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El rol del gluten en la panificacion y el
desafio de prescindir de su aporte en la
elaboracion de pan

Sciarini L.S.; M.E. Steffolaniy A.E. Ledn

RESUMEN

La enfermedad celiaca es una enteropatia cronica del intestino delgado
inmunomediada y promovida por la exposicion a una dieta con gluten en
individuos genéticamente predispuestos. La interaccion de factores genéticos
y ambientales provoca la pérdida de tolerancia a ciertas proteinas presentes
en algunos cereales. Recientemente se establecié una prevalencia de
celiaquia del 1% en el mundo, con grandes variaciones entre los paises. El
unico tratamiento eficaz es adoptar una dieta libre de gluten. El gluten es una
red proteica que se estructura al hidratar la harina y se refuerza mediante el
amasado. Esta conformado fundamentalmente por dos fracciones proteicas:
prolaminas y glutelinas. Estas proteinas juegan un rol preponderante en la
calidad de los mas tradicionales productos de panificacion, por lo que es un
gran desafio para investigadores y tecndlogos elaborar estos productos sin
contar con esta red. La polimerizacion de proteinas para simular la red de
gluten ha mostrado sus limitaciones, por lo que se profundizé en el estudio de
las interacciones entre diferentes componentes como un factor determinante
para el desarrollo de productos. Sobre esa base se obtuvieron mejores
resultados usando almidén de mandioca y harina de soja activa, gracias a las
interacciones especificas establecidas entre ambos componentes.
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SUMMARY

Celiac disease is an immunomodulated chronic enteropathy triggered by gluten
ingestion in genetically susceptible patients. The interaction between genetic
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and environmental factors leads to an intolerance toward some proteins present
in certain cereals. Recently, the worldwide prevalence of this disease has
been estimated in 1%, with an important variation among different countries.
Nowadays, the only effective treatment for the disease consists in a lifelong
gluten-free diet. Gluten is a protein network formed when flour and water are
mixed (energy input), and is composed of two main protein fractions: prolamins
and glutenins. This protein network is a leading factor determining the quality
of most traditional baked products; therefore, obtaining these products without
this network is a major challenge for food scientists and technologists. Protein
polymerization -other than gluten- has shown limited results in replacing the
gluten network; hence, a different approach was adopted, focusing on the
study of interactions among different raw components as a key factor in gluten-
free products development. With this approach, better results were obtained
when using cassava starch and active soy flour, due to specific interactions
established between both components.
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INTRODUCCION

Las proteinas de los cereales se clasifican de
acuerdo a su solubilidad en cuatro tipos (Osborne,
1907):

- Albuminas: solubles en agua.

- Globulinas: insolubles en agua y solubles en
soluciones salinas diluidas.

- Prolaminas: insolubles en agua y en solucio-
nes salinas y solubles en alcohol al 70%.

- Glutelinas: insolubles en los solventes anterior-
mente mencionados y solubles en acidos o bases
diluidos o en detergentes.

Esta clasificacion no refleja relaciones genéti-
cas o0 quimicas de los polipéptidos que componen
cada fraccion (Tatham et al., 1985); sin embargo,
es la mas ampliamente difundida hasta el momen-
to.

A los dos primeros grupos pertenecen las pro-
telnas metabdlicamente activas que se ubican en
el citoplasma celular; las otras sirven como fuente
de nitrégeno durante la germinacion de la semilla.

En el trigo las prolaminas y las glutelinas se de-
nominan gliadinas y gluteninas, respectivamente;
estas fracciones son las que conforman el gluten y
constituyen alrededor de 75-80% del total de pro-
teinas. Las albuminas y globulinas son proteinas
no formadoras de gluten y representan 20-25% del
total. Las proteinas formadoras de gluten juegan
un papel fundamental en la elaboracion de produc-

tos de panificacion, fundamentalmente en aquellos
que son sometidos a un proceso de leudado.

Por otra parte, la ingesta de gluten, aun en pe-
quefias cantidades, puede producir una serie de
trastornos en algunas personas, entre los que se
incluyen la dermatitis herpetiforme, la ataxia por
gluten, la sensibilidad al gluten no celiaca y la en-
fermedad celiaca (EC) (Ludvigsson et al., 2013).

En el presente trabajo se revisa el rol que des-
empefia el gluten en la obtenciéon de productos
leudados y las dificultades para sustituirlo en la
elaboracion de panes libres de gluten. Al mismo
tiempo, se analizan los diferentes enfoques apli-
cados y se profundiza en los resultados obtenidos
sobre la base del estudio de las interacciones que
se establecen entre los diferentes componentes de
los ingredientes usados.

ENFERMEDAD CELIACA

La EC es definida como una enteropatia crénica
del intestino delgado inmuno-mediada y promovi-
da por la exposicion a una dieta con gluten en in-
dividuos genéticamente predispuestos. La interac-
cion de factores genéticos y ambientales lleva a la
pérdida de tolerancia a ciertas proteinas presentes
en algunos cereales, particularmente a las prolami-
nas del trigo, cebada, centeno y especies hibridas
como el triticale, y en algunos casos, de la avena.

La inflamacién permanente de la mucosa intes-
tinal conlleva al aplanamiento de las vellosidades,
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que deriva en la mala absorcion de nutrientes. Los
sintomas mas tipicos de la enfermedad incluyen
diarrea, pérdida de peso, estrés, vomitos, anemia
y dolor abdominal. El Unico 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 compli-
caciones como osteoporosis, desarrollo de linfo-
mas intestinales, o pueden presentarse problemas
en el crecimiento y en la fertilidad de los pacientes.

Epidemiologia

La prevalencia de una enfermedad es definida
como el numero de casos presentes en una pobla-
cion en un momento dado. En 1950 la enfermedad
se diagnosticaba por sintomas gastrointestinales,
estudios de absorcién y atrofia de las vellosidades
del intestino delgado mediante una biopsia; asi
se estimaba una prevalencia de 1 en 8000 en la
poblacion general (Davidson & Fountain, 1950).
Esta estimacion empez6 a crecer a partir de la
aplicacion de analisis seroldgicos que permitian
seleccionar individuos asintomaticos o silentes, a
quienes se les confirmaba la celiaquia por medio
de una biopsia intestinal.

Mediante la aplicacion de estudios seroldgicos
se observo un claro incremento en la prevalencia
y notorias diferencias entre las distintas regiones
del mundo. Estudios realizados en donantes de
sangre en Suecia mostraron una prevalencia de
1:256 (Grodzinsky et al., 1992). Recientemente en
Alemania se estim6 una prevalencia de 0,9% en
nifios y adolescentes (Laass et al., 2015). Releva-
mientos de similares caracteristicas indicaron los
siguientes resultados: 1:250 en Estados Unidos de
América (Not et al., 1998), 1:330 en Paises Bajos
(Rostami et al., 1999), 1:99 en Finlandia (Kolho et
al., 1998) y 1:157 en Israel (Shamir et al., 2002).
En Brasil, un estudio realizado en San Pablo mos-
tré una prevalencia de 1:273, y otro en Brasilia, de
1:681 (Gandolfi et al,, 2000). En 1999, en la Ar-
gentina se efectud un estudio poblacional sobre
muestras de suero de examenes prematrimoniales
en el area de La Plata, que arrojé una prevalen-
cia de 1:167 (Goémez et al., 2001), mientras que en
un estudio con nifios la prevalencia hallada fue de
1,26% (1/79 nifios) diagnosticados por histopato-
logia con predominio del sexo femenino (Mora et
al., 2012).

Etiologia

La intolerancia al gluten se debe a una respues-
ta inadecuada del sistema inmune ante la exposi-

cion a proteinas de las prolaminas en individuos
genéticamente susceptibles. La etiologia es multi-
factorial, con interrelaciones complejas de factores
genéticos, inmunolégicos y ambientales.

Factores inmunoldégicos

A fin de comprender las bases de la EC, es ne-
cesario conocer los mecanismos inmunoloégicos
subyacentes. A tal fin, se expondran sintéticamen-
te algunos conceptos referentes al sistema inmu-
nologico.

Sistema inmune

El funcionamiento del sistema inmune se divide
en inmunidad innata e inmunidad adaptativa. La
inmunidad innata constituye la primera linea de
defensa inmunoldgica y se caracteriza por poseer
mecanismos efectores, como fagocitos, comple-
mentos 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
proliferacién celular en un proceso conocido como
expansion clonal. La expansion clonal de los lin-
focitos es necesaria para generar una respuesta
inmunitaria eficiente, pero es lenta, ya que toma
entre 3 a 5 dias para generar linfocitos efectores.
Por esta razon, la inmunidad innata es fundamen-
tal para controlar la mayoria de las infecciones o
agresiones cutaneas y para disparar la inmunidad
adaptativa (Medzhitov & Janeway, 2000; Janeway,
2001).

El nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa
se debe a las células presentadoras de antigeno
(CPA), que tienen como funcion captar, procesar
y presentar moléculas antigénicas para que sean
reconocidas luego por los linfocitos Ty, asi, dar co-
mienzo a una respuesta inmune adecuada. Para
este fin, las CPA poseen en sus membranas un
grupo de receptores que forman parte del llama-
do complejo mayor de histocompatibilidad que, en
humanos, recibe el nombre de antigeno leucocita-
rio humano (ALH).

Factores genéticos

Los enfermos celiacos se caracterizan por po-
seer un grupo de receptores de membrana ALH
que son poco frecuentes en la poblacion general;
asf, un alto porcentaje (95%) de los pacientes celia-
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cos lleva en su dotacion génica los alelos que codi-
fican para el receptor ALH-DQZ2, y el otro 5% porta
los genes que codifican para el receptor ALH-DQS8.
Cabe destacar que el porcentaje de estos genes
en la poblacion general es de sélo un 40%.

Factores ambientales

Las prolaminas del gluten poseen ciertas ca-
racteristicas que contribuyen a sus propiedades
inmunogénicas. Son ricas en prolina y glutamina;
debido al alto contenido en prolina, el gluten es re-
sistente en gran parte a la degradacion proteoliti-
ca en el tracto gastrointestinal, ya que las enzimas
gastricas y pancreaticas no poseen capacidad
proteolitica post-prolina.

Las porciones del gluten que son resistentes a
la degradacion enzimatica son transportadas a tra-
vés de la barrera epitelial como polipéptidos. Esos
péptidos son modificados por la transglutaminasa
tisular (TG2); ésta es una aciltransferasa que ca-
taliza dos tipos de reacciones diferentes. Una de
ellas es la transaminacion, que es la formacion
de la unién isopeptidica entre residuos de lisina
y glutamina (Seguro et al., 1996). En ausencia de
aminas primarias ocurre la deaminacion, donde el
agua actua como aceptora de grupos acilo, y la
glutamina es entonces deaminada y transformada
en acido glutamico, cargado negativamente. Las
moléculas ALH-DQ2 y -DQ8 de las CPA tienen pre-
ferencia por los aminoacidos cargados negativa-
mente, por lo que se unen con mayor afinidad a los
péptidos del gluten deaminados. De esta manera,
las CPA se unen a estos péptidos, presentandolos
como antigenos a los linfocitos B, y dando comien-
z0 a una cascada de reacciones inmunolégicas
que tienen como resultado la produccion de anti-
cuerpos anti-gliadina, anti-TG2, y un ataque a los
enterocitos. Este ataque produce el aplanamiento
de las vellosidades intestinales, desfavoreciendo
la correcta funcion absortiva del intestino.

REQUERIMIENTOS PARA ALIMENTOS LIBRES
DE GLUTEN

El Codex Alimentarius (2008) establece que
los alimentos exentos de gluten son aquellos que
estan constituidos o elaborados Unicamente con
uno o mas ingredientes que no contienen trigo (es
decir, todas las especies de Triticun, incluyendo
el trigo, la espelta y el kamut), centeno, cebada,
avena (aunque la avena puede ser tolerada por al-
gunos 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 ha-
yan sido procesados para eliminar el gluten, y en
los que el contenido de éste no sobrepase los 20
mg/kg en total. Ademas, establece que los produc-
tos que sustituyan a alimentos basicos importantes
deberian suministrar aproximadamente la misma
cantidad de vitaminas y minerales que los alimen-
tos originales a los que sustituyen.

Para comprender la importancia de la ausencia
de gluten en los productos para celiacos, es nece-
sario revisar el rol que el gluten tiene en la elabo-
racion de pan.

ROL DEL GLUTEN EN LOS PRODUCTOS DE
PANIFICACION

Pan

El pan es un alimento nutricionalmente balan-
ceado ya que es fuente de energia, proteinas,
vitaminas (en particular del complejo vitaminico
B), minerales vy fibra dietética. En la Argentina, el
71,3% del trigo destinado al mercado interno en el
afo 2006 se empled para la fabricacion de pan, y
el consumo per cépita/afio de este producto en el
mismo periodo fue de 72,5 kg/habitante/afo (Lez-
cano, 2006).

Es un producto leudado obtenido gracias a la
accion de levaduras que fermentan el azucar de
la harina de trigo producida por la hidrdlisis del
almidén (por 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 microorga-
nismos pueden fermentar azlcares para producir
diéxido de carbono (CO,), pero el organismo mas
eficiente a tal fin en la masa panaria es Saccha-
romyces cerevisiae. Los principales productos de
la fermentacion son, en este caso, el CO, y el al-
cohol 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 produccion
del aroma complejo de estos productos hornea-
dos.

Panificacion

Con el objeto de convertir la mezcla de ingre-
dientes en una estructura esponjosa como lo es
la miga de pan, se siguen una serie de procesos
que llevan, en su conjunto, a la obtenciéon de una
masa con las propiedades mecanicas apropiadas
que permitan la retencién de gases, que resulta en
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una pieza de pan expandida con una estructura
de miga pareja (Gan et al., 1990; Kokelaar & Prins,
1995; McRitchie, 2016). Por medio de estos proce-
Sos se persiguen los siguientes objetivos: 1) mez-
clar y desarrollar la masa (por medio del amasado
y la fermentacion), 2) formar una estructura tipo
espuma (por medio del moldeado y la fermenta-
cion), y 3) estabilizar la estructura porosa alterando
la configuracion molecular de los componentes po-
liméricos en las paredes de los alvéolos por medio
de la aplicacion de calor (horneado) (Kent & Evers,
1994).

Independientemente de la manera en que se
realicen el amasado y la fermentacion, tres hechos
ocurren fehacientemente (Bloksma, 1990; Camp-
bell et al.,, 1991; Kent & Evers, 1994): 1) Hidrata-
cion: el amasado de los ingredientes, ademas de la
tarea obvia de mezclarlos, tiene como funciéon dis-
tribuir 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 pro-
teinas insolubles, conocidas colectivamente como
gluten, donde se enfocan los estudios que preten-
den elucidar cémo el trabajo aplicado transforma
al aguay la harina en una masa cohesiva (Weegels
et al.,, 1996). Cuando la masa se desarrolla bajo
condiciones 6ptimas, estas proteinas forman una
red viscoelastica que retiene el aire, y contiene a
los granulos de almidoén y otros materiales, como el
salvado. El 6ptimo desarrollo del gluten durante el
amasado es vital para la formacion de la estructura
de la miga. 3) Incorporacion y retencion del aire:
durante el amasado debe incorporarse el aire que
formara la fase gaseosa de la miga de pan, y el
volumen final de aire sera una funcion de la ama-
sadora que se emplee.

Proteinas

En 1948, Finney y Barmore encontraron una co-
rrelacion positiva entre el contenido de proteinas
de la harina de trigo y el volumen de pan. Posterior-
mente se observé que el volumen de pan depende
en mayor medida de la calidad de las proteinas
de la harina que de la cantidad en si. La calidad
proteica se refiere no solo al tipo de proteina iden-
tificada segun la clasificacion de Osborne (1907),
sino también a la influencia de cada fraccion en
la funcionalidad de la masa y, consecuentemente,
en la calidad del pan. Con base en estos hechos,
se utiliza mas frecuentemente otra clasificacion de
las proteinas de la harina de trigo: proteinas que
no forman gluten y proteinas formadoras de gluten.

Las proteinas que no forman gluten represen-
tan 15-20% del total de las proteinas del trigo; son

solubles en soluciones salinas diluidas, por lo tan-
to corresponden a las albuminas y globulinas del
fraccionamiento de Osborne (1907). Son proteinas
monoméricas, metabdlicamente activas y/o estruc-
turales que se ubican en las capas mas externas
del grano de trigo. Su funcién en la panificacion
no ha sido claramente establecida (Veraverbeke
& Delcour, 2002). Estas proteinas poseen un buen
balance de aminoacidos, contienen proporciones
relativamente altas de lisina, triptofano y metionina,
tres aminoécidos que se encuentran en baja pro-
porciéon en la mayoria de los cereales.

Las proteinas formadoras de gluten se denomi-
nan también proteinas de almacenamiento, repre-
sentan 80-85% del total de las proteinas del trigo y
sirven como fuente de nitrégeno durante la germi-
nacion de la semilla (Ng & Bushuk, 1987; Larroque
et al., 2000). Se encuentran en el endosperma del
grano de trigo maduro, donde forman una matriz
continua alrededor de los granulos de almidon. Las
proteinas del gluten son insolubles en agua o en
soluciones salinas diluidas y pueden ser divididas
en dos grupos de acuerdo a su funcionalidad: las
gliadinas monoméricas y las gluteninas poliméri-
cas. La composicion de aminoacidos de las gliadi-
nas y de las gluteninas es similar; se caracterizan
por tener altas concentraciones de glutamina (un
tercio o mas del residuo total de aminoacidos) y de
prolina (una séptima parte 0 mas del residuo total
de aminoé&cidos). En sintesis, se considera que las
gliadinas son las responsables de la viscosidad
del gluten, mientras que las gluteninas son las en-
cargadas de conferir fuerza y elasticidad al gluten
(Hoseney, 1994).

Gliadinas

Como se menciond anteriormente, las gliadinas
son mayormente proteinas monoméricas ricas en
glutamina y prolina y, ademas, poseen un bajo
nivel de aminoacidos cargados. Constituyen un
tercio de las proteinas de la harina (Lindahl, 1990)
y son clasificadas en a-, B-, y- y ®-gliadinas con-
forme a su movilidad en electroforesis a pH acido
(Shewry et al., 1986). Estas proteinas poseen una
masa molecular entre 30 KDa y 80 KDa y estan for-
madas por un dominio no repetitivo rico en estruc-
tura secundaria a-hélice y por un dominio repetiti-
vO heterogéneo rico en estructura giro-p (Tatham &
Shewry, 1985). Las w-gliadinas no tienen residuos
de cisteina, por lo que no pueden formar interac-
ciones covalentes en la masa (Tatham, 1996). Las
y-gliadinas poseen ocho residuos de cisteinas que
se encuentran localizados en el dominio C-terminal
y forman cuatro enlaces disulfuro intramolecula-
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res, por lo que tampoco son capaces de formar
enlaces covalentes con otras proteinas del gluten.
Las a-gliadinas poseen seis residuos de cisteinas
igualmente ubicados como en las y-gliadinas que
forman tres enlaces disulfuro también intramolecu-
lares. Sin embargo, estos enlaces disulfuro son im-
portantes para retener el plegado de la estructura
de las gliadinas que determina la naturaleza de las
interacciones no covalentes con la red de gluteni-
nas (Wrigley et al., 1998). Algunos investigadores
proponen que son las responsables de la cohesi-
vidad de las masas (Hoseney, 1994), aunque otros
sugieren que controlan el potencial de volumen de
pan (Khatkar et al., 2002).

Gluteninas

Las gluteninas forman agregados proteicos uni-
dos por puentes disulfuro y fuerzas no covalentes
intermoleculares. La posibilidad de establecer en-
laces covalentes entre diferentes moléculas es el
rasgo distintivo de estas proteinas y explica sus
elevadas masas moleculares, que varian desde
500 KDa a mas de 10 000 KDa (Wieser, 2007).
Luego de la reduccion de los puentes disulfuro, las
subunidades de glutenina resultantes poseen una
solubilidad en alcohol similar a las gliadinas y pue-
den ser divididas en dos tipos: las subunidades de
alta masa molecular (HMW-GS) y las subunidades
de baja masa molecular (LMW-GS) (Shewry et al.,
1992). Las LMW- GS son un grupo complejo de
proteinas que poseen la habilidad de formar enla-
ces disulfuro que permiten su incorporacién dentro
de los polimeros de gluteninas. La mayoria de las
LMW-GS contienen entre siete y ocho residuos de
cisteinas (Grosch & Wieser, 1999; Wieser, 2003);
seis residuos estan en una posicion homodloga a
las gliadinas, y por lo tanto formarian puentes di-
sulfuro intramoleculares. Los residuos de cisteinas
adicionales no son capaces de formar puentes di-
sulfuro intramoleculares, probablemente por impe-
dimento estérico, por lo que establecerian puentes
disulfuro intermoleculares formando agregados
proteicos entre ellas y con HMW-GS (Pogna et al.,
1994). Muy poco se conoce sobre la estructura de
las LMW-GS. Tatham et al. (1987) propusieron que
en el dominio N-terminal se encuentran distribui-
das irregularmente estructuras secundarias giro-g,
mientras que en el dominio C-terminal predomina
la estructura a-hélice. Aunque las HMW-GS son el
grupo principal de proteinas del gluten que deter-
minan las caracteristicas panaderas de la masa,
las LMW-GS también cumplen un importante rol.
En general, las LMW-GS se relacionan con la resis-
tencia y la extensibilidad de la masa (Metakovskii
et al., 1990; Andrews et al., 1994; Cornish et al.,

2001) e incluso algunas formas alélicas causan
mayores efectos sobre las propiedades de la masa
que las HMW-GS (Payne et al., 1987; Gupta et al.,
1989, 1994).

Las subunidades de gluteninas de alta masa
molecular (HMW-GS) presentan fuertes similitudes
estructurales entre ellas, pero también diferencias
caracteristicas. Una de éstas es el comportamien-
to en la polimerizacion y se relaciona al numero
de grupos sulfhidrilo. Sobre la base de esta dife-
renciacion, las HMW-GS son clasificadas en dos
subgrupos: subunidades tipo-x y tipo-y. El dominio
N-terminal de las subunidades tipo-x contiene cua-
tro residuos de cisteinas y el dominio N-terminal de
las subunidades tipo-y presenta cinco residuos de
cisteinas; ademas, las subunidades tipo-x tienen
una menor movilidad electroforética que las subu-
nidades tipo-y (Tatham, 1996).

Los estudios muestran a las subunidades de
gluteninas de alto peso molecular, como moléculas
alargadas que poseen una estructura B-espiral en
la region central repetitiva, mientras que los domi-
nios N- y C-terminal poseen una estructura similar
a las proteinas globulares, presentando a-hélices
y estructura desordenada. En los dominios termi-
nales se encuentran la mayoria de los residuos
de cistefnas que proveen de los sitios para la for-
macion de puentes disulfuro intermoleculares. La
estructura B-espiral de la region central presenta
elasticidad intrinseca, y aunque no se conoce en
detalle su contribucion a las propiedades elasto-
méricas del polimero, se sabe que en ausencia de
agua se organiza en giro-p (Wang et al., 2016).

Estructura del gluten

Las proteinas que integran el gluten se encuen-
tran localizadas en cuerpos proteicos en el endos-
perma del grano; durante el amasado se produce
la ruptura de estos cuerpos y su hidratacion, for-
mando una red tridimensional continua en donde
se encuentra embebido el almiddn. Las interaccio-
nes de tipo covalentes y no covalentes entre los
polipéptidos mas grandes que forman la masa pro-
ducen una matriz elastica y extensible. El gluten es
una mezcla compleja de proteinas que varian en
Su proporcion, estructura y propiedades.

A pesar de los numerosos estudios realizados
sobre la estructura de las proteinas del gluten y la
base molecular existente, su rol en el procesamien-
to del pan no es totalmente comprendido (Shewry
et al., 2001, Wang et al., 2016). Como ya se men-
ciono, las subunidades de gluteninas de alto peso
molecular estan presentes en forma de polimeros
(macropolimero de gluteninas). La importancia de
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tales polimeros en la viscoelasticidad del gluten
ha sido apreciada durante muchos afios, aunque
su tamario, complejidad y baja solubilidad limita el
estudio detallado. La importancia de los puentes
disulfuro en estabilizar estos polimeros ha sido ex-
tensamente demostrada. Hay evidencia de la for-
macion de puentes disulfuro intermoleculares entre
gluteninas de alto peso molecular, y de éstas con
LMW-GS (Shewry & Tatham, 1997; Kasarda, 1999).
Los enlaces disulfuro son entonces considerados
esenciales para la viscoelasticidad del gluten. Sin
embargo, entre las proteinas del gluten se supone
que hay gran cantidad de puentes de hidréogeno
debido a la alta proporcion de glutamina y prolina.
Otro aporte importante son las interacciones hidro-
fobicas, ya que aproximadamente el 35% de los
aminoacidos poseen cadenas laterales de natura-
leza apolar (Hoseney, 1994).

Las gluteninas de alto peso molecular forman la
columna vertebral del polimero; estas HMW-GS se
encuentran unidas entre si a través de puentes di-
sulfuro intermoleculares ubicados en los extremos.
Esta columna vertebral de gluteninas de alto peso
molecular sirve de base para que se unan a ella las
subunidades de bajo peso molecular (LMW-GS)
mediante puentes disulfuro formando puntos de
ramificacion. Las gliadinas, consideradas tradicio-
nalmente por contribuir a la viscosidad del gluten,
interactuan principalmente con los polimeros de
gluteninas mediante interacciones no covalentes.
Interacciones puentes de hidrégeno ocurren pro-
bablemente entre las amidas de los residuos de
glutamina presentes en el dominio central HMW-
GS. Estas interacciones son muy importantes por-
que contribuyen a la viscoelasticidad de la masa
(Ewart, 1989; Jeffrey & Saenger, 1994; Belton,
1999).

Belton (1999) propuso un modelo para explicar
la elasticidad del gluten. Este investigador descri-
bi¢ al gluten formado por una estructura de bucles
y colas (“loops and trains”), regiones donde exis-
ten interacciones polimero - solvente y regiones
con interacciones polimero - polimero, respectiva-
mente. En este modelo las proteinas del gluten es-
tan estabilizadas por interacciones no covalentes
entre moléculas paralelas. Las HMW-GS inicial-
mente presentan una conformacion en forma de
bucle que es estirada durante la extension del glu-
ten para formar polimeros alineados, en los cuales
la formacion de altas proporciones de estructuras
hoja plegada se encuentra favorecida. Por esta
razon, tales polimeros son altamente resistentes a
la extension. El estiramiento de los polimeros pro-
duce, primero, la deformacioén de los bucles y pos-
teriormente, el de las colas, a la vez que se rompen
las interacciones no covalentes. Durante la exten-

sion, los puentes disulfuro se rompen y se restable-
cen, derivando en una red alineada en direccion
a la extension. Sin embargo, puede producirse la
restauracion del equilibrio de bucles y colas es-
pontaneamente, que resulta en la relajacion de
la estructura del polimero. Estos modelos estruc-
turales fueron extensamente relacionados con la
viscoelasticidad del gluten y con la estabilidad de
los polimeros (Belton, 2005; Wellner et al., 2005).
Shewry et al. (2003) observaron que el nimero y
el patrén de puentes disulfuro en los polimeros de
gluteninas del trigo afectan la fuerza de la masa.
Por lo tanto, reafirman que las estructuras hoja ple-
gada vy los puentes disulfuro contribuyen a la es-
tabilizacion de los polimeros, como fue propuesto
por Belton (2005). En resumen, la calidad de una
harina que permita desarrollar un gluten con bue-
nas propiedades viscoelasticas va a depender del
tipo y la cantidad de gluteninas y gliadinas que
posee y de la capacidad de estas proteinas de
formar enlaces intermoleculares mediante puentes
disulfuro. En este sentido, promover un mayor gra-
do de entrecruzamiento en la red polimérica podria
traducirse en mejores caracteristicas reolégicas de
las masas.

Uso de enzimas para polimerizar proteinas

Algunos autores (Gerrard et al., 1998; Gerrard
et al., 2001, Huang et al., 2008) observaron que el
uso de enzimas no oxidativas que incorporan en-
trecruzamientos entre las proteinas de la masa tri-
go, tales como la transglutaminasa (TG), causaban
efectos positivos sobre la calidad de los productos
panaderos fermentados.

En otros trabajos se establecid que la enzima
TG causaba una disminucion significativa del vo-
lumen especifico del pan a medida que se incre-
mentaba la dosis utilizada (Figura 1). Por ejemplo,
Steffolani et al. (2010) advirtieron que cuando se
utilizé 0,5% de TG, los panes desarrollaron un vo-
lumen 25% menor que el pan control (sin enzima).
Mientras que, cuando la dosis utilizada fue menor
(0,01%) los panes presentaron un volumen espe-
cifico similar al control. Ademas de la disminucion
del volumen de los panes debido al agregado de
la enzima, también se observd que estos panes
tenfan un mayor peso luego de la coccion, lo que
indica una menor pérdida de agua durante el hor-
neado. El menor volumen especifico del pan con el
agregado de TG fue coincidente con los resultados
postulados por otros autores (Basman et al., 2002;
Bauer et al., 2003; Caballero et al., 2006; Caballero
et al., 2007; Koh & Ng, 2009), quienes encontraron
efectos negativos de la enzima cuando las dosis
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Control = 4,67 cmd/g

T1=4,71 cmi/g

T2=3,84 cmilg T3=3,59 cmdlg

Figura 1. Fotos de panes elaborados sin enzima (control) y con 0,01% (T1), 0,1% (T2) y 0,5% (T3) de transglutaminasa. Se indica el

volumen especifico obtenido con cada muestra

utilizadas fueron elevadas, atribuyendo este resul-
tado al excesivo entrecruzamiento (cross-linking)
que causa el endurecimiento de la masa.

Como se mencion6 anteriormente, la fraccion de
proteinas involucrada en las reacciones de polime-
rizacion son principalmente las gluteninas (Mujoo
& Ng 2003). Larré et al. (2000) postularon que la
TG convierte a las proteinas solubles en polimeros
proteicos de alto peso molecular insolubles. Grave-
land et al. (1980) observaron que mediante el uso
de detergentes (como dodecil sulfato de sodio) se
podia separar una fraccion de las proteinas del
gluten que llamaron gel de proteinas insolubles en
SDS (que mas tarde fue renombrado como macro-
polimero de gluteninas, GMP) y concluyeron que
su insolubilidad se debia principalmente al gran ta-
mafio y al elevado grado de polimerizacion. Cuan-
do se estudio el efecto de la enzima TG sobre el
macropolimero de gluteninas, la enzima caus6 una
disminucion del contenido de GMP a medida que
se incrementd la dosis; es decir, las proteinas del
GMP fueron mas solubles (Steffolani et al., 2008),
contrariamente a lo observado por Larré et al.
(2000). Atendiendo a los resultados contradictorios
observados con respecto al efecto de la TG sobre
la solubilidad del GMP, se prosiguié a confirmar la
reaccion de polimerizacion mediante un sistema
modelo. Cuando la fraccién de gluteninas fue incu-
bada con TG 5% p/p (g de transglutaminasa/100 g
de gluteninas) en medio acuoso y fue seguida me-
diante electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones reductoras, se observé la formacion
de agregados de alto peso molecular a medida
que aumento el tiempo de incubacién (Figura 2).
Luego de 24 horas de incubacion, la intensidad de
las bandas proteicas de gluteninas comprendidas
entre 31 KDa y 45 KDa de masa molecular (corche-
te rojo), y entre 66 KDa y 200 KDa de masa mole-
cular (corchete amarillo) fueron significativamente
menores y la intensidad de una banda proteica de
masa molecular > 200 KDa retenida al comienzo
del gel separador fue significativamente mayor
(Steffolani et al., 2008). En este sentido, la enzima

TG introduce nuevos enlaces peptidicos entre las
gluteninas de alto peso molecular promoviendo la
formacion de grandes agregados solubles en SDS,
por lo que promueve la formacién de un gluten con
una estructura de naturaleza diferente a aquella
formada mediante puentes disulfuro.

Omin 15min 30min 60min 6h 24h PM

o B0

31000

21000

Figura 2. Incubacion de gluteninas con transglutaminasa (5%
p/p). PM: Marcador de masa molecular. Tiempo de incubacion: 0,
15, 30, 60 minutos, 6 horas y 24 horas.

Con la polimerizacién de las proteinas del glu-
ten claramente confirmada, se observd que este
hecho no redundé en la obtencién de panes de
mejor calidad, por lo que es poco probable que la
polimerizaciéon de otras proteinas permita hacerlo.

Esto permite concluir que es necesario trabajar
sobre nuevos paradigmas, tanto para entender el
rol del gluten en la panificacion como en las vias
para sustituirlo (Steffolani, 2010).

PANES LIBRES DE GLUTEN

Queda claro que el gluten en la harina de trigo
es responsable de muchas de las caracteristicas
de los productos panificados, como la naturaleza
viscosa y elastica necesaria para el procesamiento
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de la masa, ademas de proveer la matriz proteica
tridimensional que impide la difusion del gas y per-
mitir la formacion y estabilizacion de las paredes
alveolares en el pan horneado. Por este motivo, ob-
tener un pan sin el aporte de las propiedades del
gluten es un desafio considerable.

La propuesta mas comun para reemplazar al
gluten es usar una mezcla de almidones, hidro-
coloides, 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 signifi-
ca 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 panifi-
cacion convencional. Las amasadoras son, en ge-
neral, reemplazadas por batidoras. La masa/batido
resultante se coloca en moldes y se somete a una
fermentacion que oscila entre los 60 y 75 minutos,
y luego son horneadas por tiempos relativamente
mas largos, debido a la presencia de altas propor-
ciones de agua.

En los ultimos afios, se han desarrollado panes
libres de gluten aplicando diversos enfoques, tales
como el uso de diferentes tipos de almidén (maiz,
papa, mandioca o arroz), harinas de legumbres,
trigo sarraceno, sorgo y granos andinos, productos
lacteos, hidrocoloides, emulsificantes, proteinas
sin gluten y prebidticos, para mejorar su estructu-
ra, sabor, aceptabilidad y tiempo de vida Util, como
asi también modificaciones en la metodologia de
elaboracion (Arendt & Dal Bello, 2008; Sciarini et
al., 2012a; Sciarini et al., 2012b; Matos & Rosell,
2015; Collar et al., 2015; Bourekoua et al., 2016).

Es posible encontrar en el mercado diversos
panes libres de gluten; sin embargo, éstos suelen
ser de una calidad pobre. Arendt et al. (2002) en-
contraron que la mayoria de los productos libres de
gluten son de calidad inferior al ser comparados
con los mismos productos a base de trigo, ade-
mas de que, en general, presentan una estructura
densa y seca, con un volumen bajo y una alta du-
reza de la miga (Gujral et al., 2003). En numerosos
estudios se han investigado las propiedades de
harinas de distintos cereales sin gluten (Gujral et
al., 2003; Schober et al., 2005), derivados lacteos
(Gallagher et al., 2003a,b), proteinas, hidrocoloi-
des (Moore et al., 2004; Lazaridou et al., 2007) y
enzimas para mejorar el volumen, la textura de la
miga y la calidad global y aceptabilidad de los pa-
nes libres de gluten.

Los productos libres de gluten mas dificiles de
elaborar seran aquellos en los que el gluten juega

un papel fundamental, es decir los que sufren un
proceso de leudado. Por ello, una via aconsejable
para obtener productos de buena calidad es la
obtencién de una red proteica del mayor tamafio
posible. Sin embargo, los resultados obtenidos con
el uso de TG sobre proteinas de trigo, obligaron a
ser moderados en las expectativas.

Moore et al. (2006) informaron la formacion de
una red proteica al incorporar huevo en polvo en
formulaciones libres de gluten, luego de adicionar
TG como enzima polimerizante. Pero estos autores
encontraron que la formacién de una red proteica
antes de la incorporacion de la enzima, y atribuye-
ron esta capacidad a las propiedades espumantes
y emulsionantes de las proteinas del huevo.

La TG fue usada en harinas de arroz y en mez-
clas con harinas de soja, donde se comprobd su
accion polimerizadora, pero el efecto sobre el vo-
lumen de pan no fue significativo (Gujral & Rosell,
2004; Marco & Rosell, 2008).

Estos resultados obligaron a explorar otras al-
ternativas para la obtencion de panes libres de
gluten de buena calidad, ya que la idea de intentar
desarrollar una red continua a partir de proteinas
diferentes a las del gluten fue perdiendo fuerza con
el correr del tiempo y los resultados poco satisfac-
torios.

Otro enfoque implica la busqueda y exploracion
de diferentes mezclas de ingredientes que, juntos,
otorguen funcionalidad a las masas panarias sin
gluten. Almidones de distinto origen botanico pue-
den emplearse para mejorar la calidad de panes
libres de gluten (Schober, 2009), ya que el mayor
contenido de almidén significa una mayor gelati-
nizacion, lo que favorece el desarrollo de una red
cohesiva que atrapa el gas y previene la pérdida
de CO, y el colapso de la corteza (Onyango et al.,
2009). La harina de soja ha sido reconocida desde
hace muchos afios como un excelente medio para
fortificar los productos a base de cereales, tales
como el pan, las galletitas y las pastas. Se caracte-
riza por un alto contenido en proteinas ricas en ami-
nodcidos 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. En el caso de produc-
tos de panificacion libres de gluten, el efecto pro-
ducido sobre la calidad tecnologica depende de
los distintos tipos de harina de soja utilizados (Fle-
ming & Sosulski, 1978; Ribotta et al., 2004; Ribotta
et al., 2005). Por ello es importante tener 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: 1) hari-
na entera, donde las legumbres son sometidas a
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un tratamiento térmico antes de ser molidas; y 2)
harina deslipidizada, donde los componentes gra-
s0s son removidos por extraccion con solventes,
antes de la molienda. A su vez, la harina entera
puede ser inactiva o activa, de acuerdo a si ha su-
frido un tratamiento térmico o no, respectivamente.
En la harina activa, las proteinas no se encuentran
desnaturalizadas y tienen una alta solubilidad en
agua fria. Esta harina posee toda la actividad en-
zimatica 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.

Se comenzo a trabajar con la incorporacion de
harina de soja activa (HSA) en formulaciones de
panes libres de gluten, ya que se habia observado
que el uso de harina sin calentar otorgaba mejores
caracteristicas en relacion a la harina inactiva (Ri-
botta et al., 2004). La HSA se agregd en distintas
formulaciones, mezcladas con distintas harinas y
almidones, pero su efecto beneficioso fue evidente
recién cuando se incorpord almidén de mandioca
(Figura 3). Asi, se comenzo a estudiar, desde un
punto de vista fisicoquimico, si habfa una interac-
cion particular que explicara el sinergismo entre
ambos componentes (harina de soja activa y almi-
doén de mandioca). Para tal fin, se trabajé con cua-
tro sistemas: almidén de mandioca/harina de soja
activa; almidén de mandioca/harina de soja inacti-
va; almidén de maiz/harina de soja activa, y almi-
dén de maiz/harina de soja inactiva. Estas mezclas
fueron evaluadas en cuanto a su interaccion con
el agua (andlisis de sinéresis), su comportamien-
to térmico (andlisis por calorimetria diferencial de

barrido -DSC), y su comportamiento reoldgico
empirico (analizador rapido de viscosidad -RVA)
y fundamental (barridos de frecuencia -redmetro
oscilatorio). Ademas, se estudio la microestructura
de las mezclas empleando un microscopio laser
confocal de barrido (CLSM). Los resultados de es-
tos analisis mostraron que el almidén de mandioca
y la harina de soja activa interaccionan entre si y
que esta interaccion ocurre principalmente con las
proteinas de soja (el efecto de los lipidos presentes
en la harina también fue estudiado, y se comprobd
que su presencia o ausencia no produce cambios
significativos en el comportamiento de estos siste-
mas). Esta interaccion se verifico (i) bajo condicio-
nes nativas (sinéresis y reologia fundamental), don-
de las proteinas de soja pueden interactuar con el
almidén, posiblemente a través de componentes
asociados la superficie del granulo de almidon, y
(ii) bajo condiciones de calentamiento, donde, du-
rante la gelatinizacion, el almidén de mandioca tie-
ne un comportamiento especifico, exponiendo las
cadenas de amilosa/amilopectina dandoles liber-
tad para interaccionar con las proteinas de soja,
modificando los parametros de gelatinizacion y, en
mayor grado, los de retrogradacion, ya que el efec-
to inhibitorio de las proteinas activas de soja sobre
la retrogradacion quedd también claramente com-
probado. Este hallazgo es de suma utilidad para la
obtencion de panes libres de gluten de buena ca-
lidad y con una baja velocidad de retrogradacion
y por lo tanto mayor tiempo de vida Util (Sciarini et
al., 2012c).

CONCLUSIONES

Del analisis de estos resultados se desprende
que la mera polimerizacién de proteinas no es su-

Figura 3. Panes libres de gluten elaborados a partir de diferentes formulaciones. a) Pan elaborado con harina de maiz, harina de arroz y
harina de soja activa; b) Pan elaborado con harina de arroz, almidén de mandioca y harina de soja inactiva; c) Pan elaborado con harina
de arroz, almidén de mandioca y harina de soja activa. Barra: 1 cm.
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ficiente para la obtencién de productos leudados
libres de gluten de buena calidad tecnoldgica;
incluso la polimerizacion de proteinas de trigo no
conduce a una mejora de las propiedades de pa-
nes elaborados con gluten.

Las caracteristicas unicas de las proteinas de
trigo para la elaboracion de productos leudados
no son mejoradas por la polimerizacion, por ello, la
obtencién de complejos proteicos con la intencion
de imitar las propiedades del gluten no ha dado
resultado.

La combinacién de harina de soja activa con
almidén de mandioca es una alternativa promete-
dora, ya que permite obtener productos de calidad
superior. Por otra parte, el estudio de las interac-
ciones que se establecen entre los componentes
facilita la explicacion de lo observado al tiempo
que abre perspectivas para profundizar sus apli-
caciones en nuevos desarrollos.
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