el cambio de los moédulos elastico (G’) y viscoso (G”) en

funcién de la frecuencia para mezclas almidon/harina de soja (los almidones solos,

sin la presencia de harina de soja, no pudieron medirse debido a la rapida

separacion de fases). Ambos moddulos fueron dependientes de la frecuencia; las

muestras presentaron un comportamiento reoloégico correspondiente a una

solucion concentrada (gel débil), donde se observé una tendencia a un cruce de los

modulos dinamicos a bajas frecuencias, con mayores valores de G” a menores

frecuencias y un aumento en G’ a frecuencias mayores.

a)  ®HSAG OHSAG" ®HSIG' OHSIG" ||b) ®HSAG' ©HSAG" ®HSIG' ©HSIG"
1000 1000
100 g”“””’” < 100 3§§83”””‘*‘
w 000 o & g QY000 00000
S ’98 000000 g $388888%%¢8888¢
o 3.0000””” o 1
<& |-
- 2830000000000 )
Q 1 8 1
0,1 T T T 1 0’1 } . — T . — T . — T
0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

Figura 3.3. Variacién de los médulos elastico y viscoso (G y G”, respectivamente). Masas a base de

almidén de mandioca (a), y almidon de maiz (b).

HSA: harina de soja activa, HSI: harina de soja inactiva
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En la Tabla 3.5 se presentan los valores de G°, G” y tan § a una frecuencia de 1 Hz
para las mezclas en estudio. Para la mezcla Md/HSA, la diferencia en los valores de
ambos moédulos fue mas pequefia, por lo que la tan 0 fue mayor. Otros autores, al
trabajar con masa de bizcochuelo a base de diferentes almidones con incorporacion
de proteina de soja y gluten en distintas proporciones, encontraron que la presencia
de proteinas, especialmente de soja, disminufa significativamente la tan O del

sistema (Ronda y col., 2011).

Tabla 3.5. Valores de G°, G” y tan 8 (1 Hz) pata las muestras en estudio.

Muestra G (kPa) G” (kPa) tan
Mandioca/HSA 5,9% 2.1° 0,355¢
Mandioca/HSI 200,3" 50,8° 0,254°
Maiz/HSA 158 5 28.4° 0,183"
Maiz/HSI 224.0° 55,6° 0,251°

HSA: harina de soja activa, HSI: harina de soja inactiva.

* Letras diferentes en una misma columna corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

Para las mezclas a base de almidén de mandioca, los valores de tan O fueron
mayores cuando se incorpord harina de soja activa, mientras que para el almidon de
maiz, tan O fue mayor cuando se agregd harina de soja inactiva; el efecto de la
harina de soja activa sobre las propiedades reologicas de los almidones fue
totalmente dependiente de la naturaleza del almidén.

Se ha postulado que diferentes almidones interactuarian con proteinas exdgenas a
través de proteinas asociadas al granulo (Ryan y Brewer, 2007). Las proteinas
asociadas a la superficie del granulo de almidén son aquellas que se encuentran
naturalmente sobre la superficie o formando parte integral del granulo de almidon.
Son distintas a las proteinas de reserva del grano o tubérculo, y se trata
principalmente de enzimas que participan en la sintesis del almiddn, y tienen un

peso molecular entre 5 y 149 kDa (Baldwin, 2001). La presencia de estas proteinas
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ha sido identificada en almidones de diversas fuentes botanicas, como trigo, cebada,
maiz, arroz, mijo, papa y mandioca, entre otras (Yoshino y col., 2005).

Ryan y Brewer (2007) evaluaron la asociacién entre las proteinas de soja y el
almidon de trigo mediante estudios de adsorcion y desorcidn, y encontraron que las
proteinas asociadas al almidén afectarfan la unién de las proteinas agregadas
(ex6genas) a la superficie del granulo, y concluyeron que las proteinas nativas del
almidon atraen y retienen a las proteinas agregadas en intima asociaciéon con el
granulo.

Aunque se sabe que las proteinas asociadas al granulo de almidén, presentes en
pequefias cantidades (0,25-0,6% para almidones de cereales y 0,1% para el almidén
de mandioca) afectan desproporcionadamente las propiedades fisicas del almidon,
han sido poco estudiadas a excepcion de las que se encuentran en el almidon de
trigo. Se sabe ademas que su naturaleza quimica y, por ende, las propiedades que le
otorgan al almidén, es muy variable de acuerdo a su origen botanico.

Es muy probable que las proteinas asociadas a los granulos de mandioca y de maiz
tengan una estructura diferente, impartiendo al almidon distinta capacidad para
interactuar con las proteinas de soja. Debe tenerse en cuenta ademas, que las
proteinas desnaturalizadas de la soja tienen un caracter mas hidrofébico con
respecto a las proteinas nativas. Esto lleva a pensar que la relacion almidon-
proteina ex6gena mediada a través de las proteinas asociadas al granulo es
altamente dependiente de la estructura de ambas proteinas.

Este ensayo demuestra que las proteinas de soja y el almidén de mandioca no soélo
interaccionan durante la gelatinizacion del almidon, cuando se despliegan las
cadenas de amilosa/amilopectina, sino también en condiciones donde el almidén se

encuentra en estado nativo.
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7.  Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)

A fin de estudiar el grado de interaccion entre el almidon y las proteinas presentes
en la harina de soja, se realizaron las mezclas almidon/harina de soja y luego se
llevé a cabo la extracciéon de las proteinas con solucién tampon (pH 6,9) para
determinar la existencia de una afinidad diferencial entre los distintos tipos de
proteinas (nativa o desnaturalizada) y de almidon (mandioca o maiz).

Se sabe que la presencia de lipidos afecta las propiedades de las proteinas presentes
en la masa a la hora de elaborar productos panificados (Chung y col., 1981). Para
evaluar el efecto de los lipidos presentes en la harina de soja sobre la interaccion
almidén/proteina, se consideraron dos tipos de muestras para el analisis de HPLC:
1) mezclas almidon/soja activa o inactiva enteras, liofilizadas y luego deslipidizadas
con n-hexano antes de llevar a cabo la extraccién de proteinas, y 2) mezclas
almidén/harina de soja activa o inactiva previamente deslipidizadas con n-hexano,
y luego liofilizadas.

La Figura 3.4 muestra los cromatogramas tipicos para las muestras analizadas. El
tiempo de eluciéon del primer pico fue alrededor de 13 min. Este tiempo es
notablemente mayor al encontrado por Maforimbo y col. (2006), que realizaron una
extraccion de proteinas a partir de harina de soja entera y activa, con una solucién
tampoén de fosfato pH 6,9 con 0,5% de SDS, y las fraccionaron utitilizando HPLC
de exclusiéon molecular. Estos autores encontraron un tiempo de retencion de =3
min; esta diferencia se atribuye a la presencia de SDS en la soluciéon tampén, que
facilita la extracciéon de las proteinas de mayor tamafio molecular, que eluyen a
tiempos mas cortos que las de menor tamafio.

A partir de los cromatogramas se observa a simple vista que, como se esperaba, las
muestras que contenfan harina de soja inactiva presentaron menor solubilidad de
proteinas en solucion tampoén de fosfato (pH 6,9) debido a la desnaturalizacion,

agregacion e insolubilizacion de proteinas durante el proceso de inactivacion. Otro
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hecho evidente es que la presencia de lipidos durante la preparacion de las mezclas
disminuy6 la cantidad de proteinas extraidas.

No se observaron diferencias en los perfiles de los cromatogramas obtenidos, por
lo que en caso de existir una interacciéon quimica y/o fisica entre las proteinas

nativas de la soja y el almidon de mandioca, éstas no se vieron manifiestas mediante

el empleo de esta técnica.
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Figura 3.4. Cromatogramas obtenidos por HPLC-SE para las proteinas extraldas de las muestras bajo
estudio. Md: almidon de mandioca, HSA: harina de soja activa, HSA-d: harina de soja activa deslipidizada,

HSI: harina de soja inactiva, HSI-d: harina de soja inactiva deslipidizada.

En la Figura 3.5 se presentan las areas totales correspondientes a las proteinas
extraidas de las mezclas almidén/harina de soja. Corroborando lo que ya se expuso,
las proteinas de la harina inactiva y sus mezclas con ambos almidones fueron
extraidas en menor proporcién que las de la harina activa y sus mezclas; y la
extraccion total fue mayor cuando se empled harina de soja deslipidizada. Esto
puede deberse a la mayor proporcién de proteinas que presentan estas harinas en

relaciéon a las harinas enteras; ademas, es posible que la presencia de lipidos
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aumente las interacciones hidrofébicas proteina-lipido, disminuyendo la solubilidad
de las proteinas. Este comportamiento fue facilmente reconocible para las mezclas
que tenfan HSA, aunque la HSI deslipidizada presenté una menor cantidad de
proteinas extraibles en relacion a las mezclas almidén/HSI. Durante la elaboracion
de las masas de harina de soja inactiva, es probable que se formen agregados
proteicos de alto peso molecular que no sean facilmente extraibles con solucién
tampén de fosfato. Por otro lado, cuando se realizaron las mezclas almidén/HSI,
posiblemente el almidén haya interferido en la formaciéon de estos agregados
proteicos, aumentando la solubilidad de las proteinas presentes en el medio. Sin
embargo, cuando los lipidos se encontraban presentes durante la elaboracién de las
mezclas, la solubilidad de las proteinas disminuyé porque los lipidos aumentan las

interacciones hidrofébicas proteina-lipido, disminuyendo la solubilidad de las

proteinas.
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Figura 3.5. Areas totales de los cromatogramas obtenidos para las proteinas extraidas a partir de las
mezclas almidén/harina de soja. HSA: harina de soja activa, HSA-d: harina de soja activa deslipidizada,

HSI: harina de soja inactiva, HSI-d: harina de soja inactiva deslipidizada.

*Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p<0,05).
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8.  Microscopia laser confocal de barrido (CLSM)

La microscopia confocal de barrido (CLSM), junto con la tinciéon fluorescente, se
emplea como una herramienta de imagen poderosa a la hora de caracterizar los
rasgos morfologicos y estructurales de los granulos de almidon. Puede llevarse a
cabo la visualizacion de la morfologia y microestructura del granulo, incluyendo los
poros y canales internos, y el patrén de distribucién del almidén nativo y calentado
(Fannon y col., 1993; van de Velde y col., 2002; Blennow y col., 2003; Glaring y
col.,, 2006; Kim y Huber, 2008; Chen y col., 2009) y la identificacién de proteinas y
lipidos asociados al granulo (Han y Hamaker, 2002; Han y col., 2005; Glaring y col.,
2000; Israkarn y Hongsprabhas, 2007; Han y BeMiller, 2008; Lee y BeMiller, 2008),
entre muchas otras aplicaciones.

En este trabajo, se utilizé esta técnica con el objetivo de evaluar la distribucion de
las proteinas de soja en relaciéon al almidon. En la Figura 3.6 se observa que para
ambos almidones, la HSI se presenté como grandes agregados, mientras que la
distribucion de las proteinas de la HSA fue mucho mas homogénea. Asimismo,
para las mezclas mandioca/HSA se presenté una distribucién mas uniforme en
relacién a la mezcla maiz/HSA.

Moore y col. (2006) utilizaron microscopia confocal para evaluar la distribucion de
proteinas de distintas fuentes en masas libres de gluten elaboradas a partir de
almidones de arroz, maiz y papa. Estos autores también observaron que las
proteinas de soja se distribufan en forma de grandes agregados entre los almidones
utilizados en la formulacion.

Se realiz6 el mismo ensayo luego de calentar las mezclas almidén/harina de soja en
bafio Marfa por 60 minutos (para alcanzar la completa gelatinizacion del almidén), y
la distribucion relativa del almidén y las proteinas fue similar que bajo condiciones
nativas, observandose proteina agregada cuando se incorporé HSI, y una

distribuciéon mas homogénea con la HSA (fotos no mostradas).
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Figura 3.6. Microfotografias de las masas de almidones con harina de soja. Barra: 200 pm. Md: mandioca;

HSA: hatina de soja activa; HSI: harina de soja inactiva (verde: almidén, rojo/amatillo: proteinas).

Los resultados presentados en este Capitulo, obtenidos mediante variadas
metodologias, muestran claramente que existe una interaccion diferencial entre el
almidon de mandioca y la harina de soja activa. Esta interacciéon ocurre con las
proteinas de la soja, mas que con los lipidos, ya que la presencia o ausencia de éstos

no derivé en cambios radicales en el comportamiento del sistema.
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Esta interaccion es posible que ocurra en dos etapas: en condiciones nativas, donde
las proteinas de soja interaccionarian con el almidén a través de los componentes
asociados a la superficie del granulo del almidén -mas probablemente con las
proteinas asociadas al mismo- modificando las propiedades reolégicas de la mezcla
y la distribuciéon de las proteinas en relaciéon al almidén -demostrado por las
imagenes obtenidas por medio de microscopia confocal-; y en condiciones de
calentamiento, donde el almidéon de mandioca muestra un patrén  de
desplegamiento durante la gelatinizaciéon diferente al del maiz, dejando mas
expuestas las cadenas de amilosa/amilopectina pata que interaccionen con las
proteinas de la soja, modificando asi las propiedades de pasting y retrogradacion del
almidon. El efecto de la HSA sobre la recristalinizaciéon de la amilopectina quedé
claramente demostrado mediante la difraccion de rayos X y la calorimetria

diferencial de barrido.
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Capitulo 4

Efecto de la incorporacion de diferentes
aditivos sobre las propiedades de la masa y la

calidad de panes libres de gluten
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En el presente Capitulo se estudi6 el efecto de los aditivos sobre la calidad de los
panes y sobre las propiedades de las masas libres de gluten con bajo contenido de

agua. Los aditivos evaluados fueron los mismos que en el Capitulo 2.

1.  Formulacion

En la Tabla 4.1 se muestra la formulaciéon base, seleccionada a partir de un
conjunto de 20 ensayos previos, sobre la cual se incorporaron los aditivos ya
mencionados en la Tabla 2.2.

En ensayos preliminares de determinacion de actividad ureasica, se observo que la
harina de soja activa es correctamente inactivada durante el proceso de horneado

de los panes.

Tabla 4.1. Formulacion base de las masas y panes libres de gluten con bajo contenido de agua.

Ingredientes % (en base harina)
Harina de arroz 45
Almidén de mandioca 45
Harina de soja activa 10
Agua 65
Margarina 2
Sal 2
Leudante quimico 0,1
Levadura prensada 3

2.  Composicion centesimal de las harinas y/o almidones
La composiciéon centesimal de las harinas utilizadas en la elaboracién de panes

libres de gluten se presenta en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Composicion centesimal de las harinas utilizadas.

Harina de Almidon de Harina de

arroz mandioca soja activa
Proteinas (%) 8,11 0,24 36,41
Cenizas (%) 0,23 0,09 4,72
Fibra cruda (%) 0,28 0,21 2,83
Lipidos (%) 0,80 0,01 19,80
Humedad (%) 10,95 12,87 5,98
Carbohidratos (%0) 79,63 86,59 30,26

3. Hidrocoloides

Cuando se elaboraron los panes con el agregado de hidrocoloides, estos tuvieron
un VE bajo, con una miga muy densa debido, al menos en parte, al aumento
considerable de la consistencia de las masas, que las torna dificiles de expandir
durante la fermentaciéon. Por esto, los panes con hidrocoloides se elaboraron con

un 75% de agua, en base harina.

3.1. Efecto del agregado de hidrocoloides sobre las propiedades de la
masa

Se evalud el efecto de los hidrocoloides sobre la resistencia de la masa mediante un
ensayo de penetracion, donde la fuerza necesaria para que una sonda de 35 mm de
diametro penetre en las masas luego de la primera (30 min) o segunda fermentacion
(30 min, 1 min de batido a baja velocidad y otros 30 min de fermentacion) fue
medida con un texturémetro. A su vez, la disminucioén de la fuerza necesaria para
penetrar las masas entre ambas fermentaciones, calculada como porcentaje de
reduccion en relacion a la fuerza ejercida luego de la primera fermentacidn, fue
tomada como un indicador en la estabilidad de la estructura de las masas frente a
las altas deformaciones a las que son sometidas durante el proceso de fermentacion.
Teniendo en cuenta que las masas con hidrocoloides fueron elaboradas con mayor
proporciéon de agua que el control, no sorprende que este ultimo haya presentado

mayor resistencia a la penetracion (Tabla 4.3). Entre las masas con hidrocoloides, la

masa con X presenté mayor resistencia, seguida por CMC, Al y C (p<0,05). La
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goma xantica, entre los hidrocoloides mas utilizados en la industria alimenticia, es
uno de los que mayor capacidad espesante presenta. Se sabe que, en sistemas
acuosos, toma una conformacion helicoidal que le da a la molécula una estructura
rigida. Se demostrd, ademas, que esta conformacioén juega un papel importante en
el comportamiento de sus soluciones, incluyendo las altas viscosidades (Millane y
Wang, 1990).

Las masas con C, si bien presentaron la menor resistencia luego de la primera
fermentacién, mostraron también la menor reduccion de la resistencia luego del
proceso completo de fermentacion. A partir de la Tabla 4.3, se puede ver que en las
masas con hidrocoloides, mayores valores de resistencia estan también relacionados

con mayores porcentajes de reduccion.

Tabla 4.3. Valores de resistencia durante la fermentacién, moédulos elastico (G) y viscoso (G”) y

tan O a 1 Hz, para las masas con hidrocoloides.

Formulacion
Control X CMC C Al

Resistencia (g)
Primera fermentacion 76,3 66,1 534° 274" 41,2
Segunda fermentacion 46,3 33,6 34,1° 22,9 29,1

% Reduccion 39,3 491 36,2 16,3 293

Reometria

G’ (kPa) 2975  30,57° 2415 60,82° 21,64
G” (kPa) 6,84 7,47 6,49° 12.88"  535°
tan & 0,230 0,243 0,266 0,209° 0,245

X: goma xantica, CMC: carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

La regién de linealidad viscoelastica para las masas libres de gluten con baja
proporcién de agua, fue establecida hasta una deformacion igual a 0,05% realizando
un barrido de deformaciéon. A partir de este valor se observé una caida en los

modulos elastico y viscoso, que corresponde a la ruptura de la estructura a mayores
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deformaciones. Para los ensayos reométricos, con fines comparativos se elabor6 la
masa control con un 75% de agua (llamada C2), para evaluar si las diferencias
observadas en estos ensayos se debian a la presencia de hidrocoloides o a la mayor
proporcién de agua. En la Figura 4.1 se presentan los valores de G” y G” en
funcion de la frecuencia para las muestras analizadas. G’ fue mayor que G” en todo
el rango de frecuencias analizado, lo que demuestra un comportamiento solido-
elastico de las masas. Con la excepcion de las masas con carragenato, el agregado de
hidrocoloides no modificé significativamente los valores de G’ y G” a 1 Hz en
relacién al control (Tabla 4.3). Para la muestra C2 se observé una disminucion de
los valores de los médulos dinamicos con respecto al control elaborado con 65%
de agua, mientras que los valores de tan 6 no fueron modificados. Lazaridou y col.
(2007), trabajando con masas a base de harina de arroz y almidén de maiz con
distinta cantidad de agua (130, 140 y 150 g por cada 100 g de solidos) encontraron
una disminucién en el modulo elastico a medida que aumentaba la cantidad de
agua. Este fenomeno esta bien documentado para las masas a base de trigo (Phan-
Thien y Safari-Ardi, 1998; Autio y col., 2001), donde se encuentra que una mayor
proporcién de agua lleva a una disminucién de ambos médulos (G y G”), sin que
la tan O se vea afectada. Esto permite concluir que el agua tiene principalmente un
efecto plastificante, modificando los parametros reolégicos sin afectar la estructura
de la masa.

La masa con C presentd un moédulo elastico significativamente mayor que la masa
control. La misma tendencia se observé para la componente viscosa (G”), aunque

la tan O fue significativamente diferente para todas las muestras: fue mayor para las

masas con CMC, seguida por aquellas con Al, por el control y con X (p>0,05) y fue
significativamente menor para las masas con C. Autores como Molina Ortiz y col.
(2004), trabajando con geles de aislado proteico de soja/carragenato, encontraron
una interaccion entre las proteinas y el hidrocoloide, y que esta interacciéon derivéd

en geles con mayor viscoelasticidad.
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Existe una controversia entre distintos autores (Tronsmo y col., 2003; Dobraszczyk
y Salmanowicz, 2008; Angioloni y Collar, 2009) sobre la correlaciéon que existe
entre los ensayos llevados a cabo a altas deformaciones y a bajas deformaciones. Se
sabe que entre los componentes de las masas se establecen interacciones tanto
hidrofilicas como hidrofébicas. Si las interacciones hidrofébicas que se establecen
son, por ejemplo, fuerzas de van der Waals, y las hidrofilicas son, por ejemplo,
puentes de hidrégeno, a bajas deformaciones -como las presentes durante los
ensayos reométricos- estas interacciones permanecerian intactas, mientras que a las
altas deformaciones que son sometidas las masas durante la fermentacion, estas
interacciones pueden romperse; por lo que la correlacién entre ambos tipos de
ensayo puede considerarse una funcion de estas relaciones. Asi, en este trabajo, no

se encontr6 una correlacion entre ambos ensayos.
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Figura 4.1. Variacién de los médulos dinamicos en funcién de la frecuencia de los batidos control (sin
hidrocoloide), con goma xantica (X), carboximetilcelulosa (CMC), carragenato (C) y alginato (Al); C2:

masa control con 75% de agua (base harina). a) médulo elastico (G’), b) médulo viscoso (G”).

Mediante el uso del calotimetro diferencial de barrido, se estudié la influencia de
los aditivos sobre la gelatinizacion y retrogradaciéon del almidén imitando el
proceso de coccion de la masa en el horno. Se prepararon las masas de la misma
manera que para la elaboraciéon de pan, con la salvedad que se evitd el uso de

margarina. Se pesé una pequena cantidad en capsulas de aluminio, y se calenté en el
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calorimetro a temperaturas similares a las medidas en el centro de la miga durante la
etapa de horneado. Luego, se colocaron las capsulas a 4 °C durante 7 dias, y
finalmente se volvieron a calentar en el calorimetro a fin de obtener los parametros
de la fusiéon de los nuevos cristales formados durante el almacenamiento. Los

resultados de este ensayo para las masas con hidrocoloides se recogen en la Tabla

4.4.

Tabla 4.4. Valores de AH, To y ancho de pico para la gelatinizaciéon del almidén y la

retrogradacion de la amilopectina en masas con incorporacion de hidrocoloides.

Formulacion

Control X CMC C Al
Horneado
AH (J/g so6lidos) 7,01 7,16 7,09 6,23 6,55
To (°C) 66,23" 67,07 66,28" 66,45" 67,14°
Ancho de pico (°C) 22,10¢ 18,94  19,35" 19,67 17,96
Retrogradacion
AH (J/g sélidos) 1,71° 2,09 2,52 2,62 1,92"
To (°C) 42,88" 43,17 43,30° 43,07" 43,05
Ancho de pico (°C) 16,58 15,14*  14,30" 14,39" 15,127

X: goma xantica, CMC: carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato, AH: entalpia de transicion

(expresada en valor absoluto), To: temperatura de inicio de la transicion.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

Los hidrocoloides no afectaron la gelatinizacion del almidon presente en las masas,
ya que no se observaron diferencias ni en el AH de gelatinizaciéon ni en la
temperatura de inicio (To) de esta transicion; sin embargo, el ancho del pico y, por
ende, la temperatura de finalizaciéon del pico, disminuyé en las masas con
incorporaciéon de hidrocoloide. Si bien se esperaba que la presencia de
hidrocoloides modificara los parametros de gelatinizacion a causa de su alta
afinidad por el agua (Sajjan y Rao, 1987; Alloncle y Doublier, 1991; Yoshimura y
col., 1998), compitiendo con el almidon por ella, debe tenerse en cuenta también

que estas masas fueron preparadas con mayor cantidad de agua (75% base harina,
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mientras que para el control fue de 65%), lo que dificulta la comparacién de estos
resultados. Ferrero y col. (1996) estudiaron el efecto de la incorporacion de
distintas cantidades de hidrocoloides (gomas guar, garrofin y xantica, CMC y
alginato de sodio) sobre la gelatinizacion y la retrogradacion del almidon de maiz; y
encontraron que al trabajar con la relaciéon hidrocoloide:almidon mas baja (1:10), en
exceso de agua, los parametros de gelatinizaciéon del almidéon no se vefan
modificados; en tanto que al aumentar la concentraciéon de hidrocoloides (a
relaciones tan altas como 1:2 y 1:1 hidrocoloide:almidon), observaban un
corrimiento del pico hacia mayores temperaturas, asi como un aumento en el ancho
del mismo, y mayores valores de AH.

La entalpia de retrogradacion de las masas horneadas en el DSC fue mayor para las
masas con hidrocoloide, que es indicativo de una mayor recristalinizaciéon de la
amilopectina durante el almacenamiento. A su vez, el ancho de pico de la transicién
fue menor para estas masas respecto al control (p<0,05). Picos de transicion que
abarcan un menor rango de temperatura estan relacionados con la formacion de
cristales mas perfectos (Biliaderis, 1990) y de estabilidad similar. Se ha descripto en
la bibliografia que la curva del AH de fusién de la amilopectina retrogradada en
funciéon de la cantidad de agua presente en el sistema, muestra una forma de
campana, con valores de entalpia maximos hacia una concentraciéon de 50% de
almidon en agua; mientras que alcanza valores minimos a concentraciones extremas
de 80 y 10% de almidén (Zeleznak y Hoseney, 1986). La miga de pan presenta
humedades que oscilan entre 35 y 45% (Rogers y col., 1988; He y Hoseney, 1990;
Baik y Chinachoti, 2000; Ribotta y Le Bail, 2007); bajo estas condiciones, mayores
cantidades de agua llevan a una mayor retrogradacion de la amilopectina. Teniendo
en cuenta que los panes con hidrocoloides fueron elaborados con mayor cantidad
de agua que el pan control, es plausible que esta mayor cantidad de agua favorezca
una mayor recristalinizaciéon de la amilopectina, como se observa en la Tabla 4.4.

Otros autores atribuyeron la mayor retrogradaciéon del almidon en presencia de
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0,5% de hidrocoloides a una incompatibilidad termodinamica entre polisacaridos
diferentes, formandose dos fases que promueven la recristalinizacion de
amilosa/amilopectina (Rosell y col., 2007). Sin embargo, parece poco probable que
a una proporciéon tan baja de hidrocoloide (0,5% en relacién a casi el 80% de
almidén que poseen las harinas), una incompatibilidad termodinamica tenga efectos
tan dramaticos sobre el comportamiento de la fase mayoritaria.

A fin de evaluar el efecto de los hidrocoloides sobre la fraccion proteica en la masa,
se realiz6 la extracciéon de proteinas con Tris/HCl y se llevé a cabo una
electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 4.2). Se observé una disminucién en
la intensidad de las bandas de alta masa molecular (200 000 - 60 000,
aproximadamente) en las masas con CMC, C y Al, y con esta ultima se observo la
desaparicion de una banda de alrededor de 200 000 de masa molecular que seria
resultado de una insolubilizacién por un posible acomplejamiento proteinas-
alginato (Figura 4.2, circulo rojo).

Control X CMC C Al MPM

200 000

116 000
97 400

66 200

45 000
31 000

21 000

14 400

Figura 4.2. Electroforesis bajo condiciones no reductoras de las proteinas extraidas con solucién tampon
TRIS/HCI a partir de masa sin (control) y con incorporacién de hidrocoloides (X: goma xantica, CMC:

carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato). MPM: marcador de masa molecular.

Existe evidencia de una interaccion quimica especifica entre el alginato y las

proteinas de soja (Oates y col., 1987). Aunque la reaccién quimica no ha sido
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completamente detallada, se ha sugerido que los residuos de acido glutimico
presentes en las proteinas de soja y el acido manurénico del alginato serfan los
grupos involucrados (Oates y col., 1987; Shih, 1994).

A través del analisis de las imagenes obtenidas durante la fermentaciéon de las
masas, se compard el comportamiento de los distintos hidrocoloides durante este
proceso. No se observaron diferencias en el nimero de alvéolos/mm? ni en el
tamafio de los mismos o el area relativa ocupada por aire durante la primera
fermentaciéon de la masa control y con agregado de hidrocoloides (Tabla 4.5).
Como se esperaba, el tamano de los alvéolos aumenté en el segundo periodo
fermentativo en relacion al primero; ademas, el tamafio de los alvéolos en la
segunda fermentaciéon fue significativamente mayor para todas las masas con
hidrocoloides cuando se las compar6 con el control, y la masa con X fue la que
present6 alvéolos de mayor tamafio. Luego de la segunda fermentacion se observo
que las masas con CMC presentaron mayor area ocupada por alvéolos, y que ésta

fue menor para las masas con el agregado de C.

Tabla 4.5. Numero, tamafo y fraccién de alvéolos en masas con incorporacioén de hidrocoloides

luego de la primera y la segunda fermentacion.

Formulacion
Control X CMC C Al
NP alvéolos/mm?’ F1 4>23: 4,2" 3,92 3,8 5
F2 3’7 2’5a 3’7 2’73 2’83

F1  0,036° 0029 0039 0032 0,038
F2 0,074 0639  0100° 0100°  0,097"
F1 132" 14.4° 15,1° 12,2° 12,4°
F2 30,9° 284" 36,65 246 267"

X: goma xantica, CMC: carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato, F1: primera fermentacién, F2:

Tamafio alvéolos (mm?®)

% Area de alvéolos

segunda fermentacion.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

3.2. Efecto del agregado de hidrocoloides sobre la calidad del pan
En la Tabla 4.6 se muestra los resultados de la evaluacion tecnolégica de los panes

con el agregado de hidrocoloides. El efecto de los hidrocoloides sobre el VE del
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pan fue diferente de acuerdo a la fuente utilizada. Asi, el mayor VE se obtuvo
mediante la incorporacion de carragenato, seguido por el de los panes con CMC. La
incorporacion de X y Al no aument6 el VE respecto al pan control.

El analisis de correlaciéon de Pearson arrojé una correlacion negativa (r= -0,80;
p<0,05) entre la fuerza de penetracién de las masas y el VE del pan. Este resultado
es opuesto al obtenido en el Capitulo 2, donde se habia observado que a mayores
valores de resistencia se obtenfa mayor VE, y se habfa atribuido este
comportamiento a que estas masas tenfan mayor capacidad de retener los gases
formados durante la fermentacion. Sin embargo, es légico pensar que masas con
una resistencia mayor a cierto umbral sean mas dificiles de expandir durante la

fermentacion y el horneado.

Tabla 4.6. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporacién hidrocoloides.

Formulacion
Control X CMC C Al
VE (cm®/g) 1,98 1,86 214> 23§ 1,99°
NP° alvéolos/mm> 1,30¢ 1,07 1,67 0,89 1,58¢
Tamafio alvéolos (mm?) 4.26° 5,38 2,73" 8,06° 3,38"
% Area de alvéolos 54,9 55,8  49(0° 588 51,4°
Uniformidad 2,07 1,68"  4,32¢ 1,42 2,01%
Dureza inicial (g) 249° 162° 113" 132 141

Velocidad de

c b a b ab
endurocimionto (g/diay 2068 1727 1365 1709° 1603

L* 69,17*  7437°  71,01° 68,85* 70,95
a* 9,30" 525 7,93 849" 8,61°
b* 31,95" 21,55*  30,70° 31,77 3242"

X: goma xantica, CMC: carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

La dureza inicial de la miga fue reducida mediante la incorporaciéon de

hidrocoloides, asi como la velocidad de endurecimiento durante el periodo de
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almacenamiento (72 h, 25 °C), tal como lo muestra la pendiente de la recta de
regresion determinada por los 3 puntos de medicion (2, 24 y 72 h luego de
horneados los panes). Este efecto no estaria relacionado con una disminucién de la
recristalinizacién de la amilopectina, ya que el AH de rectrogradaciéon fue mayor
para las masas con hidrocoloides en comparaciéon al control, sino, muy
probablemente, a una reduccién en la pérdida de humedad durante el
almacenamiento, retardando el proceso de envejecimiento (Rosell y col., 2007). De
acuerdo con esto, Rogers y col. (1988) encontraron una mayor dureza de la miga,
asf como una mayor velocidad de endurecimiento, en panes con menor contenido
de humedad (en el rango de 22 a 37% de humedad), y que este endurecimiento no
se debfa a una mayor retrogradaciéon de la amilopectina, que fue menor a menores
contenidos de agua.

En la literatura todavia no existe un acuerdo sobre el mecanismo de envejecimiento
del pan. Por muchos afios se acepto la hipotesis propuesta por Schoch y French
(1947), que asociaba el endurecimiento de la miga con la retrogradacion
(recristalinizacion) de la amilopectina. Apoyando esta hipoétesis, autores como Krog
y col. (1989) encontraron una correlacion positiva entre la recristalinizaciéon y la
dureza de la miga; mientras que, por el contrario, Martin y col. (1991) sugirieron
que la retrogradacién de la amilopectina y el endurecimiento de la miga no estaban
asociadas, y postularon que este endurecimiento era ocasionado por uniones y
entrecruzamientos débiles (puentes de hidrégeno) entre las proteinas y el almidén
presentes en la harina. Esto implicarfa que las proteinas son esenciales para el
proceso de endurecimiento, y que los panes elaborados unicamente a partir de
almidon tendrian una velocidad de endurecimiento muy baja o, incluso, nula. Sin
embargo, Kim y D’Appolonia (1977a,b) habian sugerido que las proteinas no
tenfan un rol directo en el endurecimiento del pan, sino que disminufan la velocidad
de endurecimiento al diluir el almidén en el sistema. No obstante, trabajos

posteriores han demostrado que la incorporacion de distintas cantidades de gluten
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en sistemas modelo a base de almidén no afecta el endurecimiento de la miga
(Ledn y col., 1997b; Every y col., 1998). Ademas, Rao y col. (1992) sugirieron que
los cristales de almidén forman parte de un dominio discontinuo embebido en otro
continuo, amorfo; a partir de esta visibn surgen interrogantes como qué tan
significativo es el papel de los cristales de almidon en comparacion con el dominio
continuo. Avalando esta postura, Morgan y col. (1997) encontraron que la
velocidad de endurecimiento correlacionaba mejor con el contenido de doble
hélices (medido por resonancia magnética nuclear) que con el contenido cristalino
de la miga (medido por difraccion de rayos X) estudiado por otros autores (Zobel y
Senti, 1959; Dragsdorf y Varriano-Morston, 1980). A partir de estos resutados,
Every y col. (1998) sugirieron que las interacciones almidén-almidén asociadas al
endurecimiento del pan ocurren principalmente entre las cadenas de glucanos
formando doble hélices que no necesariamente se asocian en estructuras cristalinas.
En cuanto a la estructura de la miga, a partir de la Figura 4.3 y de los resultados del
analisis de imagen (Tabla 4.5) se observa que los panes con C presentaron una
estructura mas abierta, al igual que los panes con X, en relacion a las otras muestras.
El nimero de alvéolos por mm® fue menor para estos panes y, concordantemente,
fueron de mayor tamafio. El area relativa de alvéolos fue mayor para los panes con
C; mientras que los panes con CMC y Al mostraron menores valores. Este
parametro no mostré una correlaciéon con el VE de los panes, probablemente
debido a que durante el analisis de imagen no se tienen en cuenta los alvéolos
menores a 0,01 mm?® que pueden representar areas diferentes de acuerdo a la
tormulaciéon empleada.

Los panes con CMC presentaron mayores valores de uniformidad, que equivale a
un mayor numero de alvéolos pequenos en relacién a los alvéolos de mayor
tamafio. Por otro lado, los panes con C y X presentaron menor valor de
uniformidad, asociado a una estructura de miga mas abierta. Los panes libres de

gluten, en general, presentan una miga con una estructura densa, con paredes
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alveolares gruesas. Desde este punto de vista, la presencia de alvéolos mas grandes,
dando como resultado migas mas esponjosas, es beneficiosa a la hora de su
eleccion por parte del consumidor.

En la Figura 4.3 se muestran las areas relativas de alvéolos luego de la primera y la
segunda fermentacion (F1 y F2, respectivamente) y en la miga de pan. Los
resultados expresan el porcentaje del area de alvéolos que se alcanza durante la
fermentacion en relacion al area obtenida en la miga (el 100% se considerd el area

de alvéolos correspondiente a la miga de pan).
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Figura 4.3. Area relativa de alvéolos (%) en masas al finalizar la primera y la segunda fermentacion, y en la
miga de pan. Se muestra el porcentaje de area que representan los alvéolos en la masa luego de la segunda
fermentacion en relacién a la miga de pan (considerado como 100%). X: goma xantica, CMC:

carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato; F1: primera fermentacion; F2: segunda fermentacion.

Se observa que las masas con X y Al tuvieron un comportamiento similar al
control. La masa con CMC, por otra parte, presentd la estructura alveolar mas
similar a la del pan, mientras que la masa con agregado de C mostré una menor
fraccion de area representada por aire en la masa fermentada en relacion al pan. Los
panes con C fueron los que mayor VE mostraron (concordantemente con la mayor
fraccion de aire en relacion a los otros panes), y este mayor VE es probable que se
deba, al menos en parte, a una mayor capacidad de expansion de la masa en el

horno.
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Control

Figura 4.4. Fotografias de los panes control y con hidrocoloides (X: goma xantica, CMC:

carboximetilcelulosa, C: carragenato, Al: alginato). Barra: 1 cm.

La corteza de los panes con hidrocoloides, en general, fue mas clara que el control,
lo que esta relacionado con las reacciones de Maillard y de caramelizacion, ya que
los hidrocoloides tienen un alto impacto sobre la distribucion de agua. Al igual que
en el Capitulo 2, esta tendencia no se cumpli6 para los panes con incorporacion de
C, que presentaron un valor de L* mas bajo, correspondiente a una corteza mas

oscura. Los parametro a* y b* fueron modificados tnicamente por la incorporacién

de CMC (Tabla 4.06).

4.  Proteinas

4.1. Efecto del agregado de proteinas sobre las propiedades de la masa

En la Tabla 4.7 se muestran las fuerzas de penetraciéon durante la fermentacion de
las masas con el agregado de proteinas. La resistencia, asi medida, fue mas alta para
la masa control que para las masas con protefnas (p<0,05); y la caida en este
parametro hacia el final de la fermentacién fue mayor para las masas con proteinas,
y este comportamiento indica una disminucidon en la estabilidad de las mismas

frente a este proceso.
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Tabla 4.7. Valores de resistencia durante la fermentacién, moédulos elastico (G) y viscoso (G”) y

tan O a 1 Hz, para las masas con proteinas.

Formulacién

Control Huevo Suero
Resistencia (g)
Primera fermentacion 76,3b* 58,2a 64,32
Segunda fermentacion 46,3b 26,62 20,32
% Reducciéon 39,2 544 68,4
Reometria
G’ (kPa) 29,752 63,90¢ 41,65p
G” (kPa) 6,842 17,15b 9,22a
tan O 0,2302 0,268b 0,2222

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

Contrariamente, cuando se llevaron a cabo ensayos de reologfa dinamica oscilatoria,

se observo una mayor consistencia (en términos reométricos, la consistencia viene

dada por mayores valores de G*, directamente relacionada con los valores de G’ y

G”) para las masas con proteinas, relacionada con un mayor valor de los médulos

elastico y viscoso, G’ y G”, respectivamente (Figura 4.5). Parte de este efecto puede

estar relacionado al mayor contenido de solidos presentes en las masas.
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Figura 4.5. Variaciéon de los médulos dindmicos en funcién de la frecuencia de las masas control, con

huevo y suero. 2) médulo elastico (G’), b) médulo viscoso (G”).
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La reologfa dinamica se lleva a cabo a deformaciones muy bajas (generalmente por
debajo del 1%), lo que permite medir las propiedades de las muestras sin perturbar
o destruir su estructura interna, y esto resulta de suma importancia ya que brinda
informacion del sistema a nivel molecular (Ferry, 1980). Ademas, habitualmente se
asume que las propiedades reologicas estan relacionadas con el desempefio de la
masa durante el proceso de obtencién del pan. Por esto, se han llevado a cabo
numerosas investigaciones abocadas a medir las propiedades reoldgicas de las
masas de trigo para caracterizar su comportamiento (Safari-Ardi y Phan-Thien,
1998; Autio y col., 2001). Asimismo, numerosos estudios de este tipo se realizaron
en masas libres de gluten (Lazaridou y col., 2007; Demirkesen y col., 2010; Torbica
y col., 2010). En 2003, Dobraszczyk revisé la correlacion entre las propiedades
reologicas de la masa de trigo y su subsiguiente comportamiento durante la
elaboracién de pan. Sin embargo, no encontré una relaciéon convincente entre
ambos procesos (reologia y horneado), aunque si lo hizo con las propiedades
reologicas evaluadas a grandes deformaciones (farindgrafo, extensémetro,
alveograto, entre los mas utilizados). Para las masas con incorporaciéon de
proteinas, no se observd una correlacion entre los ensayos a bajas y altas
deformaciones.

En la Tabla 4.8 se presentan los parametros de gelatinizacion y retrogradacion de
las masas con el agregado de proteinas. Aunque el pico de gelatinizaciéon del
almidon en las masas no sufrié un cambio en las temperaturas con respecto al
control, si se observa una disminucion de la entalpia de gelatinizacién. Como lo
demuestran también los menores valores de AH recalculados teniendo en cuenta la
cantidad de almidén presente en las masas, esta disminucioén no esta relacionada a
un efecto de dilucién del almidon por parte de las proteinas incorporadas. Tanto las
proteinas de suero de leche como las de huevo son altamente hidrofilicas; las
primeras, incluso, se considera que poseen propiedades comparables a la de los

hidrocoloides (Hudson y col., 2000). Como ya se discutié en el Capitulo 3, no
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existe un acuerdo sobre el efecto de la cantidad de agua sobre la entalpia de
gelatinizaciéon. Mientras que hay trabajos que demuestran que a menor cantidad de
agua se asocia una menor entalpia (Donovan, 1979; Eliasson, 1983), otros autores
sugieren lo contrario (Garcia y col,, 1996). Los resultados encontrados en este
trabajo apoyan la primera postura. El ancho de pico fue mayor para las masas con
suero, que puede ser el resultado de la superposicion con la endoterma de
desnaturalizaciéon de las proteinas presentes en el concentrado de suero, que se
encuentran mayormente en estado nativo (segun especificaciones del comerciante).
Por otro lado, las proteinas del huevo pasteurizado es probable que se encuentren
mayormente  desnaturalizadas, sin realizar un aporte significativo al

comportamiento térmico de las masas.

Tabla 4.8. Valores de AH, To y ancho de pico para la gelatinizaciéon del almidén y la

retrogradacion de la amilopectina en masas con incorporacion de proteinas.

Formulacion

Control Huevo Suero

Horneado

AH (J/g sélidos) 7,01% 5,70 5,89"
AH (J/g almidén) 9,61 8,07° 7,81°
To (°C) 66,23 66,20" 66,48"
Ancho de pico (°C) 22,10° 22,27 25,19"
Retrogradacion

AH (J/ g sélidos) 1,71 2,00 2,60
To (°C) 42,88 4295  4503"
Ancho de pico (°C) 16,58" 16,13 14,73

AH: entalpia de transicion (expresada en valor absoluto), To: temperatura de inicio de la transicién.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

En cuanto a la retrogradacion, esta fue sélo afectada por la incorporacion de las
proteinas de suero, donde se observa un aumento en la recristalinizacién de la
amilopectina, as{ como un aumento en la To, y una disminucién del ancho de pico,
que indicarfan la formacién de cristales mejor estructurados y mas estables. En el

Capitulo 3 queddé demostrado el efecto beneficioso de la harina de soja sobre la
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recristalinizacién del almidén de mandioca, disminuyéndola significativamente. Los
cambios introducidos en el sistema mediante la incorporacién de distintos aditivos,
como en el caso de las protefnas, pueden tener un efecto negativo sobre esta
interaccion. La presencia de 5% de proteinas puede introducir un impedimento de
tipo estérico que dificulte la interaccion entre las proteinas de la harina de soja y el
almidon de mandioca.

En la Tabla 4.9 se presentan los resultados del analisis de las imagenes obtenidas
durante la fermentacion de las masas control y con proteinas. No se encontraron
diferencias entre las distintas masas luego del primer proceso de fermentacion en
cuanto al tamafio de los alvéolos. Sin embargo, el area alveolar fue mayor para la
masa control que para las masas con la incorporacion de proteinas. Para el segundo
proceso de fermentacién, se observé un mayor nimero de alvéolos/mm? para las
masas con huevo, y un menor numero para las masas con suero, respecto al
control; y no se observaron diferencias entre las distintas muestras para el tamafno

de alvéolos o la fraccion relativa de alvéolos.

Tabla 4.9. Numero, tamafio y fracciéon de alvéolos en masas con incorporacion de proteinas

luego de la primera y la segunda fermentacion.

Formulacion

Control Huevo Suero
F1 4,2 4,0 3,7
F2 3,7° 4,1° 31°
F1 0,025 0,021* 0,025
F2 0,074 0,073* 0,092*
F1 13,2 8,4" 9,0"
F2 30,9 283" 289"

F1: primera fermentacién, F2: segunda fermentacion.

r 2
NP° alvéolos/mm

~ 7 2
Tamafo alvéolos (mm”)

% Area de alvéolos

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

4.2. Efecto del agregado de proteinas sobre la calidad del pan

Los panes con huevo presentaron un ligero -aunque estadisticamente significativo-

aumento en el volumen especifico respecto al pan control (p<0,05) (Tabla 4.10).
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Mezaize y col. (2009) evaluaron el efecto de la sustitucién de harina con 5% de
huevo en polvo o proteinas de suero a una formulacién libre de gluten a base de
harinas de arroz y maiz, y almidones de maiz y papa, con aproximadamente 80% de
agua conteniendo 1,9% de goma guar, y no encontraron un incremento
significativo del VE respecto al control (sin incorporaciéon de proteinas). Gallagher
y col. (20032) tampoco encontraron un aumento en el VE mediante la
incorporacién de proteinas de leche.

La incorporaciéon de huevo también afecté la dureza de la miga, aumentandola
respecto al pan control. Estos resultados concuerdan con Mezaize y col. (2009)
quienes atribuyeron este resultado a la alta absorciéon de agua de estas proteinas que
lleva a la formacién de migas mas densas. La velocidad de endurecimiento de la
miga durante el almacenamiento (hasta 72 h) a 25 °C fue también mayor para los
panes con huevo. Vale la pena remarcar que no se observo correlacion entre la
entalpfa de retrogradacién de la amilopectina y la dureza final ni la velocidad de

endurecimiento de la miga.

Tabla 4.10. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporaciéon de huevo y

proteinas de suero.

Formulacion

Control Huevo Suero

VE (cm’/g) 1,98 2,09 2,03%
N° alvéolos/mm’ 1,30 1,17 1,17
Tamafio alvéolos (mm?) 4,26 4,16 4.,41*
% Area de alvéolos 54,9 48 4° 52,1%
Uniformidad 2,07° 1,62° 2,85°
Dureza inicial (g) 249° 559" 261°

Velocidad de a b a

endurecimiento (g/dia) 208.8 >12 248

L* 69,17° 65,26 68,75"
a* 9,30° 11,34 8,49"
b* 31,95 34,23 31,36

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Imagenes representativas de cada pan se presentan en la Figura 4.6. Se observa que
los panes con huevo presentaron paredes alveolares mas gruesas, y una estructura
mas irregular. El analisis de imagen, por otro lado, no arrojé diferencias ni en el
numero de alvéolos/mm? ni en el tamafio de los mismos entre los panes obtenidos
con distinta formulacién. Ademas, la relacion de alvéolos pequefios/grandes
(uniformidad) fue mayor para los panes con suero, y menor para los panes con

huevo, respecto al control.

- '“n.

Control Huevo

Figura 4.6. Fotografias de los panes control y con proteinas. Barra: 1 cm.

En la Figura 4.7 se muestran las areas relativas de alvéolos para las masas con
proteinas luego de la fermentacion, y en la miga de pan. Se observa que las
proteinas no ejercieron un efecto notable en el comportamiento de la masa durante

la fermentacidn en relacion al control.

70 A
60 A
< T T
50 I
8
3 40 A
*g 56,14}0/0 58,40/0 55,50/0
<= 30 A T T
<
g 20 T
il 1 I
0
F1 | F2 | Pan F1 | F2 | Pan F1 | F2 ‘Pan
Control Huevo Suero

Figura 4.7. Area relativa de alvéolos (%) en masas con el agregado de proteinas al finalizar la primera y la
segunda fermentacién, y en la miga de pan. Se muestra el porcentaje de area que representan los alvéolos
en la masa luego de la segunda fermentacion en relacion a la miga de pan (considerado como 100%); F1:

primera fermentacion; F2: segunda fermentacién.
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El color de la corteza fue modificado por la incorporacién del huevo, de acuerdo a
lo que se esperaba, fundamentalmente por su color caracteristico: el valor de L* fue

menor, mientras que a* aument6 (Tabla 4.10).

5. Emulsionantes

5.1. Efecto del agregado de emulsionantes sobre las propiedades de la
masa

La incorporaciéon de emulsionantes afecté el comportamiento de la masa durante la
fermentacion, aunque el efecto fue diferente de acuerdo al emulsionante utilizado
(Tabla 4.11). Cuando se incorporé SSL, la resistencia de las masas luego de la
primera fermentacion fue mayor en relacion al control, mientras que lo contrario se
obtuvo para las masas con DATEM. El porcentaje de reduccion de la resistencia
luego del proceso completo de fermentacion, sin embargo, no fue modificado con

la incorporacién de los emulsionantes.

En masas de trigo, se ha informado que el DATEM facilita la interaccién entre los
lipidos, las proteinas y el almidén (Jacobsberg y col., 1976). Tu y Tsen (1978)
postularon que los emulsionantes anidnicos se unen a las gluteninas del trigo
durante el amasado, formando complejos glutenina-emulsionante. Mediante el uso
de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) se ha
identificado el enlace entre el grupo carbonilo del DATEM vy los residuos glutamina
de las gluteninas (Hahnel y col., 1994). Estas interacciones serfan las responsables
del efecto reforzador del DATEM sobre la estructura de las masas de trigo. Sin
embargo, si bien la mayor fraccién proteica del arroz esta constituida por glutelinas,
éstas son extremadamente insolubles en agua en estado nativo, debido a su alta
hidrofobicidad y a los puentes de hidrégeno y enlaces disulfuro que se establecen
en su estructura, formando complejos rigidos de alto peso molecular (Graham y
Philips, 1979; Juliano, 1985; Hamada, 1996), por lo que se considera que la
interaccion entre éstos y los emulsionantes anidénicos es poco probable. Las

proteinas de soja, por otro lado, estain constituidas casi en su totalidad por
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albuminas y globulinas, hidrofilicas (Tang y col., 2000) y con residuos hidrofébicos
en el interior de la estructura proteica, que potencialmente podrian interaccionar
con los emulsionantes aniénicos (Malhotra y Coupland, 2004). Otra teoria para
explicar el reforzamiento de las masas se basa en las propiedades fisicas de los
lipidos polares (galactolipidos o fosfolipidos presentes en la harina de cereales, y
surfactantes como el DATEM o el SSL) y su capacidad para formar fases liquidas-
cristalinas en agua. Los lipidos polares de la harina son esenciales para la calidad de
los productos horneados y su funciéon en la masa puede ser vista como la de
estabilizar las espumas. De acuerdo a este concepto, estas moléculas polares estan
asociadas con proteinas en estructuras liquido-cristalinas en la fase acuosa que
rodea las burbujas de gas y los granulos de almidén en la masa, y
consecuentemente, contribuyen a la elasticidad, permitiendo que las celdas de gas se
expandan. Los surfactantes, probablemente, actien de la misma forma que los
lipidos naturales de la harina y mejoren el desempefio de la masa en el proceso de
panificacion (Tamstorf y col.,, 1986). Este mecanismo parece mas probable para
explicar el efecto de los emulsionantes en estas masas, contribuyendo asi a la

estabilidad y consistencia de las mismas.

Tabla 4.11. Valores de resistencia durante la fermentacién, médulos elastico (G’) y viscoso (G”)

y tan & a 1 Hz, para las masas control y con emulsionantes.

Formulacion
Control DATEM  SSL

Resistencia (g)

Primera fermentacién 76,3 470" 88,8°
Segunda fermentacién 46,3 28,7 53,8"
% Reduccién 39,3 38,9 39,4
Reometria

G’ (kPa) 29,75°  84,55°  165,50°
G” (kPa) 6,84° 15,85°  41,10°
tan & 0,230 0,188 0,246

DATEM: éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio.

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).
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En la Figura 4.8 se presentan las curvas de barrido de frecuencia para las masas
control y con emulsionantes. Las masas con emulsionantes presentaron mayores

valores para los médulos elastico y viscoso, respecto al control. La masa con SSL
presenté mayores G’ y G” que aquellas con DATEM, aunque el valor de tan & de

esta ultima fue menor (p<0,05) (Tabla 4.11). Los mayores valores de los médulos
dinamicos claramente indican que los emulsionantes estan incorporando distintas
interacciones al sistema, y su efecto dependera también del tipo de interacciones
hidrofilicas e hidrofébicas que se formen entre los distintos componentes de la
masa. Como se menciond anteriormente, si estas interacciones son débiles, como
las fuerzas de van de Waals o puentes de hidrégeno, estas tendran un papel mas
importante sobre los ensayos llevados a cabo a bajas deformaciones (reométricos)
que a altas deformaciones (ensayo de penetraciéon). A partir de los resultados
reométricos se observa, como se esperaba, un efecto reforzador de la masa
mediante la incorporaciéon de ambos emulsionantes; sin embargo, este efecto no se

evidenci® mediante la evaluacion de la resistencia de las masas durante la

fermentacion.
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Figura 4.8. Variaciéon de los médulos dindmicos en funcién de la frecuencia de las masas control, con
éster de monoglicéridos de 4cido diacetil tartirico (DATEM) y estearoil 2-lactilato de sodio (SSL).

a) moédulo elastico (G’), b) médulo viscoso (G”).
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No se observaron diferencias en las electroforesis de las extracciones proteicas a
partir de las masas control y con DATEM o SSL (datos no mostrados), lo que
indica que, independientemente de las interacciones que se establezcan entre los
componentes de estas masas, la solubilidad de las proteinas no se vio modificada.
La entalpia de gelatinizacion del almidén se vio reducida por la incorporacion de
los dos emulsionantes, pero mas notoriamente por el DATEM que, ademas,
produjo un corrimiento del pico hacia la derecha (Tabla 4.12). Eliasson (1986)
informé que la incorporaciéon de emulsionantes como el SSL demoraba la
gelatinizacién, y también encontré una disminucion en los valores de entalpfa,
atribuyendo este comportamiento a la ocurrencia de reacciones exotérmicas, como
la formacién de complejos amilosa-emulsionante. lLa capacidad de los
emulsionantes de formar complejos con los lipidos y la amilosa ha sido ya
demostrada, y estos complejos afectan las caracteristicas fisicas del almidén
(Larsson, 1980; Ghiasi y col., 1982a,b). Ghiasi y col. (1982a,b) observaron una
disminucién en la capacidad de hinchamiento del almidén de trigo en presencia de
SSL que explica en parte las mayores temperaturas de gelatinizacion.

Numerosos trabajos (Brates y White, 1986; Krog y col., 1989; Eliasson y Ljunger,
1988; Biliaderis y Tonogai, 1991; Gudmundsson, 1992) informan la disminucién de
la recristalinizaciéon del almidon por parte de los emulsionantes, especialmente del
DATEM vy el SSL. Sin embargo, en este trabajo se encontré un aumento en la
retrogradacion de la amilopectina en presencia de DATEM, mientras que el pico
fue mas angosto, probablemente relacionado a la formacién de cristales de

estabilidad similar.
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Tabla 4.12. Valores de AH, To y ancho de pico para la gelatinizacion del almidon y la

retrogradacion de la amilopectina en masas con incorporacioén de emulsionantes.

Formulacion
Control DATEM SSL

Horneado

AH (J/g soélidos) 7,01 4,98° 5,86"
To (°C) 66,23" 67,82° 66,46"
Ancho de pico (°C) 22,10° 22,59* 21,79
Retrogradacion

AH (J/g sélidos) 1,71° 2,89 2,09°
To (°C) 42,88 44.19* 43,25

Ancho de pico (°C) 16,58" 12,21° 15,59"
DATEM: éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio, AH:

entalpfa de transicion (expresada en valor absoluto), To: temperatura de inicio de la transicion.

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

Mediante el analisis de las imagenes obtenidas durante la fermentaciéon de las masas
se encontraron diferencias durante la primera fermentaciéon tnicamente para el area
relativa de alvéolos, que fue mayor para la masa control que para aquellas con
incorporacioén de emulsionantes, y la masa con SSL fue la que menor area presento.
Por otro lado, durante la segunda fermentaciéon tampoco se observaron diferencias

entre las muestras (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Numero, tamafio y fraccion de alvéolos en masas con incorporaciéon de

emulsionantes luego de la primera y la segunda fermentacion.

Formulacion
Control  DATEM  SSL
aAx a 2
NP° alvéolos/mm?* F1 4,2 53 4’8,0
FZ 3’7a 4’03 5,9

F1 0,026 0,017 0,015

F2 0,074 0,061* 0,049*

F1 13,1° 8,1° 6,9"

F2 30,9 24.8" 26,2"
DATEM: éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio.

Tamafio alvéolos (mm?®)

% Area de alvéolos

F1: primera fermentacién, F2: segunda fermentacion.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).
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5.2. Efecto del agregado de emulsionantes sobre la calidad del pan
Contrariamente a lo que se esperaba, la incorporacion de emulsionantes no resultd
en un aumento del volumen especifico de los panes, y la incorporacion de SSL
incluso lo disminuyé con respecto al control (Tabla 4.14). Si se analiza la Figura 4.9
se observa que los panes con SSL presentaron una celda de gas de gran tamafio
cerca de la superficie del pan, y esta se hallé de manera sistematica en todos estos
panes. Este efecto es caracteristico de sistemas en los que se produce una
significativa evaporacion de agua. El vapor formado ejerce una gran presioén sobre
la miga en formacion, que resulta en una caida de su estructura.

La dureza de la miga de los panes con emulsionantes fue mayor respecto al control

(p<0,05). La misma tendencia se observé para la velocidad de endurecimiento de la
miga durante el almacenamiento. Como ya se menciond, se ha informado que la
incorporacién de emulsionantes anioénicos tiene un efecto positivo sobre la textura
de la miga, disminuyendo su dureza y demorando su endurecimiento durante el
almacenamiento. Sin embargo, estos efectos no fueron evidentes en los resultados
aqui expuestos. Los panes con SSL mostraron una dureza inicial significativamente
mas alta que la de los panes control y con DATEM, ya que la sonda del
texturometro apoyo sobre una superficie mucho mas compactada, debido a la
presencia de esta gran celda de aire. La velocidad de endurecimiento fue mayor para
los panes con emulsionante en relacion al control, pero no hubo diferencias entre
los panes con DATEM y con SSL.

El andlisis de imagen de las migas demostré que los panes con DATEM
presentaron menor numero de alvéolos, de mayor tamafo. Los panes con SSL, por
su parte, presentaron una menor area relativa de alvéolos -la celda de gas presente

cerca de la superficie fue excluida para este calculo-.
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Tabla 4.14. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporaciéon de DATEM y
SSL.

Formulacion

Control DATEM  SSL
VE (cm’/g) 1,08 1,99 1,71°
N° alvéolos/mm’ 1,30° 1,12° 1,04°
Tamafio alvéolos (mm?) 426" 496" 448"
% Area de alvéolos 54,9 54,9 45,9
Uniformidad 2,07° 1,31° 2,18"
Dureza inicial (g) 249° 280° 833"
Velocidad de 2 b b
endurecimiento (g/dia) 208.8 3614 380,0
L* 69,17° 70,85* 72,63
ak 9,30" 8,91° 6,70"
b* 31,95° 32,09°  29,39°

DATEM: éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio.

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

En cuanto al color de la corteza, sélo la luminosidad se vio modificada por la

incorporaciéon de los emulsionantes, resultando mas clara (mayores valores de L¥).

Figura 4.9. Fotografias de los panes control y con emulsionantes (DATEM: éster de monoglicéridos de

acido diacetl tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio). Barra: 1 cm.

En la Figura 4.10 se muestran las areas relativas de alvéolos para las masas con
emulsionantes, luego de las dos fermentaciones, y en la miga de pan. Se observa

que los emulsionantes no provocaron un cambio significativo en el
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comportamiento de la masa durante la fermentaciéon en relaciéon al control.
Evidentemente, la diferencia observada en la calidad de los panes radica en un
comportamiento distinto de las masas durante el horneado, y no durante la

termentacion (Tabla 4.13 y Figura 4.10).

70 1
60 -
S i ™
S 50
2 T
8 40 56,4% 5699,
= 30 4 T 451% e
2 T y
S 20 -
»e . T
Sl 1 0
F1 ‘ F2 | Pan F1 ‘ F2 | Pan F1 | F2 ‘Pan
Control DATEM SSL

Figura 4.10. Area relativa de alvéolos (%) en masas con el agregado de emulsionantes al finalizar la
primera y la segunda fermentacion, y en la miga de pan. Se muestra el porcentaje de area que representan
los alvéolos en la masa luego de la segunda fermentacién en relacién a la miga de pan (considerado como
100%). (DATEM: éster de monoglicéridos de acido diacetil tartarico, SSL: estearoil 2-lactilato de sodio);

F1: primera fermentacién; F2: segunda fermentacion.

6. Enzimas

En este Capitulo, se evaluaron dos dosis diferentes de cada enzima: 0,003 gy 0,03 g
de glucosa oxidasa cada 100 g de harina (GOX 1 y GOX 2, respectivamente); y
0,0006 g y 0,001 g de amilasa cada 100 g de harina (Am 1 y Am 2, respectivamente).

6.1. Efecto del agregado de enzimas sobre las propiedades de la masa

En esta parte del trabajo se evalud el efecto de una enzima polimerizante (glucosa
oxidasa) y otra amilolitica (x-amilasa) a fin de, en el primer caso, estudiar la posible
formaciéon de una red proteica que entregue una estructura con mejores

propiedades viscoelasticas a los panes carentes de la red de gluten; y en el segundo
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caso, paliar el efecto de la recristalinizaciéon de la amilopectina, ya que los panes
libres de gluten son ricos en almidon.

La incorporaciéon de enzimas redujo de forma significativa la resistencia de las
masas luego de la primera fermentaciéon con respecto al control (Tabla 4.15). Puede
observarse que la enzima glucosa oxidasa, aunque disminuyo la resistencia inicial de
las masas fermentadas, disminuy6 aproximadamente a la mitad el porcentaje de
reducciéon de la misma en relacion al control. Por otro lado, la informacién
obtenida a partitr de la reologfa dinamica no apoy6é completamente estas
observaciones, ya que ambas dosis de GOX produjeron un aumento significativo

de la consistencia de las masas (dada por mayores valores de G’y G”) (Figura 4.11),

y una disminucién significativa de la tan & (Tabla 4.15). La glucosa oxidasa cataliza
la oxidacion de glucosa a glucono-lactona y peréxido de hidrégeno. Este peroxido
de hidrégeno oxida los grupos sulfhidrilo, induciendo el entrecruzamiento de
distintas fuentes proteicas por medio de la formacién de puentes disulfuro. Otra
reaccion en la que participa el H,O, es en la gelaciéon oxidativa de los pentosanos
solubles en agua -principalmente arabinoxilanos-. Para este proceso, Hoseney y
Faubion (1981) propusieron la unién del radical sulfenil de una proteina al acido
ferdlico (presente en la harina de cereales) esterificado a un arabinoxilano. Este
“injerto” unido covalentemente entre un polipéptido y un polisacarido crearia una
entidad entrecruzada de alto peso molecular, que serfa responsable de un aumento
de la consistencia de las masas. El aumento de los médulos G’ y G” podria deberse,
entonces, tanto a la gelacién oxidativa de pentosanos como a la formacion de
puentes disulfuro entre péptidos o proteinas formando una estructura mas
entrecruzada que aumente la viscoelasticidad de la masa.

La enzima o-amilasa cataliza la hidrolisis de los enlaces «-(1-4) del almidon para
producir o-dextrinas de bajo peso molecular. La incorporaciéon de o-amilasa
produjo una disminucién en la fuerza de penetraciéon de las masas durante la

fermentacion respecto al control (Tabla 4.15). Estos resultados coinciden con los
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obtenidos a partir de la reologfa dinamica, ya que los valores de G’ y G” fueron
significativamente menores comparados al control, especialmente para la mayor

dosis de la enzima a-amilasa.
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Figura 4.11. Variacién de los médulos dinamicos en funcién de la frecuencia de las masas control (sin
enzimas) y con glucosa oxidasa (GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2: glucosa oxidasa 0,03%) y a-
amilasa (Am 1: c-amilasa 0,0006%; Am 2: a-amilasa 0,001%). a) médulo elastico (G’), b) médulo viscoso

G”).

El almidén dafiado es la fraccion de almidon mas susceptible a ser atacada por la o-
amilasa durante la fermentacién, aunque tanto el almidén dafiado como el nativo
pueden tornarse sustrato de la enzima durante la gelatinizaciéon (Ferrand, 1964). El
almidon dafiado corresponde a la fracciéon de granulos de almidon que se rompe
durante la molienda para la obtencién de harinas, y tiene la capacidad de retener
alta cantidad de agua, aumentando la consistencia de las suspensiones a temperatura
ambiente. Chen y col. (2003) evaluaron el efecto de cantidades crecientes de
almidon dafiado en las propiedades de la harina de arroz, y demostraron que una
mayor proporcion de dafio aumentaba la capacidad de absorcién de agua, y que la
susceptibilidad al ataque de amilasas era mas elevada. Hatcher y col. (2002)
encontraron un aumento en el médulo elastico y la tan & de masas de trigo para la

elaboracion de noodles a medida que aumentaba la cantidad de almidon dafiado.
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Tabla 4.15. Valores de resistencia durante la fermentacién, médulos elastico (G’) y viscoso (G”)

y tan & a 1 Hz, para las masas con enzimas.

Formulacion
Control GOX1 GOX2 Aml1 Am 2

Resistencia (g)

Primera fermentacion 76,3 41,5 50,4° 46,7% 42.0°
Segunda fermentacion 46,3 33.9* 39,4 27,3" 26,7°
% Reduccién 39,3 18,4 21,7 41,6 36,4
Reometria

G’ (kPa) 29,75  3820° 51,100  20,80" 17,40°
G” (kPa) 6,84" 797" 10,25° 4,50° 3,86"
tan & 0,230°  0,209*  0,201*  0,217" 0,223

GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2: glucosa oxidasa 0,03%; Am 1: a-amilasa 0,0006%; Am 2: a-
amilasa 0,001%.

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

En cuanto a la modificacion de las proteinas causada por la incorporacion de
glucosa oxidasa, en la Figura 4.12 se presenta la electroforesis llevada a cabo bajo
condiciones no reductoras a partir de la fracciéon proteica solubilizada con solucion
tamp6n Tris/HCl y con Tris/HCI+SDS, y se demuestra la formacion de complejos
proteicos de alta masa molecular (aproximadamente 200 000) (circulos rojos), asi
como una disminucion en la intensidad de las bandas entre los 110 000 y 65 000 de
masa molecular, posiblemente por la acciéon de la glucosa oxidasa. Gujral y Rosell
(2004a) también informaron la modificacion de las proteinas de arroz mediante la
incorporaciéon de GOX, obteniendo polimeros de mayor peso molecular y menor
solubilidad, y ademas observaron una reducciéon en los grupos sulfhidrilo libres,
asociada a la formacién de puentes disulfuro. Ademas, las proteinas de soja también
poseen grupos sulfhidrilo (Kinsella, 1979) que pueden ser oxidados por el H,O,
producido por la accion de la GOX.

Por otra parte, no se encontré un efecto de la a-amilasa sobre la distribucién de las

proteinas segiin su masa molecular (datos no mostrados).
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Control GOX1 GOX?2
TRIS SDS TRIS SDS MPM
< k s 200000
g —— 116 000
BSS 97400
Lo 66200
45000
S 31000
21000
e

— 14400

Figura 4.12. Electroforesis bajo condiciones no reductoras de las proteinas extraidas con solucién
tamp6n de TRIS/HCI (carril TRIS) y con TRIS/HCI+SDS (cartil SDS) a partir de masa sin (control) y
con incorporacién de glucosa oxidasa (GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2: glucosa oxidasa 0,03%).

MPM: marcador de masa molecular.

En la Tabla 4.16 se presentan los parametros de gelatinizaciéon y retrogradacion
para el almidon presente en las masas con la incorporacion de GOX y Am. La
gelatinizaciéon del almidéon no sufri6 modificaciones por la incorporaciéon de
enzimas. Unicamente la temperatura de inicio del pico de transicion fue mas
elevada para las masas con a-amilasa, provocando un corrimiento del pico hacia la
derecha. Duran y col. (2001) evaluaron el efecto de la incorporaciéon de
maltodextrinas de distinto grado de polimerizaciéon (3-7 DP) a distintos almidones,
y encontraron que éstas aumentaban la temperatura de gelatinizacion asignando
este comportamiento a un efecto estabilizante de los oligosacaridos sobre las
regiones amorfas del almidén, aumentando la temperatura de transicién, mientras
que no evidenciaron un efecto sobre la entalpia de gelatinizacion.

La incorporacion de GOX provocdé un aumento en la retrogradaciéon de la
amilopectina (mayores valores de AH, ). La posible modificacién de las proteinas
de soja por parte de la GOX puede tener un efecto negativo sobre la interacciéon
entre las proteinas de soja y el almidon de mandioca, como se explicé con

anterioridad.
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Tabla 4.16. Valores de AH, To y ancho de pico para la gelatinizacion del almidon y la

retrogradacion de la amilopectina en masas con incorporacion de enzimas.

Formulacion

Control GOX1 GOX2 Am 1 Am 2
Horneado
AH (J/g so6lidos) 7,01 7,27 6,98" 7,19 7,49
To (°C) 66,23" 66,43"  66,67" 67,33° 67,23
Ancho de pico (°C) 22.10° 23,09  22.54° 21,59* 21,21*
Retrogradacion
AH (J/g sélidos) 1,71% 2,13 242 1,68° 2,11™
To (°C) 42,88 43779° 44,32 43,15 44,03"
Ancho de pico (°C) 16,58" 15,89"  14,99° 16,54" 14,83"

GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2: glucosa oxidasa 0,03%; Am 1: a-amilasa 0,0006%; Am 2: a-
amilasa 0,001%, AH: entalpia de transicién (expresada en valor absoluto), To: temperatura de inicio de la

transicion.

*Letras distintas en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

En cuanto a la incorporacion de amilasa, no se observo efecto alguno sobre la
entalpia de recristalinizacién de la amilopectina. La a-amilasa hidroliza enlaces a-(1-
4) principalmente al azar. De esta manera, son cortadas las largas cadenas de
amilopectina que conectan distintos cristales (Zobel y Senti, 1959; Senti y Dimler,
1960; Hug-Iten y col., 2003). Sin embargo, esta enzima tiene un escaso efecto sobre
las cadenas laterales de la amilopectina que todavia pueden cristalizar (Goesaert y
col,, 2009). Goesaert y col. (2009) propusieron el uso de una amilasa maltogénica
(exoamilasa), que degrada las cadenas de amilopectina liberando casi
exclusivamente a-maltosa, para disminuir la retrogradacion de la amilopectina.

El ancho de pico de retrogradacion fue reducido por la dosis mas alta de ambas
enzimas, y este cambio esta relacionado con el aumento en la To de la transicion.
Este hecho puede estar asociado a la formacién de cristales mas estables durante el
almacenamiento de las muestras a 4 °C. La a-amilasa actta hidrolizando el almidén
dafiando, accesible para la acciéon enzimatica. A mayor concentracioén de la enzima

pueden producirse dextrinas de peso molecular mas bajo que a la menor dosis. Se
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ha informado el efecto retardador de la retrogradacién de las dextrinas, que
interrumpen la interaccién entre las cadenas de amilopectina. Si estas dextrinas son
de menor grado de polimerizacién, se formaran cristales mas estables que si son de
mayor peso molecular. Un efecto similar puede ocurrir a altas dosis de glucosa
oxidasa.

En la Tabla 4.17 se resumen los resultados del analisis de las imagenes obtenidas
durante la fermentaciéon de las masas. L.as masas con enzimas mostraron alvéolos
de mayor tamafio respecto al control durante la primera fermentacion, y el area
ocupada por alvéolos también fue mayor con la excepcion de la masa con Am?2.
Los mayores valores se encontraron para las dosis mas bajas de ambas enzimas. En
lo que concierne a la segunda fermentacion, no se observaron diferencias (p>0,05)
en el tamafio de alvéolos entre las distintas masas. Nuevamente, las masas con
mayor fraccion de alvéolos (%) fueron aquellas con la menor dosis de

incorporacién de enzimas.

Tabla 4.17. Numero, tamafo y fraccion de alvéolos en masas con incorporacion de enzimas

luego de la primera y la segunda fermentacion.

Formulacion
Control GOX1 GOX2 Am1 Am 2
b a c a a
NP alvéolos/mm?’ kil 42 34 4,6 3,6 3,5
F2 3,7¢ 2,8 3,4ID 3,4ID 3,0°

F1 0,026" 0,049¢ 0,034 0,051°¢ 0,033

F2 0,074* 0,111* 0,086" 0,101* 0,090°

F1 13,2 16,4° il 5 17,7° 9,9

F2 30,9 35,9° 29,6 33,8° 30,5
GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2: glucosa oxidasa 0,03%; Am 1: a-amilasa 0,0006%; Am 2: a-

Tamafio alvéolos (mm?®)

% Area de alvéolos

amilasa 0,001%; F1: primera fermentacion; F2: segunda fermentacion.

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).

6.2. Efecto del agregado de enzimas sobre la calidad del pan
De la Tabla 4.18 se observa que la menor dosis de a-amilasa aument6 el volumen

especifico del pan con respecto al control, debido en gran parte a que ésta hidroliza
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el almidén que resulta lixiviado en el proceso de la gelatinizacion durante el
horneado, reduciendo la viscosidad del sistema con un efecto beneficioso sobre el
VE, y también debido a la mayor cantidad de aztcares simples, fermentables por las
levaduras; mientras que con la mayor dosis de esta enzima no se observé diferencia
en el VE respecto también al control. Las masas con mayor dosis de a-amilasa
presentaron menor valor de resistencia durante la fermentacion, asi como menores
valores de G’ y G”; esto lleva a una baja resistencia a la pérdida de gases durante el
horneado, y este comportamiento produce panes con menor VE.

La incorporaciéon de GOX no produjo panes de mayor VE con respecto al control,
a pesar de haberse evidenciado la formacién de una estructura proteica mas

entrecruzada, como lo demuestran los estudios electroforéticos.

Tabla 4.18. Parametros de calidad de panes libres de gluten con la incorporaciéon de glucosa

oxidasa y amilasa.

Formulacion

Control GOX1 GOX2 Am1 Am?2
VE (cm’/g) 1,99% 205" 2,01° 215> 2,04
N° alvéolos/mm’ 1,30° 1,60 1,92° 1,34* 1,27°
Tamafio alvéolos (mm?) 426 3,17 3,34* 405" 415"
% Area de alvéolos 54,9¢ 50,8% 49,0 532 537
Uniformidad 2,07 2,54 2,62°  258< 232"
Dureza inicial (g) 249 169* 169* 171" 229®

Velocidad de

a b ab ab ab
endurecimionto (g/dia) 2088 3299 3044% 2873 3162

L* 69,17 70,70° 71,48 67,07 66,03
a* 9,30° 8,38" 822" 10,61 11,30"
b* 31,95° 30,46°  3026° 34,15 33,85

GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2: glucosa oxidasa 0,03%; Am 1: a-amilasa 0,0006%; Am 2: a-
amilasa 0,001%.

*Letras diferentes en una misma fila corresponden a valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Se observé una disminucién de la dureza inicial de la miga mediante la
incorporaciéon de GOX (Tabla 4.18). Coincidentemente con este trabajo, Gujral y
Rosell (2004a) también encontraron una disminuciéon de la dureza al incorporar
GOX. La velocidad de endurecimiento de estos panes durante el almacenamiento
fue mayor que la del control. Como ya se explicd, la posible disrupcion de la
interaccion beneficiosa entre las proteinas de la soja y el almidén de mandioca por
medio de la accién catalitica de la GOX, podtia tener un efecto negativo sobre el
comportamiento del pan durante el almacenamiento. Respecto a la incorporacion
de a-amilasa, ésta provocod una reducciéon en la dureza inicial de la miga, y la
velocidad de endurecimiento fue similar a la del pan control.

En la Figura 4.13 se presentan las areas relativas de alvéolos para las masas con
enzimas luego de la primera y segunda fermentacion (F1 y F2, respectivamente) y
en la miga de pan. Las masas con la dosis mas baja de ambas enzimas (GOX y Am)
presentaron, luego de la segunda fermentacion, mayor fraccién de area en relacion

a la que se observo para la miga de pan.
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Figura 4.13. Area relativa de alvéolos (%) en masas con el agregado de enzimas al finalizar la primera y la
segunda fermentacion, y en la miga de pan. Se muestra el porcentaje de area que representan los alvéolos
en la masa luego de la segunda fermentacioén en relaciéon a la miga de pan (considerado como 100%).
GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2: glucosa oxidasa 0,03%; Am 1: o-amilasa 0,0006%; Am 2: a-

amilasa 0,001%; F1: primera fermentacion; IF2: segunda fermentacion.
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En la Figura 4.14 se muestran imagenes representativas de los panes con el
agregado de enzimas. A simple vista, el aspecto global de los panes no fue
modificado por la presencia de las enzimas. El analisis de imagen (Tabla 4.14)
muestra, sin embargo, que la miga de los panes con GOX presenté mayor cantidad
de alvéolos, y que estos fueron de menor tamafio; al mismo tiempo que el area
relativa de alvéolos fue menor. Por otro lado, los panes con Am presentaron una
estructura alveolar (dada por nimero y tamafio de alvéolos) similar a la del control.
Las dos dosis de ambas enzimas presentaron mayor proporcion de alvéolos
pequefios en relacion a los de mayor tamafio (mayores valores de uniformidad).

En cuanto al color de la corteza, la incorporacion de a-amilasa llevé a la formaciéon
de una corteza globalmente mas oscura, principalmente por la mayor cantidad de

azucares reductores que participan en las reacciones de Maillard.

Control

Amilasa 2

Figura 4.14. Fotograffas de los panes control y con enzimas (GOX 1: glucosa oxidasa 0,003%; GOX2:

glucosa oxidasa 0,03%; Amilasa 1: a-amilasa 0,0006%; Amilasa 2: a-amilasa 0,001%). Barra: 1 cm.

7.  Analisis de correlacion entre los parametros

En este Capitulo se encontraron correlaciones significativas que resumen el

comportamiento del sistema en estudio (Tabla 4.19). Asi, se observé que las masas
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con mayores valores de G’ y G” -que juntos brindan informacién sobre la
consistencia del sistema- presentaron mayor nimero de alvéolos de menor tamafio
durante la fermentacion, y esto se relaciona con la mayor capacidad de retener el
aire incorporado durante el batido, pero también con una mayor dificultad para la
expansion de la fase gaseosa durante la fermentacion. Concordantemente, masas
mas resistentes llevaron a panes con mayor dureza inicial de la miga, que se
relaciona con la menor fracciéon de aire presente, aunque la velocidad de
endurecimiento no se vio afectada. Siguiendo el mismo comportamiento, las masas
que presentaron mayor valor de resistencia dieron lugar a panes de menor volumen
especifico. Los ensayos de comportamiento reolégico de las masas bajo pequefias y
grandes deformaciones no presentaron una correlacion significativa.

En cuanto al analisis de las imagenes tomadas durante la fermentacion, los distintos
parametros (nimero y tamafo de alvéolos, y fraccion relativa de area ocupada por
aire) correlacionaron entre si. El tamafio de alvéolos y la fracciéon de aire en las
masas se relacionaron de manera negativa con la dureza inicial de la miga. El
volumen del pan, como se esperaba, también presentd una asociaciéon inversa con
la dureza. Ademas, a mayor fraccion de aire presente en la miga del pan se obtuvo
menor dureza de la miga; mientras que a mayor dureza inicial de la miga le
correspondié mayor velocidad de endurecimiento durante el almacenamiento.
Finalmente, al considerar el comportamiento calorimétrico de las masas, se observé
que a menores entalpias de gelatinizacion le correspondieron mayores valores de G’
y G”, menor tamafo promedio de alvéolos en las masas durante la fermentacion, y
menor fraccién de aire en las masas. Ademads, una mayor temperatura de fusion del
almidon retrogradado se asocié a mayores valores de G, G” y R. Asf, las variables
que influyen sobre las propiedades viscoelasticas de las masas lo hacen también

sobre las propiedades del almidén durante el calentamiento.
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Tabla 4.19. Valores de correlacién para algunos parametros estudiados.

Masa |
Reologia | Gelatinizacion | Retrogradacién | Primera fermentacion | Segunda fermentacion |
G' G" R AH Tp AH Tp TcTo N alv/mm Tamaiio alv % Area alyN° alv/mm'Tamafio alv% Area alv
G' (Pa) 1,00
G" (Pa) 0,99 1,00
R (g 0,46 0,53 1,00
AHg (/2 0,64* 0,59* 0,08 1,00
Tpga (°C) -0,42 -0,50 -0,13 -0,12 1,00
AH, (/2 -0,23 -0,13 0,30 -0,51 -0,19 1,00
TPrets (°C) 0,56* 0,59* 0,64* 0,15 -0,02 0,28 1,00
Te-Tore (°C) -0,16 -0,05 0,31 -0,49 -0,12 0,88* 0,48 1,00
N° alvéolos/mm” F1 0,65* 0,58* 0,40 0,56 -0,08 -0,41 0,22 -0,46 1,00
Tamafio alv F1 (mm®) -0,68%  -0,66* -0,50 -0,73* 0,26 0,39 -0,23 0,38 -0,72% 1,00
% Area F1 -0,62%  -0,62% -0,40 -0,76* 0,30 0,31 -0,24 0,35 -0,40 0,87* 1,00
N° alv/mm” F2 0,83* 0,86* 0,66* 0,48 -0,48 0,01 0,67* 0,03 0,61% -0,58%  -0,55% 1,00
Tamafio aly F2 (mm®) -0,23 -0,21 0,12 -0,29 0,23 0,10 -0,39 0,02 0,01 0,06 0,26 -0,42 1,00
% Area F2 -0,51 -0,46 -0,03 -0,70% 0,26 0,30 0,11 0,40 -0,44 0,74% 0,68% -0,18 -0,03 1,00
VE (cm3/g) -0,48 -0,50 -0,80* -0,09 0,05 -0,23 -0,48 -0,10 -0,44 0,39 0,32 -0,52 -0,25 0,15
Dureza 0 (g) 0,85% 0,90% 0,67* 0,51 -0,49 0,13 0,70 0,18 0,43 -0,66%  -0,70% 0,88% -0,24 -0,35
Pendiente (g/dia) 0,49 0,49 0,22 0,43 -0,12 0,06 0,58% 0,12 0,33 -0,41 -0,47 0,54 -0,34 -0,14
Uniformidad -0,22 -0,13 0,04 -0,43 -0,32 0,14 0,02 0,21 -0,20 0,34 0,32 0,15 -0,20 0,73*
NC alvéolos/mm” -0,41 -0,40 -0,21 -0,48 0,10 0,10 -0,01 0,12 -0,20 0,54 0,58 -0,19 -0,20 0,59
Tamafio alvéolos (mm’) 0,24 0,19 -0,21 0,33 -0,08 -0,29 -0,26 -0,24 0,14 -0,36 -0,26 -0,14 0,21 -0,65%
% Area de alvéolos -0,41 -0,48 -0,42 -0,08 0,35 -0,14 -0,56% -0,25 -0,11 0,09 0,15 -0,62% 0,33 -0,26
L* 0,34 0,34 0,19 0,01 -0,29 -0,03 -0,05 -0,12 0,46 -0,10 0,14 0,17 0,49 -0,12
A -0,38 -0,40 -0,24 -0,03 0,37 0,01 0,04 0,02 -0,39 0,17 -0,08 -0,17 -0,58% 0,16
b* -0,14 -0,16 -0,28 0,15 0,05 -0,04 0,13 -0,02 -0,29 0,10 -0,18 0,07 -0,86* 0,07
Pan
VE | Textura Estructura de la miga [ Color de corteza
Dureza 0 Pendiente JniformidacN°® alv/cmI'amafio alv% Area alv ~ 1* a* b*
VE (cm3/g) 1,00
Dureza 0 (g) -0,57* 1,00
Pendiente (g/dfa) -0,22 0,68* 1,00
Uniformidad 0,10 -0,03 0,01 1,00
N° alvéolos/mm’ 0,01 -0,40 0,14 0,60% 1,00
Tamafio alvéolos (mm°) 0,34 0,01 -0,13 -0,66*  -0,79% 1,00
% Area de alvéolos 0,46 -0,58% -0,46 -0,59* -0,44 0,70% 1,00
* -0,49 0,12 -0,13 0,03 0,13 -0,05 -0,19 1,00
A 0,40 -0,21 0,10 -0,03 0,05 -0,11 0,16 -0,95% 1,00
b* 0,43 -0,04 0,17 0,05 0,11 -0,14 -0,03 -0,82% 0,89* 1,00

*Correlaciones de Pearson significativas (p<0,05).

R: resistencia de las masas a la extrusién; AH: entalpia asociada a una transicién térmica; To: temperatura
de inicio de una transicién térmica; Tp: temperatura de pico de la endoterma de transicién; Tc:
temperatura de conclusién de la endoterma de transicion; VE: volumen especifico de pan; Pendiente:

velocidad de endurecimiento de la miga de pan.
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Los resultados del presente Capitulo muestran que la incorporacion de los aditivos
modificé el comportamiento de la masa, y esta modificaciéon se evidencié en un
cambio en sus propiedades calorimétricas y reologicas (a bajas y altas deformaciones).
Ademas, el patréon electroforético de las proteinas que se encuentran en la masa fue
alterada por la presencia de algunos de los aditivos, como el alginato y la glucosa
oxidasa. Globalmente, estos cambios llevaron a la obtenciéon de panes con diferentes
caracteristicas, como volumen especifico de las piezas, dureza y velocidad de
endurecimiento de la miga, caracteristicas del alveolado y color de la corteza. No
obstante, estos panes obtenidos no necesariamente fueron de mejor calidad que el
control.

La masa control presenté un muy buen desempefio a la hora de obtener panes de
buen volumen, con una estructura de miga aceptable y, fundamentalmente, con un
menor endurecimiento de la miga durante el almacenamiento. Si se considera que este
pan es elaborado a partir de una formulacién simple, éste constituye una propuesta
promisoria para el mercado de panificados para celiacos.

En el Capitulo anterior se observo que la interaccion entre el almidén de mandioca y
la harina de soja activa modificaba notoriamente las propiedades del almidoén; y los
resultados presentados en el presente Capitulo sugieren que esta interaccion es la que
gobierna el comportamiento de la masa. Bajo estas condiciones, se obtuvo un pan de
buenas caracteristicas. En este sentido, la incorporacion de aditivos, globalmente, no
mejoré la calidad final del pan, ya que modifican o impiden la interaccién entre ambos

componentes.
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La celiaquia es una de las enfermedades alimenticias mas frecuente, con una incidencia
mundial de aproximadamente 1/100-200. La enfermedad tiene una etiologia
multifactorial, con una interaccién compleja entre factores genéticos, inmunoldgicos y
ambientales. El factor ambiental esta dado por la presencia de péptidos derivados de
las prolaminas que causan una reaccion inmune inadecuada, principalmente contra
células epiteliales en el intestino delgado. Esto conlleva al aplanamiento de las
vellosidades intestinales, que reduce sensiblemente la superficie de absorciéon de los
nutrientes. La exposiciéon cronica a las prolaminas en algunos pacientes puede,
ademas, derivar en complicaciones como el desarrollo de linfomas intestinales, el
retraso en el crecimiento, osteoporosis e infertilidad. Lamentablemente, hasta la
actualidad no se ha informado la existencia de ningtn tratamiento efectivo contra esta
enfermedad, y la adhesién a una dieta libre de gluten parece la tnica alternativa viable.
En Argentina, los alimentos a base de trigo constituyen una gran proporcion del total
de los alimentos ingeridos por la poblacién. El pan es un alimento de costo
relativamente bajo, por lo que ocupa una posicién de gran importancia en la nutricion
en nuestro paifs, y también a nivel mundial. En el afio 2006, en Argentina se
consumieron 72,5 kg de pan/hab. Sin embargo, los aproximadamente 250 000
celfacos que viven en nuestro pafs no estan incluidos en esta estadistica, ya que sélo
pueden consumir pan elaborado a partir de harinas o almidones diferentes a los
provenientes del trigo. Los panes que se obtienen a partir de estas materias primas son
de baja calidad tecnolégica y con propiedades organolépticas deficientes. A partir de
este problema, numerosos trabajos de investigacion se llevaron a cabo para dar con
una soluciéon factible tanto para los pacientes celiacos como para el sector
panadero/industrial.

En este trabajo se estudi6 el efecto que provocé la incorporacion de distintos aditivos
sobre la calidad y las propiedades de panes elaborados a partir de distintas materias
primas sin gluten. En primera instancia, se evaluaron distintas formulaciones para la
obtencién de panes a partir de harina de arroz, harina de maiz y harina de soja inactiva

deslipidizada, en distintas proporciones y con distinta cantidad de agua (entre 110 y
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220%, base harina). Se observo que la incorporacion de harina de soja afectd las
caracteristicas de los batidos y los panes debido a la afinidad que tienen las proteinas
de soja por el agua y a las interacciones que se establecieron entre estas proteinas y los
almidones. La presencia de harina de soja mejoré el volumen especifico de los panes,
tanto a base de arroz como de maiz, y este aumento estuvo relacionado con un
incremento en la resistencia de los batidos. Sin embargo, la relaciéon positiva entre
ambos parimetros ocurrié hasta un cierto limite/umbral de resistencia. Globalmente,
los panes elaborados con arroz, maiz y soja presentaron buenos atributos. A partir de
estos resultados, se seleccioné la formulacién a base de harina de arroz y de maiz en
igual proporcién, 20% de harina de soja y 158% de agua, base harina, y sobre esta
formulaciéon se estudié el efecto de diferentes aditivos, que consistieron en
hidrocoloides (goma xantica, carboximetilcelulosa, carragenato y alginato), proteinas
(concentrado proteico de suero de leche y huevo pasteurizado en polvo),
emulsionantes (SSL y DATEM) y enzimas (glucosa oxidasa y a-amilasa). Es muy
probable que la alta cantidad de agua presente en este sistema haya enmascarado de
cierto modo el efecto de los aditivos presentes, ya que s6lo se observé un cambio
pronunciado en las propiedades de los batidos y las caracteristicas del pan luego del
agregado de hidrocoloides. Se procedié entonces a estudiar el efecto de los mismos
aditivos en un sistema distinto, con materias primas diferentes que permitan la
utilizaciéon de cantidades menores de agua. Se seleccioné una formulacién a base de
almidon de mandioca, harina de arroz y harina de soja activa entera, en la que se
utilizé un 65% de agua, base harina, salvo para los panes con hidrocoloides, en los que
se incorpord 75% de agua. Si bien los distintos aditivos tuvieron un efecto
significativo sobre las propiedades calorimétricas y reoldgicas de las masas y sobre la
calidad de los panes obtenidos, este efecto no siempre llevé a la produccién de
productos con parametros tecnologicos mas aceptables. L.a masa control presentd un
buen desempefio a la hora de obtener panes de buena calidad tecnolégica, y si se

considera que fue elaborada a partit de una formulacién muy simple, ésta se
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transforma en una propuesta prometedora para la industria dedicada a la panificacion
de productos aptos para celiacos.

Dada la controversia que existe sobre el mecanismo de endurecimiento del pan
durante el almacenamiento, donde algunos autores alegan que la interaccién entre el
gluten y el almidoén es el principal responsable de este fenémeno, queda claro que en
panes elaborados a partir de harinas o almidones libres de gluten, la miga también
endurece con el tiempo. Se observé también que la presencia de proteinas distintas al
gluten, como la proteina de la harina de soja, ya sea nativa o desnaturalizada,
disminuye el endurecimiento de la miga, y esta disminucién esta relacionada, al menos
en parte, a una disminucién en la retrogradacion del almidon presente en el sistema,
evaluado por calorimetria diferencial de barrido y difractometria de rayos X.

Las buenas caracteristicas del pan se debieron en gran medida a la interaccion entre el
almidon de mandioca y las proteinas de la soja nativas presentes en la harina activa.
Esta interaccién ocurrié, probablemente, a través de los componentes asociados a la
superficie del granulo del almidén. Ademas, bajo condiciones que favorecieron la
gelatinizacién, el almidén de mandioca presenté un comportamiento particular,
exponiendo en mayor medida que otros almidones (como el de maiz) las cadenas de
amilosa/amilopectina, que interaccionaron con las proteinas de la soja; este hecho
modifico las propiedades de pasting y retrogradacion del almidén. El efecto de la
harina de soja activa sobre la recristalinizacion del almidén de mandioca quedé

demostrado.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de este trabajo, se logré obtener panes libres de gluten de calidad variable de
acuerdo, fundamentalmente, a las materias primas que se utilizaran y a la cantidad de
agua que se incorporara. Los resultados demuestran, contrariamente a la opinion
generalizada, que la incorporacion de aditivos no es imprescindible para la obtencion
de productos libres de gluten de buena calidad, especialmente si se utilizan aquellos

que normalmente se emplean atendiendo a paliar las deficiencias de productos
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elaborados a base de harina de trigo, que representan un sistema particular, y
completamente diferente a aquellos sin gluten.

Este hecho abre nuevas perspectivas a la hora de seleccionar materias primas y
variables tecnoldgicas, como amasado y tipo de fermentacién, ya que una seleccion
cuidadosa de variables tan simples puede reducir los costos de produccion y facilitar

notablemente la obtencién de formulaciones de recetas aptas para celiacos.
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