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Resumen

El subproducto de la extraccion del aceite de nuez (Juglans regia L.) es una
torta de prensado rica en acidos grasos poliinsaturados y otros compuestos
bioactivos. A partir de esta torta, se obtiene harina de nuez (HN) mediante un

proceso de molienda.

Se caracteriz6 HN mediante la determinacion de la composiciéon proximal, el
contenido en minerales y los perfiles de acidos grasos y aminoacidos. Ademas, se
determino la capacidad antioxidante y la capacidad de retencién de agua y aceite.
HN tiene un alto contenido de lipidos (55 %), con una 6ptima relacién w6/w3, una
buena relacién lisina/arginina y altos niveles de antioxidantes que contribuyen a

su estabilidad oxidativa, siendo la vida util estimada de 16 meses.

En cuanto a la interaccion con otros ingredientes, la harina de nuez retuvo un
258 % y un 70 % (p/p) de agua y aceite, respectivamente. Por lo tanto, estos
resultados demuestran que HN es una buena fuente de micro y macronutrientes,
en comparacion con las harinas habitualmente utilizadas en panificaciéon. Ademas,
la harina de nuez presenta caracteristicas tecno-funcionales idéneas para ser
incorporada en productos de panaderia, por lo que se estudié su aplicacién en

batidos y budines libres de gluten (GF, por sus siglas en inglés).

Sin embargo, para una correcta industrializacion de los alimentos libres gluten,
es importante conocer sus propiedades y su comportamiento durante el
procesamiento, lo cual es aun mas importante cuando se utilizan nuevos
ingredientes. Con esta finalidad, se evaluaron los efectos de la adicion de HN en

diferentes niveles (0, 10, 15, 20 % (p/p) en base de mezcla de harinas) en las
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propiedades reoldgicas, texturales, térmicas y microestructurales de los batidos
GF. Las propiedades de empaste de la premezcla de harinas base (harina de arroz,
fécula de mandioca y almidon de maiz) se vieron alteradas por la adicién de la HN.
Asimismo, el aumento de la concentracion de HN en los batidos incrementd su

firmeza, cohesividad e indices de consistencia y viscosidad.

En cuanto a la movilidad molecular de los componentes de los batidos, se
encontr6 una disminucién de los tiempos de relajacién en los ensayos de RMN y de
la cantidad de agua congelable, mientras que la transicion vitrea no se vio afectada.
Las micrografias confocal laser de barrido de los batidos mostraron una matriz
proteica con granulos de almiddn, gotas de aceite dispersas y fragmentos de fibra.
En general, estos resultados mostraron que la adicion de la HN modificd
positivamente las caracteristicas de los batidos libres de gluten. Durante el
horneado, la adicién de HN modificé la gelatinizacion del almidén y aumentd el

contenido del complejo amilosa-lipido.

Al evaluar el efecto de la adiciéon de HN sobre las propiedades de calidad del
producto final, los budines con adiciéon del 15% de HN presentaron el mayor
volumen especifico y no hubo diferencias en la aceptabilidad general con respecto
al control. Ademas, los budines con HN presentaron migas que requeririan menor

esfuerzo al masticar y con mayor contenido de fibra dietética total y proteinas.

Por lo tanto, la harina de nuez es un ingrediente adecuado para ser
incorporado en productos de panaderia sin gluten y podria emplearse para

mejorar las caracteristicas nutricionales y tecnolégicas de nuevos productos.
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Capitulo 1: Introduccion

general



Capitulo 1

1.1. Enfermedad celiaca

La celiaquia o enfermedad celiaca (EC) es una condicién inmunomediada
caracterizada por la enteropatia del intestino delgado, sintomas sistémicos
relacionados con mala absorciéon y/o activacién inmune, y presencia de
autoanticuerpos contra la transglutaminasa tisular (TTG). La celiaquia es tUnica
entre las enfermedades autoinmunes ya que su desencadenante, ha sido
identificado, y su remocidn de la dieta da lugar a la resolucion de los sintomas y de
la enteropatia en la mayor parte de los pacientes (Lebwohl y Rubio-Tapia, 2021).
La celiaquia se desencadena, en individuos genéticamente predispuestos, por la
ingesta de proteinas del grupo de las prolaminas presentes en el trigo, la avena, la
cebada y el centeno (T.A.C.C.), comunmente denominadas en forma genérica como
“gluten”, lo que da lugar a la inflamacién crénica del intestino delgado y atrofia de
las vellosidades intestinales. Esta situacidn conlleva a una absorcion deficiente de
nutrientes y a otras patologias asociadas como diarrea, anemia, pérdida de peso y
diabetes (Catassi y Fasano, 2008). Es por ello, que el Unico tratamiento posible
para los individuos celiacos es el apego de por vida de una dieta con exclusién
completa y estricta de gluten (Calado y Verdelho Machado, 2022). Dado que si se
realiza una dieta sin TACC la persona no presenta ningin sintoma, muchos

profesionales hablan de condicién celiaca y no de enfermedad.

En los ultimos afios ha habido cambios importantes en el diagndstico y
patogénesis de esta condicion y se dice que la celiaquia ha sufrido una
metamorfosis debido al incremento sostenido en el nimero de diagndsticos

realizados, inclusive en pacientes geriatricos (Hernandez et al., 2021; Volta et al,,



2014). Esta situacién se ha atribuido a la mayor disponibilidad de pruebas mas
sensibles y especificas, lo que permite la identificacién de grupos de riesgo y ha
dado lugar al incremento de diagnosticados en todo el mundo (Caio et al., 2019).
Sin embargo, también se han postulado diferentes teorias que sugieren que la
globalizacién y la difusiéon generalizada de diferentes versiones de la llamada
“dieta mediterranea” han dado lugar al incremento del consumo de gluten en
cantidades muy elevadas, hasta 20 g/dia, lo que habria dado lugar al aumento de la
prevalencia de la celiaquia. También se ha culpado a las nuevas variantes
biotecnolégicas del trigo (de Lorgeril y Salen, 2014). Sin embargo, ninguna de estas
hipétesis ha sido confirmada. Por el contrario, se ha observado que, en el
hemisferio occidental, otras patologias autoinmunes han mostrado el mismo
comportamiento en el aumento de casos. Esta situacidn sugiere que serian otros
factores ambientales diferentes del trigo, los que podrian estar en juego en el

aumento de los casos (Bach, 2018; Caio et al.,, 2019).

1.1.1. Epidemiologia: Incidencia y prevalencia

Anteriormente se creia que la celiaquia era una afeccion que afectaba
predominantemente a individuos oriundos de Europa. Sin embargo, hoy se
reconoce como una afeccion presente en todo el mundo, siendo la seroprevalencia
a nivel global 1,4%. La prevalencia varia por continentes siendo 1,3% para
América del Sur y 1,8% para Asia (Singh et al., 2018). Un hallazgo comun a todas
las regiones es que la incidencia y prevalencia se encuentra en constante aumento

a lo largo del tiempo.

La celiaquia puede desarrollarse a cualquier edad, incluidas las poblaciones

geriatricas. No obstante, la mayoria de los pacientes desarrollan la enfermedad



celiaca antes de los diez afios (Liu et al., 2017). Los diagnésticos en adultos
mayores no se deben necesariamente el descubrimiento tardio de la enfermedad
celiaca de larga data, sino que podrian ser el resultado de la pérdida de nuevo de la

tolerancia al gluten (Catassi et al., 2010).

Por otro lado, se ha observado que la incidencia de celiaquia es mayor en
mujeres que en hombres, pero esto podria estar relacionado con que es mas
probable que los hombres no sean diagnosticados. Ya que es menos probable que
los hombres se realicen una biopsia duodenal ante sintomas como diarrea y
pérdida de peso (Lebwohl y Rubio-Tapia, 2021). Ademas, existen diferencias

raciales y étnicas en la prevalencia.

También se ha observado que la prevalencia es mayor en familiares de primer
grado de celiacos (10-15%) y en grupos de riesgo como individuos con sindrome

de Down, diabetes tipo 1 o deficiencia de IgA.

Un estudio realizado en nifios en Argentina, encontré una prevalencia en la
poblacién pediatrica de 1,26 %, es decir, de cada 79 nifios estudiados, uno es

celiaco (Mora, 2012).

1.1.2. Patofisiologia

La celiaquia es una enfermedad autoinmune unica en relacion a que los
elementos genéticos claves (antigeno leucocitario humano (HLA)-DQ2 y HLA-
DQ8), el autoantigeno involucrado (transglutaminasa tisular (tTG)) y el

desencadenante ambiental (gluten) estan bien definidos.

Como con muchas otras enfermedades autoinmunes, se ha cuestionado si el

gluten es el Unico elemento clave que desencadena la aparicion de la enfermedad



en sujetos genéticamente predispuestos. La mejora de la higiene y la falta de
exposicion a microorganismos se han relacionado con un fuerte aumento en los
casos de las enfermedades autoinmunes en paises industrializados durante los
ultimos 40 afios (Okada et al., 2010; Verdu, Galipeau y Jabri, 2015). La hipoétesis de
la higiene sostiene que la creciente incidencia de muchas enfermedades
autoinmunes puede ser parcialmente debida a cambios en el estilo de vida que han
reducido nuestra exposicion a patégenos. Con el avance sobre el rol de la
microflora intestinal en el equilibrio entre la tolerancia y la respuesta inmunitaria
que lleva a la autoinmunidad, esta hipotesis esta en discusiéon (Caio et al., 2019).
Pero independientemente de si las enfermedades autoinmunes se deben a una
exposicidon excesiva o insuficiente a microorganismos, generalmente se acepta que
la inmunidad adaptativa y el desequilibrio entre las respuestas de las células T

helpers 1y 2 son elementos clave de la patogenia del proceso autoinmune.

Ademas de la predisposicién genética y la exposicion al gluten, la pérdida de la
funcién de la barrera intestinal, una respuesta inmunitaria innata proinflamatoria
provocada por el gluten, una respuesta inmunitaria adaptativa inapropiada y un

desequilibrio de la microflora intestinal parecen ser piezas claves en la celiaquia.

1.1.2.1.Factores genéticos

Al igual que otras enfermedades autoinmunes, la celiaquia tiene un fuerte
componente hereditario como lo demuestra su alta recurrencia familiar (~ 10-
15%) y la alta presencia de la enfermedad en gemelos monocigoticos (75-80%)
(Lundin y Wijmenga, 2015). También es comin a otras enfermedades
autoinmunes el papel relevante del HLA de clase II, especificamente DQ2 y DQ8, en

la heredabilidad de la celiaquia. Los antigenos (moléculas) del HLA-II se



encuentran en las células del sistema inmune y las sustancias que se unen a ellas
provienen, en general, de afuera del organismo, como microorganismos o
proteinas (gluten). Cuando una proteina es reconocida como extrafia, el HLA se
une a esa proteina y es atacada por los linfocitos (Fasano y Catassi, 2001). El HLA-
DQ-2 se encuentra en el 80-90% de los pacientes celiacos y en el resto se
encuentra el HLA-DQ-8. Por lo tanto, la celiaquia no se desarrolla a menos que la
persona tenga alguno de estos dos grupos genéticos. Sin embargo, el HLA-DQ-
2/HLA-DQ-8 es frecuente entre la poblaciéon general (25-35 %) y solo el 3 % de
estos individuos compatibles con HLA desarrollaran celiaquia. Esto significa que la
presencia de estos HLA es necesaria, pero no suficiente, para desarrollar la
celiaquia, situacion que podria estar relacionada a que se han identificado mas de
100 genes no relacionados con HLA pero si asociados con la celiaquia (Dieli-Crimi,

Cénity Nuiez, 2015).

1.1.2.2.El gluten como desencadenante ambiental de la celiaquia

Los cereales que contienen gluten son una incorporacién reciente a la dieta
humana, ya que fueron introducidos hace unos diez mil afios durante la transicion
del estilo de vida ndmade al de asentamientos agricolas. Ademas, el gluten es una
de las pocas proteinas que presenta baja digestibilidad, se consume cronicamente
en cantidades significativas y esta constituido por varios péptidos inmunogénicos
no digeribles. Estas caracteristicas podrian contribuir a la pérdida de la tolerancia
a este antigeno alimentario, cuando se activa el sistema inmunitario, como puede
ocurrir durante una infeccion entérica (Caio et al,, 2019). Las gliadinas, prolaminas
del trigo, son proteinas ricas en prolina y glutamina, que son parcialmente

digeridas por las enzimas intestinales porque las proteasas tienen baja actividad



de prolil-endopeptidasa (Calado y Verdelho Machado, 2022; Silano, Vincentini y De
Vincenzi, 2009). El producto final de esta digestion parcial es una mezcla de
péptidos que pueden desencadenar respuestas del huésped (aumento de la
permeabilidad intestinal y respuesta inmunitaria innata y adaptativa) que se
asemejan mucho a las provocadas por la exposicibn a microorganismos

potencialmente dafiinos (Singh et al., 2018; Tye-Din, Galipeau y Agardh, 2018).

Transporte del gluten desde el lumen a la lamina propia

Los péptidos de gluten no se absorben libremente y necesitan una
interrupcion en la barrera epitelial para trasladarse a la ldmina propia, donde
residen las células presentadoras de antigenos (APC) (Figura 1). Eso puede ocurrir
a través de un epitelio dafiado, por una infecciéon intestinal transitoria, una
inflamacién inducida por farmacos o disbiosis (desbalance de la microbiota
intestinal). El gluten también puede cruzar el epitelio por via transcelular a través
de la unién de los complejos IgA-gluten al receptor de transferrina CD71 o dentro
de células dendriticas que cruzan el epitelio (Calado y Verdelho Machado, 2022).
Las moléculas del HLA-II se unen preferentemente a péptidos con aminoacidos
cargados negativamente. Aunque los péptidos de gluten tienen muy pocos
aminoacidos cargados, son muy susceptibles a la desamidacion de sus residuos de
glutamina a glutamato por la transglutaminasa tisular, quedando de este modo
cargado negativamente. Asi aumenta la estabilidad e inmunogenicidad de los
complejos formados. Las células presentadoras de antigenos APC (células
dendriticas y macréfagos) presentan el complejo gliadina desamidada con HLA-II a
las células T CD4+, lo que induce un fenotipo proinflamatorio en las células T.

Ademas, las células T CD4+ activadas promueven la diferenciacion de las células B



en células plasmaticas y liberan citocinas proinflamatorias como el interferén-y y
la interleucina-21 que activan las células T CD8+ intraepiteliales. La interleucina-
15 promueve ain mas la diferenciacion de las células T CD8+ intraepiteliales en un
fenotipo similar a las células NK citotoxicas, lo que dafia los enterocitos. Los
linfocitos T CD4+ activados también secretan el factor de necrosis tumoral a, que
actia sobre los fibroblastos intestinales induciendo la secrecién de:
metaloproteinasas, que contribuyen a la destrucciéon de la mucosa por disolucién
del tejido conjuntivo, y factores de crecimiento que contribuyen a la hiperplasia de
las células epiteliales de las criptas intestinales (Caio et al., 2019). Por ultimo, el
complejo de gluten desamidado con la transglutaminasa tisular puede unirse a
receptores, lo que permite la internalizacion en células B especificas, que luego
actian como APC para las células T CD4+, alimentando aun mas la respuesta
inmunitaria. Ademas, estas células B pueden diferenciarse en células plasmaticas
(productoras de anticuerpos), lo que explica por qué la produccién de anticuerpos
anti transglutaminasa especificos solo ocurre bajo una dieta que contiene gluten

(Calado y Verdelho Machado, 2022).
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Figura 1. Patogénesis de la celiaquia. Fuente: (Calado y Verdelho Machado, 2022)

1.1.3. Presentacion clinica

La celiaquia se diagnostica con mayor frecuencia en mujeres con una relacion
de mujeres a hombres que varia de 2:1 a 3:1. Sin embargo, segin pruebas
serolégicas, se estima que la proporcién real de mujeres a hombres es de 1,5:1. La
celiaquia puede manifestarse a cualquier edad, desde la primera infancia hasta la
vejez, pero hay dos picos de inicio: uno poco después del comienzo de la ingesta de
gluten en los primeros 2 afios de vida, y el otro en la segunda o tercera décadas de
vida. Dado que lo sintomas pueden variar significativamente de un paciente a otro,
el diagndstico no siempre es sencillo. Las manifestaciones clinicas de la celiaquia se
pueden dividir, desde un punto de vista practico, como intestinales o

extraintestinales. La forma intestinal de la celiaquia se detecta con mayor



frecuencia en la poblacién pediatrica y en nifios menores de 3 afios y se caracteriza
por diarrea, pérdida de apetito, distension abdominal y retraso en el crecimiento
(Vivas et al.,, 2008). Los nifios mayores y los adultos pueden presentar diarrea,
hinchazon, estrefiimiento, dolor abdominal o pérdida de peso (Reilly et al., 2011).
Sin embargo, en adultos, el sindrome de malabsorcién con diarrea croénica, pérdida
de peso y astenia significativa es bastante raro. Por el contrario, es mas frecuente
una presentacién similar al sindrome del intestino irritable con estrefiimiento o
alternancia de sintomas intestinales y/o dispepsia, como nduseas y, a veces,

vomitos (McAllister, Williams y Clarke, 2019; Volta et al., 2014).

Los sintomas extraintestinales son comunes tanto en nifios como en adultos.
Pueden manifestarse como una anemia microcitica ferropénica, detectable hasta
en un 40% de los casos, debida a la malabsorcion del hierro o a la inflamacién
crdnica del intestino o, como una anemia macrocitica por déficit de acido folico y/o
vitamina B12. También, se observan problemas en la densidad mineral dsea
(osteopenia u osteoporosis) debido a la mala absorcién de calcio y vitamina D3.
Estas manifestaciones se observan en el 70 % de los pacientes en el momento del
diagnostico. En los nifios, el retraso del crecimiento y la baja estatura pueden
hacer sospechar de celiaquia. Otros signos incluyen defectos del esmalte dental,
estomatitis aftosa (identificada en aproximadamente el 20 % de los pacientes con
celiaquia no diagnosticada) (Krzywicka et al., 2014) e hipertransaminasemia (40-
50 % de los pacientes no tratados), que pueden atribuirse a la translocaciéon de
antigenos bacterianos y alimentarios que alcanzan el higado debido al aumento de
la permeabilidad intestinal (Volta et al, 1998). Una amplia gama de sintomas
neurolégicos, como dolor de cabeza, parestesia, neuroinflamacién, ansiedad y

depresion, pueden detectarse en los individuos con celiaquia. La presentacion



clinica también puede incluir cambios en la funcién reproductiva caracterizados
por menarquia tardia, amenorrea, abortos espontaneos recurrentes, parto
prematuro, menopausia temprana y cambios en el numero y movilidad de los
espermatozoides. En particular, estas manifestaciones pueden revertirse cuando

los pacientes comienzan una dieta libre de gluten estricta (Caio et al., 2019).

La celiaquia también presenta una forma subclinica, la cual incluye pacientes
con sintomas por debajo del umbral de identificacion clinica, los que suelen ser
diagnosticados solo después de la apreciacion de los efectos beneficiosos inducidos
por el apego a una dieta libre de gluten. Un ejemplo tipico de casos subclinicos son
aquellos pacientes sometidos a un ensayo seroldogico por ser familiares de

pacientes celiacos.

La EC puede asociarse con diferentes enfermedades autoinmunes e
idiopaticas, incluida la dermatitis herpetiforme (que, como manifestacién unica,
debe indicar la evaluaciéon de celiaquia), diabetes mellitus tipo 1, tiroiditis de
Hashimoto, deficiencia selectiva de IgA, alopecia areata, enfermedad de Addison,
enfermedades del tejido conectivo, enfermedades cromosdémicas (Down, Turner y
sindromes de William), enfermedades neuroldgicas (ataxia cerebelosa, neuropatia
periférica, epilepsia con y sin calcificaciones occipitales), enfermedades
autoinmunes hepaticas y miocardiopatia dilatada idiopatica (Caio et al., 2019;
Calado y Verdelho Machado, 2022; Volta et al, 2014). La importancia de
diagnosticar la celiaquia asociada a estas enfermedades concomitantes es doble ya
que el seguimiento de una dieta libre de gluten puede resolver sintomas, prevenir
complicaciones y mejorar algunas de estas enfermedades asociadas (Caio et al,,

2019; Volta et al., 2014).
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También existe una manifestaciéon clinica de la celiaquia denominada
refractaria, que se caracteriza por sintomas persistentes y atrofia de las
vellosidades intestinales aun después de al menos 1 afio de seguimiento de una

dieta libre de gluten estricta.

1.1.4. Diagnostico

El estandar de oro para el diagnostico de celiaquia estd dado por la
combinacién de cambios en la mucosa intestinal detectados a través de una biopsia
duodenal y por la positividad de las pruebas serolégicas (anticuerpos antitTG,
anticuerpos antiendomisio (EmA), y anticuerpos de péptido de gliadina
desamidada (DGP)). A pesar del progreso realizado en serologia, no existe una
prueba serolégica con una sensibilidad y especificidad del 100 % por lo que se
requiere de la biopsia intestinal como complemento clave para establecer un
diagnostico correcto. Para la realizacion de estas pruebas diagnosticas, es
imprescindible que el paciente continue siguiendo una dieta con inclusién de
gluten, ya que, de lo contrario, los resultados seroldgicos e histolégicos perderian

validez.

En casos excepcionales debe realizarse la tipificacion de los haplotipos HLA-
DQ2 y HLA-DQ8. Este estudio solamente sirve para descartar la posibilidad de
poseer celiaquia, dado que la ausencia de los mismos indicaria una probabilidad
muy baja de padecer celiaquia. Los test genéticos se realizan en casos en donde el
test serologico haya dado negativo, pero con detecciones de atrofia leve en la
biopsia. También se suelen realizar en pacientes que estén realizando una dieta

libre de gluten sin test previos y pacientes con serologia e histologia discrepantes.
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El diagndstico de la celiaquia muchas veces resulta complicado debido a la
presencia de distinto tipo de manifestaciones (intestinales y extraintestinales). Por
este motivo, es que se suele hablar del “modelo del iceberg” para explicar las

distintas formas en las que se puede presentar la celiaquia (Figura 2).

_Pacientes
diagnosticados

Figura 2. Modelo del iceberg para la celiaquia. Adaptada de Gallagher y
colaboradores (2004)

Por un lado, hay cierta cantidad de individuos que son diagnosticados debido a
que presentan sintomas sugestivos, son de riesgo o tienen antecedentes familiares.
Estos casos forman la parte visible del iceberg (celiaquia clasica). Sin embargo, hay
otros individuos que presentan manifestaciones minimas o incluso ausentes por lo
que no son diagnosticados, estos forman la parte sumergida del iceberg (celiaquia
silente, pero con atrofia vellositaria). Como estos casos no son diagnosticados
entonces no se tratan y quedan expuestos al riesgo de complicaciones a largo
plazo. En la parte inferior del iceberg se encuentran aquellas personas que no

poseen sintomas gastrointestinales ni manifestaciones extraintestinales, pero
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poseen la predisposicion genética para poseer la celiaquia (celiaquia latente)

(Gallagher, Gormley y Arendt, 2004).

La "linea de agua", es decir, la proporcién de casos diagnosticados a no
diagnosticados, depende de la solicitud del médico para realizar el analisis

seroldgico en situaciones de baja sospecha clinica.

1.1.5. Otras patologias asociadas al consumo de gluten

El gluten puede causar otras patologias con sintomatologia similar a la
celiaquia, pero sin pruebas serolédgicas e histolégicas positivas. Una de ellas es la
sensibilidad al gluten no celiaca, la que se estima puede presentarse en el 6% de la
poblaciéon y da lugar a la aparicién de los sintomas tipicos de la celiaquia, los cuales
desaparecen luego del seguimiento de una dieta libre de gluten. Para su
diagnostico no hay una prueba, mas que la realizacion de una dieta sin gluten por
un tiempo y de obtenerse resultados positivos, se debe introducir nuevamente el

gluten para verificar si hay una reaparicion de los sintomas.

Otra patologia debido a la ingesta de gluten es la alergia alimentaria al gluten,
se encuentra en alrededor del 0,1% de la poblacion y el diagnostico se realiza
mediante la determinacion de los niveles de inmunoglobulina E especifica y una

prueba cutanea.

1.2. Productos panificados con harina de trigo

Los cereales y los productos a base de cereales han constituido el principal
componente de la dieta humana en todo el mundo desde tiempos remotos (Hui y
Corke, 2006; Tebben, Shen y Li, 2018). Los cereales son fuente de energia,

proporcionando 10-20 veces mas energia que la mayoria de las frutas y verduras.
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El trigo y el arroz son los cereales mas importantes para la nutricion humana y
representan el 55 % de la produccién total de cereales. Nutricionalmente, son
fuentes importantes de proteinas, carbohidratos, vitaminas del grupo B, vitamina

E, hierro, minerales y fibra.

El término productos panificados incluye multiples productos alimenticios
hechos a base de harina (tipicamente harina de trigo) que varian en complejidad,
partiendo de productos simples como el pan hasta productos como pasteles,
galletas, budines, bizcochuelos, etc. Entre los productos panificados, el pan se ha
mantenido como base de la alimentacion en diferentes culturas, proporcionando
energia, principalmente debido a su alto contenido de almidén, siendo bajo en
grasas y azucares. Mientras que productos como los pasteles y galletas son ricos en
grasas y azucares, pero representan una excelente opcién para el consumo
indulgente (“un permitido”) (Martinez y Gomez, 2019). Si bien el pan puede ser un
excelente alimento portador de compuestos bioactivos, proteinas y fibra dietaria,
entre otros, el esfuerzo por mejorar las propiedades nutricionales de tortas,
galletas y productos relacionados, se ha centrado en la eliminacion o reduccion de

grasas y azucares.

Los productos de panaderia también se caracterizan por tener un bajo
contenido proteico, aunque su alto consumo hace que supongan una fraccién

importante de la ingesta proteica total recomendada.

La importancia de los productos panificados para la poblacion argentina queda
demostrada por el hecho que, en el afio 2010, el consumo anual per capita de pan
se estimaba en 70,6 kg para pan artesanal y 4,6 kg para pan industrial (Lezcano,

2011a).
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1.2.1. Pan

El gluten presenta un papel clave en la produccion de pan de trigo, no asi en
otros productos panificados a base de harina de trigo. Con el término de gluten se
designa a la red que forman las gluteninas y gliadinas del trigo cuando son
hidratadas y sometidas a un trabajo mecanico (amasado). Estas proteinas son las
proteinas de reserva del grano de trigo y constituyen el 80- 85% de las proteinas
totales. En el amasado, estas proteinas se despliegan y estabilizan mediante
enlaces disulfuro, interacciones hidrofébicas y formacion de puentes de hidrogeno.
De esta forma, se obtiene como resultado una red proteica tridimensional, elastica

y cohesiva, denominada tecnolégicamente como gluten (Figura 3).
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Figura 3. Modelo estructural propuesto para el gluten. Fuente: (Shewry et al.,, 2000)

El gluten es el responsable de las propiedades viscoelasticas Unicas de la masa
de trigo y, por lo tanto, del excepcional potencial de panificacién (Hager et al,,
2012). La red de gluten es necesaria para la retencién del gas carbdnico generado
durante la fermentacién y su capacidad de hacerlo se vera reflejado en la

esponjosidad del pan (Arendty Dal Bello, 2011).
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1.2.2. Productos batidos

Con la denominacion genérica de productos batidos se designa a un conjunto
amplio de productos panificados, entre ellos, bizcochuelos, vainillas, magdalenas y
budines. A este tipo de productos también se los puede designar como productos
de vertido porque necesitan de un recipiente que los contenga, del cual adoptan su
forma luego del horneado. Estos productos estan incluidos en el Codigo
Alimentario Argentino (C.A.A.), en el Capitulo IX bajo el titulo “galletas, galletitas y

facturas de panaderia” (articulos 760, 760 bis, 762 y 766).

Cuentan en su formulacién con harinas de cereales, leche y huevos y, suelen
presentar altos niveles de azlcar y grasa, pero bajos de fibra dietaria (Belorio y
Gbémez, 2020). Se los suele consumir entre comidas como snacks o por placer. En
este tipo de productos, la red de gluten no suele desarrollarse debido, en parte a la
presencia de otros ingredientes, como azucar o grasas, que interrumpen el
desarrollo de la red de gluten, a la menor cantidad de harina de trigo utilizada y a

la baja energia mecanica aplicada durante el mezclado (Cauvain y Young, 2006).

Segin un informe del afio 2011 de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Pesca, en el afio 2010, el consumo anual per capita en la Argentina de productos
batidos se estim6 en 860 gramos, habiéndose observado un incremento del 37,5%
respecto al afio 2006. Este incremento se atribuyé a una mayor oferta de
presentaciones, sabores y a la presencia de nuevos productos. Estos productos son
consumidos por todas las clases sociales. Sin embargo, como no integran la canasta
basica de alimentos, en épocas de recesién su consumo se reduce fuertemente. Con
respecto al consumo de budines, informaron que el 53,8% de las ventas en

kilogramos de budines en los supermercados se realizaron en el mes de diciembre
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de 2010 dado que su consumo se relaciona con las fiestas de fin de afno. Asimismo,
en ese afo los budines tuvieron una variacion positiva del 19%, respecto del

anterior (Lezcano, 2011b).

1.3. Alimentos libres de gluten

El Codigo Alimentario Argentino (C.A.A (Art 1338), 2011) en el Articulo 1383
del Capitulo XVII, define como alimento libre de gluten el que estd preparado
Unicamente con ingredientes que por su origen natural y por la aplicaciéon de
buenas practicas de elaboraciéon (que impidan la contaminacién cruzada) no
contiene prolaminas procedentes del trigo, de todas las especies de Triticum, como
la escafia comun (Triticum spelta L.), kamut (Triticum polonicum L.), de trigo duro,
centeno, cebada, avena ni de sus variedades cruzadas. También define el contenido
maximo de gluten tolerable para este tipo de productos en 10 mg/kg y establece
que se deberd determinar a través de la metodologia establecida en la Norma
Codex STAN 118-79 (adoptada en 1979, enmendada en 1983; revisada en 2008-
(Codex STAN 118-79, 1979)) enzimoinmuno ensayo ELISA R5 Méndez y toda

aquella que la Autoridad Sanitaria Nacional evalde y acepte.

Para favorecer su identificacion, este tipo de productos deben rotularse con la
denominacion del producto seguido de la indicacion libre de gluten e incluir la

leyenda “Sin TACC” visible en su envase (Figura 4).
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N

11 mm Reduccidn Minima
Figura 4. Simbolos “Sin TACC” admitidos. Fuente: (Cédigo Alimentario Argentino,

2011)

1.3.1. Panificados libres de gluten

Los productos panificados son componentes basicos de la dieta debido a sus
caracteristicas sensoriales y su calidad nutricional. Al desarrollar productos sin
gluten, el mayor desafio tecnoldgico surge al buscar elaborar un producto con las
caracteristicas del pan de trigo debido a que el gluten es el responsable de sus
caracteristicas tipicas. Mientras que, en los productos batidos al no haber un
desarrollo completo de la red de gluten, el desafio es algo menor (Belorio y Gémez,

2020).

Para la elaboracion de productos panificados sin gluten se emplean harinas sin
gluten, como arroz, sorgo, trigo sarraceno, amaranto, quinua, teff y maiz,
almidones, productos lacteos, suplementos proteicos, hidrocoloides, ingredientes
funcionales, y también tecnologias alternativas, como la fermentacién de masa

madre, el procesamiento enzimatico y altas presiones (Zannini et al., 2012). Dado
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que los almidones, féculas y harinas refinadas presentan un bajo valor nutricional,
se busca desarrollar productos con un mejor perfil nutricional, a través del
agregado de harinas no tradicionales, harinas integrales, subproductos ricos en

fibra dietaria y derivados lacteos, entre otros (Ziobro et al., 2013).

Para suplir la ausencia del gluten se emplean sustancias poliméricas como los
hidrocoloides, buscando que contribuyan a mantener la textura, el volumen, las
caracteristicas de la miga, la vida ttil y la calidad sensorial (Smidova y Rysova,
2022). Sin embargo, el pan sin gluten y otros productos panificados sin gluten son
muy poco habituales para un consumidor acostumbrado al pan clasico de trigo
(Toth, Vatai y Koris, 2020). Ya que los panes sin gluten suelen tener una miga
menos flexible, que se endurece mas rapido, y que es facil de desmoronar. Ademas,
el sabor de los productos sin gluten es diferente al de sus analogos con gluten,
dependiendo de los ingredientes utilizados en su elaboracion. Por otro lado, los
productos sin gluten son facilmente aceptados por personas que se encuentran
bajo dieta libre de gluten desde la infancia mientras que cuando el diagnostico se

realiza en la adultez, la aceptacién es mas dificil (Smidova y Rysova, 2022).

Asi, al desarrollar productos panificados sin gluten, existen varios desafios
simultaneos: mejorar la calidad nutricional, tecnoldgica y sensorial, la

aceptabilidad global y su vida util.

1.3.2. Ingredientes

1.3.2.1.Harinas sin gluten y almidones

Historicamente, para el desarrollo de formulaciones sin gluten se empleaban

harinas de maiz y arroz junto con almidones de maiz, papa, mandioca y proteinas e
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hidrocoloides como agentes aglutinantes (Capriles y Aréas, 2014). En
consecuencia, estos productos presentaban bajos niveles de fibra y
micronutrientes en comparacién con sus contrapartes que contienen trigo (do
Nascimento et al., 2013; Thompson, 2000). En la actualidad, se usan también
harinas de pseudocereales, legumbres, etc, lo que permite aumentar la variedad, la
calidad nutricional y la palatabilidad de los productos sin gluten. En la Tabla 1 se

enumeran harinas y almidones utilizados en panificacion sin gluten.

Tabla 1. Harinas y almidones empleados en productos panificados sin gluten

Alternativas
Harinasy
almidones Harinas de ) Harinas de )
) ) Harinas de , Harinas de Otras
convencionales cereales sin raices y _
pseudocereales i legumbres harinas
gluten tubérculos
-Harinay
almidén de -Soja
arroz , -Lino
-Trigo -Lenteja
_Hari -Maiz Chi
Harinay Sarraceno Algarroba Chia
almid6n de maiz -Soreo Batata N
g -Amaranto _Garbanzo -Castafia
-Almidén de -Mijo _ -Banana
papa -Quinoa -Frijoles
verde
-Almido6n de
mandioca

Adaptada de Capriles y colaboradores (2014)

El tipo de almidén utilizado en la formulacién es importante debido a que
presentan distinta capacidad de hinchamiento y retencién de agua y aceite, asi
como también diferente comportamiento durante la gelatinizacién y posterior
retrogradacion dependiendo de su origen botanico, tamafio granular, contenido de
amilosa/amilopectina y presencia o no de modificaciones quimicas y fisicas.
También, la distribucién de tamafio de las particulas de las harinas y almidones, la

combinaciéon de fuentes de almidéon y otros ingredientes influyen en las
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caracteristicas de las masas y productos sin gluten (Capriles y Aréas, 2014; de la

Hera etal., 2013; Sciarini et al., 2010).

Las masas sin gluten contienen mas agua que las masas de trigo
convencionales constituyendo sistemas semiliquidos complejos formados por
polisacaridos y otros componentes formadores de estructura y que aumentan la
viscosidad como proteinas e hidrocoloides. Estas masas liquidas se caracterizan

por presentar una alta densidad y baja elasticidad (Cappelli, Oliva y Cini, 2020).

Los almidones se utilizan por su efecto gelificante y espesante, contribuyendo
a las caracteristicas de la masa o batido a través de la absorcién de grandes
cantidades de agua (Horstmann, Lynch y Arendt, 2017). Por lo que juegan un rol
muy importante en las caracteristicas reoldgicas de éstas. Ademas, contribuyen a la
retencion de humedad de los productos. En el proceso de coccion, los almidones,
junto con las proteinas, contribuyen a la fijacion de la estructura de los productos
al gelatinizar. Dado que durante la cocciéon debe formarse una estructura
suficientemente fuerte y flexible para mantener las burbujas de gas en expansiéon y
no colapsar durante el horneado o el enfriamiento del producto y a que las harinas
y los almidones sin gluten por si solos no crean esa estructura, se agregan

hidrocoloides en las formulaciones (Smidova y Rysova, 2022).

1.3.2.2.Harina de Arroz

La harina de arroz se obtiene de la molienda del grano de Oryza sativa L.
limpio, sano y exento de sus envolturas celuldsicas (Codigo Alimentario Argentino
(CAA Art 696, 2011)). Es la harina mas comunmente utilizada en las
formulaciones sin gluten porque es un ingrediente accesible, econdmico,

ampliamente disponible, de color blanco, sabor suave, facil de digerir e
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hipoalergénico. Ademas, presenta bajo contenido de sodio, grasa y fibra (Zannini et
al., 2012) siendo el almiddén el componente mayoritario. A pesar de estas ventajas,
la harina de arroz presenta limitaciones tecnoldgicas cuando es empleada en
panificacion debido a las pobres propiedades funcionales de sus proteinas (Juliano,
1985). Por ello, se la utiliza junto con diferentes aditivos como hidrocoloides,
proteinas, enzimas y emulsionantes para mejorar el volumen, la textura, la
apariencia, la aceptacidon y la vida util de los productos (Gujral y Rosell, 2004; Han

etal, 2012).

Las caracteristicas de la harina de arroz dependen de la variedad, las
condiciones ambientales y de cultivo, el método de molienda y tratamientos
previos realizados. Asi, es posible obtener harinas de arroz con grandes
variaciones en el contenido de amilosa/amilopectina, tamafio de particula de la
harina, etc, los que influyen en la absorcion de agua, gelatinizacion, retrogradacion

y calidad final de los productos (Capriles y Aréas, 2014).

La harina de arroz tiene entre 6,3-7,1% de proteinas, presentando un alto
contenido de glutelinas y una baja concentracion de prolaminas (Marshall y
Wadsworth, 1994), lo que determina que, aunque es deficiente en lisina presente
un mayor contenido que otros cereales (Bechtel y Juliano, 1980). Los lipidos son
un componente minoritario, sin embargo, contribuyen a las caracteristicas

nutricionales, sensoriales y funcionales.

1.3.2.3.Almidones

Entre las fuentes mas cominmente empleadas de almidon se encuentran el
maiz (Zea mays), la papa (Solanum Tuberosum) y la mandioca (Manihot esculenta)

(Roman, Belorio y Gomez, 2019; Zannini et al., 2012).
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El almidén es el principal carbohidrato de reserva vegetal y se organiza en
granulos presentes en semillas, raices y tubérculos, asi como en tallos, hojas, frutos
e incluso polen. Dependiendo del origen botanico, los granulos presentan
diferentes tamafios (0,1-200 pm) y formas (esferas, elipsoides, poligonales,etc)
(Witczak et al., 2016). El almidén nativo en los granulos es parcialmente cristalino,

lo que influye en sus propiedades (Singh et al., 2003).

El almidén estd compuesto por dos tipos de polimeros principales: la
amilopectina ramificada y la amilosa lineal. En ambos casos, el bloque de
construccion es un residuo de a-D-glucopiranosa, que forma enlaces o-1,4-
glucosidicos en la estructura lineal de la amilosa (Figura 5) y ramificaciones
adicionales a través de enlaces a-1,6-glicosidicos en las moléculas de amilopectina

(Figura 6).

CH,0OH CH,0H CH,0H
0 5 0] Q
H H H H
Extremo A 5! M A H Na A H 7 Extremo
no reductor L OH H OH H OH H reductor
0 0 0}
H OH H OH H OH

Figura 5. Fragmento de la cadena de amilosa. Fuente: (Lehninger, Nelson y Cox,

2005)

Las moléculas de amilosa poseen masas moleculares de alrededor de 10¢ Da y
la organizacién de los residuos de a-D-glucopiranosa en la cadena de amilosa
genera una estructura de forma helicoidal enrollada hacia la derecha. Por su parte,
la amilopectina es una molécula de muy alta masa molecular, oscilando entre 107y
5 x 108 Da con numerosas ramificaciones (Fennema et al., 2010). Las diferencias
estructurales de ambos polimeros dan como resultado marcadas diferencias en sus
propiedades. La amilosa es mucho mas propensa al proceso de cristalizacion,

llamado retrogradacion, y puede formar geles duros y peliculas fuertes, mientras

23



que la amilopectina puede dispersarse en agua y retrogradar mucho mas

lentamente, lo que da como resultado geles blandos y peliculas débiles (Pérez y

Bertoft, 2010).
Punto de
ramificacién
Ramificacion (a1—6)

Cadena
principal

Figura 6. Tipos de unién en la amilopectina. Fuente:(Lehninger, Nelson y Cox, 2005)

Los granulos de almidén estan constituidos por regiones cristalinas,
compuestas por moléculas ordenadas de amilopectina (regiones no ramificadas) y
por regiones amorfas alternadas, compuestas principalmente por ramificaciones
de amilopectina y por cadenas de amilosa. Debido a estas caracteristicas el

almidon es considerado un sélido semicristalino (Figura 7) (Pérez y Bertoft, 2010).

@ — (c) (d)

AMORPHOUS

. = . "
CLUSTER ey
_ CRYSTALLINE

LAMELLA

AMORPHOUS BACKGROUND

(e)
Figura 7. Estructura semicristalina del granulo de almidén. Fuente: (Goesaert et al.,

2005)
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Al preparar una suspension de almidén, el agua provoca el hinchamiento de
los granulos cuya extension depende del origen botanico de los mismos. Asi se ha
visto que la absorcién de agua es mayor en el almidon de papa, que en el de trigo,
maiz y arroz (Witczak et al., 2016). Si en cambio, una suspensiéon de almidon (>
30_%) se calienta en agua a una temperatura de entre 60 y 75 °C ocurre la
incorporaciéon de agua por las zonas amorfas dando lugar a la pérdida de la
cristalinidad e hinchazén irreversible de los granulos, proceso denominado
gelatinizacion. En este proceso, también ocurre la lixiviacion de la amilosa del
granulo, la cual puede formar posteriormente complejos de inclusidn si hay lipidos

presentes.

Si en cambio, los granulos de almidon se someten a un calentamiento en
presencia de un exceso de agua y con la realizacion de un esfuerzo mecanico, se
genera una pasta viscosa, la cual consiste en una fase continua de amilosa y/o
moléculas de amilopectina y otra fase, discontinua constituida por granulos de
almidoén rotos. Cuando esta pasta se enfria, la amilosa y la amilopectina se vuelven
a asociar, alcanzando un estado de mayor orden, cristalino, este proceso es
denominado retrogradacion. La velocidad con la que retrogradan la amilosa y la
amilopectina no es igual. La amilosa retrograda formando una estructura de dobles
hélices que luego de unas horas dan lugar a un gel cristalino altamente estable.
Mientras que la amilopectina retrograda mas lentamente. De este modo, a la
retrogradacion de la amilosa se le atribuye la firmeza inicial del gel de almidén
formado, mientras que a la retrogradacion de la amilopectina el desarrollo a largo

plazo de las estructuras del gel (Smidova y Rysova, 2022).
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Los almidones son ampliamente utilizados en la industria alimentaria como
gelificantes, espesantes, por su capacidad para retener humedad, emulsionar,
formar peliculas y texturizar. En los productos panificados sin gluten el almidén
podria mejorar la consistencia de los batidos durante el mezclado/amasado,
contribuir a la suavidad de la miga, y controlar la fijacién de la estructura de la
miga durante la coccién (Gallagher, Gormley y Arendt, 2004). En el horneado, el
almidon sufre una gelatinizacion parcial, en donde los granulos se hinchan y parte
de la amilosa es lixiviada. Luego del horneado, el pan se enfria y ocurre la
retrogradacion de la amilosa, atribuyéndosele a ésta la dureza inicial de los
productos panificados frescos. Posteriormente, cuando los productos envejecen,
ocurre el endurecimiento de la miga, la cual se atribuye, en parte, a la cristalizacién

de la amilopectina (Figura 8) (Cheftel y Cheftel, 1992).
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dmi[@'d y amilosa amilopectina arilosa amiiopectina
amilopectina amorfa armorfa cristalizada cristalizada
cristalizadas en fuera de

fos granulos los granulos

de almidon

Figura 8. Envejecimiento del pan. Fuente: (Cheftel y Cheftel, 1992)

1.3.2.4.Hidrocoloides

La ausencia de gluten en los productos sin gluten presenta grandes desafios
tecnoldgicos porque las masas sin gluten tienen una consistencia liquida (Cauvain,
2007). Por lo tanto, se requieren sustancias poliméricas para lograr que los batidos
presenten las caracteristicas viscoelasticas adecuadas para el desarrollo de

productos panificados sin gluten de buena calidad, para mejorar las caracteristicas
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estructurales, la sensaciéon en la boca, la aceptabilidad, y la vida 1til (Zannini et al.,
2012). Los hidrocoloides o gomas son polisacaridos hidrofilicos de cadena larga y
alto peso molecular, extraidos de plantas, algas marinas y fuentes microbianas,
gomas derivadas de exudados de plantas y biopolimeros obtenidos por
tratamiento quimico de celulosa (Dickinson, 2003). Estos compuestos son avidos
de agua, presentan propiedades coloidales y muchos son capaces de producir
geles. Generalmente, los hidrocoloides mejoran la textura, la apariencia y el
volumen de los productos. Sin embargo, su accion depende del tipo de
hidrocoloide, estructura quimica, dosis utilizada y de la posible interacciéon con
otros polimeros e ingredientes presentes en las formulaciones. Entre los
hidrocoloides mas utilizados estan la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), la goma
xantica, psyllium y goma guar (Roman, Belorio y Gomez, 2019). Particularmente,
se destaca la HPMC (Figura 9) por los mayores voliumenes especificos alcanzados
con su utilizacién, lo cual se relaciona con su capacidad de formar geles
termorreversibles. Estos geles se forman al calentarse durante el horneado
(porque se deshidrata lo que favorece las interacciones hidrofobicas) y
contribuyen a estabilizar la estructura de la miga gelatinizada, pero luego al
enfriarse los productos, estos geles revierten, reduciendo la firmeza de la miga

después del horneado (Crockett, Ie y Vodovotz, 2011).

tH,

Figura 9. Férmula de la HPMC. Fuente: Dow Chemical
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1.3.2.5.Proteinas y harinas como fuentes proteicas

Dado que las harinas y almidones que se emplean mas frecuentemente para la
elaboracion de productos sin gluten tienen un bajo contenido proteico, se suelen
agregar proteinas como tales o bien harinas con mayor contenido de proteinas.
Entre las fuentes proteicas mas cominmente utilizadas se encuentran el suero de
leche, la leche entera o descremada, el huevo y la clara de huevo. Ademas, también
se suelen utilizar harinas de leguminosas y de pseudocereales. Las proteinas se
agregan, por un lado, para mejorar el perfil nutricional y sensorial y por otro, por
una funcién estructural. Con su adicién se busca formar una red que puede imitar
algunas de propiedades del gluten, mejorando las propiedades reoldgicas de los
batidos y las caracteristicas estructurales, sensoriales y la vida util de los

productos finales (Capriles y Aréas, 2014).

Proteinas del huevo

La clara de huevo esta formada principalmente por agua (88 %) asi como por
proteinas (11 %) de alto valor bioldgico, carbohidratos (1 %) y minerales (0,5 %).
Estas proteinas contienen a los nueve aminodacidos esenciales, fenilalanina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptéfano y valina; lo cual
es de gran importancia nutricional ya que estos aminoacidos no pueden ser
sintetizados por el hombre, sino que deben ser ingeridos (Santana-Porbén, 2008;

Sayar, 2014).

Las proteinas principales de la clara de huevo son la ovoalbimina (54 %) y la
ovomucina (11 %). Asimismo, la clara del huevo contiene vitaminas y también

posee factores antinutricionales, el inhibidor de tripsina y avidina, pero éstos son
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termoldabiles, por lo que se destruyen cuando la clara es sometida a un tratamiento

térmico (Santana-Porbén, 2008).

En la produccién de panificados libres de gluten estas proteinas contribuyen a
través de la formacién de films viscoelasticos, fuertes y cohesivos que mejoran la
retencion de gas (Zannini et al., 2012). La clara de huevo no s6lo se adiciona a los
productos alimenticios para aumentar su valor nutricional, sino también permite
mejorar la emulsidn, el batido, asi como la formacién de espuma del producto y las
propiedades de gelificacion (Arendt et al.,, 2008). Por ende, la incorporacion de la
clara de huevo permite la obtencién de productos panificados con una mejor

calidad y estructura y a su vez mejoran el perfil nutricional de los productos.

Proteinas ldcteas

La utilizacion de proteinas lacteas es otra estrategia empleada para mejorar la
calidad de los productos sin gluten. Varios trabajos han abordado su inclusion en
sistemas sin gluten, demostrando que tienen propiedades funcionales similares al
gluten ya que son capaces de formar una estructura tipo red (Gallagher et al,,
2003). Los ingredientes lacteos se aplican para obtener beneficios tanto
nutricionales como tecnoldgicos, entre ellos, mejora del sabor y textura y
reduccion del envejecimiento (Arendt et al., 2008). Sin embargo, se debe tener en
cuenta que el dafio que causa la celiaquia en las vellosidades intestinales deja a
algunos individuos intolerantes a la lactosa. Por lo tanto, la lactosa puede limitar la

aceptacion de estos productos.

1.3.2.6.Materia grasa

Las grasas y aceites son un componente importante en la elaboracién del pan,

ya que contribuyen a alcanzar mayores volumenes y al retraso del endurecimiento.
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Ademads, proporcionan terneza, lubricacién, mayor transferencia de calor y
sensacion agradable al paladar (Roman, Belorio y Gomez, 2019; Smith y Johansson,

2005).

1.4. Productos panificados sin gluten dulces

Los productos panificados tales como bizcochuelos, magdalenas y budines son
productos relativamente densos con miga tierna y sabor dulce. Estos productos se

consumen en gran medida en el desayuno o merienda.

Los batidos a partir de los cuales se obtienen pueden ser considerados
como una emulsidn de aceite en agua con una fase acuosa continua que contiene
los ingredientes secos disueltos o suspendidos (Ronda et al., 2011). La viscosidad
de estos batidos es determinante de su capacidad para retener el aire incorporado
durante la etapa de mezclado y batido (Sahi y Alava, 2003). Asi, las caracteristicas
de calidad de los productos finales dependen de la aireacién alcanzada durante el
batido y de la estabilidad de las burbujas de gas durante el horneado, ya que esto
va a definir el volumen final alcanzado y las caracteristicas texturales de la miga.
Asimismo, el volumen final también depende en gran medida de la temperatura de
gelatinizacion del almidén. Una mayor temperatura de gelatinizaciéon da lugar a
una mejor expansion de la masa y por ende a mayores volumenes especificos
(Gularte et al., 2012). Otros factores que impactan sobre la calidad tecnoldgica son
el tipo de harina y el tamafio de particula, el método de molienda y la presencia de
otros ingredientes y aditivos como fibra dietaria, gomas, emulsificantes, etc (Xu et

al,, 2020).
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1.5. Subproductos de la industria alimentaria

A nivel mundial anualmente la industria alimentaria genera gran cantidad de
“residuos” o subproductos, muchos de los cuales no son aprovechados o sélo se
utilizan para alimentacion animal. Es tal el volumen de subproductos generados
que pueden constituir un problema serio para las industrias que los generan ya
que éstas les deben suministrar un tratamiento adecuado para su disposicion. Por
otro lado, estos subproductos son proclives al deterioro microbiano por lo que su
aprovechamiento de manera eficiente, con bajo costo y a través de procesos
amigables con el ambiente reviste cada vez mayor importancia (Schieber, Stintzing
y Carle, 2001). Es asi que en los ultimos afios ha surgido, el concepto de economia
circular basado en el desarrollo de nuevas estrategias para mejorar el
aprovechamiento de los recursos y para la eliminacion del concepto de “residuo” a
lo largo de la cadena de suministro. En este modelo, los materiales se reciclan, un
proceso en el que los desechos se transforman en productos de valor agregado al

convertirlos en elementos de entrada para otros productos (Ancuta y Sonia, 2020).

Una solucién para reducir los desperdicios de alimentos es aprovechar los
subproductos ya que estos suelen contener compuestos con numerosos beneficios
para la salud y que podrian emplearse en distinto tipo de productos. Los
subproductos alimentarios son variados y difieren en su origen, entre ellos
podemos enumerar: cascaras de frutas, tallos, hojas, semillas, salvado, granos,

orujo, torta de aceite, etc. (Martins, Pinho y Ferreira, 2017).

Por otro lado, en la actualidad cada vez existe mayor conciencia por parte de

los consumidores sobre la importancia de proteger el medio ambiente y de
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desarrollar un sistema alimentario sostenible por lo que se requieren conductas

que apoyen este tipo de iniciativa.

1.6. Subproducto de la extraccion de aceite

En el proceso de obtencion de aceite de nuez, se obtiene una torta de prensado
que es rica en lipidos de buena calidad y presenta, ademas, un alto contenido de
proteinas, fibra, minerales y otros compuestos bioactivos. A través de un proceso
de molienda de la torta de prensado es posible obtener harina de nuez. Para esta
harina, se han informado valores de lipidos entre 5-41%, proteinas entre 24 -
39.% cenizas entre 3,7- 6,1 % y de carbohidratos entre 31-50 %, lo cual depende
del método de extraccion utilizado (solventes o prensado) (Labuckas, Maestri y
Lamarque, 2014; Rabadan, Pardo, Gomez, et al., 2018a). De este modo, aunque la
mayor parte de los lipidos son extraidos, la harina obtenida contiene todavia una
fraccién lipidica significativa caracterizada por ser rica en 4acidos grasos
poliinsaturados y por contener un alto contenido de vitamina E. Ademas, la harina
presenta un elevado contenido de proteinas con un buen balance de aminoacidos
esenciales (Mao y Hua, 2012), diversos compuestos bioactivos como melatonina,
serotonina y polifenoles y un alto contenido de minerales (Martinez et al., 2010).
Por lo tanto, este “residuo” de la obtencion de aceite contiene componentes que
permitirian incrementar el valor nutricional de aquellos alimentos en los cuales se
utilice como ingrediente. Con lo cual se estaria agregando valor a este subproducto,
lo que podria aportar beneficios econémicos para quienes lo producen (Elleuch et
al., 2011). Existen registros del uso de harina de nuez en productos carnicos,
lacteos y panificados, en los cuales se observé un efecto positivo desde el punto de

vista sensorial (Ayo et al.,, 2008; Cofrades et al., 2008; Martinez et al., 2010).
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Si bien la obtencion de aceite de nuez es un proceso aun incipiente en nuestro
pais, dado que los consumidores estan cambiando su forma de ver y elegir a los
alimentos, cada vez mas buscan consumir productos saludables, lo cual hace

probable que crezca aun mas la demanda de productos como el aceite de nuez

(Niamh, 2016).
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Capitulo 2

2.1. Objetivo general:

Establecer las caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales de la harina de
nuez y el efecto de la adicion de dicha harina de nuez en la calidad de los budines

libres de gluten.

2.2. Objetivos especificos:

e (Caracterizar la composicibn quimica de la harina de nuez, su
microestructura, las interacciones con otros componentes y su estabilidad durante

el almacenamiento.

e Evaluar el efecto ocasionado por la incorporaciéon de harina de nuez sobre
los cambios térmicos, reoldgicos, termoreoldgicos y microestructurales

experimentados por los batidos libres de gluten.

e Optimizar el uso de harina de nuez en el desarrollo de budines libres de
gluten, frescos y almacenados, aceptables desde el punto de vista tecnolégico,

nutricional y sensorial.
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Capitulo 3:
Caracterizacion de la

harina de nuez
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Capitulo 3

3.1. Introduccion

La harina de nuez se obtiene a través de la molienda del subproducto de la
obtencion de aceite de nuez. Entre los métodos empleados para la extraccion de
aceite a partir de la nuez se encuentran la extraccion con solventes como el hexano,
la extraccion por prensado (prensa hidraulica o tornillo) y la extraccion
supercritica (Martinez, 2014). La extraccién con solventes da lugar al mayor
rendimiento industrial, pero aceites de peor calidad mientras que la extracciéon con
fluidos supercriticos da lugar a aceites de buena calidad, pero con un costo elevado
(Roncero et al,, 2016). Por lo tanto, la obtencién de aceite por prensado en frio se
ha identificado como las mas conveniente ya que permite la obtencién de aceites

de buena calidad y a bajo costo (Rabadan, Pardo, Gémez, et al., 2018a)

En todos los casos, la produccion de aceite de nuez (Juglans regia L.) lleva a la
obtencion de una torta parcialmente desgrasada cuya composicion depende del
método de extraccion utilizado (Labuckas, Maestri y Lamarque, 2014) pero
generalmente contiene un alto contenido de lipidos poliinsaturados y también
proteinas, fibra, minerales y compuestos bioactivos (Mao y Hua, 2012). Ademas del
método de extraccion, las variedades de cultivo y condiciones de cosecha
relacionadas con las condiciones medioambientales impactan en las caracteristicas

de los productos obtenidos (Rabadan, Pardo, Pardo-Giménez, et al., 2018).

Es asi que las caracteristicas composicionales de este subproducto muestran
su potencial para ser utilizado como suplemento en productos dietéticos o como

ingrediente para el desarrollo de alimentos funcionales.
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3.2. Objetivos del capitulo

3.2.1. Objetivo general del capitulo

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y el valor nutricional de harina de

nuez, como un subproducto de la industria aceitera.

3.2.2. Objetivos especificos del capitulo

e Determinar la composicion nutricional, la actividad antioxidante y las

propiedades tecno-funcionales de la harina de nuez.

e Determinar la estabilidad oxidativa de los lipidos presentes en la harina de

nuez.
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3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Materiales caracterizados

Para la experimentacién se utilizé harina de nuez (Juglans regia L.) empacada
al vacio y provista por Grupo Aceites del Desierto SRL (Provincia de Cérdoba,

Argentina).

3.3.2. Composicion proximal

El contenido de humedad, proteinas, lipidos, fibra dietaria total y

carbohidratos fueron determinados segun los siguientes métodos.

3.3.2.1.Contenido de humedad

La determinacién de humedad se realizé por secado en estufa al vacio hasta
peso constante. En cajas de Petri pequefias se pes6 aproximadamente 1,5 gramos
de harina de nuez por triplicado. Las muestras se llevaron a estufa de vacio
(Arcano, China) a 70°C conectada a una bomba de diafragma PC500 Series-CVC
3000 (Vacuubrand GMBH + CO KG, Alemania) a una presion de 50-55 mbar hasta
alcanzar peso constante. El calculo de la humedad de las muestras se realizé segin

la Ecuacién 1.

m; —m .
Humedad [ g ] = (m, 2) 100 Ecuacién 1
100g (my —mgy)

Donde m; es la masa de la caja de Petri con la muestra [g], m2 es la masa de la
caja de Petri con la muestra luego del secado [g] y m3 es la masa de la caja de Petri

sin muestra [g].
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3.3.2.2.Contenido de lipidos

Los lipidos son un grupo heterogéneo de moléculas predominantemente
hidr6fobas que tienen diversas funciones, portadores de energia, estructuradores
de la membrana celular, protectores de érganos, mediadores hormonales, entre
otras (Burdge y Calder, 2014). Dado que en el fruto entero (nuez) los lipidos son el
componente mayoritario (Amaral et al., 2003; Martinez, Mattea y Maestri, 2006),
su cuantificacién en el subproducto es de suma importancia. La determinacién se
realizo de acuerdo al método AACC 30-25.01, con ligeras modificaciones,
empleando un equipo Soxhlet. La muestra se colocé en un cartucho de papel de
filtro y como solvente de extraccion se usé una mezcla de éter sulftrico: éter de
petrdleo (1:1); se llevaron a cabo 7 sifonadas consecutivas. Luego, se cuantifico
gravimétricamente la materia grasa una vez eliminados los solventes. El ensayo se

realizd por triplicado y para el calculo se uso6 la Ecuacion 2

— ™ 100 Ecuacién 2

.. g m;
Lipid [ ]:
ipidos 100 g —

Donde m; es la masa del balon con la materia grasa seca [g], m; es la masa del

balén vacio [g] y m es la masa de muestra utilizada [g].

3.3.2.3.Contenido de proteinas

La importancia de las proteinas en los sistemas alimentarios es notable.
Poseen propiedades funcionales que ayudan a establecer la estructura y
propiedades finales del producto alimenticio (Badui Dergal, 2016). Para
determinar el contenido de proteinas se utilizé el método de Kjeldahl (AACC 46-
12.01), en el que se cuantifica el contenido de nitrégeno total de la muestra. Para la

harina de nuez se uso el factor de conversion de nitrégeno a proteina 5,3,
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recomendado para nueces (Mariotti, Tomé y Mirand, 2008), obteniéndose asi el
contenido de proteina bruta de la muestra. Se pesé con exactitud 1 g de HN en
balanza analitica. Se trasvasé a un tubo de digestion/destilacion de Kjeldahl y se
agregaron H2S04 98 % p/p, mezcla catalizadora (CuSO4-5H20: K2SO4 proporcién
1:10) y plato poroso, una vez armado el equipo, se colocaron los tubos en el
digestor. La digestion persigue la liberacion del nitrégeno, que permanece
solubilizado en forma de NHs* en el acido sulfurico y al mismo tiempo la
eliminacién del carbono en forma de CO2, esto por la accién de altas temperaturas
en medio acido. Posteriormente, el material digerido se diluyé con agua destilada
en proporcion 1:1, y se destildo previa alcalinizacién con NaOH 32 % p/p. La
alcalinizacién permite la volatilizacion del nitrégeno en la forma de NHs. Para la
destilacion se empledé un equipo semiautomatico Blichi K350 (Suiza). EI NH3
destilado fue recogido en un Erlenmeyer conteniendo H3BO3 4 % p/p e indicador
Mortimer (rojo de metilo y verde de bromocresol en solucién alcohdélica). El medio
acido del acido boérico solubiliza nuevamente el NH3, esto produce un cambio de
color en el indicador, de anaranjado rojizo a turquesa conforme el nitréogeno es
atrapado durante la destilacion. Para cuantificar el contenido de nitréogeno
recogido durante la destilacidon se realiz6 una titulaciéon acido-base con HCI 0,1N
valorado. El cdlculo del porcentaje de proteina se realizé segun la Ecuacion 3.
Conjuntamente con las muestras se corrié un blanco. Todas las determinaciones

fueron realizadas al menos por duplicado.

Proteinas [ g ] = (Vi = Vi) - N - FePegn .100 Ecuacion3
100 g m

Donde Vi, es el volumen de titulante gastado para titular la muestra [L], V5 es el

volumen de titulante gastado para titular el blanco [L], N es la normalidad del
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titulante [eq/L], Fc es el factor de conversién de nitrégeno a proteinas, Pegn €s el

peso equivalente del N [g/eq] y m es la masa de muestra [g].

3.3.2.4.Contenido de cenizas

La cuantificacién de cenizas se realizé siguiendo el método AACC 08-01.01.
Para esto, se pesaron con exactitud aproximadamente 3 g de muestra sobre
capsulas de porcelana previamente pesadas. Se carbonizaron las muestras bajo
campana usando un mechero. Una vez carbonizadas, las capsulas se llevaron a una
mufla (Hornos Eléctricos S.A., Argentina) y fueron calcinadas a 550 °C hasta
observarse cenizas de color grisaceo, las capsulas fueron pesadas una vez frias. El
ensayo se realizo por triplicado y para el calculo se us6 la Ecuacién 4

m; —my

g .
= 100 Ecuacion 4
[100 g m3 - m1

Cenizas

Donde m; es la masa de la capsula con los residuos de ceniza [g], m; es la masa

de la capsula vacia [g] y mz es la masa de la cadpsula con la muestra [g].

3.3.2.5.Contenido mineral

Se determino el contenido de Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Fe, Mn, Mo, Se y Zn por
espectrometria de emision atémica con plasma de acoplamiento inductivo. La HN
se someti6é a una digestion por microondas con HNO3, se filtré y se determiné el

contenido mineral segin el método EPA 6010D (2014).

3.3.2.6.Contenido de fibra dietaria total

Es posible definir a la fibra dietaria total como los carbohidratos no digeribles
y ligninas, que son intrinsecos en las plantas, junto con los carbohidratos no

digeribles que tienen efectos fisioldgicos benéficos para los seres humanos
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(Elleuch et al,, 2011). Otros autores, incluyen en esta definicién a los carbohidratos
sintéticos no digeribles y a fibra de origen animal (Borderias, Sanchez-Alonso y
Pérez-Mateos, 2005). Se cuantificd el contenido de fibra dietaria total de acuerdo al
método AACC 32-05.01, método enzimo-gravimétrico, con el empleo de un kit
comercial (“Total Dietary Fiber Kit Assay” de Megazyme U.C,, Irlanda). Para lo cual,
se pesaron por duplicado y con exactitud 1 g de muestra en vasos de precipitados
Berzelius de 500mL. Se anadieron, a cada vaso, 50mL buffer fosfato (0,08 M; pH
6,0) tras corroborar pH 6,0+0,1 se afiadieron 50 uL de solucién de a-amilasa
termoestable. Los vasos fueron cubiertos con papel aluminio y se calentaron en un
bafio de agua en ebullicion durante 30 min, agitandolos con cuidado cada 10 min.
Una vez transcurrida la media hora, los vasos fueron enfriados a temperatura
ambiente, se ajusto el pH a 7,5+0,1 y se afiadieron 100 puL de solucidn de proteasa,
los vasos se cubrieron nuevamente y se calentaron a 60 °C en bafio de agua con
agitacion magnética durante 30 min. Tras lo cual, los vasos se volvieron a enfriar a
temperatura ambiente y se ajusto el pH a 4,5+0,2. Se anadieron 200 pL de solucién
de amiloglucosidasa y se calentaron nuevamente a 60 °C en bafio de agua con
agitacion magnética durante 30 min. Transcurrida esta media hora, a cada vaso se
afiadieron 270 mL de alcohol 96 % precalentado a 60 °C. Los vasos se cubrieron
nuevamente con papel aluminio y se dejaron decantar por 60 min. Después de lo
cual, se filtr6 el contenido de los vasos usando crisoles de vidrio fritado,
previamente tarados, y una capa de celite como lecho filtrante. La filtracién se llevo
a cabo en el equipo de filtrado CSF 6 (Velp Scientifica Srl, Italia). Los crisoles con el
residuo de fibra se secaron en estufa a 105 °C hasta peso constante. Después de
registrar los pesos, se cuantificaron cenizas (AACC 08-01.01) y proteinas (AACC

46-12.01) de los residuos, las determinaciones se realizaron al menos por
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duplicado y se utilizé la Ecuacién 5 para calcular el contenido de fibra dietaria total

en las muestras.

((Ry —Ry)/2)—P—-C
((my +my)/2)

Fibra Dietaria Total [ g ] = .100 Ecuacién5
100 g

Donde R; y Rz son la masa de los residuos de las muestras 1y 2 [g], m; y mz son
las masas de las muestras 1y 2 [g] y Py C son los pesos de proteina y cenizas de los

residuos, respectivamente.

3.3.2.7.Contenido y composicion de carbohidratos

Se calcul6 el contenido de carbohidratos totales diferentes de fibra, con la

Ecuacion 6

Carbohidratos [ g

100g] = 100 — (%H + %P + %L + %C + %F) Ecuacién 6

Donde %H, %P, %L, %Cy %F son los contenidos de humedad, proteina, lipidos,

cenizas y fibra dietaria total, respectivamente.

Por otra parte, la composicion de carbohidratos simples se determin6 por
HPLC utilizando un cromatdégrafo Waters 1525 (Waters Corporation,
Massachusetts, EE.UU.) acoplado a un detector de indice de refraccion (Waters
2414, Massachusetts, EE.UU.) y equipado con una columna C18-amida (4,6 x 150
mm) de 3,5 pum de tamafno de particula (Thermo Fisher Scientific Inc.
Massachusetts, EE.UU.). La fase moévil fue una solucidn isocratica de acetonitrilo:
agua (75:25) con 0,2 % de etilendiamina (caudal: 1,0 mL/min). Los azudcares
solubles se extrajeron con agua Milli-Q y, a continuacién, con las soluciones Carrez
[y II, preparadas al disolver 3,6 g de K4[Fe(CN)s]. 3H20 en 100 mL de aguay 7,2 g

de ZnS04.7H20 en 100 mL de agua, respectivamente. El contenido de almiddn se
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determiné tras la hidrélisis total con HCl a reflujo. Se utilizaron estandares
externos (Sigma Aldrich, Missouri, EE.UU.) de fructosa, glucosa y sacarosa. Los

cromatogramas se integraron utilizando el software PeakFit (version v4.12).

3.3.3. Antioxidantes

Entre los compuestos prooxidantes estan los radicales libres. Un radical libre
es una especie quimica, capaz de existir de forma independiente, con uno o mas
electrones desapareados en un nivel energético superior y que posee una alta e
indiscriminada reactividad (Halliwell et al, 1995). Asimismo, existen los
compuestos antioxidantes con la habilidad para quelar metales, inhibir o potenciar
una actividad enzimatica y/o atrapar radicales libres. Los antioxidantes presentes
en los alimentos pueden ayudar a prevenir algunos procesos dafiinos (Vilaplana,
2007). Existen pruebas consistentes de que las dietas altas en frutas, hortalizas y
otros alimentos vegetales (e. g. los frutos secos) se asocian con menores tasas de
mortalidad por enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer (Stanner

etal, 2004)

3.3.3.1.0btencion del extracto para determinar la actividad antioxidante

Se mezclo HN (1,5 g) con 10 mL de acetona, se agitd durante 15 min y luego se
centrifugd (15 min, 1333xg). El pellet insoluble obtenido se volvié a extraer dos
veces mas con una mezcla acetona: agua (70:30 v/v). Posteriormente, todos los
sobrenadantes se combinaron, se agitaron en un tubo con cloroformo (2:1
cloroformo: acetona) y se almacenaron durante la noche (4 °C). La fase acuosa se
recogié y la acetona residual se evapord en un rotavapor (R-124 BUCHI, Suiza)

(Guardianelli, Salinas y Puppo, 2019).
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3.3.3.2.Contenido de polifenoles totales

A partir del extracto acuoso antes mencionado, se determiné el contenido de
polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Donde los compuestos
polifendlicos reducen, en medio basico, al reactivo de Folin- Ciocalteu (compuesto
por los acidos fosfomolibdico y fosfotingstico), obteniéndose un compuesto de
coloracion azul susceptible de ser determinado espectrofotométricamente a
765.nm. Se empleé como estandar el acido galico y los resultados se expresaron

como pumol de equivalentes de &cido galico por gramo de HN.

3.3.3.3.Actividad antioxidante

De igual forma, a partir del extracto obtenido en 3.3.3.1 se realizaron los

siguientes ensayos:

v Capacidad de reduccion del ion férrico (FRAP por sus siglas en
inglés): Se realizd segin la metodologia descrita por Benzie y Strain (1999). Este
método permite evaluar la capacidad de una muestra para reducir el catiéon Fe*3
a Fe*2 dando lugar a la formacién de un complejo de color azul con el ligando
presente en el reactivo (TPTZ). Para preparar el reactivo de FRAP se mezclaron
cloruro férrico, TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) y buffer acetato (pH 3,6).
Luego, 1800 pL de este reactivo recién preparado, se mezclaron con 200 pL del
extracto antioxidante de HN y se agité la mezcla vigorosamente. Después de 90
minutos en la oscuridad, se midi6 la absorbancia a 593 nm. Se prepar6 un
blanco de reactivo con soluciéon FRAP y agua Milli-Q en lugar del extracto

antioxidante. Se prepard una curva de calibracién utilizando FeSOa.

v Capacidad de secuestrar al cation radical ABTS**: Este método

permite evaluar la capacidad antioxidante de una muestra a través de la
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donacioén de un atomo de hidrégeno o un electrén al cation radical ABTS:+. El
ABTS*+ es de color azul-verdoso y presenta un maximo de absorciéon a 734nm,
registrandose una disminucidn de la absorbancia en presencia de antioxidantes

en la muestra en estudio.

El radical catiénico ABTS** se produjo por la oxidaciéon de ABTS (acido 2,2'-
azino-bis (3-etil-benzotiazolino-6-sulfénico) con peroxidisulfato de potasio
(K2S20s). La solucion se almaceno en la oscuridad a temperatura ambiente hasta
su uso (1 h). Se afiadi6 un volumen de 1000 pL de solucién de ABTS** a 50 uL
del extracto. La absorbancia se midié a los 6 minutos después de la mezcla
inicial. Se prepar6 una curva de calibracion utilizando Trolox. La actividad
antioxidante se expreso en equivalentes de Trolox (TEAC) como TEAC pumol /g

de harina.

v Capacidad de secuestrar al radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH): El DPPH es un radical libre estable de color pirpura que se convierte
en un compuesto descolorido en presencia de antioxidantes que pueden
transferir un electréon o donar un atomo de hidrogeno. Este cambio de color se
mide espectrofotométricamente a 517 nm. La eficacia antioxidante se informa
como IC50: la concentracion de extracto necesaria para disminuir a la mitad la
concentracion inicial de DPPH. La estimacion del valor IC50 se realiz6 mediante

una curva dosis-respuesta (Brand-Williams, Cuvelier y Berset, 1995).

3.3.4. Calidad lipidica

De particular interés es evaluar la composicién de los lipidos presentes en la
harina de nuez. Dado que las nueces poseen una considerable cantidad de lipidos

monoinsaturados y altas cantidades de lipidos poliinsaturados (Parra, 2008), los
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que pueden ofrecer beneficios para la salud. Cuando se consumen en cantidades
suficientes, protegen al sistema cardiovascular y contribuyen a disminuir los
niveles de colesterol total en la sangre. Asimismo, algunas investigaciones
muestran que los lipidos monoinsaturados pueden regular los niveles de insulina y
ayudar a controlar el nivel de glucosa en la sangre, lo que puede ser especialmente

util en personas con diabetes tipo 2 (Zeratsky, 2021).

3.3.4.1.Extraccion de aceite de la harina de nuez

Para la extraccion del aceite remanente en HN se utiliz6é el método de Folch
(1957) que utiliza una mezcla de cloroformo: metanol (2:1) como solventes. Para
evaporar la mezcla de solventes y recuperar el aceite se usé un rotavapor Biichi R-

124, (Biichi Labortechnik AG, Suiza) a 40 °Cy 200 Torr de presion.

3.3.4.2. Perfil de los dcidos grasos

Los acidos grasos presentes en los triglicéridos difieren en la longitud de la
cadena hidrocarbonada y en la presencia, nimero y posicion de los dobles enlaces
en la cadena. La distribucién de los acidos grasos influye en sus propiedades
funcionales y en la forma en la que se metabolizan (Burdge y Calder, 2014). Para

caracterizar dicha distribucidn es util determinar el perfil de acidos grasos.

La determinacion del perfil de acidos grasos de la harina de nuez se realiz6 por
cromatografia gaseosa. En primer lugar, se realizé la derivatizacion de los acidos
grasos, con el fin de aumentar su volatilidad, para lo cual se colocaron 150 pL de
aceite de HN y 4 mL de HCI 5 % en metanol (con Na2S04) en tubos hach. Los tubos
se calentaron, en un bafio de agua a ebullicidn, durante 10 minutos, cuidando que

estuvieran bien cerrados. Transcurrido este tiempo, los tubos se enfriaron y se
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afiadieron 2 mL de agua miliQ junto con 1 mL de hexano calidad HPLC y se
homogenizé la mezcla. Los metil-ésteres de los acidos grasos se encuentran
disueltos en el hexano, por ello con la finalidad de separar las fases, se centrifugé a
3000 rpm por 15 minutos usando una centrifuga Rolco CM 2036 Duron (Rolco Srl,
Argentina). Inmediatamente después, el hexano se separo y filtré (0,45 um) directo
a viales color ambar. Finalmente, las muestras se analizaron en un cromatégrafo
gaseoso Agilent 7890A. (Agilent Technologies, EE.UU.) con detector de ionizacion
de llama (temperatura del inyector, 250 °C) usando una columna capilar DB-23
(30.m de largo, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 pm de espesor) y un estandar
externo Supelco 37 component FAME MIX, (Sigma Aldrich, EE.UU). Bajo las
siguientes condiciones de corrida: temperatura inicial 50 °C durante 1 minuto,
rampa de temperatura 1: 25 °C/minuto hasta 175 °C, rampa de temperatura 2:
4.°C/minuto desde 175 °C hasta 230 °C y temperatura final 230 °C durante 15

minutos.

3.3.4.3.Estabilidad oxidativa

La autooxidacion es la principal causa de deterioro de la calidad de los lipidos
comestibles y su velocidad de reaccién determina su vida util. Al comienzo, la
reaccion es lenta hasta que se produce una acumulacion suficiente de especies
reactivas que promueven el aumento de la velocidad de reaccién (Farhoosh, 2007).
Es asi que el seguimiento de la estabilidad oxidativa de los lipidos es de suma
importancia en la industria alimentaria, con el fin de controlar y optimizar el
proceso de produccion y predecir la vida util de los productos finales en los cuales
el contenido lipidico es importante (Zaanoun et al., 2014). Se han desarrollado

varios métodos para determinar la estabilidad oxidativa de los lipidos: estan los
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ensayos acelerados (Rancimat), los ensayos quimicos (indices de pero6xidos y de

acidez) y los ensayos espectrofotométricos (indice de anisidina), entre otros.
3.3.4.3.1.  Ensayo estabilidad acelerada por Rancimat

Entre los ensayos acelerados para probar la resistencia de los lipidos
comestibles a la oxidacién estan los que utilizan temperaturas elevadas. Esto
porque se sabe que la velocidad de la reaccidn esta relacionada exponencialmente
con la temperatura (Reynhout, 1991). Uno de ellos es el ensayo con Rancimat,
debido a su reproducibilidad y su relativa facilidad de uso. Este ensayo permite
determinar el tiempo de inducciéon (ti) o indice de estabilidad oxidativa, que es el
tiempo que transcurre antes de que se produzca un rapido deterioro de los lipidos
(Zaanoun et al,, 2014). Tiempo que es comparable con el nivel de rancidez que
genera un cambio detectable por el consumidor en las caracteristicas del producto
(Mizrahi, 2004). Como se observa en la Figura 10, el software provisto con el
equipo Rancimat (Metrohm, Herisau, Suiza) detecta la inflexién en la curva de
conductividad vs tiempo, esto es, detecta el punto de interseccién de las tangentes
a las secciones rectas extendidas de la curva (Metrohm AG, 2009).

40
ti: 17,08
35
30
25
20
15
10

Conductividad [puS/cm]

5

0
0 5 10 15 20
Tiempo de ensayo [h]

Figura 10. Determinacion del tiempo de induccién de harina de nuez a 100 °C
usando Rancimat

50



Se determiné el tiempo de induccién (ti) para la harina de nuez a 4
temperaturas: 100, 110, 115 y 120 °C, en un equipo Rancimat (Metrohm, Herisau,
Suiza). Se pesaron 0,90 = 0,01 g de harina de nuez dentro del tubo de reaccion, se
cerrd el sistema y se inyect6 aire filtrado a un flujo de 20 L/hora, midiéndose la
conductividad del agua contenida en el tubo recolector. El equipo detecta un
aumento en la conductividad del agua debido a la presencia de compuestos
volatiles generados por la oxidacion de los lipidos en la HN. A partir de este ensayo
de estabilidad acelerada es posible obtener, en un tiempo relativamente corto, la
informacién necesaria para estimar la vida ttil de la harina de nuez. Esto mediante
la determinacién de parametros cinéticos que tienen en consideracién la

dependencia del tiempo de induccién con la temperatura.

Parametros cinéticos para la prediccion de la vida util

Una herramienta conveniente para establecer el efecto de la temperatura en la
estabilidad oxidativa de una muestra es utilizando el modelo ampliamente
conocido de Arrhenius. Asi, es posible despejar la energia de activacion (Ea), que es
una medida de la sensibilidad de la reaccion a la temperatura, es decir, cuanto mas

rapido se llevara a cabo la reaccion si se eleva la temperatura.

k=k e(-i—%‘) Ecuacion 7
=Ko

Donde k es la constante de velocidad y ko es el factor pre-exponencial o factor
de frecuencia (indica la frecuencia con la que se producen las colisiones entre
moléculas), Ea = energia de activaciéon, R = la constante de los gases y T =
temperatura absoluta [°K]. Debido a que la obtencién del tiempo de induccién se

llevd a cabo en condiciones isotérmicas es posible asignar a k el valor de la
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Ecuacion 8. Este enfoque es posible porque se considera que el ti [segundos] es el

tiempo critico que marca el final de la vida util del producto (Mizrahi, 2004).
k=— Ecuacién 8

Siguiendo la metodologia usada por Labuza (1984), se grafic6 In-k en
segundos contra el inverso de la temperatura absoluta. Obteniéndose una linea

recta cuya ecuacion es:

Ink =Inky, — % (%) Ecuacion 9

A partir de la pendiente de la recta se obtuvo la energia de activacidn.

En el campo de la ciencia de los alimentos, otro pardmetro util a la hora de
hablar de deterioro es Q1o, siendo el coeficiente de velocidad de deterioro de un
alimento al sufrir un aumento de 10 °C en su temperatura de almacenamiento.

Estableciendo Q10 en relacion a la ecuacién de Arrhenius se tiene:

10-E . .
Q10 = e(m) Ecuacion 10

Donde T es la temperatura absoluta [°K].

Es asi que, conociendo los tiempos de induccién en ensayos acelerados
(temperaturas altas) es posible calcular un tiempo estimado de vida util a

temperaturas inferiores. Para lo cual se despeja la ecuacion (Espinoza, 2017)

(T,=Ty) Ecuacion11
tve(r,) = ti(ry) " Q10( /10)

Donde tve es el tiempo de vida util esperado a temperatura Ty, ti es el tiempo de
induccidn a temperatura Tz y Q1o es el factor calculado a partir de las ecuaciones

antes mencionadas.
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3.3.5. Calidad proteica: Evaluacion del perfil aminoacidico

Dado que las harinas que se emplean habitualmente para la elaboraciéon de
productos libres de gluten presentan bajo contenido proteico, cuando se quiere
introducir un nuevo ingrediente, es importante evaluar no sélo la cantidad, sino
que también la calidad de sus proteinas. La calidad proteica de HN fue determinada
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa. Para la
cuantificacion de aminoacidos se procedié de acuerdo a la metodologia planteada
por Alaiz et al. (1992) y modificada por Cian et al. (2015). Se pesaron 25 mg de HN
y en tubos de ensayo con tapa. Se agregaron 200 pL de acido D,L-a-aminobutirico,
como patroén interno, sumado a 4 mL de HCI 6N. A continuacion se insufl6 N2 y se
taparon los tubos. La mezcla se sonicé por 10 min y se mantuvo a 107 °C por 24
horas en estufa. Transcurrido ese tiempo, se neutralizé con NaOH 8N y se llevd a
25mL con buffer borato de sodio (1N pH9 con 0,02 % de azida de sodio). Para la
derivatizacidn, se tomaron alicuotas de 4,5 mL a las que se agregaron 4,2 uL de
etoximetilenmalonato de dietilo (EMMDE) (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE.UU.) y
se incubaron a 50 °C por 60 minutos. Finalmente, las muestras se filtraron (0,45

nm de NYLON) directo a viales ambar.

Para la determinacion de triptéfano se emple6 una hidrdlisis alcalina
propuesta por Yust y colaboradores (2004). Se pesaron 25 mg de la harina de nuez
y se agregaron 4 mL de NaOH 4 N. A continuacion se insuflé6 Nz y se taparon los
tubos. Inmediatamente se incubaron a 107 °C por 4 horas. Luego de lo cual, las
muestras fueron neutralizadas con HCl 6N y llevadas a 25 mL con el buffer borato

de sodio para luego ser filtradas (0,45 nm de NYLON).
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Para las curvas de calibracién se utilizaron patrones de aminoacidos
individuales (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE.UU.). En general, se ensayaron
niveles de concentracién entre 50 y 4000 pmol por 20 pL con la excepcion de la

cisteina y el tripté6fano donde se emplearon concentraciones mas bajas.

Para la cromatografia se utilizé un equipo Waters 1525 (Waters Corporation,
Massachusetts, EE.UU.) con detector de longitud de onda variable VW, equipado
con una columna de fase reversa Symmetry C18 column (150 mm x 4.6 mm ID, 5
um) a 25 °C. Para la elucion se manej6 un flujo de 0,9 mL/min con una
combinacién de: buffer acetato de sodio (25 mM) con azida de sodio 0,02 % pH 6,0
(A) y acetonitrilo (B). El gradiente binario de las fases moviles se detalla en la

Tabla 2. Los aminoacidos eluidos fueron detectados a 280 nm.

Tabla 2. Gradiente de elucidon de buffer acetato de sodio (A) y acetonitrilo (B)

Tiempo [min] Gradiente lineal (A:B)
0-3 (91:9) a (86:14)

3-13 (86:14)

13-30 (86:14) a (69:31)
30-35 (69:31)

Finalmente, la calidad proteica se evalu6 mediante la puntuacién quimica de
aminoacidos (PQAA), calculada como en la Ecuacién 12. Se adoptaron los valores
de los nifios en edad preescolar como patrén de puntuacion para todas las edades
(WHO/FAO, 2007). La puntuaciéon de aminoacidos mas baja indica el aminoacido

limitante para dicha proteina.

[mg de aminoacidos esenciales (AAE)/g de proteina]
[mg de AAE/g de patron de proteina requerido por la FAO]

PQAA = Ecuacion 12
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3.3.6. Propiedades fisicoquimicas de harina de nuez

3.3.6.1.Determinacion de color instrumental

La apariencia de los ingredientes afecta la percepcion del consumidor hacia los
alimentos, de ahi la importancia de medir el color instrumental de la harina de
nuez. Generalmente, el color instrumental se expresa mediante coordenadas de
color en el espacio. La CIE (International Commission on Illumination, en inglés)
desarroll6 el espacio de color por coordenadas triestimulo XYZ (CIE 1931 XYZ) y el
espacio de color L* a *b* (CIE 1976 L* a *b*) (Stinco et al., 2012). En la Figura 11 se
representan estos espacios de color. Ambos forman sélidos tridimensionales y
cualquier color se representa con un punto concreto. El espacio triestimulo CIE
XYZ esta formado por los ejes (X, Y y Z) a partir de 3 colores primarios imaginarios.
Por otro lado, en el espacio CIE L* a *b* el eje de luminosidad (L*) toma valores en
el rango de 0 (negro) a 100 (blanco), mientras que a * toma valores positivos para
el rojo y negativos para el verde, y b* toma valores positivos para el amarillo y
negativos para el azul. A partir de estos parametros es posible calcular la tonalidad
de color (Ecuacion 13) y el croma o saturacién (Ecuacion 14). Estos dos
parametros junto con la luminosidad son los que corresponden a la percepcion

visual de los colores (Negueruela, 2012).

b* -7
h°,, = tan™?! (E) cuandoa*y b* >0 Ecuacion 13

Donde h° es la tonalidad y a * y b* son las coordenadas de CIE L* a *b*.

C*ap =+ (@2 + b*?) Ecuacion 14

Donde C*ab es el croma y a * y b* son las coordenadas de CIE L* a *b*.
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Figura 11. Representacion de gamas de color en distintos espacios. A) CIE XYZ y B)

CIE L* a *b*. Fuente: (Horvath y Lipka, 2017)

Para medir el color se pesaron 3 g de HN en una caja de Petri y se utilizé un
colorimetro triestimulo Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta Inc., Japén), con su
respectivo cristal del tubo de proyecciéon de luz y previa calibracion con el patrén
blanco provisto por el fabricante (Y = 93,2; x= 0,3133, y= 0,3192). Se realizaron 20
mediciones individuales y se utilizé el espacio de color CIE L* a* b* con

iluminacion C.

3.3.6.2.Actividad acuosa de la harina de nuez

Las mediciones actividad acuosa, aw, se realizaron a 25 °C en un equipo
AquaLab (Decagon Devices Inc., Pullman, WA, EE.UU.). El ensayo se realizé por
triplicado.

3.3.6.3.Pardametros fisicos de retencion

El estudio de la capacidad de interaccién de un nuevo ingrediente con el agua o

el aceite presentan relevancia ya que brinda una idea de cudl podria ser el
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comportamiento de dicho ingrediente al ser introducido en un alimento. Con esta
finalidad se evaluaron la capacidad de retencion de agua (CRA), la capacidad de
absorcion de aceite (CAA) y la capacidad de retencion de moléculas organicas

(CAMO) de la harina de nuez.

3.3.6.3.1.  Capacidad de retencién de agua

Una de las propiedades mas importantes desde el punto de vista tecnolégico es
la capacidad de retener el agua (CRA). Esta se determind segin Abugoch et al.
(2009) con pequeias modificaciones. En un tubo de centrifuga, se agregaron HN y
agua destilada (1:10). La mezcla se agité en vortex e inmediatamente se mantuvo
en reposo por 20 minutos a 20 °C. Luego, la mezcla se centrifugé a 2000xg durante

20 minutos. Se peso el pellet (mz) y se calculé el CRA segtn la Ecuacién 15.

CRA = mz — (M1~ M3) Ecuacion 15

my % p

Donde: m; es la masa de HN [g], p es la densidad del agua [g/mL] y mses la
cantidad de proteina soluble [g] determinada usando ensayo Bradford (Bradford,

1976).

3.3.6.3.2.  Capacidad de absorcion de aceite

Otros ingredientes ampliamente usados en la industria alimentaria, son las
materias grasas. Con la finalidad de evaluar la capacidad de absorcién de aceite
(CAA) de la harina de nuez, en un tubo de centrifuga, se mezclé HN con aceite de
girasol (1:10). Esta mezcla se agitdé con un vortex y se la mantuvo en agitacion
constante a 750 rpm a 25 °C durante 30 minutos (Thermo Mix DLAB: HM100-Pro,
China). A continuacion, se centrifugé la mezcla a 3000xg durante 10 minutos y, por

ultimo, se peso el pellet. La CAA se expresé en gramos de aceite por gramo de HN.
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3.3.6.3.3.  Capacidad de absorcién de moléculas orgdnicas

Este parametro se relaciona con la habilidad que poseen fracciones de fibra
dietaria para ligar acidos biliares, sustancias carcinogénicas y mutagénicas (Mora
et al,, 2013). Para determinar la capacidad de absorcion de moléculas organicas
(CAMO) de la harina de nuez, se procedié como en el ensayo anterior (CAA) pero la
muestra se dejo reposar durante 24 horas a 20 °C antes de ser centrifugada. La

CAMO se expresa en gramos de aceite por gramo de HN.

3.3.6.4. Distribucion del tamano de particula de la harina de nuez

La determinacién por difracciéon laser permite obtener las distribuciones de
tamafio de particulas (Figura 12). Para esto, un laser atraviesa la muestra
suspendida en un medio liquido (dispersién) y se miden las variaciones de la
intensidad y del angulo de la luz dispersada. La luz se dispersa mas intensamente y

en angulos mas pequefios en las particulas mas grandes que en las pequeias.

Suspension  Detector

T o.

'l

Particula
Figura 12. Esquema de funcionamiento de un difractometro laser. Adaptado de

Arp(2019) y McClements (2001)

La luz difractada es la que cambia de angulo al impactar con los bordes de la

particula y la refractada cambia de angulo al atravesar la particula. Ambas son
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utiles para determinar los tamanos y distribuciones de las muestras analizadas. La
luz absorbida y reflejada se debe considerar para reducir al minimo una posible
interferencia en la mediciéon (Horiba Scientific, 2018; McClements, 2001;

Rodriguez y Kajiyama, 2020).

Se utiliz6 un equipo Mastersizer 2000E (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Reino Unido) equipado con el accesorio Hydro 2000 MU (velocidad de la bomba:
2000 rpm) para evaluar la distribucién del tamafio de particulas presentes en la
harina de nuez. La muestra se suspendi6 en agua destilada [100 mL/L H20] y se
aplicé un tratamiento ultrasénico (desplazamiento ultrasénico 10 pm durante 10
s) para favorecer su dispersion. El tamafo de particula se estim6 en términos de
D(0,5) o percentil 50 que indica el tamafo en el cual el 50 % de la poblacion de las
particulas presentan un tamafio mayor a este valor y el otro 50 % de la poblacion
presentan tamafos inferiores. El valor de D(0,5) se obtuvo a partir de la
distribucién ponderada en superficie utilizando el software Mastersizer 2000E

(v5.54). El ensayo se realizé por duplicado.

3.3.7. Microestructura de harina de nuez

3.3.7.1.Microscopia ldser confocal de barrido (CSLM)

En la Figura 13 se muestra el funcionamiento basico de un microscopio
confocal. La microscopia laser confocal de barrido o CSLM por sus siglas en inglés
(Confocal laser scanning microscopy) es una técnica de andlisis dptico ttil para el
analisis de muestras complejas. Una fuente de luz de alta intensidad (laser) ilumina
una region puntual de la muestra y el detector recibe la radiacion de dicha region.
Las micrografias se construyen por el barrido sincronizado de la fuente y el

detector, es decir, se producen punto a punto en el plano de la micrografia a partir
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de los correspondientes puntos de iluminacién del plano de la muestra. Asimismo,
la presencia de diafragmas o pinholes filtran la luz fuera de foco, lo que contribuye

a la nitidez de la imagen (Claxton, Fellers y Davidson, 2006).

Laser
Diafragma
(Pinhole)
Divisor s
del haz peen I Detector
Objet Luz en foco
jetvo zzzzzzz: Luz fuera de foco
Muestra
Planos ¢ ..o AN
focales \ =..=.. ... # — = — . —<Planoen foco

Figura 13. Esquema del funcionamiento basico de un microscopio confocal.

Adaptada de (STTI., 2011)

La tincién por fluorescencia es la caracteristica mas importante de las
microscopias confocal de barrido y de campo amplio. Todos los colorantes de
fluorescencia tienen una afinidad especifica para tefiir y visualizar diferentes
sustancias como proteinas, lipidos o paredes celulares. Se pueden detectar asi,
partes, regiones y estructuras especificas de las muestras (Faltermaier et al,
2015). Ademas, cada colorante de fluorescencia tiene un determinado espectro de
excitacion y emision. Los microscopios de campo amplio recogen la luz emitida de
multiples planos focales (enfocados y fuera de foco). El diafragma de los

microscopios confocales bloquea la captacion de la mayoria de luz fuera de foco y
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permite la deteccién de un tnico plano, lo que mejora la calidad de la imagen. Esta

diferencia en la ruta de luz se observa en la Figura 14.

@ Fuente de luz g
{1\ I\

A

Diafragma

Cubreobjetos

I Muestra

Portaobjetos
Microscopio de Microscopio
campo amplio Confocal

Figura 14. Diferencia de las rutas de la luz en microscopia de campo amplio y en

confocal. Adaptada de Proteintech (sin fecha)

Para la observacion por CSLM se realizé una tincién no covalente de las
muestras. Se emplearon los siguientes cuatro fluoréforos: rodamina B [10 mg/L],
calcoflaor white [0,1 g/L], isotiocianato de fluoresceina (FITC) [0,1 g/L] y rojo Nilo
(NR) [1 g/L]. EI FITC y el NR no se utilizaron juntos. Se colocé una pequefia porcion
de harina de nuez sobre un portaobjetos de vidrio y luego se afiadié una solucién
que contenia una mezcla de los fluoréforos. Las muestras se dejaron reposar
durante una hora en la oscuridad. Finalmente, las muestras se lavaron con agua
destilada y se cubrieron con un cubreobjetos de vidrio. A continuacion, se observo
con un microscopio confocal FV1000 (Olympus, Shinjuku, Tokio, Jap6n) utilizando

las longitudes de onda de excitacién 488 nm, 568 nm y 347 nm, y las de emisién
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518 nm, 625 nm y 450 nm para (FITC y NR), rodamina B y calcoflGor white,
respectivamente (Burbano, Cabezas y Correa, 2022). Las micrografias se tomaron a

20x y se comprobd6 que las muestras sin tincion no mostraran autofluorescencia.

3.3.7.2.Microscopia electronica de barrido

En la microscopia electrénica de barrido (SEM: Scanning electron microscopy),
se emplea un haz de electrones, en lugar de un haz de luz, (Figura 15) para
producir imagenes de alta resolucion de la superficie de una muestra y se utilizan
las interacciones electron-materia para formar la imagen del objeto observado. La
generacion del haz de electrones se realiza a través de una fuente como un
filamento de tungsteno, hexaboruro de lantano o un emisor de efecto de campo. Al
calentarse el filamento de tungsteno, aumenta la energia de los atomos y cuando se
produce la suficiente energia los electrones escapan de sus atomos para luego ser
dirigidos hacia la muestra por los lentes con condensador electromagnéticos. Para
generar el barrido o escaneo las bobinas de desviacion dirigen el haz de electrones
en su recorrido sobre la superficie de la muestra. Finalmente, cuando el haz
impacta con la muestra se producen principalmente dos tipos de electrones: los
electrones secundarios y los electrodispersados. Los secundarios son de baja
energia y proporcionan una valiosa informacion topografica de la muestra. Por
otro lado, los electrones retrodispersados se ven influenciados por el nimero
atomico de la muestra. Por esta razdn, se utilizan para obtener un mapa con
informacioén sobre la composicion superficial de la muestra (Goldstein, 2003;

Stokes y Royal Microscopical Society, 2008).

Las muestras para ser observadas por microscopia electrénica pueden

necesitar, en algunos casos, una preparacion especial. En ella, se busca aumentar la
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conductividad eléctrica y estabilidad, para que puedan soportar las condiciones de
alto vacio (SEM) y el haz de electrones. La observacion por microscopia electrénica
se puede realizar en distintos modos: alto vacio (SEM), bajo vacio (LVSEM por low
vacuum) y ambiental (ESEM por environmental). En este ultimo, la cdmara se
evacua de aire, pero el vapor de agua se retiene cerca de su presion de saturaciéon y
la presion residual permanece relativamente alta, lo que permite el analisis de las

muestras sin una preparacion especial previa.

Fuente de
electrones

Haz de electrones

Primer lente con
condensador
electromagnético

Segundo lente con
condensador
electromagnético

Bobinas de
desviacién D
Detector de
electrones por ]
retrodispersion

Portamuestra —| Detector de
electrones

| Detector
de rayos X

Lente objetivo
electromagnético

secundarios

Bomba de vacio

Figura 15. Esquema de un microscopio electrénico de barrido. Adaptada de Steff

(2016)

La harina de nuez y harina de nuez desgrasada (HN y HND, respectivamente)
se observaron con un microscopio FEI Quanta 200. La HN se observo en el modo

ambiental (ESEM) (399,97 Pay 10 °C), y la HND en el modo de bajo vacio (LVSEM)
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a 130 Pa. Se tomaron micrografias de campos seleccionados al azar a 1000x, 2000x
y 4000x de aumento. Las micrografias fueron adquiridas en el Servicio de
Microscopia Electronica y Microanalisis (SeMFi-LIMF) de la Facultad de Ingenieria,

UNLP, Argentina.

3.3.8. Ensayo de almacenamiento de la harina de nuez

Los lipidos son un grupo heterogéneo de moléculas susceptibles a sufrir
procesos de deterioro durante el procesamiento, almacenamiento y/o
manipulacién de los alimentos. Estos procesos pueden dar origen a distintos
compuestos indeseables que pueden afectar fisicoquimica, nutricional y
sensorialmente a los alimentos. Dentro de estos, los lipidos insaturados, es decir
que poseen uno o mas dobles enlaces en su composicién, son altamente

susceptibles a oxidarse (Pignitter y Somoza, 2012).

La oxidacion de los lipidos es autocatalitica una vez iniciada, la reaccién es
autopropagable y se autoacelerada (Schaich, 2005). Este proceso puede ocurrir
mediante tres mecanismos principales: auto-oxidacién no enzimatica dada por
radicales libres (reaccion entre el oxigeno atmosférico y los lipidos), fotooxidacidn
no enzimatica y oxidacién enzimatica (Laguerre, Lecomte y Villeneuve, 2007). En
este caso nos enfocaremos en la autooxidacion, esta se divide en tres etapas:

iniciacion, propagacion y terminacion.

Un esquema de la cinética de acumulacién de productos de oxidacién de
lipidos insaturados se muestra en la Figura 16, donde se observan las tres etapas.
Es asi que, en la iniciacion el radical lipidico se forma a partir de una molécula de
lipido, generalmente por el ataque de radicales, luz, calor, radiaciones o trazas de

metales. Este radical lipidico reacciona con oxigeno para dar lugar a un radical
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peroxilo, el cual puede atacar a otra molécula de lipido y sustraer un atomo de
hidrogeno para formar un hidroperéxido y un nuevo radical lipidico, propiciando
que mas lipidos se oxiden hasta hidroperéxidos. Este ciclo de propagacion es
interrumpido por las reacciones de terminaciéon, donde los radicales libres e
hidroperéxidos son finalmente descompuestos para generar moléculas estables,
volatiles y no volatiles, tales como aldehidos, cetonas, acidos y un sin nimero de
compuestos nitrogenados y sulfurados que alteran el olor y sabor de los alimentos

(Frankel, 2005; Rojano, 1997).

A Consumo de O,
Propagacion | /
[Rr— — . -~ . /l
Lipidos T ( Terminacion
S | insaturados
= Hidroperoéxidos
=
S No volatiles
Q
~
Volatiles
s — > Tiempo

Figura 16. Esquema de la cinética de acumulacion de productos de oxidaciéon de un

lipido insaturado. Adaptado de Pignitter y Somoza (2012)

Al ser la harina de nuez un subproducto con 55 % de lipidos (base seca) es
necesario analizar su estabilidad durante el almacenamiento. Para este analisis,
durante el almacenamiento, se midieron distintos parametros fisicoquimicos
caracteristicos de HN: color instrumental, porcentaje de humedad, aw, perfil de

acidos grasos, indices de peréxidos, iodo y p-anisidina.

65



Se almacenaron 12 g de HN en bolsas para vacio de Poliamida (Nylon)
Polietileno PA/PE (15x25 cm y 90 micrones). Las bolsas fueron selladas al
ambiente y al vacio (Figura 17) y se almacenaron a 20, 0 y —20 °C protegidas de la
luz directa. La HN fue analizada cada dos meses y el ensayo transcurrié por diez
meses. Es importante agregar que, el ensayo solo llego a los diez meses, debido a
un incendio en el s6tano donde se encontraban las camaras de almacenamiento,
hizo que se perdieran los demas puntos experimentales. En la Tabla 3 se muestran
las condiciones de almacenamiento de las bolsas con harina de nuez. Una
limitaciéon experimental fue la humedad relativa de las camaras de

almacenamiento debido a que solamente fue posible registrarla.

e
=
=

T

o

Figura 17. Fotografia de la harina de nuez en la bolsa sellada al vacio para el ensayo

de almacenamiento
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Tabla 3. Condiciones experimentales del almacenamiento

Tratamiento Temperatura [°C] ; Humedad Relativa [%]

NV20,
20,4 +0,4; 57 +3
V20,
NVO:
0,6 +1,7:92 6
VO:
NV-2
v-20; ~18+2:76 +10
V-20;

t: mes del muestreo. NV: bolsas sin vacio. V: bolsas al vacio

3.3.8.1.Pardmetros fisicoquimicos

La determinacion del color instrumental (3.3.6.1), el porcentaje de humedad
(3.3.2.1), la aw (3.3.6.2) y el perfil de acidos grasos (3.3.5) se realizé de la misma

manera que para la harina de nuez fresca.

Por otro lado, la cuantificacién de peroéxidos se realizé directamente con la HN
y el indice de iodo se calculd a partir del perfil de acidos grasos. Mientras que, para
determinar el indice de p-anisidina se realiz6 una extraccion del aceite remanente
en HN por el método de Folch (1957) que utiliza una mezcla de cloroformo:
metanol (2:1) como solvente. Para evaporar la mezcla de solventes y recuperar el
aceite se uso un rotavapor Biichi R-124, (Biichi Labortechnik AG, Suiza) a 40 °C y

200 Torr de presion.

3.3.8.2.Indice de peréxidos

Los peroxidos son compuestos primarios de oxidacion lipidica que se forman
durante el almacenamiento. Para su determinacion se utilizé el método del hierro-
tiocianato descrito por la International Dairy Federation (IDF 74- ISO 2006), con
algunas modificaciones (Jensen et al., 2011). La cuantificaciéon de perdxidos por
este método se basa en la capacidad de los peréxidos para oxidar el ion ferroso (Fe

(ID)) a ion férrico (Fe (III)). Posteriormente, se forma un complejo coloreado entre
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el tiocianato y el Fe (III). Se prepararon tres soluciones. La solucién 1 se preparé
mezclando 0,4 g de BaCl; en 50 mL de agua con 0,5 g de FeS04.7H20 en 50 ml de
agua, y a continuacion se filtro. Al filtrado se le afiadieron 2 mL de HCI (10 M). La
solucion 2 se prepar6 anadiendo 3 g de tiocianato de amonio en 10 mL de agua. La
solucién 3 fue una mezcla de cloroformo: metanol (1:1, v/v). Se preparé una
solucién final de hierro (II)/tiocianato mezclando las soluciones 1, 2 y 3 en la
proporcién 1:1:98, v/v. Se disolvié 1 g de HN en 2,5 mL de CaCl; al 2,5 %, mas 5 mL
de la solucién 3. A continuacion, el extracto se agité durante 60 s y se centrifugé a
3000 rpm por 10 minutos usando una centrifuga Rolco CM 2036 Duron (Rolco Srl,
Argentina). De la fase inferior se transfiri6 1 mL a un tubo de Eppendorf y se
mezclé con 0,2 mL de solucion de hierro (II)/tiocianato. Después de 5 min exactos,
se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm. Se utilizé6 como blanco
puro la soluciéon 3. Finalmente, para comprobar interferencias se midi6 la
absorbancia de la solucién 3 y la muestra pero sin tiocianato, y también de la
solucion final de hierro (II)/tiocianato pero sin muestra. Para la curva de
calibracidn se utiliz6 una solucion de FeCl3 (10 mg/mL) como estandar. Se pesaron
0,1 g de Fe? al cual se le agregaron 10 mL de HCI (10 M) y 0,4 mL de H202 (30 %
p/v) para oxidar al hierro. El exceso de perdxido de hidrogeno se eliminé por
calentamiento hasta ebulliciéon por 10 min. Una vez que la mezcla se enfri6 se llevd
a volumen final de 100 mL en matraz con agua destilada. Finalmente, se tom6 1 mL
de la solucion obtenida (1000 pg/mL) y se llevé a un volumen final de 100 mL con
la solucion 3. El indice de perdxidos (IP) se expres6 como mili equivalente de
oxigeno por kg de harina de nuez [mequi Oz/kg de HN], de acuerdo a la

concentracion de Fe (III) calculada a partir de la curva de calibracién.
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3.3.8.3.Indice de lodo

El indice de iodo es un valor que esta relacionado con el grado de instauraciéon
total de las muestras lipidicas. Existen diversos métodos para su determinacidn,
normalmente se lo realiza por el método de Wijs (AOAC Método 993,20). Sin
embargo, aprovechando que se determindé el perfil de acido grasos por
cromatografia gaseosa durante el almacenamiento. Se opt6 por calcular el indice

de iodo (II) usando la siguiente formula (Martinez y Maestri, 2008):

Il = (% AO x 0,899) + (% AL x 1,814) + (% ALN x 2,737)  Ecuacion 16

Donde AO es acido oleico, AL es acido linoléico y ALN es acido linolenico. Los

distintos porcentajes de acidos grasos estan en base a acidos grasos totales.

3.3.8.4.Indice de p-anisidina

Durante almacenamientos prolongados se producen compuestos secundarios
de oxidacién a partir de los hidroperéxidos de los acidos grasos. El indice de p-
anisidina es una buena alternativa para su determinacion, en especial para aceites
de origen vegetal. Este método cuantifica la cantidad de aldehidos alfa y beta
insaturados en grasas y aceites por reaccion en solucidon de acido acético de los
aldehidos con la p-anisidina y la posterior mediciéon espectrofotométricamente a

350 nm (AOCS, 2017; Chapman et al., 1996).

Se procedio segiin el método oficial Cd 18-90 de la AOCS, para lo cual se
preparé una solucion de p-anisidina pesando 0,1275 g y se agregaron 50 mL de
acido acético en un vaso cubierto con agitaciéon durante 15 minutos. En cuanto a la
muestra, se pesé 1 g de aceite extraido (por Folch) de la harina de nuez y se

agregaron 25 mL de hexano en matraz cubierto con aluminio. Se tomaron dos
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alicuotas de 5 mL en tubos hach. A la primera se afadié 1 mL de la solucién de p-
anisidina, a continuacion, se agitaron los tubos en vortex y se dejé reaccionar por
10 minutos antes de medir la absorbancia a 350 nm. Y a la segunda se le midié la
absorbancia sin agregar la p-anisidina. Para descartar interferencias se usaron dos
blancos uno de hexano puro y otro de hexano y p-anisidina pero sin muestra. Se

determino el indice de p-anisidina (IA) a partir de la siguiente formula

A 25(1,2 Abs, — Absy,) Ecuacién 17

m

Donde el Abs. es la absorbancia del aceite de harina de nuez y Absy es la

absorbancia de la solucion del aceite sin p-anisidina y m es la masa del aceite.

3.3.9. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza entre los distintos tratamientos
experimentales y/o muestras y la prueba LSD para determinar la existencia de
medias estadisticamente diferentes (a: 0,05). Todas las pruebas se realizaron con
el programa Statgraphics - Centurion - XVII Version-17.2.00 (Statpoint

Technologies, Inc, EE.UU.).
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3.4. Resultados y Discusion

3.4.1. Composicion proximal

En la Tabla 4 se muestra la composicién proximal de la harina de nuez (HN).
HN presentdé bajo contenido de humedad (4,5 * 0,2 %). El orden de los
componentes de la HN en base seca fue: lipidos > proteinas > contenido en fibra
dietaria total > hidratos de carbono disponibles y cenizas. Los hidratos de carbono
disponibles estan compuestos principalmente por glucosa (0,63 %), fructosa (0,52
%), sacarosa (6,09 %) y almidén (0,36 %). El contenido calérico aportado por 100
g de HN es de 649 Kcal, lo que demuestra que HN es de alta densidad energética
debido principalmente a su alto contenido en aceite. A pesar de que la composiciéon
proximal de la torta de prensado depende de diferentes variables como el
genotipo, el afio de cultivo y el método de extraccion del aceite, se ha informado de

una composicion comparable de la HN (Labuckas, Maestri y Lamarque, 2014).

Tabla 4. Composicion proximal de la harina de nuez (HN)

Composicion proximal [%]
CC

Lipidos Proteinas FDT Cenizas Carb.

HN 55,7+0,5 24,6+0,1 9,4+0,2 2,7+0,1 7,6%0,6 649

Promedio + desvio estandar. Carb.: carbohidratos calculados por diferencia, CC: contenido
calorico [kecal /100 g solidos], FDT: fibra dietaria total

3.4.2. Composicion mineral

Los minerales se clasifican segin las cantidades que requiere el organismo
como macroelementos o microelementos. Los macroelementos incluyen el sodio, el
potasio, el calcio, el magnesio, el cloruro y el azufre, mientras que el yodo, el zinc, el

selenio, el hierro, el manganeso, el cobre, el cobalto, el molibdeno, el fltor, el cromo
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y el boro se catalogan como microelementos. La Tabla 5 recoge la composicion
mineral de la harina de nuez y, a efectos de comparacion, los contenidos minerales
de harinas de trigo duro y arroz. Ademas como referencia la ingesta recomendada
de nutrientes (IRN) para hombres y mujeres (19-65 afios) (OMS y FAO, 2004) y el

porcentaje de IRN que aportan 100 gramos de HN.

Tabla 5 Composiciéon mineral de harina de nuez (HN)

Elementos [mg/kg] Harina de trigo Harina de arroz Ingesta Porcentaje de
de HN* duro™ [mg/kg] *** [mg/kg] reco.mendada de IRN en 100 gde
nutrientes (IRN)* HN*
Macroelementos

Ca 1524 £ 43 159,5 73 1000 mg 152 %

K 7276 + 257 826,2 590-1310 4700 mg 15,5 %
Mg 2318 £ 43 301,2 190-353 260 mg 89,2 %
Na 619+ 79 46 170-410 2400 mg 2,6 %

Microelementos

P 5157 +97 3498 700 mg 73,7 %
Cu 22+1 1,4 2,1-2,2 900 ug 243 %

Fe 89+8 13,2 4,9-10,3 14 mg 63,5 %
Mn 49+0 5,2 5,9-6,8 2.3 mg 212,1%
Mo <ld - - 45 g -

Se <ld - - 34 pg -

Zn 38+1 30,8 11,1-14,8 7 mg 54,7 %

Promedio + desvid estdndar. HN: harina de nuez. * base seca; ** (Ragaee, Abdel-Aal y
Noaman, 2006). *** (Rybicka y Gliszczynska-Swigto, 2017). + (WHO y FAO, 2004). 1d:
limite de deteccion. Limites de deteccién para Mo (0.021 mg/L) y para Se (0.008 mg/L)

De los minerales analizados, el calcio y el fosforo son los principales
componentes de los huesos y dientes. El contenido de calcio de la HN fue varias
veces superior a los valores presentes en harinas de diferentes fuentes botanicas.
El contenido de Ca en HN fue 2,1, 2,3, 3, 4,4, 26,2 y 55,8 veces superior a los valores
presentados por harinas de cebada, trigo, mijo, centeno, arroz y sorgo,

respectivamente. Asimismo, el contenido de fésforo también fue mayor en la HN

que en estas harinas (Ragaee, Abdel-Aal y Noaman, 2006; Rybicka y Gliszczynska-
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Swigto, 2017). Sin embargo, el porcentaje de IRN de Ca cubierto por una porcién de
100 g de HN es bajo (15,2 %). El bajo contenido de Ca en los alimentos es habitual,
por lo que el IRN es dificil de alcanzar en ausencia de productos lacteos. El fosforo
constituye alrededor del 1 % del peso corporal y ademas de formar tejidos, es
fundamental para muchos procesos biolégicos como el almacenamiento de energia
(ATP) o la codificacion de informacion (ADN y ARN), entre otros (Gutiérrez, 2020).
En el caso de este mineral, HN cubriria el 73,7 % del IRN. Afortunadamente el P se

encuentra en gran cantidad de alimentos y sus deficiencias son raras.

En cuanto a los demas macroelementos, HN cubre el 89,2 % del IRN de
magnesio, casi el 15,5 % del IRN de potasio y el 2,6 % del IRN de sodio. Debido a su
bajo contenido en Na, HN podria utilizarse para el desarrollo de productos

reducidos en sal.

Ademas, en HN los valores de hierro, manganeso, cobre y zinc son mayores
que en las harinas mas populares utilizadas para la fabricacién de pan. La cantidad
de Mn y Cu en 100 g de HN es mas del doble de la IRN, mientras que, en el caso del
Fe y el Zn, cubriria el 63,5 % y el 54,7 % de la IRN, respectivamente. La ingesta de
Fe es especialmente preocupante por su relaciéon con la anemia. El Fe es esencial
en la sintesis de hemoglobina y por lo tanto en la adquisicidn, distribucion,
almacenamiento y utilizacion del oxigeno (Aggett, 2020). Mientras que el zinc es
importante porque forma parte de la insulina, de numerosas enzimas, y esta

relacionado con la sintesis del ADN y varias proteinas (Gupta y Gupta, 2014).

Las harinas refinadas, comunmente utilizadas en panificacion, tienen un bajo

nivel de minerales porque la mayoria de ellos se eliminan junto con el salvado
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durante la molienda. Por lo tanto, el uso de HN podria ser una buena estrategia

para mejorar el valor nutricional de los productos de panaderia con y sin gluten.

3.4.3. Actividad antioxidante

La torta de prensado, resultante de la obtencion de aceite de nuez, es rica en la
piel marrén que recubre los frutos secos y que es importante para proteger los
acidos grasos de la oxidacién. Esta accién esta relacionada con la presencia de
compuestos fendlicos (Salcedo, Lopez de Mishima y Nazareno, 2010). El contenido
fendlico total encontrado para la HN (10,9 * 0,3 mg GAE/g HN) es similar a los
valores reportados previamente por otros autores (Labuckas et al., 2008; Santos et
al., 2018). En cuanto a la composiciéon de los compuestos fendlicos, los taninos
hidrolizables y los flavonoides son los principales componentes (Slatnar et al.,
2015). La actividad antioxidante se estim6 mediante tres métodos
complementarios. El método FRAP determina la capacidad de un compuesto para
donar un electrén al complejo férrico-tripiridiltriazina. Mientras que los ensayos
de ABTS y DPPH combinan los mecanismos de transferencia de electrones y de
transferencia de atomos de hidrogeno. La capacidad antioxidante de HN expresada
en términos de FeSO4 y equivalentes trolox fue de 339 + 2 umol/g y 232 + 8
umol/g, respectivamente. Asimismo, la concentracion necesaria para disminuir a la
mitad la concentracién inicial de DPPH fue de 0,14 + 0,006 mg HN/mL de extracto.
Los valores aqui informados son comparables con los encontrados por otros
autores en nueces de nogal (Pycia, Kapusta, y Jaworska, 2019; Santos et al., 2018).
En la harina de nuez, la actividad antioxidante medida esta probablemente
relacionada con el contenido fendlico total de la piel marrén que recubre al fruto,

ya que la contribucién de capacidad antioxidante del aceite de la nuez es
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insignificante (Arranz, Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2008). Estos resultados,
demuestran que la harina de nuez conserva los compuestos antioxidantes

presentes en la nuez, tras el prensado en frio.

3.4.4. Calidad lipidica

3.4.4.1. Perfil de dcidos grasos

El perfil de acidos grasos de la harina y del aceite de nuez se muestra en la
Figura 18. Los principales acidos grasos de HN son el acido linolénico (18:2A%12,
w6), el acido oleico (18:1A% w9) y el acido a-linolénico (18:2A%1215 »3), que
juntos representan el 90 % de los lipidos. Este perfil es similar al encontrado en el
aceite de nuez, mostrando que la torta de prensado tiene casi la misma proporcion
de acidos grasos que la nuez en fruto. Asimismo, en la harina de nuez la relacién
w6/w3 es de 4, el mismo valor que se ha informado para la nuez (Tabla 6). Esta
proporcion se considera éptima, mientras que un w6/w3 elevado se relaciona con
enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades inflamatorias y

autoinmunes (Tapia et al., 2013).

B Ac. Linoleico ™ Ac. Oleico W Ac. a-Linolénico ™ Ac. Palmitico ™ Ac. Estearico

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 18. Perfil de acidos grasos de harina (HN) y aceite (AN) de nuez en porcentaje

en base de acidos grasos totales
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En HN la proporciéon de acidos grasos insaturados/saturados es de 9 a 1,
siendo ligeramente mas alta que la del aceite de nuez (Tabla 6), ambos valores son
mas altos que los previamente reportados para varias muestras de aceite de oliva
(Mossoba et al,, 2013). Asimismo, esta proporcion (9 a 1) guarda concordancia con
los valores reportados para varios genotipos de nueces cultivadas en Argentina

(Martinez y Maestri, 2008).

Tabla 6. Proporciones provenientes del perfil de acidos grasos de la harina y del
aceite de nuez

Harina de nuez Aceite de nuez
>'SFA [%] 9,93 10,98
>MUFA [%] 15,47 16,04
Y'PUFA [%] 74,60 72,98
Proporcién: w6/w3 4,04 4,32
Proporcion: Y UFA /Y SFA 9,07 8,11

SFA, UFA, MUFA, PUFA: acidos grasos saturados, insaturados, monoinsaturados y
poliinsaturados, respectivamente.

3.4.4.2.Estabilidad oxidativa acelerada por rancimat

El alto contenido de lipidos insaturados presentes en la harina de nuez, hacen
pensar que el proceso de oxidacion lipidica sera el limitante de su vida util. Los
lipidos que sufren degradaciéon oxidativa provocan la pérdida de parametros de
calidad como el sabor, el aroma y el valor nutricional. En la Tabla 7 se muestran los
tiempos de induccién de la harina y el aceite de nuez a distintas temperaturas. En
ambos casos, como era de esperar, se observa una disminucion del tiempo de
induccion a medida que se aumenta la temperatura de calentamiento. Si
comparamos a igual temperatura, la estabilidad oxidativa [horas] de la HN es

significativamente mayor que la del aceite de nuez, en todos los casos (Tabla 7).
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Esta situacién, probablemente se encuentre relacionada con el alto nivel de
antioxidantes presentes en HN y a la proteccion extra que confieren las estructuras
tisulares remanentes. Estos resultados muestran que la harina de nuez, cuando se
somete al calentamiento en presencia de una corriente de aire continua, resiste

varias horas antes de presentar un estado de oxidacién avanzado.

Tabla 7 Estabilidad oxidativa de harina y aceite de nuez

Harina de nuez Aceite de nuez
100 °C 17,08 + 0,4b 458+0,11a
Tiempo de induccion 110 °C 7,10 +0,8b 2,06+ 0,002
[horas] 115°C 441+0,1 Nd
120 °C 3,18+ 0,1b 1,31+ 0,01a
Energia de activacién [k]/mol] 103,7 + 3,3b 94,7 + 2,42
Q1o 2,28 + 0,082 2,18 + 0,062
Vida util a 20 °C [meses] 16,4 + 1,30 3,2+0,12

Promedio * desvido estandar; nd: no determinado; Letras diferentes en la misma fila
indican diferencias significativas (p < 0,05).

Durante el horneado, el tiempo de coccién suele ser inferior a una hora, y sélo
la corteza se somete a temperaturas superiores a 100 °C, mientras que en la miga,
la temperatura y la disponibilidad de oxigeno son mucho menores que en la
corteza. Esto demuestra que sélo la corteza seria mas vulnerable a la oxidacién. En
varios trabajos se ha reportado que cuando se utilizan aceites o harinas con alto
contenido de lipidos insaturados como de chia o de castafia, para productos de
panaderia, la calidad de los lipidos se conserva o incluso mejora. Ademas, estos
productos presentan una buena aceptabilidad sensorial (Costantini et al., 2014;

Paciulli et al.,, 2018).
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Teniendo en cuenta el modelo de Arrhenius, se calculé la energia de activaciéon
y el factor de aceleracion de temperatura (Qi0). La energia de activaciéon es una
medida de la sensibilidad a la temperatura de la reaccion y el factor Q1o predice el
aumento de la tasa de oxidaciéon con un aumento de 10 °C en la temperatura. En la
Tabla 7 se detallan ambos valores para la harina y el aceite de nuez. La energia de
activacion y el factor Q1o para HN fueron mayores que para el aceite, demostrando
que la harina de nuez es mas estable que el aceite ante un aumento de

temperatura.

Finalmente, la vida util estimada para el almacenamiento de HN y de AN a 20
°C fue de 16 y 3 meses, respectivamente. Estos resultados demuestran que el aceite
contenido en HN estd protegido por los antioxidantes y probablemente por las

estructuras remanentes de los cotiledones.

3.4.5. Calidad proteica de la harina de nuez

La Tabla 8 enlista el perfil de aminoacidos de las proteinas de HN y la
puntuaciéon quimica de aminoacidos (PQAA). La puntuacién quimica se calculé
como [mg de aminoacidos esenciales (AAE)/g de proteina]/ [mg de AAE/g de
patrén de proteina requerida por la FAO]. Se adoptaron los valores de los nifios en
edad preescolar como patrén de puntuacion para todas las edades (WHO/FAO,
2007), ya que son los mas estrictos en todos los rangos de edad a excepcién de
lactantes. Para los seres humanos, los AAE son leucina, isoleucina, valina, lisina,
treonina, triptéfano, metionina, fenilalanina e histidina. Por lo tanto, estos
aminoacidos tienen que ser ingeridos en los alimentos. En las proteinas de la nuez,
los aminoacidos mdas abundantes son asparagina, glutamina y arginina. Esta ultima

se considera un AAE condicional, cuando la capacidad endégena de sintesis del
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aminodacido se ve excedida por condiciones de estrés y en estados catabolicos
(Morris et al, 2017). En el caso de HN, los aminoacidos limitantes son los
sulfurados, cisteina y metionina. Sin embargo, la HN contiene niveles relativamente
altos de arginina y una relacion lisina/arginina igual a 0,345. El bajo valor de esta
relacion se ha relacionado con un efecto antiaterogénico mediado por el 6xido
nitrico (NO) del que la arginina es un precursor. El NO es un vasodilatador que

puede inhibir la adhesidn y agregacion de las plaquetas (Feldman, 2002).

Tabla 8. Perfil aminoacidico de las proteinas de la harina de nuez

[mg AA/g [mg AA/ g proteina

Aminoacidos proteina de nuez] Aminoacidos de nuez] PQAA*
Asparagina 172,0 £ 3,3 Alanina 53+4,2 -

Glutamina 256,0 £ 3,7 Valina * 28,5+0,3 0,68
Serina 69,2+2,2 Histidina* 17,5+1,5 0,97
Metionina (Met) 2,6+0,3 Isoleucina* 64,5+24 2,08
Glicina 33,0£29 Leucina* 62,7 £3,2 1,00
Prolina 25,1+1,3 Lisina* 36,2+59 0,70
Arginina 1049+7,5 Treonina* 17,1+5,6 0,63
Fenilalanina(Phe) 26,3+1,2 Triptéfano* 91+1,8 1,23
Tirosina (Tyr) 21,0+2,2 Met+Cys* 3,9+0,3 0,15
Cisteina (Cys) 1,3 +0,00 Phe+Tyr* 47,3 +2,5 1,02

Promedio + desvio estandar; *PQAA: puntaje quimico correspondiente a los aminoacidos
con asterisco. El PQAA fue calculado como [mg de aminoacidos esenciales (AAE)/g de
proteina]/ [mg de AAE/g de patrén de proteina requerido por la FAQ].

3.4.6. Propiedades fisicoquimicas de harina de nuez

Se determinaron las propiedades fisicoquimicas de la harina de nuez con el

objetivo de evaluar cémo la HN podria afectar a la formulacién de un nuevo
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producto. La HN present6 un bajo valor de actividad del agua (0,565 * 0,02), lo que

demuestra que el crecimiento de los microorganismos no se ve favorecido.

Con respecto al color de 1a HN en la Figura 19 se muestra la harina de nuez en
una caja de Petri y junto, como complemento, los pardmetros de color. Se
obtuvieron los siguientes parametros L*=52,9+1,5; a*= 2,8+ 0,2; b*=16,2+0,8, y los
valores calculados de tonalidad (h°w) y croma (C*ab) fueron 80,1+0,8 y 14,3+0,8,
respectivamente. Los valores de luminosidad y h° fueron inferiores a los
informados anteriormente por otros autores (Rabadan, Pardo, Gomez, et al,
2018b). Pero estas discrepancias estan probablemente relacionadas con la
cantidad de aceite en la HN. Dado que la mayoria de los pigmentos se extraen junto
con el aceite, cuanto mayor sea el contenido de aceite, menores seran los valores
de L* y h°;. Estos resultados sugieren que, si se afiade la HN a un producto de
panaderia, el color probablemente cambiard, lo que podria ser deseable en

productos de panaderia sin gluten.

Valores

L* 52915
a* 2,8+0,2
b* 16,2 +0,8

hoab 80.1 + 0,8

C*ub 16;4 st 0,8

Promedio * Desvio estandar.
C*ap: croma, L*: luminosidad,
h°: tonalidad.

Figura 19. Fotografia de la harina de nuez y los parametros de color instrumental
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3.4.6.1.Pardmetros fisicos de retencién de la harina de nuez

La capacidad de retenciéon de agua (CRA) esta relacionada con la habilidad de
una matriz para atrapar agua. El valor encontrado para la CRA fue de 2,58 + 0,1
mL/g HN. La absorcidén y retencidn de agua por parte de las harinas es relevante en
el proceso de panificacion porque esta relacionada con parametros como el tiempo
de coccidn y la textura después de la coccion. La capacidad de absorcién de aceite
(CAA) fue de 0,72 £ 0,05 g de aceite / g de HN, que es inferior a los valores
comunicados para las fracciones de fibra dietética de la chia (Vazquez Ovando et
al, 2009). Se desconoce el mecanismo de adsorcién del aceite, pero las
propiedades superficiales y la naturaleza hidrofébica de las particulas son
importantes (Betancur-Ancona et al, 2004). Los bajos valores de CAA se han
relacionado con el bajo contenido de fibra dietética soluble. No obstante, la
capacidad de adsorcion de moléculas organicas (CAMO) fue de 0,77 + 0,09 g de
aceite / g de HN, y se han notificado valores cercanos a 1 como saludables
(Vazquez-Ovando, Alfredo et al., 2009). La CAMO se asocia con la capacidad de la
fibra dietética para interactuar con las sustancias carcindégenas y mutagénicas y
con los acidos biliares, lo que provoca un efecto hipocolesterolémico (Dhingra et
al., 2012; Mora et al., 2013). Asi, la adicion de HN en una formulacién de panaderia

aportaria beneficios fisioldgicos.

3.4.6.2.Distribucién de tamano de particula de la harina de nuez

La Figura 20 muestra la distribucién ponderada por volumen de la HN con y
sin tratamiento de sonicacién. Ademas, se obtuvo el percentil 50 (D(0,5)) que

indica el diametro maximo de las particulas que incluye el 50% de la poblacién.
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La HN sin sonicacién sélo presenté un pico centrado en 264,8 um (D(0,5)).
Mientras que cuando la HN fue sonicada, las particulas se desaglomeraron y se
observo un pico definido (centrado a 0,15 pm) junto con dos picos superpuestos y
amplios. Ademads, se observé un desplazamiento hacia tamafios de particula
inferiores. En este caso, el D(0,5) fue de 13,4 um. Este valor se aproxima a los
diametros de particula de la harina de trigo (C.G. Arp, Correa y Ferrero, 2018). El
efecto obtenido por la sonicacidn es relevante, ya que, si el tamafio de las particulas

se modifica durante el procesamiento, las propiedades tecnoldgicas de HN pueden

cambiar.

7

¢ » HN no sonicada

: * HN sonicada . .
§ 4 & -. ‘
g ° N
E 3 ® [ ] o °
: - -
) o

o °
1 ° '.

0 Mulu-u-uuuuuuuul'"""-.
0,01 0,1 1 10 100 1000

Tamafio de particula [um]
Figura 20. Distribucién en volumen del tamaiio de particula de la harina de nuez con

y sin tratamiento de sonicacion

3.4.7. Microestructura de la harina de nuez
3.4.7.1.Microscopia ldser confocal de barrido

Las imagenes de harina de nuez adquiridas mediante microscopia confocal

laser de barrido a 20x se muestran en la Figura 21. Las imagenes a, b, c y d
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proceden de la misma micrografia, pero los canales de los fluoréforos se
encendieron y apagaron selectivamente para diferenciar mas facilmente los
componentes. Las imagenes se tifieron con una mezcla formada por rodamina B,
rojo Nilo y calcofldor. La rodamina B es un colorante rojo que se une
preferentemente a las proteinas (Correa et al, 2014a). El calcoflior se une
fuertemente a las estructuras que contienen celulosa (Ohgren, Lopez-Sanchez y
Lorén, 2019), dando a la fibra un color azul y el rojo Nilo se une a los lipidos

tinéndolos de color verde (Nicholson y Marangoni, 2019).

La Figura 21a muestra todos los canales de fluor6foros encendidos. Donde se
observa el predominio de los lipidos y proteinas, seguidos por las estructuras, en
color azul, atribuibles a fragmentos de fibra dietaria. Cuando todos los canales se
encuentran encendidos, la sobreposicién de los canales correspondientes a los
lipidos y las proteinas dan como resultado la coloracion amarilla que se observa en
la imagen, esto, evidencia que ambos componentes se encuentran juntos. La Figura
21b tiene el canal del calcofltor encendido, facilitando la visualizacién de las
estructuras fibrosas. Estos son las estructuras remanentes de la nuez aun después
de la molienda. Por otro lado, la Figura 21c tiene el canal de rojo Nilo encendido,
las estructuras verdes presentes ampliamente por toda la micrografia sefialan la
localizacion de los lipidos en la HN. Mientras que la Figura 21d tiene s6lo el canal
de rodamina B encendido, las estructuras rojas presentes por toda la imagen,
muestran la gran proporcion de proteinas en este subproducto de la industria

aceitera.
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75 ym

Figura 21. Micrografias de Harina de nuez mediante microscopia confocal laser de
barrido a 20x. Imagenes a) todos los canales de fluoréforos encendidos (calcoflior:
CF, rojo Nilo: RN y rodamina B: RB), b) canal CF encendido, c) canal RN encendido y

d) canal RB encendido
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3.4.7.2.SEMy ESEM

Los tejidos del cotiledon del nogal (Juglans regia L.) estan formados por células
parenquimaticas compactas que son los depoésitos de lipidos y proteinas. Los
lipidos se organizan en cuerpos oleosos que estan cubiertos por cuerpos proteicos
(Dourado et al, 2004). Esta estructura se desorganiza por la presiéon en la

extraccion del aceite y luego, por la molienda para la obtencién de la harina.

La Figura 22 corresponde a la harina de nuez observada por microscopia
electronica de barrido en modo ambiental (ESEM), los lipidos, al ser los
componentes mayoritarios, cubren la muestra impidiendo la visualizacién de otros
componentes. Ademas, los lipidos se funden debido al impacto del haz de
electrones, y por eso la imagen no es clara. Por lo tanto, la evaluacién de la
microestructura de la HN se realiz6 en la HN desgrasada (HND) en modo de bajo

vacio (Figura 23).

a | spot 100 ym
10.00 kV|1 00 8.3 mm| 6.0 SeMFi - LIMF - FI - UNLP

Figura 22. Micrografia electronica de la harina de nuez observada en modo ESEM a
1000x
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, 5 BT

HV mag | det| WD |spot| —— 50 ym —
12.00kV|2000x|LFD |85 mm| 5.0 SeMFi - LIMF - FI - UNLP

10.00 kV |4 000 x| LFD | 8.8 mm | 4.0 SeMFi - LIMF - FI - UNLP
Figura 23. Micrografias electrénicas de harina de nuez desgrasada. a y b)

observadas en modo de bajo vacio a 2000x y a 4000x, respectivamente

Como se esperaba, no se observaron células intactas. La HND estd compuesta

principalmente por finas capas de paredes celulares y cuerpos proteicos (Figura
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23a). Estos cuerpos proteicos estan aglomerados, y hay fantasmas de la red
citoplasmatica que una vez roded los cuerpos lipidicos (Figura 23b). El pequefio
tamafio de las particulas y la ausencia de células intactas podrian contribuir a la

bioaccesibilidad de los lipidos HN.

3.4.8. Estabilidad de la harina de nuez durante el almacenamiento

La harina de nuez al tener cerca de 55 % de lipidos (base seca) es susceptible a
perder calidad durante el almacenamiento debido a procesos de oxidacién lipidica.
Por este motivo, se evalud su estabilidad durante diez meses de almacenamiento
en bolsas selladas con y sin vacio a tres temperaturas (20, 0 y -20 °C). Se midid,
cada dos meses, la variaciéon de los siguientes parametros fisicoquimicos para
seguir su estabilidad en el tiempo: color instrumental, porcentaje de humedad, aw,

perfil de acidos grasos, indices de peroxidos, iodo y p-anisidina.

3.4.8.1.Parametros fisicos de la harina de nuez almacenada

En cuanto a los pardmetros fisicos de la harina de nuez, se midi6é el color
debido a que este podria cambiar por la oxidacién de los lipidos durante el
almacenamiento. Los parametros luminosidad (L*) y la variacidén total de color de
HN durante el almacenamiento se muestran en la Tabla 9. Es importante recordar
que, al comparar la luminosidad de la harina de nuez obtenida por distintos
métodos, se encontré que a mayor contenido lipidico menores son los valores de
luminosidad (D. Labuckas, Maestri y Lamarque, 2014). Durante el almacenamiento,
el parametro luminosidad vari6 muy poco durante todo el ensayo. Aunque, al
octavo mes los valores de L* aumentaron ligeramente. En cuanto al efecto
ocasionado por la presencia de oxigeno y la temperatura de almacenamiento en los

distintos tratamientos, no se observé una tendencia clara con respecto a la
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luminosidad de HN. Ademas, se calculé la variacién total de color (AE*) para
comparar los parametros de color de los distintos tratamientos con los de HN al
iniciar el ensayo. El parametro AE* se emplea para evaluar si los cambios de color
pueden ser percibidos por el ojo humano a simple vista (Goswami et al., 2015). Se
considera que la diferencia de color no es notoria para el ojo humano cuando AE*
es menor de 1, la diferencia podria ser visible para el ojo humano cuando AE* toma
valores entre 1 y 3 y la diferencia de color es obvia para el ojo humano cuando es
mayor que AE*>3. En este caso, AE* presenté valores superiores a 3 en las
muestras almacenadas durante 8 meses a —20 °C con y sin aplicacién de vacio y en

las muestras sin vacio almacenadas a 20 °C (NV204s).

88



Tabla 9. Variacion del color de la harina de nuez almacenada

Mes Tratamiento Luminosidad (L*) Variacién total de
Cero HN 52,1+1,3 color (AE¥)
NV20 52,1 £1,4bc 1,9 +0,72b
V20 51,9 +1,2bc 1,5+ 0,42
NVO 52,2 +1,3¢c 1,9 +0,7b
Dos
VO 51,2 +0,92b 2,1 +0,5b
NV-20 50,4 +1,3a 2,3 +0,8b
V-20 51,9 +1,2bc 1,9 + 0,62b
NV20 52,5 +1,1abc 1,3 +0,62
V20 51,9 +0,92 1,9 +0,9b
NVO 53,1 +1,1c 1,9 +0,7ab
Cuatro
VO 52,2 +1,1ab 2,2 +0,6bc
NV-20 52,1 +0,92 2,1 +0,9bc
V-20 52,9 +1,2bc 2,6 +0,9¢
NV20 52,4 +0,9v 1,9 +0,62b
V20 52,4 +0,8b 1,8 + 0,62
NVO 51,4 +1,2a 2,4 +0,6bc
Seis
VO 51,7 +1,2ab 2,4 +0,6bc
NV-20 51,6 +1,4ab 2,4 +0,8¢
V-20 51,7 £1,1ab 2,7 +0,7¢
NV20 55,4 +0,84 3,9 +0,6¢
V20 53,6 0,9 2,3+1,02
NVO 52,4 +1,1a 1,7 +0,82
Ocho
VO 52,6 +0,92 2,2 +0,72
NV-20 54,6 +1,1c 3,1+1,1b
V-20 55,1 £1,3cd 3,5+ 1,1bc
NV20 53,2 +0,9¢ 2,6 +0,8b
V20 53,3 +0,9¢ 2,0 +0,82b
NVO 50,9 +1,62 1,9 +1,1ab
Diez
VO 51,9 £1,82 1,9 +1,2a
NV-20 52,5 +1,8bc 2,1+1,12b
V-20 52,8 +1,7bc 2,1+1,2ab

Promedio * Desvio estandar. HN: harina de nuez. NV: bolsas sin vacio. V:
bolsas con vacio. Diferentes letras, en un mismo mes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Por otro lado, en cuanto a los pardmetros relacionados con el agua. El valor
inicial y la evolucion del porcentaje de humedad de la harina se muestran en la

Figura 24.

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50  —NV20 =V20 -+NV0
1,00
0,50
0,00

HNio: 3,8 £0,3 [%]

Humedad [%]

V0 NV-20 —V-20

2 4 6 8 10
Almacenamiento [Meses]
Figura 24. Variacion del porcentaje de humedad de la harina de nuez durante el
almacenamiento. HNtp harina de nuez tiempo cero. NV: bolsas sin vacio. V: bolsas al

vacio. Las barras verticales indican el desvio estandar de las muestras

La HN es un alimento con un bajo contenido de humedad (HNo: 3,8 0,3 [%]).

Se observo que la humedad no varié en las muestras medidas al segundo mes pero
luego, durante todo el tiempo ensayado de almacenamiento se observd un
aumento moderado pero sostenido de la humedad independientemente del
tratamiento experimental. Esta situacion probablemente se debié a la alta
humedad relativa en las distintas cAmaras experimentales donde se realizaron los
almacenamientos. La humedad relativa fue de 57 +3, 92 +6 y 76 +10 % para las
camaras de 20, 0 y -20 °C, respectivamente. Por otro lado, al comparar el efecto del
tipo de sellado (sin o con vacio) y la temperatura, se observo que las muestras de

HN almacenadas en la camara a 0 °C presentaron el mayor incremento,
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independientemente del tipo de sellado. Esto debido a que esta cAmara present6 la
humedad relativa mas alta. Un patrén similar fue observado por Vanhanen y
Savage (2006) para harina de nuez almacenada por seis meses en distintos
envases y a distintas temperaturas.

Otro factor importante para la estabilidad de HN es la actividad acuosa. Tanto
la evolucién, como el valor inicial de aw se muestran en la Figura 25. La variacion
de la aw no present6 una tendencia clara durante el transcurso de todo el ensayo.

Excluyendo VO, los demds tratamientos permanecieron relativamente estables

desde el inicio hasta el sexto mes. En este lapso (mes 2, 4 y 6) aunque existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos a un mismo
tiempo, en la practica estas variaciones son despreciables. La tendencia a valores
levemente mayores de aw se relaciona con la tendencia observada en el contenido

de humedad durante el almacenamiento.

0,650 -
0,600 -

- /
0,550 —%‘74%%—
0,500 -

2 - HNy: 0,55 0,01
0,450
0400 — —Nv20 = =V20 ~+NV0
0350  —=VO NV-20  —V-20
0,300
2 4 6 8 10

Almacenamiento [Meses]

Figura 25. Variacion de la actividad acuosa de la harina de nuez durante el
almacenamiento. HNto harina de nuez tiempo cero. NV: bolsas sin vacio. V: bolsas al

vacio. Las barras verticales indican el desvio estandar de las muestras
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3.4.8.2.Estabilidad lipidica durante el almacenamiento

La estabilidad lipidica de la harina de nuez se evalu6 por varios métodos. Se
determind, por cromatografia gaseosa, el perfil de acidos grasos presentes en HN.
La variacion de los perfiles de la harina almacenada se muestra en la Tabla 10. En
la harina de nuez fresca la proporcion de acidos grasos fue linoleico (18:2 n-6) >
oleico (18:1 n-9) > a-linolénico (18:3 n-3) > palmitico (16:0) > y estearico (18:0).
Durante todo el almacenamiento y con los distintos tratamientos, se observé la
misma proporcién de acidos grasos que present6 HN fresca. Labuckas y
colaboradores (2011) reportaron disminuciones en cuanto a los acidos grasos
insaturados de harina de nuez almacenada en envases plasticos transparentes
multicapa y con recubrimiento de aluminio a 25 °C. Sin embargo, al comparar, el
efecto del almacenamiento, en las condiciones mas drasticas (almacenamiento sin
vacio y a 20 °C), entre los 2 y 10 meses (NV20«2 y NV20t10) no se observaron
grandes diferencias en el porcentaje de acidos grasos presentes en HN. De igual
modo, en las otras condiciones de almacenamiento tampoco se observaron
grandes cambios por lo que no fue posible determinar una tendencia del efecto de
la temperatura y de la presencia de oxigeno durante el almacenamiento. A pesar de
que en algunos casos se observaron diferencias significativas, las variaciones
nunca superaron el 1 %, por lo que se las puede catalogar como minimas y sin un
gran impacto en la calidad del producto. Es importante reiterar que las bolsas

siempre estuvieron alejadas de la luz durante todo el ensayo experimental.
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Tabla 10. Variacion del perfil de acidos grasos presentes en la harina de nuez

almacenada
[% acidos grasos/ acidos grasos totales]
" 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
0 HN 7,72+0,01 2,23+0,02 15,5+0,3 59,8+0,3 14,80+0,04
NV20 8,33+0,01=  1,79+0,01ab 14,2+0,22 61,32+0,09¢ 14,39+0,09a
V20 8,12+0,04= 1,730,022 15,3+0,1bec 60,18+0,04b 14,73+0,06P
NVO 8,2+0,62 1,82+0,03P 14,9+0,2b 60,4+0,4b 14,73+0,07b
: Vo 8,5+0,22 2,17+0,03¢  15,60£0,04¢d 59,2+0,2a 14,55+0,062b
NV-20 8,2+0,01a 2,18+0,05¢ 15,7+0,24d 59,2+0,2a 14,72+0,07>
V-20 8,1+0,01a 2,19+0,012 15,75+0,024 59,2+0,2a 14,7+0,2b
NV20 8,06+0,092  2,08+0,08a 15,5+0,2ab 59,5+0,1b 14,8+0,22
V20 8,2+0,1abc  2,13+0,092 15,5+0,3ab 59,5+0,3b 14,7+0,2a
A NVO 8,27+0,05>c  2,14+0,022>  15,39+0,032  59,38+0,07>  14,82+0,09a
Vo 8,3+0,1bc 2,24+0,06P 15,71+0,09» 59,1+0,42 14,7+0,2a
NV-20  8,14+0,07 2,1+0,1ab 15,74+0,09» 59,3+0,2ab 14,7+0,2a
V-20 8,11+0,08a>  2,21+0,02b 15,74+0,04b 59,4+0,1ab 14,58+0,08a
NV20 7,8+0,1ab 2,190,062 15,940,342 59,3+0,1b 14,8+0,22
V20 7,7+0,12 2,18+0,052 16,1+0,22 59,4+0,1b 14,65+0,092
NVO 8,1+0,2¢ 2,25+0,06>c 15,850,062 59,050,052 14,8+0,22
° Vo 8,2+0,2¢ 2,31£0,09¢ 15,9+0,32 58,9+0,12 14,6+0,22
NV-20 7,9%0,2bc 2,14+0,042 15,80+0,09a 59,31+0,04b 14,8+0,12
V-20 8,06+0,07¢  2,28+0,03¢ 15,9+0,22 59,0+0,12 14,7+0,22
NV20 8,0+0,2a 2,28+0,04" 16,18+0,03¢ 59,19+0,08¢ 14,3+0,12
V20 7,9+0,1a 2,29+0,04b 16,09+0,02¢ 59,21+0,082  14,44+0,042b
NVO 8,19+0,02a  2,19+0,04a>  15,75+0,02b 59,2+0,12 14,65+0,04b
] Vo 8,24+0,02a  2,20+0,07a>  15,67+0,062> 59,2+0,12 14,69+0,08b
NV-20 8,2+0,1a 2,07+0,062 15,63+0,02a 59,5+0,22 14,66+0,02b
V-20 8,2+0,22 2,1+0,1ab 15,65+0,062b 59,4+0,22 14,7+0,2b
NV20 8,1+0,1a 2,2+0,1ab 16,29+0,09¢ 59,18+0,02a 14,2+0,1a
V20 8,0+0,32 2,31+0,06 16,03+0,03¢ 59,2+0,2ab 14,42+0,04b
10 NVO 8,23+0,032  2,18+0,06a>  15,81+0,06¢ 59,22+0,062 14,57+0,03¢
Vo 8,25+0,052  2,22+0,05>  15,68+0,09>c  59,18+0,07a  14,69+0,06<
NV-20  8,16+0,06a  2,05+0,042  15,62+0,042>  59,49+0,08>  14,69+0,01cd
V-20 8,1+0,2a 2,30+0,03b 15,46+0,07a  59,32+0,052>  14,79+0,064

Promedio + Desvio estandar. HN: harina de nuez. M: mes. NV: bolsas sin vacio. T:
tratamiento. V: bolsas con vacio. Diferentes letras, en un mismo mes indican diferencias
significativas entre tratamientos experimentales (p<0,05).

93



Indice de peréxidos

Debido al elevado contenido de lipidos insaturados presentes en la harina de
nuez, se midio el indice de peroxido de la harina de nuez para establecer si se
produjo oxidacién primaria en sus lipidos durante el almacenamiento. Para esto se
optd por el método espectofotométrico aprovechando la reaccién entre hierro y
tiocianato, es importante reiterar que la extraccion del aceite de la harina se
realiz6 al mismo tiempo que se determinaba el IP y no con una extraccién previa
por Folch. Es asi que, en la Tabla 11 se muestran la evolucién del indice de
peréxidos de HN. El valor inicial de la harina fue de 0,019 +0,006 [miliequi O2/kg
de HN] valor que concuerda con el valor de 0,01 [miliequi 0z2/kg de aceite de nuez]
(Vanhanen y Savage, 2006) y el 0,015 [miliequi O2/kg de aceite de nuez] usando la
misma mezcla de solventes (Cloroformo:metanol) (Miraliakbari y Shahidi, 2008).
Ademas, durante el segundo mes no se observaron diferencias significativas entre
los distintos tratamientos. Como era de esperarse con el transcurso del tiempo los
valores de indice de per6xidos aumentaron. Es asi que, para el cuarto mes las
muestras almacenadas a mayor temperatura (NV20u, V20w, NVOw y VOw)
presentaron valores mas altos, y dentro de estos los mas altos fueron los
tratamientos sin aplicacion de vacio. Para los meses posteriores el aumento en los
valores continud, pero sin observarse una tendencia clara entre los tratamientos.
Sin embargo, todos los valores obtenidos hasta los diez meses fueron muy bajos,
esto demuestra que el aceite en el subproducto se encuentra protegido de la
oxidacién. Se cree que puede ser por una combinaciéon de factores, entre ellos,
menor area de contacto con el oxigeno, debido a que parte del aceite aun se
encuentra atrapado en las particulas de harina. Al mismo tiempo, el alto contenido

de antioxidantes presentes en HN protegerian a la materia grasa. En consecuencia,
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los valores hallados para el indice de perdxidos en la presente investigacion para la
harina de nuez son muy inferiores a los 15 [miliequi O2/kg de aceite] propuestos
como limite para aceites obtenidos de prensado en frio (FAO/WHO Codex

Alimentarius Commission, 1999).

Indice de lIodo

Con el fin de establecer si los dobles enlaces de los lipidos insaturados se
oxidan durante el almacenamiento se calculé el indice de iodo a partir de los
acidos grasos presentes en la harina de nuez. Los valores obtenidos de indice de
iodo se encuentran detallados en la Tabla 11 . En cuanto a la harina de nuez fresca
se obtuvo un valor de 164,3 £0,2, un valor alto al compararlo con aceites de otras
fuentes vegetales como aceite de maiz (107-135) o el aceite de girasol (118-141)
(Tiefenbacher, 2017), demostrando que HN posee una buena cantidad de acidos
insaturados. Sin embargo, su alto contenido de lipidos insaturados hace
susceptible a HN de sufrir oxidacién. Es por esto que se calcul6 el indice de iodo de
HN durante el almacenamiento. Es asi que se observo una leve disminucion en los
valores de las muestras almacenadas a mayor temperatura (NV20, V20). Las
muestras a 20 °C pasaron dex164,5 a #162,6 en diez meses. Sin embargo, estos
valores contintian siendo altos, sobre todo teniendo en cuenta el tiempo de
almacenamiento transcurrido, y se encuentran dentro del rango de 150 -166

reportado para aceites de nuez por varios autores (Martinez et al., 2010)
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Tabla 11. Variacion de los indices de perdoxidos e Iodo de la harina de nuez

almacenada
indice de peréxidos indice de
Mes Tratamiento
[miliequi O,/kg de HN] Iodo
Cero HN 0,019 +0,006 164,3 +0,2
NV20 0,022 +0,0022 164,6 +0,3b
V20 0,023 +0,0022 164,5 +0,1b
NVO 0,024 +0,001 164,6 +1,0b
Pos Vo 0,023 0,001 162,7 £0,22
NV-20 0,025 +0,001- 163,2 +0,32
V-20 0,021 0,001 163,3 +0,22
NV20 0,024 +0,002¢d 163,8 +0,2¢
V20 0,021 +0,001bc 163,4 +0,8bc
Cuatro NVO 0,029 +0,0034 163,5 +0,1bec
Vo 0,023 +0,001bc 162,8 +0,32
NV-20 0,019 +0,02a 163,3 +0,4abc
V-20 0,016 0,002 163,14 +0,072b
NV20 0,077 £0,004¢ 163,8 +0,2¢
V20 0,059 +0,0042> 163,8 +0,2¢
Seis NVO 0,065 +0,004> 163,2 +0,63bc
Vo 0,055 +0,003 162,8 +0,62
NV-20 0,077 £0,003¢ 163,7 +0,4bc
V-20 0,067 +0,003b 163,1 £0,32b
NV20 0,111 +£0,001b 162,6 0,52
V20 0,108 +0,0032b 162,8 +0,32
Ocho NVO ND 163,09 +0,092
Vo 0,104 +0,003 163,09 +0,04
NV-20 0,106 +0,0022b 163,5 +0,3a
V-20 0,104 0,001 163,3 +0,8a
NV20 0,176 +£0,004abc 162,4 +0,42
V20 0,161 +0,002 162,8 +0,43b
Dies NVO 0,171 +0,0042b 162,9 +0,1abc
Vo 0,188 +0,002¢ 163,03 +0,04abc
NV-20 0,18 £0,01bc 163,6 +0,2¢
V-20 0,162 +0,0032 163,4 +0,3bc

Promedio * Desvio estandar. HN: harina de nuez. M: mes. ND: no
determinado. NV: bolsas sin vacio. T: tratamiento. V: bolsas con vacio.
Diferentes letras, en un mismo mes indican diferencias significativas
entre tratamientos experimentales (p<0,05).
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Indice de p-anisidina

Después de analizar la HN y determinar la poca presencia de compuestos que
evidencien oxidacién primaria es importante descartar que estos se hayan
transformado en compuestos de oxidacién secundaria. El indice de p-anisidina (IA)
es util para este objetivo. En la Figura 26 se observa los valores de p-anisidina
encontrados en la harina de nuez almacenada por 10 meses. Es importante
mencionar que durante todo el almacenamiento se determiné IA, cada dos meses,
no obstante, los resultados fueron inconclusos o demasiado bajos para ser
registrados. Sin embargo al décimo mes IA pudo ser determinado en todos los
tratamientos experimentales. Como se observa en el grafico, los tratamientos sin la
aplicacion de vacio (NV20t10, NVOt10 y NV-20¢10) presentaron los valores mas altos.
No obstante, todos los valores son cercanos al 0,23 reportado para aceite fresco de
nuez extraido con hexano (Miraliakbari y Shahidi, 2008).

0,35

0,30
0,25 b
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

NV20 V20 NV-20 V=20
Tratamiento

Indice de p-anisidina

Figura 26. Indice de p-anisidina en la harina de nuez almacenada por diez meses.
Las lineas negras representan el desvio estandar y letras diferentes entre los
tratamientos muestran diferencias significativas (p<0,05). NV y V son tratamientos
sin y con aplicacién de vacio, respectivamente. 20, 0 y —20 hacen referencia a sus

respectivas temperaturas [°C] de almacenamiento
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En general, estos resultados permiten concluir que la harina de nuez present6
estabilidad oxidativa durante el almacenamiento en las distintas condiciones
ensayadas: sin y con aplicacién de vacio y a 20, 0 y -20 °C. Estos resultados,
aunque realizados en un lapso menor al de vida util estimado a través del ensayo
de oxidacion acelerada (Rancimat), estarian apoyando a los mismos. La inesperada
alta estabilidad oxidativa podria encontrarse relacionada con la presencia de un
alto contenido de antioxidantes, la presencia de fragmentos tisulares que
protegerian al aceite y la ausencia de luz durante la realizaciéon del ensayo.
Ademas, las condiciones de prensado en frio (informadas por el proveedor) al
realizar la extraccidn del aceite contribuirian en gran medida a la obtencién de un

producto de calidad y estabilidad en el tiempo.
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3.5. Conclusiones parciales

Los resultados de este capitulo muestran que la harina de nuez (HN) conserva
la mayor parte de las propiedades de la nuez y del aceite de nuez, siendo una
buena fuente de micro y macroelementos (P, Cu, Mn y Mg) y de proteinas y fibra
dietaria total, en comparacion con algunas harinas utilizadas habitualmente en la
panificacion.

Al ser HN un subproducto de la obtencidn de aceite por prensado en frio, esta,
presenta una muy buena relaciéon de acidos grasos insaturados/saturados (9,06),
siendo mayoritario el acido linoleico (60 %). Ademas HN present6 un buen perfil
de aminoacidos (relacion lisina/arginina: 0,345) y un importante contenido de
compuestos bioactivos con capacidad antioxidante.

Por otro lado, la HN mostré buenas propiedades tecno-funcionales, es decir, su
incorporacién podria mejorar las caracteristicas nutricionales y tecnolégicas de los
nuevos alimentos. Asimismo, por microscopia confocal laser de barrido se logré
observar la distribucion de los componentes en HN mostrando el predominio de
los lipidos y proteinas, seguidos de fibra dietaria.

Finalmente, teniendo en cuenta que la HN tiene una aw relativamente baja
(0,6) y un alto contenido en grasa, la estabilidad oxidativa es un factor
determinante en su vida util. Durante los diez meses de almacenamiento se
evidencio que la proporcidn de acidos grasos es comparable con la de HN fresca.

Asimismo, se obtuvieron bajos indices de peréxidos y p-anisidina. Los indices
de p-anisidina siendo ain mas bajos para los tratamientos sellados al vacio. Debido
a esto, se recomienda siempre almacenar HN al vacio y alejada de la luz. Por
ultimo, la HN demostro ser mas estable a la oxidacion que el aceite de nuez, siendo

la vida util estimada a 20 °C de casi 17 meses.
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Capitulo 4: Batidos libres
de gluten con harina de

nuez
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Capitulo 4

4.1. Introduccion

Al elaborar productos panificados sin gluten, suelen obtenerse batidos en
lugar de masas, debido a las caracteristicas de las harinas empleadas y a la gran
cantidad de agua que se requiere agregar para su elaboracion. El almidén es el
principal componente en los batidos para la elaboracién de productos panificados
y en productos dulces como tortas, muffins y budines, otros componentes
importantes son el huevo, la grasa y el azicar. El almidén junto con las proteinas
juega un rol muy importante en la determinacion de la estructura y calidad del
producto final (Hesso, Loisel, et al.,, 2015). Durante la coccidn, el almiddn gelatiniza
y las proteinas coagulan convirtiendo el batido en una espuma sélida (Guy y
Pithawala, 2007). Por otro lado, durante la primera etapa del horneado, las
proteinas del huevo contribuyen a la estabilizacién de las burbujas de aire al
migrar desde la fase grasa a la fase acuosa. Las grasas cumplen diferentes roles,
favoreciendo la incorporacién de aire durante el batido, aumentando la
transferencia de calor durante la coccion y otorgando al producto final una textura
suave y sensacion humeda en la boca. Con respecto al azucar, durante el batido
ejerce un efecto abrasivo sobre la grasa dando lugar a la ruptura de agregados
cristalinos, lo que favorece la incorporacion de aire (Hesso, Marti, et al., 2015).
Ademas, modifica la gelatinizacidon del almidén y la desnaturalizacion proteica al
restringir la disponibilidad del agua para la gelatinizacion del almidon e

hidratacién de las proteinas.

El estudio de las caracteristicas y propiedades de los batidos es una tarea

esencial para asegurar una buena calidad tecnoldgica del producto final. La
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caracterizacion puede incluir aspectos texturales, reoldgicos, térmicos,
estructurales y microscopicos. Estos parametros del batido estan relacionados con
los atributos texturales del producto final que, a su vez, determinardn sus
caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad por parte del consumidor (Bozdogan,

Kumcuoglu y Tavman, 2019).
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4.2. Objetivos del capitulo

4.2.1. Objetivos general del capitulo

Evaluar los efectos de la adiciéon de harina de nuez sobre las propiedades
reologicas, texturales, térmicas y microestructurales de batidos sin gluten

destinados a la elaboracion de budines.

4.2.2. Objetivos especificos del capitulo

e Determinar las propiedades de empaste de las premezclas control (harina

de arroz, almidén de maiz y fécula de mandioca) y con harina de nuez.

e Establecer el efecto de la adicion de la harina de nuez en las transiciones

térmicas de los batidos libres de gluten.

e Describir el comportamiento reolégico y textural de los batidos libres de

gluten con harina de nuez.

e Establecer el efecto de la adicién de la harina de nuez en la microestructura

de los batidos libres de gluten.
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4.3. Materiales y Métodos

4.3.1. Ingredientes usados para las premezclas y batidos
Harina de arroz (HA), almidén de maiz (AM) y fécula de mandioca (FM) (Santa
Maria, La Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina), aztcar (Ledesma, Provincia
de Jujuy, Argentina), sal comercial (Celusal, Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
Argentina), aceite de girasol (Argentina), esencia de vainilla (Dos Anclas), leche
entera fluida (La Serenisima), huevo deshidratado (Ovobrand, Brandsen, Provincia
de Buenos Aires, Argentina), hidroxipropilmetilcelulosa HPMC F4M (Dow

Chemical, Midland, MI, EE.UU.), agua destilada y la harina de nuez (HN).

4.3.2. Formulacion de las premezclas y batidos

4.3.2.1.Premezclas

La premezcla control (PControl) se preparé mezclando harina de arroz (HA)
[0,70 kg], almidén de maiz (AM) [0,15 kg] y fécula de mandioca (FM) [0,15 kg]. La
harina de nuez se afiadié en 10 %, 15 % y 20 % respecto a la premezcla control

(PHN10, PHN15 y PHN20, respectivamente).

4.3.2.2.Batidos libres de gluten

Se emple¢ la siguiente mezcla de harinas 70 g de HA, 15 gde AM y 15 g de FM.
Ademas, se afiadieron los siguientes ingredientes: 66,4 g de agua destilada, 50 g de
azucar, 40 g de leche entera, 11,1 g de huevo deshidratado, 11 g de aceite de
girasol, 2,2 g de HPMC, 1,1 g de sal, 0,5 g de polvo de hornear y 0,25 g de esencia de
vainilla por cada 100 g de mezcla de harinas. La harina de nuez se afiadié en tres
niveles 10, 15 y 20 % en base a la mezcla de harinas (HN10, HN15 y HN20,

respectivamente). Como la HN tiene un alto contenido de lipidos, la cantidad de
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aceite de girasol utilizada se redujo progresivamente al aumentar el nivel de HN,

para mantener el contenido en lipidos cerca de 11 % en todas las formulaciones.

4.3.3. Propiedades de empaste de las premezclas
El viscoamilégrafo rapido (RVA, por Rapid Visco Analyser) es un viscosimetro
optimizado para analizar las propiedades viscosas de suspensiones de almidones,
harinas y alimentos y que permite aplicar perfiles de calentamiento/enfriamiento
y agitacion variables. El RVA es facil de manejar y versatil en cuanto a los
procedimientos de ensayo. Ademds, se recomienda por su rapidez y su fuerte

accion de cizalla, en comparacién con un amilégrafo estdndar (Zhou et al., 1998).

En la Figura 27 se muestra un perfil viscoamilografico tipico junto con la
rampa de temperatura empleada. Ademas, se seflalan los parametros
viscoamilograficos que pueden obtenerse a partir de la curva, los cuales se

enumeran a continuacion:

v' Temperatura de empaste (T.): temperatura a la cual comienza el aumento

de la viscosidad debido al hinchamiento de los granulos de almidén.

v' Tiempo de empaste (tc): tiempo en el cual comienza el aumento de la

viscosidad.

v’ Viscosidad de pico (np): viscosidad maxima alcanzada durante el
calentamiento isotérmico a 95 °C, se encuentra relacionada con la capacidad

del almidon para ligar agua.

v" Viscosidad minima (Nmin): viscosidad minima registrada durante la etapa
isotérmica a 95 °C, se encuentra relacionada con la tolerancia del almidén al

esfuerzo de cizalla ejercido por la agitacién y al calentamiento.
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v" Viscosidad final (nf): viscosidad registrada al final del enfriamiento a 50 °C,

se encuentra relacionada con la capacidad de gelificacion del almidon.

v' Inestabilidad o diferencia entre la viscosidad maxima y la minima (1p - Nmin),
se relaciona con la capacidad del almidén para resistir el calentamiento y el

esfuerzo de corte.
v Asentamiento 1 o diferencia entre la viscosidad final y la minima (1 - N\min),

v Asentamiento 2 o diferencia entre la viscosidad final y la maxima (nr - np),
ambos asentamientos estan relacionados con la tendencia a la

retrogradacion del almidén.

" Rampa de Temperatura Perfil Viscoamilografico ) 100
T — Viscosidad =, 90
—_— Temperatura . . final (n¢) N (T}
: B de empaste / Viscosidad _ .
A T de pico Asentamiento 2 Asentamiento 1 L
— (Te) y (1) 180 5
"g - (rlp] e (nl'_nmm] E
T - N\ l [ g
w L ' _
8 i I Inestabilidad (1,1 ‘ 70 E"
2 L ' O
= {60 &
B Viscosidad \minima (Wmin) :
| — i Tiempo de pegado (t.) 1°0
I L] I L) I T I L] l L] I L) I T
0 2 4 6 8 10 12 14

_ Tiempo [min] :
Figura 27. Ejemplo del perfil viscoamilografico con rampa de calentamiento-

isoterma y enfriamiento y los parametros de empaste

Se evalu6 el comportamiento viscoamilografico de las materias primas (HA,
AM y FM) y las premezclas (PControl, PHN10, PHN15 y PHN20) con un RVA 4500
(Perten Instruments, Sydney, Australia) utilizando el programa STD1 que se ajusta

al método aprobado 76-21.01 (AACC, 2007). STD1 comprende los siguientes pasos:
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1) temperatura inicial fijada a 50 °C con una homogenizacién a 960 rpm. 2)
Mantenimiento a 50 °C durante 1 min 10 s con agitacién a 160 rpm (agitacion que
se mantiene durante todo el ensayo). 3) Calentamiento hasta 95 °C durante 3 min
42 s. 4) Mantenimiento a 95 °C durante 2 min 30 s. 5) Enfriamiento hasta 50 °C

durante 3 min 48 s y, por ultimo, mantenimiento a 50 °C durante 2 min.

El ensayo consistio en pesar 3,0 g de muestra en un recipiente de aluminio y
afiadir 25,0 g de agua destilada (140 g/kg de base seca). Los componentes se
mezclaron inmediatamente agitando verticalmente el agitador diez veces. A
continuacién, se coloco el recipiente en la posiciéon de medicién y se inici6 el
programa STD1. Los parametros de empaste se determinaron utilizando el
software especializado Thermocline for Windows (TCW) v3.16.1. 387 (Perten
Instruments, Sydney, Australia) suministrado con el instrumento. Cada muestra se

analiz6 por triplicado.

4.3.4. Elaboracion de los batidos

En una batidora planetaria Kenwood Major-1200W (Kenwood Ltd., Havant,
Reino Unido) se batio el huevo reconstituido (velocidad 2 durante 30 segundos) y
se afadieron la leche, el aceite y el agua (velocidad 2 hasta 2:30 min).
Posteriormente, se afiadieron en forma gradual los ingredientes sélidos (mezcla de
harinas (HA, AM, FM), azucar, sal y HPMC) (velocidad 2 hasta 6 min) y a
continuacién, se aumentd la velocidad a 3 hasta completar los 7:30 min de batido.
En el caso del batido con harina de nuez, HN se humedeci6 con la mitad de la leche
y se afladid junto con los ingredientes solidos. Cada formulacién de batido se

preparé al menos por duplicado.
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4.3.5. Distribucion del tamaiio de particula del aceite en los batidos

Se utiliz6 un equipo Mastersizer 2000E (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Reino Unido) equipado con el accesorio Hydro 2000 MU (velocidad de la bomba:
2000 rpm) para evaluar la distribucién del tamafio de particulas de aceite
presentes en los batidos. Los batidos se suspendieron en agua destilada [100 mL/L
H20] y se aplic6 un tratamiento ultrasénico (desplazamiento ultrasénico 10 um
durante 10 s) para favorecer su dispersion. El tamafio de particula se estim6 en
términos de D(0,5) (percentil 50) que se obtuvo a partir de la distribucién
ponderada en superficie utilizando el software Mastersizer 2000E (v5.54). El

ensayo se realiz6 por duplicado.

4.3.6. Propiedades de hidratacion de los batidos

4.3.6.1.Disponibilidad y contenido de agua

Actividad del agua (aw): Las mediciones se realizaron a 25 °C en un equipo
AquaLab (Decagon Devices Inc., Pullman, WA, EE.UU.). El ensayo se realizé por

triplicado.

La determinacion de humedad se realizé por secado en estufa (San Jor, San
Martin, Argentina) a 105 °C hasta peso constante. El calculo de la humedad de las

muestras se realizé segun la Ecuacidn 1. El ensayo se realizé por triplicado.

4.3.6.2.Relajacion por resonancia magnética nuclear (1H-RMN)

La resonancia magnética nuclear RMN es una de las mejores técnicas analiticas
para evaluar la movilidad del agua dentro de una matriz. En este método, se
aprovecha la cualidad de algunos nucleos de ser susceptibles a campos magnéticos

externos. La medicién por RMN implica dos fases: polarizacién y adquisicién. En
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primer lugar, los atomos de hidrégeno (protones de la muestra) se alinean en la
direccion de un campo magnético estatico externo (Figura 28a-b). En segundo
lugar, los nucleos de hidrogeno (protones) son ladeados por una breve rafaga de
un pulso de radio frecuencia (RF) electromagnética (Figura 28c). Entonces, cuando
se detiene la rafaga de pulsos los protones tienden a volver a su estado de

equilibrio alineandose nuevamente al campo magnético (Figura 28d).

a) Protonesen b) Aplicacién
una muestra de un campo

magnético

externo

Protones
alineados

; Campo
magnético

externo
c) Aplicaciénde un pulso ) d) Finaliza Protones vuelven a la
de radiofrecuencia Protones desalineados el pulso posicién de equilibrio

respecto a la posicion
[RF) < de equilibrio

relajacion

/\NW Energia de

| Pulso derF >

i Campo
magnético
externo

Figura 28. Explicacion grafica de las dos fases del H1-RMN. polarizaciéon (a-b) y

adquisicion (c-d). Fuente: (Arp, Ferrero y Correa, 2019)

Esta alineacion genera una sefial que es detectada por el espectrémetro. El

proceso por el cual se recupera el estado de equilibrio mediante interacciones de
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los nucleos con el entorno se conoce como relajacion longitudinal (relajacién
espin-red) y esta caracterizado por un tiempo Ti, mientras que la relajacién
transversal, es decir la alineacién debido a interacciones entre los mismos espines,
se conoce como relajacién transversal (relajacién espin-espin) caracterizada por
un tiempo T». Estos tiempos de relajacién (T1y T2) describen la via fisica por la que
los ntcleos alterados vuelven a su estado de equilibrio original (Garro Linck, 2016;

Sacchi y Paolillo, 2007)

Los tiempos de relajaciéon espin-espin 'H (T:) se determinaron con un
espectrometro MiniSpec pc120 de baja resolucién (Bruker, Billerica, MA, EE.UU.)
utilizando la secuencia Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) con un espaciado entre
pulsos de 200 ps. Para ello, los batidos se prepararon por duplicado, y cada
muestra se midi6 en varios tubos de RMN. Ademas, cada tubo se midi6 por
duplicado, girandolo 90° entre las mediciones consecutivas (Carlos Gabriel Arp,
Correa y Ferrero, 2018). Las curvas de relajacion transversal se ajustaron con la

siguiente ecuacion exponencial (Ecuacién 18):

t
Ipy=1,+ Z Fpiexp (— T_> Ecuaciéon 18
- 2i
L

Donde I, es la intensidad de la sefial de decaimiento residual, T2i y Fp;
representan el tiempo de relajacién y la fracciéon de protones que se relajan con el

tiempo de espin Tai, respectivamente.

En general, los tiempos de relajacion (T:) de los alimentos complejos
presentan un comportamiento multicomponente, en el que los componentes
individuales pueden interpretarse como representaciones de regiones con

diferente movilidad de agua, que interactdan entre si (Assifaoui et al., 2006).
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4.3.7. Transiciones térmicas de los batidos por calorimetria

diferencial de barrido

Cuando un alimento sufre variaciones térmicas (calentamiento o enfriamiento)
sus constituyentes se ven alterados. Estas transiciones térmicas incluyen cambios
de primer orden como la cristalizaciéon y fusiéon de agua, lipidos y azucares,
gelatinizacion y retrogradacion del almidén, desnaturalizacion de proteinas y
formacién y disoluciéon de complejos entre componentes. El cambio de segundo
orden mads analizado es la transicion vitrea que ocurre en el sistema amorfo,
cuando se separa (por congelacién o evaporacion) parte del agua que compone los
alimentos (Larrosa, Califano y Zaritzky, 2014; Sandoval Aldana, Rodriguez-

Sandoval y Fernandez Quintero, 2005).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés -
Differential scanning calorimetry) es una técnica termoanalitica que permite
monitorear los cambios en la energia térmica de una muestra. Para esto, en el
calorimetro se someten simultidneamente, una capsula conteniendo la muestra y
una capsula de referencia del mismo material vacia, a un barrido de temperatura
entregando un determinado flujo de calor a cada una, de manera que la diferencia
de temperatura entre ambas capsulas sea nula. Cuando la muestra sufre
transiciones térmicas, el equipo debera entregar menor o mayor flujo de calor
dependiendo de si las transiciones son exotérmicas o endotérmicas,

respectivamente, para mantener la temperatura igual entre ambas capsulas.

El calorimetro detecta y registra estas menores o mayores necesidades de flujo
de calor (energia/tiempo) para generar el termograma correspondiente (Figura

29).
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Flujo endotérmico de calor p
—

Temperatura p

Figura 29. Representacion de un termograma con temperaturas (To: onset, Tp: de

pico y Tf: final). Adaptada de Bertrand y colaboradores (2019)

A partir de los termogramas es posible obtener informacién acerca de las
transiciones térmicas de la muestra. Se considera como temperatura onset o T, a la
intercepcion de dos lineas auxiliares (lineas azules en la Figura 29), en este caso, la
linea auxiliar que pasa por la pendiente del pico y la linea extrapolada que sale de
la linea base inicial. Asimismo, la temperatura de pico o Tp en la cual la transicién
se encuentra en su maxima extension y por ultimo la temperatura final o Tr cuando
la transicidn finaliza. [gualmente importante es el cambio de entalpia asociado a la
transicion o AH que se obtiene de la integracion del area y representa la cantidad

de energia involucrada en el fenémeno.

Una transicion térmica de interés es la transicion vitrea, que es el paso de un
estado termodinamico metaestable (estado vitreo), caracterizado por un alto
grado de agregacion y orden molecular, a otro estado termodinamico llamado
estado gomoso o amorfo, donde las moléculas poseen mayor movilidad y, por lo

tanto, menor estabilidad. Los alimentos son sistemas complejos con varios
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componentes donde una determinada transicién vitrea ocurre en un rango de
temperaturas, por lo que se considera a la temperatura promedio como la
temperatura de transicion vitrea (Tg). Conocer el valor de T; es relevante para
poder predecir y controlar las condiciones dptimas de almacenamiento, con el fin
de que esos alimentos mantengan al maximo sus caracteristicas (Gutiérrez et al.,

2014; Hui, 2006).

4.3.7.1.Transiciones de fase y estado de los batidos congelados

Las propiedades térmicas de los batidos se determinaron con un calorimetro
de barrido diferencial DSC Q100 (TA Instruments, New Castle, DE, EE.UU). Se
pesaron aproximadamente 10 mg de cada batido (sin polvo de hornear) en
capsulas herméticas de aluminio. Se utiliz6 una capsula vacia como referencia. Las
muestras se enfriaron de 5 a -50 °C a 5 °C/min, luego se mantuvieron isotérmicas
durante 5 minutos, tras lo cual se calentaron hasta 10 °C a 5 °C/min. Se analizaron
los termogramas durante el proceso de calentamiento utilizando el software
Universal Analysis 2000 (TA Instruments, New Castle, DE, EE.UU.). En los batidos
se evaluaron la transicion vitrea (Tg), el cambio en la capacidad calorifica (ACy), y
las temperaturas de fusion del hielo (Tm, por melting) y del punto de congelacidn.
Estas se tomaron como las temperaturas de inicio y pico, respectivamente (Ronda
y Roos, 2008; Roos y Karel, 1991). Ademas, la fracciéon de agua congelada (Fac) (g
de hielo/kg de agua total) se obtuvo mediante la Ecuacién 19

AH;

-~ J Ecuacion 19
(AHhielo ' AT)

Fyc=

Donde AH: es la entalpia de fusion del hielo en el sistema de maxima

concentracion de congelacién [J/kg de batido so6lido], AHuielo €l calor latente de
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fusion del hielo [333,9 ] /g de hielo] y Ar es agua total en [kg de agua/kg de batido

sélido].

4.3.7.2. Transiciones durante el calentamiento

Para las transiciones térmicas en la etapa de calentamiento se utilizé el mismo
equipo y la misma cantidad de muestra detallada en la secci6n anterior (4.3.7.1).
Los batidos se calentaron desde 10 °C hasta 160 °C a 10 °C/min. Los termogramas
se analizaron con el programa Universal Analysis 2000 (TA Instruments-LLC
Waters, EE.UU.). Se determinaron las temperaturas de inicio (To), de pico (Tp) y
final (Tf) y las entalpias (AH) de gelatinizacién del almidén y de disociacion del

complejo amilosa-lipido. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

4.3.8. Caracteristicas texturales de los batidos

Las caracteristicas texturales de los batidos se estudiaron a través de un
ensayo de compresion denominado back-extrusion o retro-extrusion debido a que
el alimento se mueve en la direcciéon opuesta a la del émbolo o sonda. El ensayo
consiste en aplicar una fuerza a un alimento hasta que éste fluye a través de una
salida, generalmente el espacio libre entre la sonda y las paredes del recipiente
contenedor. El alimento se comprime hasta que su estructura se rompe y este
extrude a través del espacio libre. Por lo general, se determina la fuerza maxima
necesaria para lograr la extrusiéon y se utiliza como indice de la calidad de la
textura. Este tipo de prueba se utiliza en liquidos viscosos, geles, grasas y frutas y

verduras frescas y procesadas (Bourne, 2002a; Osorio y Steffe, 1987).

La Figura 30 muestra una representacion de un tipico ensayo de back-

extrusion. El batido es colocado en el recipiente contenedor y se sitda el mismo
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bajo la sonda, cuidando que esta quede concéntricamente ubicada dentro del
recipiente, para que el ancho del espacio libre sea uniforme (Figura 30a). Cuando
la sonda desciende y comprime al batido este empieza a fluir y va perdiendo
burbujas de aire (Figura 30b). La fase final (Figura 30c) muestra el momento de la

extrusion per se, donde el batido se ve forzado a extrudir por el espacio libre.

Espacio libre
Sonda cilindrica

J— Recipiente

. fﬂ%ﬁi}

PO

Figura 30. Representacion del ensayo back extrusion. a) la sonda desciende y toma
contacto con el alimento (batido), b) la sonda lo comprime y c) el batido se extrude

por el espacio libre. Adaptado de (Bourne, 2002a)

Los ensayos de back extrusion se realizaron segun Cevoli et al. (2013) con
algunas modificaciones menores. Se emple6 un analizador de textura TAXT-2i
(Stable Micro Systems, Godalming, Reino Unido) con una célula de carga de 5 N. El
batido se vertié en un recipiente cilindrico (53,3 mm de didmetro interior) y se usé
con una sonda cilindrica (10 mm de altura, 45 mm de ancho) a 24+1 °C. La prueba
se realizo a una velocidad previa y posterior de 2,5 mm/s, una velocidad de prueba
de 1 mm/s, una distancia de 10 mm y una fuerza de disparo de 0,5 N. A partir de la
curva (Figura 31) se determinaron los siguientes parametros: firmeza {fuerza

positiva maxima [N]}, indice de consistencia {area positiva de la curva [N-s]},
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indice de viscosidad {area negativa de la curva [N-s]} y cohesividad {fuerza

negativa maxima [N]}.

1,51
Firmeza
/

— | Indice de consistencia
o 0,5 /
[y}
N
| - \
L Tiempo [s]
e

-0,5

indice de viscosidad
A5 “—— Cohesividad

Figura 31. Curva tipica de back extrusion con sus respectivos parametros. Adaptada

de Cevoli y colaboradores (2013)

4.3.9. Comportamiento reologico de los batidos
4.3.9.1.Ensayos dindmicos

Se realizaron ensayos dindmicos oscilatorios en un redmetro AR G2 (TA
Instruments, New Castle, DE, EE.UU.) con geometria de placas paralelas
(separaciéon de 1 mm, didmetro de 40 mm). En primer lugar, se realizaron barridos
de esfuerzo (o) en el rango entre 0,01 y 100 Pa a una frecuencia constante de 1 Hz
y 25 °C para determinar el rango viscoelastico lineal (RVL) de cada batido. El rango
de viscoelasticidad lineal se determiné a partir de la curva del médulo elastico (G)
en funcién del esfuerzo. Asi, se definié el esfuerzo critico (oc) (limite superior del
RVL) como aquel en el cual se produce una disminucién del 5 % de G' maximo,
(G'c). A su vez, a partir del G'c se determind la deformacion critica (yc) y se calculo

la energia cohesiva (Ec) como:

Ec=1/2G'c"y¢ Ecuacion 20

116



Posteriormente, se realizaron barridos de frecuencia (de 0,1 a 100 Hz) a 0,2 Pa
dentro del RVL. A partir del espectro mecanico se obtuvieron los médulos de

almacenamiento (G'), de pérdida (G") y complejo (G*) en funcidn de la frecuencia.

El médulo complejo dindmico G* se ajusté al modelo del gel débil propuesto
por Gabriele y colaboradores (2001) (Ecuacién 21). En este enfoque, se supone
que el sistema alimentario es una red tridimensional compuesta por unidades de

flujo que interactiian cooperativamente.

G*(w)=y/G' ()% + G"(w)? = Apw/? Ecuacion 21

Donde z es el grado de coordinacién y AF representa la fuerza de las
interacciones entre las unidades de flujo (Gabriele, de Cindio y D’Antona, 2001).

Todos los experimentos se realizaron al menos por duplicado.

4.3.9.2.Caracterizacion termo-reoldgica de los batidos

Con la finalidad de estudiar el cambio en las propiedades reolégicas de los
batidos durante el proceso de coccion se realizaron barridos de temperatura desde
25a90°C a5 °C/min a 1 Hz y esfuerzo constante (0,2 Pa) dentro de la region
viscoelastica lineal utilizando un redmetro AR-G2 (TA Instruments-LLC Waters,
EE.UU.) con geometria de placas paralelas (separacién de 1 mm, didmetro de 40
mm). La temperatura de la placa inferior se control6é con un sistema Peltier, y la
evaporacion de la muestra se evitd utilizando una cubierta con trampa de

disolvente. Cada muestra se analizé al menos por duplicado.
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4.3.10. Microestructura de las harinas y batidos por microscopia

laser confocal de barrido

Con el objetivo de observar la localizaciéon de los mayores componentes de la
harina de arroz, el almidéon de maiz, la fécula de mandioca y de los batidos e
hipotetizar posibles interacciones, se realizé una observacién microscépica de los
mismos. Se empled microscopia laser confocal de barrido (CSLM, por sus siglas en
inglés) dado que la utilizaciéon combinada de mas de un fluor6foro permite
determinar la localizacion de diferentes componentes, ademas, de que necesita una
minima preparaciéon de las muestras, minimizando de este modo la introduccién
de posibles artefactos. Asimismo, CSLM permite la observacién de muestras con
alto contenido de humedad y por las caracteristicas del microscopio, es posible
alcanzar una alta definicidon de las imagenes en preparados no tan delgados, lo cual
no siempre es facil de obtener. Se emplearon los siguientes cuatro fluoréforos:
rodamina B [10 mg/L], calcoflior white [0,1 g/L], isotiocianato de fluoresceina
(FITC) [0,1 g/L] y rojo nilo (NR) [1 g/L]. El FITC y el NR no se utilizaron juntos
debido a que absorben y emiten a las mismas longitudes de onda. Las longitudes
de onda de excitacion usadas fueron 488 nm, 568 nm y 347 nm, y las de emisién
518 nm, 625 nm y 450 nm para (FITC y NR), rodamina B y calcofltior white,

respectivamente (Burbano, Cabezas y Correa, 2022).

Cada muestra se extendi6 sobre un portaobjetos de vidrio utilizando un
segundo portaobjetos y luego se afiadio la solucion que contenia los fluoréforos.
Las muestras se dejaron reposar durante una hora en la oscuridad. Finalmente, las
muestras se lavaron con agua destilada y se cubrieron con un cubreobjetos de

vidrio. A continuacion, se observaron todas las muestras con un microscopio

118



confocal FV1000 (Olympus, Shinjuku, Tokio, Japén). Cada muestra se prepar6 por
duplicado, se realizaron observaciones de diferentes campos y de cada extendido
se tomaron al menos cuatro micrografias a 4x y 20x. Antes de realizar la
observacién de las muestras tefiidas, se verifico que los batidos sin tincién no

mostraran autofluorescencia.

4.3.11. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un factor y la prueba LSD para
determinar la existencia de medias estadisticamente diferentes (a: 0,05). Todas las
pruebas se realizaron con el programa Statgraphics - Centurion - XVII Version-
17.2.00 (Statpoint Technologies, Inc, EE.UU.). El ajuste de los datos a sus
respectivos modelos (1H-RMN a la Ecuaciéon 18) y (datos reolégicos a la Ecuacién
21), asi como la comparacién entre conjuntos de datos (prueba F) se realizaron

con OriginPro8 v8.0724 (OriginLab Corporation, EE.UU.).
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4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Propiedades de empaste de las premezclas

Cuando los alimentos ricos en almidon, en exceso de agua, se calientan y luego
se enfrian, el almidéon experimenta una serie de cambios fisicoquimicos que
pueden ser caracterizados mediante un viscoamilografo rapido. En este equipo la
muestra es sometida a un calentamiento y enfriamiento controlados mientras se
ejerce un trabajo mecanico constante y se registra el incremento de la viscosidad
del sistema durante dicho proceso. Al comenzar el ensayo, la muestra es sometida
a una rampa de calentamiento desde 50 hasta 95 °C, lo que da lugar al incremento
de la viscosidad debido al hinchamiento de los granulos de almidoén.
Posteriormente, debido a la agitacion continua y al calentamiento, comienza a salir
amilosa desde los granulos lo que da lugar a un incremento ain mayor de la
viscosidad. Asi, se alcanza la viscosidad maxima debido a la presencia de granulos
de almidén hidratados en un medio rico en amilosa. El mantenimiento de estas
condiciones de agitacion y calentamiento, da lugar a la ruptura de mas granulos de
almidon y a la consecuente caida de la viscosidad. Finalmente, la pasta es enfriada
hasta 50 °C, lo que da lugar al alineamiento de las cadenas de amilosa y formacién
de un gel con fragmentos de granulos de almidon insertos. La viscosidad final

alcanzada dependera de las caracteristicas de los almidones estudiados.

Los perfiles viscoamilograficos de las materias primas y las premezclas se
muestran en la Figura 32. El contenido de almid6n de la harina de nuez (HN) es
muy bajo como para exhibir un perfil tipico. Por el contrario, la suspensién de HN
mantuvo una viscosidad constante en torno a 0,012 Pa-s durante toda la prueba

(no se muestra en la figura).
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Figura 32. Perfiles viscoamilograficos de a) las materias primas: harina de arroz
(HA), fécula de mandioca (FM) y almid6n de maiz (AM) y b) las premezclas: control
(PControl) y con harina de nuez (PHN). Premezcla control: HA (0,7 kg), FM (0,15 kg)
y AM (0,15 kg). Niveles de adicion de harina de nuez en las pemezclas: 10, 15y 20 %
de harina de nuez en base a la premezcla control (PHN10, PHN15 y PHN20,

respectivamente)

La harina de arroz (HA), la fécula de mandioca (FM) y el almidén de maiz (AM)

mostraron un perfil tipico de empaste (Figura 32 a). Sin embargo, hubo diferencias
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significativas en sus comportamientos debido a su diferente composicién y
naturaleza de sus granulos de almidon: diferente tamafio y distribucion de tamafio
asi como también contenido de amilosa y amilopectina. La agitacion y el aumento
de la temperatura provocaron un aumento de la viscosidad debido al hinchamiento
de los granulos. La viscosidad maxima (Tabla 12) para HA, FM y AM fue de 4,31 *
0,02, 439 £ 0,02 y 2,80 £ 0,06 Paxs, respectivamente. Ademas, la fécula de
mandioca y el almidon de maiz desarrollaron su pico de viscosidad antes que la
harina de arroz, como muestra el tiempo de empaste (Tabla 12). Después de eso, la
viscosidad cay6 porque con la agitacién y el calentamiento constantes, mas

granulos se rompen y fragmentan (Bao y Bergman, 2018)

Tabla 12. Parametros de empaste de las materias primas

Viscosidades [Paxs]

Te[°C] te [min]
Np Nimin Ny
HA 76,3+0,6P 6,07+0,09¢ 4,31+0,02b 3,04+0,05¢ 6,76+0,07¢
M 70,6£0,52 4,130,072 4,39+0,02¢ 1,81+0,03b 2,98+0,082
AM 77,6%0,1¢ 4,53+0,00V 2,80+0,062 1,69+0,012 3,27+0,09b
Parametros secundarios [Paxs]
rlp — Nmin rlf — Nmin rlf - rlp
HA 1,26+0,07 3,7+0,1¢ 2,45+0,05¢
FM 2,58+0,04¢ 1,170,098 -1,4+0,1a
AM 1,11+0,072 1,58+0,1b 0,47+0,04b

Promedio + desvio estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p< 0,05; n = 3). AM: almidén de maiz, FM: fécula de mandioca, HA: harina de
arroz, Te: temperatura de empaste, te: tiempo de empaste. np: viscosidad de pico, nmin:
viscosidad minima y nf: viscosidad final.

Al enfriarse, HA y AM mostraron un aumento de la viscosidad final con

respecto a la viscosidad maxima (Viscosidades finales: FM: 2,98 + 0,08, AM: 3,27 +
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0,09 y HA: 6,76 + 0,07 Paxs). Este comportamiento condujo a valores de
asentamiento 2 (ny — 1,) mas altos para HA (2,45 + 0,05 Paxs) y AM (0,47 + 0,04
Paxs) que para FM (-1,4 = 0,1 Paxs). El valor de viscosidad final esta asociado a la
formacién de un gel por la amilosa retrogradada (Balet et al., 2019). Estos
resultados mostraron que la amilosa de la harina de arroz tiene una mayor

tendencia a retrogradar (Kaur et al,, 2007).

La premezcla control estaba compuesta por HA (0,70 kg), AM (0,15 kg) y FM
(0,15 kg) y su comportamiento de empaste fue una clara combinacién de sus
componentes (Figura 32 b). Cuando se afiadié HN, las premezclas tuvieron un
inicio de empaste mas tardio, lo que se reflej6 en el aumento del tiempo de
empaste (Figura 32 b). Ademas, la temperatura de empaste aument6 junto con el
contenido de HN (Tabla 13). Asimismo, las viscosidades maxima y minima y la
inestabilidad disminuyeron significativamente con la adiciéon de HN. Este efecto
podria estar relacionado con una mayor resistencia al calentamiento y al esfuerzo
de cizalladura de estas premezclas en presencia de HN debido a un hinchamiento
restringido de los granulos de almidén, combinado con un efecto de dilucion del

contenido total de almidon (Burbano y Correa, 2021; Fu et al., 2020)

Por lo demas, al enfriar, los altos valores de viscosidad final de todas las
muestras indican la formaciéon de una red tipo gel (Bao y Bergman, 2018).
Igualmente, la viscosidad final aument6 al comparar el control con el PHN10, pero
una mayor adicion de HN dio lugar a menores valores de viscosidad. Por ultimo, los
valores de los asentamientos 1 y 2 aumentaron en las muestras con HN. En las
muestras formadas so6lo por almidones, este comportamiento evidencia una mayor

tendencia a retrogradar. Pero en las muestras con lipidos, este incremento de los
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asentamientos también podria ser un indicador de la formacién del complejo
amilosa-lipido (Gelders, Goesaert y Delcour, 2006; Okumus et al., 2018) o podria
estar relacionado con la fusion y resolidificacion de los lipidos durante el ciclo de

calentamiento-enfriamiento del RVA (Ai, Hasjim y Jane, 2013).

Tabla 13. Parametros de empaste de las premezclas con harina de nuez

Viscosidades [Paxs]

Te[°C] te [min]

Np Nmin rlf
PControl ¢ ¢\ 4a 5,820,042 4,26+0,05¢ 2,99+0,06c  5,57+0,04bc
PHN10  5597,0,03%  5098+004®  316£0,03%  215£0,02¢  6,14+0,06¢
PHN15S 593,004 60450040  274£003b  188+0,03®  534£0,08
PHN20 560840060 61120045 24040028  1,66£0,022  4,59+0,06

Parametros secundarios [Paxs]
Np — Nmin Nf = Nimin N —1p

PControl 1,27+0,03¢ 2,580,044 1,300,002
PHN10 1,01£0,03b¢ 3,09+0,04¢ 2.98+0,04¢
PHN15 0,86+0,012 3,45+0,05b¢ 2,60+0,05b¢
PHNZ0 0,74+0,01a 2,03+0,05 219+0,05

Promedio * desvio estadndar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p< 0,05; n = 3).T.: temperatura de empaste, t.: tiempo de empaste, 1p:
viscosidad de pico, Nmin: viscosidad minima y 1 viscosidad final.

4.4.2. Distribucion de tamaiio de particula de la fase lipidica en los

batidos

Los batidos para la preparaciéon de budines son sistemas complejos ya que
estdn formados por burbujas de aire dispersas en una fase acuosa (espuma) vy,
simultdneamente, por gotas de aceite dispersas en esta fase acuosa continua
(emulsidon). Ambos tipos de sistemas, espumas y emulsiones, son

termodinamicamente inestables y se desestabilizan principalmente por los mismos
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procesos (Langevin, 2019). Asimismo, todos aquellos factores que contribuyan a
estabilizarlos, ayudaran a mantener la matriz de los batidos estables en el tiempo

(Sumnu y Sahin, 2008).

Con la finalidad de evaluar el impacto ocasionado por la adicién de harina de
nuez en la distribucién de la fase lipidica en la matriz de los batidos, se determiné
la distribucién del tamafio de particula de las gotas de aceite encontradas en los
batidos, la cual se muestra en la Figura 33. Ademas, se afiadié la distribucién del
tamafio de las particulas de la HN para evaluar mas facilmente el papel de la HN.
Todos los batidos presentaron dos poblaciones de gotas pero las presentadas en el
batido control fueron mas grandes, lo que se refleja en el valor D(0,5) o mediana. El
D(0,5) indica el tamafio de particula en el cual el 50% de la poblaciéon de gotas
presentan un tamafio mayor a este valor y el otro 50% de la poblacién presentan
tamafos inferiores. Para la muestra control el D(0,5) fue 6,869 um, mientras que
en el caso de los batidos con HN se observé un cambio significativo hacia valores
de D(0,5) mas bajos (2,729 pm -3,481 um). Asi pues, la HN contribuyé a la
obtencion de gotas de aceite de menor tamafio, lo que podria contribuir a una
mejor dispersion de los lipidos y a una mayor homogeneidad de la matriz del
batido. Este diferente patrdn de gotas se observa en las micrografias CSLM, tefiidas
con rojo Nilo, incluidas en la Figura 33. La presencia de gotas de menor tamafio
contribuiria a una mayor estabilidad de la emulsion, ya que las gotas de aceite de
mayor tamafio tienden a desestabilizar las emulsiones por coalescencia. Cuando
las gotas son mas grandes, son mas propensas a colisionar y las fuerzas de
atraccion que intervienen en la colision son mayores (McClements, 2015). Por lo
tanto, la HN constituiria una alternativa natural para mejorar la estabilidad de la

emulsion del batido.
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Figura 33. Distribucion de tamafio de las particulas de HN y de las gotas de aceite en
los batidos. Las micrografias de microscopia laser confocal de barrido corresponden
al batido control y al HN20 tefiido con rojo Nilo (20X). ———HN -......... Control
----- HN10 — — — HN15 — - -HN20

4.4.3. Propiedades de hidratacion de los batidos

4.4.3.1.Disponibilidad y contenido de agua

La Tabla 14

Tabla 14 muestra el contenido de agua y la actividad acuosa de los batidos.
Dichos parametros, no presentaron variaciones importantes debido a la presencia
de HN. El contenido de humedad del batido control fue de 40,31+0,08 [g agua/100
g batido], este parametro disminuy0 ligeramente hasta 39,2+0,2 cuando se afiadi6
HN al 20 %. De igual modo, aunque en la actividad acuosa se encontraron

diferencias significativas respecto al control, las mismas no presentan implicancia

126



practica. Encontrandose la actividad acuosa de todas las formulaciones en el rango

0,959-0,963.

Tabla 14. Disponibilidad de agua en los batidos: actividad de agua (aw) y contenido

de humedad

Contenido de humedad
aw

[g agua/100 g batido]
Control 0,963+0,002¢ 40,31+0,08¢
HN10 0,962+0,001bc 39,99+0,05¢
HN15 0,960+0,0012> 39,6+0,2b
HN20 0,959+0,001a 39,2+0,2a

Promedio * desvio estandar. Diferentes letras en la misma columna
indican diferencias significativas (p < 0,05, n=7 y n=3 para aw y
contenido de humedad, respectivamente).
4.4.3.2.Relajacion por resonancia magnética nuclear (*H-RMN)
Los ensayos de relajacion por TH-RMN pueden emplearse para evaluar la
movilidad molecular de los sistemas. Asi, se han utilizado por varios autores para

estudiar la movilidad del agua presente en masa y miga de pan (Carlos Gabriel Arp,

Correay Ferrero, 2018; Blanchard et al., 2012; Hager, Bosmans y Delcour, 2014).

Las curvas de relajacién transversal obtenidas a partir de una secuencia
CPMG se ajustaron con una ecuacidn de decaimiento exponencial (Ecuacion 18). Se
probaron ecuaciones de uno a cuatro términos exponenciales, pero todas las
formulaciones mostraron el mejor ajuste cuando se utilizaron ecuaciones de un
solo término (todos los conjuntos de datos presentaron R% que oscilaron entre
0,9663 y 0,9913). El nimero de términos en la ecuacién esta relacionado con las
poblaciones de agua con diferente movilidad en el sistema (Assifaoui et al., 2006).

Por lo tanto, en este caso so6lo se encontr6 una poblacién. La Tabla 15 muestra los
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parametros obtenidos del ajuste de las curvas de relajacion 'H-RMN para los

batidos con harina de nuez.

Tabla 15. Parametros de los ensayos de relajacion tH-RMN de los batidos con harina

de nuez
Parametros 'H-RMN de los batidos
Lo Fp T2 [ms]
Control 0,38+0,02b 0,40£0,01a 19+1¢
HN10 0,36+0,02b 0,45+0,01b 16,7+0,5b
HN15 0,34+0,01 0,44+0,01> 16,2+0,9b
HN20 0,35+0,01a 0,47+0,01¢ 14,3+0,9

Fp: fraccion de protones en relajacion. I,: intensidad de la sefal de
decaimiento residual. T: tiempo de relajacién. Promedio * desvio
estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05, n=9).

La adicién de HN aumenté la fraccién de protones (Fp) afectados por el
campo magnético durante el ensayo, incrementandose desde 0,40 +0,01 para el
control hasta 0,47 +0,01 para HN20. Por lo demas, los tiempos de relajacién
describen la movilidad de los protones del agua en la matriz del batido, siendo los
valores mas bajos relacionados con una menor movilidad. Al disminuir la cantidad
de agua mas movil, el tiempo de relajacion spin-spin también disminuyé. Como se
esperaba, HN20 tuvo el menor tiempo de relajaciéon. De manera similar, Doona &
Baik (2007) encontraron una reducciéon del Tz en la masa de trigo cuando el
contenido de humedad disminuyé de 47,2 g de humedad/100 g de masa (T2 =10
ms) a 33,1 g de humedad/100 g de masa (T2 =3 ms). Asimismo, la disponibilidad
de agua representada por la actividad del agua también disminuy6 con la adicién

de HN. Las proteinas y la fibra de la HN podrian ligar el agua de los batidos,

provocando la reduccién de Tz y aw al aumentar la concentracién de HN.
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4.4.4. Transiciones térmicas de los batidos por DSC

Se estudiaron las transiciones térmicas experimentadas por los batidos
durante el congelamiento y calentamiento con la finalidad de obtener informacién
acerca de posibles interacciones entre los componentes de los batidos y del
comportamiento que experimentaran los mismos durante la coccién. A modo de
ejemplo, en la Figura 34 se muestran las distintas transiciones experimentadas por
el batido HN20 al ser calentado desde —50 °C a 160 °C, se utiliz6é la derivada del

flujo de calor para establecer el rango en el que las transiciones se produjeron.

0,2
[W/g sdlidos x °C]

-]

[W/g sélidos x °C]

0,5

[W/g sdlidos ]
Derivada del Flujo de calor

Flujo de calor [W/g solidos]

-50 0 50 100 150 [ °C]

Figura 34. Termograma por DSC del batido HN20. a: transicion vitrea (Tg), b: fusién

de hielo, c: gelatinizacion de almiddn y d: disociacion del complejo amilosa lipido

4.4.4.1. Transiciones de fase durante el congelamiento
El estudio de las transiciones térmicas experimentadas por los batidos durante
el congelamiento por DSC se realizé con el objetivo de obtener informacion acerca
de la movilidad molecular en los batidos. La movilidad molecular se ve afectada
por la temperatura, el grado de hidratacién y las transiciones de fase y estado

(transicidn vitrea, fusion, entre otras) (Roudaut et al., 2004; Sansano et al.,, 2018).
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En este ensayo, los batidos se congelaron hasta -50 °C y luego durante el

calentamiento se evaluaron la transicion vitrea y la fusion del hielo (Figura 35).

[W/g solidos x °C]

0,2
[W/g sdlidos x °C]

Derivada del Flujo de calor

0,2
I[W/g solidos ]

Flujo de calor [W/g solidos]

-40 -30 -20 -10 0 10 [ °C]
Figura 35. Termograma en la zona de congelamiento del batido HN20. a: transicion

vitrea (Tg) y b: fusion del hielo

La transicién vitrea es una transicién de segundo orden que involucra el pasaje
de un estado de sélido amorfo (vitreo) a un estado gomoso de mayor movilidad e
involucra un cambio en la capacidad calorifica del sistema. El estudio de la
transicion vitrea es importante tanto para la caracterizacion de un material como
para evaluar su estabilidad frente al almacenamiento. A temperaturas superiores a
Tg la movilidad molecular es suficiente como para que ocurran cambios
dependientes de la difusiéon molecular. Mientras que a temperaturas inferiores a
Tg, el material es altamente viscoso y los movimientos moleculares se encuentran

muy restringidos (Roos, 1995).

En los batidos, la transicion vitrea no se vio afectada por la adicién de HN y
adicionalmente el cambio en la capacidad calorifica, ACp, fue cercano a 0,47 +0,03

J/g solidos °C para todas las muestras. Del mismo modo, ni las temperaturas de
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fusion ni el punto de congelacion se vieron afectados por la adicion de HN (Tabla

16).

Tabla 16. Temperatura de transicion vitrea, temperatura de fusion del hielo y agua

congelable de los batidos

Tg [°C] Tm [°C] Fac[g hielo/100 g agua total ]
Control -30,1£0,4~ -10,4+0,22 39,5+1,8b
HN10 -30,5+0,4~ -10,4+0,32 36,6+0,62b
HN15 -30,5+0,52 -10,2+0,12 32,5%1,52
HN20 -30,5+0,92 -10,3+0,22 21,2+1,3a

Control, HN10, HN15 y HN20 contienen 0, 10, 15 y 20 g de harina de nuez/100 g de mezcla
de harina. Mezcla de harina: harina de arroz (0,70 kg), fécula de mandioca (0,15 kg) y
almidén de maiz (0,15 kg). Media * desvio estandar. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas (p < 0,05, n = 3). Fac: agua congelable, Tg:
Temperatura de transicion vitrea y Tm: Temperatura de fusidn del hielo.

Las temperaturas de congelacion estuvieron en el rango de -5,6 °C a-5,2 °C. Sin
embargo, el agua congelable (g de hielo/100 g de agua total) disminuyd con el
aumento de los niveles de HN de 39,5 + 1,8 para el control a 21,2 + 1,3 para HN20
(Tabla 16). Estos resultados concuerdan con la reduccion de Tz y aw en los batidos.
La HN aportd componentes que interactian con el agua reduciendo su
disponibilidad para la congelacion. El mismo comportamiento fue observado por
Sciarini (2011) cuando se afiadié harina de soja a los batidos de harinas de arroz y
maiz. El mantenimiento de la Tg, al tener una menor cantidad de agua congelable,
parece ser contradictorio. Sin embargo, cabe destacar que los batidos presentaron
una composicion diferente: disminuyendo el contenido de almidén y aumentando
el de proteina y fibra a medida que aumenta el nivel de HN. Asi, las diferentes
caracteristicas de composicion de los batidos explicarian que todas las
formulaciones presentaran el mismo valor de Tg. La transicién vitrea presenta
relevancia desde el punto de vista tecnologico ya que esta relacionada con la

estabilidad de un producto, siendo las temperaturas por debajo de Tg adecuadas
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para el almacenamiento (Wang & Zhou, 2017). En este caso en particular, los
valores de Tg hallados muestran que seria dificultoso realizar un almacenamiento
de los batidos. Sin embargo, dado que en el caso de las masas sin gluten, el
almacenamiento congelado no ha sido ampliamente estudiado, este podria
representar una manera de afiadir valor y ofrecer a los consumidores productos
frescos en cualquier momento. Asi, esta practica comun en los productos a base de
trigo podria llegar a aumentar con el tiempo también en los productos sin gluten

(Mezaize et al., 2010; Ozkoc y Seyhun, 2015).

4.4.4.2.Transiciones térmicas durante el calentamiento
Durante el calentamiento, el ensayo en el DSC proporciona informacion sobre
las transiciones térmicas que se producen en el sistema cuando el batido se

convierte en miga (Figura 36).

0,006
[W/g sdlidos x °C]

0,06
[W/g sdlidos ]
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Figura 36. Termograma en la zona de calentamiento del batido HN20. c:
gelatinizacion del almidén y d: disociacion del complejo amilosa lipido
A su vez, la Tabla 17 muestra las temperaturas de onset, pico y final de la

gelatinizacion. Sélo la temperatura final fue estadisticamente diferente entre el
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control y las muestras con harina de nuez. Sin embargo, el rango de temperaturas
fue consistente con los reportados previamente por Goranova et al. (2019). Si bien
durante el calentamiento se producen varios procesos, por ejemplo, la
desnaturalizacion de las proteinas, la reaccién de Maillard y la gelatinizacion del

almidon, este dltimo es el principal en estos sistemas.

Tabla 17. Parametros de gelatinizacion del almidén de los batidos sin gluten

Temperaturas [°C] Entalpia de
gelatinizacion AHge
TO Tp Tf AT *
Control 79,5+0,52 85,0+0,82 111,0+0,9b 31+1b 6,1+0,3¢
HN10 80,4+0,92 85,7+0,92 105+2a 24+2a 5,3%0,1b
HN15 79,9+0,72 85,9+0,62 105+]a 25+2a 3,6+0,22
HN20 79,1+0,62 86+1a 103,7+0,52 25+]a 3,4+0,12

Promedio+ desvio estandar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05, n = 3). T,: Temperatura de onset, T,: Temperatura de pico, T¢:
Temperatura final, * [J'g ! sélidos].

La entalpia de gelatinizacion disminuy¢6 al aumentar la adicion de HN debido a
la reduccion del contenido de almidon de los batidos y a la menor disponibilidad

de agua (Tabla 17). Estos resultados coinciden con los hallazgos de Sabanis et al.

(2009) sobre pan libre de gluten con fibra cereal.

Por otra parte, el almidén y los lipidos son componentes importantes en los
productos de panaderia. Es bien sabido que la amilosa tiene una estructura
helicoidal y forma complejos de inclusién con otras sustancias, como el yodo, los
alcoholes, los acidos grasos y otras sustancias bioactivas liposolubles. Los
complejos amilosa-lipido (CAL) pueden encontrarse en los granulos de almidon
nativo y también en el almidon procesado. Estos complejos restringen el
hinchamiento de los granulos de almidén y la hidrélisis enzimatica (Hasjim et al.,

2010; Morrison, Milligan y Azudin, 1984). La formacién de CAL depende de varios
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factores, como el tipo de almiddn, el grado de polimerizacién de la amilosa, la
proporcién de almidon-ligando y la estructura de la molécula incorporada (Huang
et al, 2020). En los alimentos horneados, estos complejos podrian formarse
durante la mezcla y/o el horneado. Al tratar de explicar el mecanismo de
formacién del CAL para el batido sin gluten con la harina de nuez es posible
encontrar un paralelismo con el modelo propuesto por Willhoft (1973) que teorizé
que los lipidos, interaccionan con el gluten (de la harina de trigo) durante la
panificaciéon y que mas tarde durante el horneado son liberados hacia el gel
formado por la amilosa del almidén. Después de liberados estos lipidos formarian
distintos complejos (por ejemplo CAL). Es posible teorizar que en el caso del batido
libre de gluten parte de los lipidos de HN, atrapados por los cotiledones
remanentes de la nuez son expulsados por el calentamiento durante el horneado,

quedando disponibles para la formacién de complejos con la amilosa.

Los parametros relacionados con la disociacion del complejo amilosa-lipido se
muestran en la Tabla 18. Todas las formulaciones tenian aproximadamente el
mismo contenido en lipidos, pero una composicion lipidica diferente. EI budin
control contenia aceite de girasol y los lipidos provenientes de la leche, mientras
que los budines con HN tenian ademas, los lipidos aportados por la harina de nuez.
Ademas, el contenido de aceite de girasol se redujo proporcionalmente al
aumentar el nivel de HN. En el control y en HN10, T, y Tp fueron mas altos,
mientras que al aumentar la HN, el pico se desplaz6 a temperaturas mas bajas. Esto
pone en evidencia la diferente composicion de los CAL presentes en los batidos y
ademas, que los complejos con los lipidos de HN se disociaron mas facilmente. Este

efecto estaria relacionado con el mayor grado de insaturacién de los acidos grasos
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presentes en HN dado que se ha informado un desplazamiento a menores

temperaturas cuanto mayor es el grado de insaturacién (Eliasson, 1994).

Tabla 18. Parametros de disociacion del complejo amilosa-lipido de los batidos sin

gluten
Temperaturas [°C] Entalpia de
disociacion
T, Ty Tt AT AHca *
Control 122,7+0,2¢ 126,1+0,3¢ 132+1c 9+1ab 0,076+0,0022
HN10 117x1b 119,67+0,05b 124+1a 7+2a 0,219+0,006P
HN15 112+2a 118,2+0,82 126+12b 14+2bc 0,58+0,02¢
HN20 110+2a 118,2+0,62 126,7+0,4b 17%2¢ 0,636x0,0084

Promedio+ desvio estandar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05, n = 3). To: Temperatura de onset, Tp: Temperatura de pico, Ts:
Temperatura final, * [J'g ! sélidos].

La adicién de HN tuvo un efecto significativo sobre la entalpia de disociaciéon
del CAL. Cuanto mayor fue el contenido de HN, mayor fue la energia requerida para
disociar el complejo, por ejemplo, 0,076+0,002 para el control y 0,636+0,008 [J'g-1
solidos] para HN20. Este resultado probablemente se encuentra relacionado a que
un mayor grado de amilosa fue complejada, a pesar de tener todos los batidos, un
contenido similar de lipidos, en base a la mezcla de harinas. Esto coincide con lo
reportado por Moreira et al. (2015), quienes encontraron que las caracteristicas
microestructurales y la accesibilidad de los lipidos y almidones son mas
importantes que su concentracion. Ademas, el mayor rango de temperatura
presentado por esta transicion al aumentar el nivel de HN mostré que, como se
esperaba, la naturaleza de los complejos formados fue diferente. Asi,
probablemente una parte de la amilosa formé complejo con los lipidos aportados

por la harina de nuez.
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Por ultimo, cabe destacar que el mayor grado de complejaciéon de la amilosa
esta relacionado con efectos beneficiosos para la salud, ya que estos complejos se

clasifican como almidon resistente de tipo V (Arp, Correa y Ferrero, 2021).

4.4.5. Caracteristicas textuales de los batidos

El estudio de las propiedades texturales de los batidos es importante porque
se encuentra directamente relacionado con el comportamiento que exhibiran los
batidos durante su manipulacién (por ejemplo, el llenado del molde) y ademas,
porque tiene implicancia directa con el volumen especifico alcanzado por los
productos. Las propiedades texturales de los batidos se estudiaron por medio del
ensayo de extrusion inversa, los parametros caracteristicos para las muestras

estudiadas se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Parametros texturales de los batidos sin gluten control y con harina de

nuez (HN)

Firmeza ind_ice de i.ndicg de Cohesividad
Consistencia Viscosidad
[N] N-s] N-s] [N]
Control 0,62+0,052 5,5+0,52 3,0+0,22 0,54+0,053
HN10 0,61+0,052 5,4%0,52 3,1+0,22 0,55+0,053
HN15 0,77+0,03b 6,8+0,3b 3,60,1b 0,74+0,07b
HN20 1,08+0,09¢ 6,9+0,6P 4,5+0,3¢ 1,08+0,09¢

Control, HN10, HN15 y HN20 contienen 0, 10, 15y 20 g de harina de nuez/100 g de mezcla
de harina. Mezcla de harina: harina de arroz (0,70 kg), fécula de mandioca (0,15 kg) y
almidén de maiz (0,15 kg). Promedio *+ desvio estandar. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas (p < 0,05, n =9).

El aumento de la concentracion de harina de nuez en los batidos, aumenté su
firmeza, indice de consistencia, indice de viscosidad y cohesividad. Esta tendencia
también se observé cuando se incluyd polvo de orujo de zanahoria en batidos sin

gluten (Majzoobi et al., 2016). En el caso de la formulacién con una adicién de 10 %
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de HN, esta cantidad de harina de nuez no fue suficiente para cambiar
significativamente las caracteristicas texturales del batido respecto a la
formulacion control; tal como se ve en la constancia de los parametros de textura
respecto al control. Sin embargo, la firmeza y la cohesividad casi se duplicaron con
la adicién de 20 % de HN. Asimismo, los mayores indices de consistencia y
viscosidad de los batidos con HN20 fueron probablemente la razén por la cual el
vertido de ese batido en los moldes resulté mas facil. Por otro lado, la consistencia
de los batidos es un factor determinante del volumen final de los productos, lo cual
se encuentra relacionado mas que nada a la incorporacién de aire durante el
batido y a la capacidad de esa matriz para conservar las burbujas de aire en su
interior. La velocidad a la que ascienden las burbujas de aire en un fluido viscoso
es inversamente proporcional a la viscosidad del mismo. Por lo tanto, en aquellos
batidos que presentan una consistencia baja, las burbujas son capaces de subir
rapidamente, escapandose de los mismos y dando lugar a productos de bajo
volumen especifico (Lee, Kim y Inglett, 2005). Por otro lado, los batidos que
presentan una consistencia extremadamente alta frenan la expansién de los
productos durante el leudado, dando lugar también a volumenes especificos bajos
(Gularte, Gobmez y Rosell, 2012). Por lo tanto, esto indica que podria haber valores
de consistencia éptimos para lograr obtener budines con alto volumen especifico.
Los valores de consistencia y firmeza obtenidos en esta investigaciéon para los
batidos con HN son comparables a los encontrados por otros autores para

productos con alto volumen especifico (Majzoobi et al., 2016).
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4.4.6. Comportamiento reologico de los batidos

Los ensayos oscilatorios dindmicos son ampliamente utilizados para estudiar
el comportamiento viscoelastico de alimentos debido a que son muy sensibles a la
composicion quimica y a la estructura de los mismos (Steffe, 1996). Los materiales
viscoeldsticos como las masas y los batidos, son aquellos que presentan
caracteristicas intermedias entre so6lidos y liquidos. En primer lugar, se determiné
a partir de los barridos de esfuerzo el rango de viscoelasticidad lineal (RVL) para
cada formulaciéon de los batidos. EI RVL se define como aquel en el cual las
propiedades del material no dependen de la magnitud del esfuerzo aplicado. El
limite superior del RVL (G’ critico 6 G'c), esta dado por el valor de esfuerzo critico
(oc). El valor de oc de cada batido se lo considera cuando se produce una
disminuciéon del 5 % de G' maximo. Es asi que, a partir del G'c se determiné la
deformacion critica (yc) y se calculd la energia cohesiva (Ec).

La Tabla 20 contiene los pardmetros reoldgicos obtenidos a partir de los
barridos de esfuerzo de los batidos. A medida que aumenta el nivel de HN, se
reduce el rango viscoelastico lineal, como se observa en el desplazamiento del
valor de deformacion critica (yc) a valores mas bajos. Si se aplican esfuerzos que
dan lugar a deformaciones superiores a yc, se produce una importante destrucciéon
de la microestructura de la muestra. La energia cohesiva (E.) refleja la fuerza de
una estructura tipo gel (Tadros et al., 2010). Los batidos con harina de nuez
presentaron valores de E. significativamente menores que el batido control pero
no se detectaron diferencias significativas entre las formulaciones con HN. En los
batidos sin gluten, las proteinas dispersas en la fase acuosa contribuyen a la

conformacion de la matriz. La presencia de harina de nuez podria interrumpir esta
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matriz dando lugar a una mas susceptible a la ruptura ante un incremento del

esfuerzo aplicado.

Tabla 20. Comportamiento reoldgico de los batidos durante los barridos de esfuerzo

Esfuerzo critico Deformacion critica Energia cohesiva
Pa Yc-103 Ec[J/m3] - 104
Control 1,2 £0,2b 1,5 +0,2¢ 9 £3b
HN10 0,3+0,082 1,08 +0,06b 1,7 £0,52
HN15 0,46+0,042 0,94 +0,073ab 2,2£0,1a
HN20 0,29+0,032 0,7 0,12 1,1 +0,32

Promedio + desvio estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p <0,05, n=2).

La Figura 37 muestra la dependencia de los médulos de almacenamiento (G') y
de pérdida (G'") de los batidos con la variacién de la frecuencia (Espectros
mecanicos). Todas las formulaciones mostraron valores de G' superiores a G, un
comportamiento caracteristico de los geles viscoelasticos. Comparando las
formulaciones con harina de nuez entre si, se observa que la harina de nuez
produce un efecto de refuerzo en ambos mddulos en todo el rango de frecuencias
estudiado. Este efecto fue mayor a medida que se incrementd el nivel de HN
agregado. Por otro lado, el batido control mostré un comportamiento intermedio

entre HN15 y HN20.
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Figura 37. Espectros mecanicos: Efecto de la frecuencia sobre los médulos elastico

(G") y viscoso (G”) de los batidos adicionados con harina de nuez

El modulo complejo (en el rango de 0,1-39 Hz) se model6 siguiendo el enfoque
del gel débil (Figura 38), en el cual el sistema de estudio se considera como una red
tridimensional conformada por unidades de flujo interactuando cooperativamente.
En este modelo, los geles se caracterizan por los parametros fuerza del gel (Af) y
grado de coordinacidon (z). Los parametros presentados por los batidos se
presentan en la Tabla 21, habiéndose encontrado diferencias significativas en el

comportamiento exhibido entre todas las muestras.
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Figura 38. Comportamiento reolégico de los batidos: Efecto de la frecuencia sobre el

modulo complejo y curvas ajustadas al modelo de gel débil

Tabla 21. Parametros de los batidos durante barridos de frecuencia segiin el modelo

de gel débil

Modelo de gel débil
Fuerza del gel Grado de coordinacion Prueba F
Ar [Pa*s1/z] yA
Control 677+4 4,87+0,06 B
HN10 288+9 3,7+0,2 D
HN15 419+10 4,2+0,2 C
HN20 888+5 4,92+0,06 A

Promedio * error de desviacion. Letras diferentes en la prueba F indican diferencias
significativas entre los conjuntos de datos (p < 0,05, n=2).

La adiciéon de un nivel bajo de HN condujo a una reduccién del valor de Ar
(HN10). Sin embargo, el uso de niveles crecientes de HN condujo a un

fortalecimiento constante de las matrices de los batidos cuando se aplicé una
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pequeiia deformacién dentro de RVL. De este modo, la formulacién HN20 present6
el mayor valor de Ar. Este parametro es relevante porque esta relacionado con la
fuerza del gel formado. El comportamiento mostrado por las muestras en este
ensayo concuerda con los resultados observados en los ensayos de extrusién
inversa donde mayores niveles de harina de nuez dieron lugar a batidos de mayor
consistencia, cohesividad y firmeza. Sin embargo, en los ensayos de oscilacion, el
batido control mostré un comportamiento intermedio entre el HN20 y el HN15,
como lo demuestran los valores de Ar mayores para el control que HN10 y HN15.
Este efecto diferente podria estar relacionado con el hecho de que en los ensayos
de back-extrusion se aplican grandes deformaciones, mientras que en los ensayos
oscilatorios se aplican pequefas. Por lo tanto, la matriz del batido control
soportaria sin inconvenientes las pequefias deformaciones aplicadas en los
ensayos oscilatorios dindmicos, respondiendo de mejor manera que HN10 y HN15,
pero no responderia igualmente bien a las grandes deformaciones aplicadas en el

ensayo de extrusion inversa.

El grado de coordinacion (z) de las unidades de flujo en estos geles débiles
aument6 con el nivel de HN. Cuando se afiadi6 HN al 10 % se produjo una
alteracion de la red en comparacion con el batido control dando lugar a un menor
grado de coordinacién. Sin embargo, el aumento de los niveles de HN condujo a la
formacién de una nueva red constituida por diferentes unidades de flujo, lo que se
reflejo en los valores crecientes de z y en la modificacion de la Ar. En este tipo de
sistemas, el gel débil esta formado por filamentos débiles que conectan puntos
topologicos fuertes, estando esta red estabilizada por interacciones débiles en

lugar de por enlaces covalentes (Gabriele, de Cindio y D’Antona, 2001).
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El comportamiento reoldgico y los parametros obtenidos del modelado para
los batidos con HN fueron similares a los informados por otros autores en batidos
sin gluten (Makinen, Zannini y Arendt, 2013a; Wolter et al,, 2014). Asi, la HN
confirid las caracteristicas tecnoldgicas adecuadas para obtener batidos aptos para

la obtencién de budines libres de gluten.

Ensayos oscilatorios con barrido de temperatura

Se realizaron ensayos de barrido de temperatura para comprender los
cambios estructurales de los batidos durante el calentamiento. Si bien, las
condiciones experimentales aplicadas en el re6metro no son iguales al proceso real
de horneado, se considera una herramienta valiosa para entender los eventos
estructurales durante el mismo (Herranz et al., 2016; Bozdogan, Kumcuoglu y

Tavman, 2019).

La dependencia del mdédulo complejo (G*) en funcién de la temperatura para
las formulaciones de los batidos estudiadas se muestran en la Figura 39 (a). La
contribucién del médulo de almacenamiento (G') al G* fue mayor que la del
modulo de pérdida (G") en todo el rango de temperaturas ensayado (Figura 39 b).
Al comenzar el calentamiento, todas las formulaciones mostraron un aumento de
G* alrededor de los 35 °C. El batido control fue mas sensible al cambio de

temperatura, y en torno a los 45 °C, alcanz6 una meseta.

En el caso de los batidos con HN, este primer aumento de G* oscil6 entre ~35
°Cy ~60 °C. Schober et al. (2007), en un batido libre de gluten con harina de sorgo
(con un 8,5 % de proteina), observaron el mismo comportamiento, el aumento de
G* se desplaz6 a temperaturas mas altas con respecto a las muestras con mayor

almidén disponible. Las curvas de G* para los batidos control y HN se cruzan en
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torno a los 51 °C, pero por debajo de este valor, el batido control present6 valores
de G* mas elevados. Los valores mas bajos G* exhibidos por los batidos con HN
podrian estar relacionados con el menor contenido de almidén y el mayor
contenido de lipidos poliinsaturados. Asi, esta primera parte de la curva podria
estar asociada a los cambios en las conformaciones de las proteinas inducidos por
el calentamiento. Ademas, alrededor de los 30 °C ocurre la formacion del pregel de
HPMC lo que implica una reducciéon de G' (Pérez, Wargon y M.R. Pilosof, 2006).
Esto se podria observar como una pequefia caida de G’ (y G*) en el caso de los
batidos con HN. Sin embargo, este fen6meno estaria sobrelapado con otros en el
batido control por lo que no se observa. A continuacidn, alrededor de los 60 °C, la
HPMC forma un gel debido a la deshidratacion y a la formacién de cimulos
hidrofébicos que conducen a un aumento de G'(Rosell y Foegeding, 2007). La
muestra control present6 un punto de inflexién a esta temperatura, mientras que
no se observéd en los batidos con HN. A medida que aument6 la temperatura, la
estructura del budin se fij6, debido a la gelatinizacién del almidén presente en los
batidos, lo que condujo a un nuevo aumento de G*. En la formulacién control, este
acontecimiento se produjo antes (~65 °C), mientras que, en las muestras con HN,
el establecimiento se produjo alrededor de ~80 °C. Los batidos con HN tenian un
menor contenido de almidén y un mayor contenido de proteinas y fibra que el
control. Asi, estos componentes podrian competir por el agua con los almidones

durante la formacion de la miga, retrasandola.
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temperatura
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4.4.7. Microestructura de las harinas y los batidos por CSLM

Con la finalidad de evaluar las caracteristicas microestructurales de los batidos
se realizé una observacion por microscopia confocal laser de barrido de los
mismos. También se observaron por CSLM las materias primas (harina de arroz,
almidén de maiz y fécula de mandioca) para caracterizar a sus componentes
mayoritarios. Para la obtencion de las micrografias se utilizaron dos mezclas de
fluoréforos, la mezcla 1 formada por rodamina B, FITC y calcofliior y la mezcla 2
formada por rodamina B, rojo Nilo y calcoflior. Las harinas y almidones se tifieron
solamente con la mezcla 1, mientras que los batidos se tifieron con ambas mezclas
por separado. Al utilizar varios marcadores fluorescentes simultaneamente, se
espera que cada fluor6foro marque a una estructura o componente particular
permitiendo, de este modo, identificar la ubicacién y distribuciéon de estos
componentes en la matriz en estudio. Sin embargo, cuando se realizan marcados
no covalentes, como en este caso, la distribucion de los fluoréforos depende del
balance entre la hidrofobicidad de las fases a distinguir y de la accesibilidad que los

mismos tengan a las estructura de la matriz que se quieren teiiir.

El fluoréforo FITC se une a las proteinas y a los granulos de almidén emitiendo
un color verde amarillento, la rodamina B es un colorante rojo que se une
preferentemente a las proteinas pero también puede unirse a polisacaridos
(Correa et al, 2014b; Rodriguez-Garcia et al, 2012), el calcoflior se une
fuertemente a estructuras que contienen celulosa (Ohgren, Lopez-Sanchez y Lorén,
2019) y quitina, dando un color azul, lo que permite su asociacion a la fibra, y por
ultimo, el rojo Nilo se une a lipidos tifiéndolos de color verde (Nicholson y

Marangoni, 2019). El FITC y el rojo Nilo no se utilizaron juntos ya que absorben y
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emiten a la misma longitud de onda, por lo que no se podria distinguir su sefal si

se emplearan en forma simultanea.

En las Figura 40 y Figura 41 se muestran las micrografias de la harina y los
almidones usados en la elaboracidon de los batidos, estos son, la harina de arroz, el
almidéon de maiz y la fécula de mandioca. Los canales de fluor6foros se
encendieron y apagaron selectivamente para diferenciar mas facilmente los
componentes dentro de las distintas muestras. En las imagenes de las materias
primas con las letras a) y ¢) muestran todos sus canales encendidos, mientras que
las imagenes b) y d) el canal de FITC fue apagado para quitar el efecto verde que

tifie a los almidones.

Como es claramente visible, el almidon es el componente mayoritario en todas
las muestras (Figura 40). En la harina de arroz se observa un mayor grado de
heterogeneidad en cuanto a sus componentes, siendo visible estructuras azules y
rojas compatibles con fragmentos de fibra y presencia de proteina. Al sacar el canal
de FITC, se elimina al almidén y en la micrografia correspondiente a la harina de
arroz se puede observar mayor presencia de fibra que en las demas muestras.
Aunque en la micrografia del almidon de maiz (Figura 40b) se observan
estructuras violetas compatibles con la presencia de fibra recubierta con proteina.
En el caso del almidén de maiz y de mandioca, puede observarse que la rodamina
b, al igual que FITC, tifieron los granulos de almidén mientras que en la harina de
arroz, los granulos se almidon no fueron tefiidos por rodamina b. Esto pone en
evidencia, las caracteristicas de un tefiido no covalente, en donde el entorno con el

cual se encuentre el fluoréforo es determinante de su localizacién en la muestra.
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En la Figura 41 se muestran micrografias de las harinas y almidones,
observados con mayor magnificacién, lo que permite observar con mas detalle los
distintos componentes en las muestras. En particular, en estas muestras son de
relevancia las diferencias observadas en los granulos de almidén debido al
diferente origen botanico de las muestras. Es asi que dependiendo del origen los
granulos pueden ser redondos, poligonales, ovalados, lenticulares, esféricos,
elipticos, irregulares y/o poliédricos. Ademas, en la mayoria de los casos, los
almidones, presentan combinaciones de varias formas (Wang y Guo, 2020). En
cuanto, a la harina de arroz (Figura 41c) present6 los granulos de almidén mas
pequefios y se disponen agrupados. Generalmente, los granulos de almidéon
provenientes del arroz son redondos, angulares y poligonales y presentan
dimensiones del orden de 3 - 10 pm (Ashogbon y Akintayo, 2012) pero el tipo e

intensidad de molienda puede afectar la forma final de los granulos.

Con respecto al almidon de maiz, sus granulos (Figura 41c) presentaron mayor
tamafo. Los almidones de maiz se componen de granulos con formas que pueden
ser desde esféricas pequefias a poliédricas grandes y con un tamafio medio de

particula que oscila entre 3 - 20 um (Wang et al., 2014).

En cuanto a la fécula de mandioca, sus granulos (Figura 41c) se muestran con
tamafios mucho mayores, en comparaciéon con la harina de arroz. Ademas, se
observa una mayor heterogeneidad de tamafio y forma. En general, la forma de los
granulos de mandioca es ovalada, truncada y redondeada y tienen un tamafio en el
rango de 2-32 pm. Ademas, presentan una superficie mas suave en comparacion
con granulos de otras féculas (Defloor, Dehing y Delcour, 1998; Juszczak, Fortuna y

Krok, 2003; Rolland-Sabaté et al., 2013).
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Harina de arroz

Figura 40. Micrografias obtenidas por microscopia confocal laser de barrido de la
harina de arroz, almidén de maiz y fécula de mandioca. Las muestras fueron teiiidas
con rodamina B, FITC y calcofliior. Las micrografias (a) muestran todos sus canales

encendidos, mientras que (b) muestran el canal de FITC apagado
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Harina de arroz

Almidon de maiz
I [ )

Fécula de mandioca

Figura 41. Micrografias a 20x por microscopia confocal laser de barrido de la harina
de arroz, almidon de maiz y fécula de mandioca. Las muestras fueron teiiidas con
rodamina B, FITC y calcofldor. Las micrografias (c) muestran todos sus canales

encendidos, mientras que (d) muestran el canal de FITC apagado
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Una vez observadas las materias primas se procedi6 a evaluar las
caracteristicas de los batidos. En la Figura 42 (Control y HN10) y la Figura 43
(HN15 y HN20) se muestran los batidos tefiidos con rodamina B, FITC y calcoflior
(mezcla 1), mientras que en la Figura 44 se muestran todas las formulaciones de
los batidos tefiidos con rodamina B, rojo Nilo y calcofltior (mezcla 2). De igual
forma que para las harinas los canales de fluoréforos se encendieron y apagaron
selectivamente para diferenciar mas facilmente los componentes dentro de la

matriz del batido.

En cuanto a las micrografias con la mezcla 1 (Figura 42 y 43), todas las
imagenes denominadas con la letra a) tienen todos los canales encendidos,
mientras que las imagenes con la letra b) tienen el canal de rodamina B apagado,
eliminando las proteinas. En tanto que, las imagenes con la letra c) tienen el canal
de FITC apagado, eliminando al almidon de los batidos. Por otro lado, en las
micrografias tefiidas con la mezcla 2 sélo se muestra al control con todos sus
canales encendidos (Figura 44a). Las imagenes con la letra b) tienen el canal de
rodamina B apagado y las imagenes con la letra c) tienen el canal de rojo Nilo

apagado, eliminando a los lipidos de las imagenes.

Las micrografias del Control, HN10, HN15 y HN20 mostraron que todos los
batidos presentaron una matriz proteica en la que se hallan inmersos granulos de
almidon, particulas de fibra y gotas de lipidos, lo que confiere a la estructura del
batido un aspecto heterogéneo. Se han informado similares observaciones en otros
batidos sin gluten (O’Shea et al., 2013). Ademas, las zonas de color negro pueden
deberse a burbujas de aire o, en las imagenes tefiidas con la mezcla 1 (Figura 42 y

43), a gotas de aceite de girasol y lipidos de la nuez, ya que los lipidos no se tifien
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con los fluoréforos utilizados. Estas micrografias muestran que los batidos
constituyen una matriz compleja, en la cual sus componentes se encuentran
formando parte de distintos tipos de sistemas, por un lado se tiene una dispersion
de proteinas y polisacaridos, una solucién de azdcares y sales, una emulsién y una
espuma, todo esto en forma simultanea. Las particulas azules en todos los batidos
indican la presencia de fibra. En el batido control de la Figura 42, la fibra provino
principalmente de la harina de arroz y de la HPMC. Asimismo, la adicion de harina
de nuez aumenté el contenido de fibra (particulas azules) en las micrografias de
HN10, HN15 y HN20, siendo evidentemente el batido HN20 el que presenté el
mayor contenido de fibra, reflejado en un mayor nivel de coloracién azul en las

micrografias.

El batido control tefiido con rojo Nilo (Figura 44) mostr6 gotas (verdes) de
aceite de girasol dispersas en la matriz. A medida que se aumento el nivel de HN, se
redujo la cantidad de aceite de girasol con el fin de mantener relativamente
constante el contenido de lipidos en los batidos (HN10, HN15 y HN20). Asi, las
micrografias mostraron que las gotitas de aceite de girasol se redujeron y fueron
sustituidas por lipidos de la nuez que seguian atrapados en algunas estructuras
remanentes de nuez, ya que era visible una matriz verde semicontinua. En las
micrografias con el canal del rojo Nilo apagado (c) puede observarse que esta
matriz estd conformada por proteinas ya que fueron tefiidas con rodamina B.
Seguramente, esta estructura contribuy6 al aumento de la consistencia, como se

observo en los ensayos de extrusion inversa al aumentar el nivel de HN.
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CONTROL

HN10

Figura 42. Micrografias a 20x por CSLM de los batidos Control y HN10. Las

micrografias fueron tefiidas con rodamina B, FITC y calcoflior. Las imagenes a)
muestran todos los canales encendidos, b) muestran el canal de rodamina B

apagado, c) muestran el canal de FITC apagado. A: almidén, F: fibra y P: proteina
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Figura 43. Micrografias a 20x por CSLM de los batidos HN15 y HN20. Las

micrografias fueron teitidas con rodamina B, FITC y calcofliior. Las imagenes a)
muestran todos sus canales encendidos, b) muestran el canal de rodamina B

apagado, c) muestran el canal de FITC apagado. A: almidoén, F: fibra y P: proteina
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CONTROLY

HN15 v HN20 Vv

Figura 44. Micrografias por CSLM de batidos sin gluten a 20x. Las micrografias

fueron teiiidas con rodamina B, rojo Nilo y calcoflior. La imagen del Control (a)
muestra todos sus canales encendidos, mientras que b) muestran el canal de
rodamina B apagado. y ¢) muestran el canal de rojo Nilo apagado. A: almidén, F:

fibra, L: lipidos y P: proteina
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4.5. Conclusiones parciales

La adicién de harina de nuez (HN) afect6 las propiedades de empaste de las
premezclas, situacion probablemente relacionada a la dilucién del almidén en las
mismas y al efecto ocasionado por los lipidos y compuestos hidrofilicos presentes
en HN. Es asi que la presencia de HN en las premezclas retrasé el inicio del
empaste, aumentd la temperatura de comienzo del mismo y ocasion6 la

disminucién de las viscosidades maxima y minima y de la inestabilidad.

Por otro lado, la adicion de HN afect6 ampliamente las caracteristicas
microestructurales de los batidos, dando lugar a un comportamiento reolégico y
una movilidad molecular diferenciada entre el batido control y los batidos con
harina de nuez. La HN presentd una alta afinidad por el agua lo que se reflej6 en
menores tiempos de relajacion por RMN y en la reduccion de la actividad acuosa y

del agua congelable de los batidos, a medida que la adicién de HN aumento.

Asimismo, la adicién de HN produjo una reduccion del cambio de entalpia de
gelatinizacion, haciendo que este disminuyera de 6,1+0,3¢ [J'g! so6lidos] para el
control a 3,4 +0,12 [J'g'l sélidos] para HN20. Al mismo tiempo, se registré6 un
aumento considerable en el cambio de entalpia de disociaciéon del complejo
amilosa-lipido. En cuanto a las caracteristicas texturales, la adicion de HN mejoré
la consistencia de los batidos, haciéndolos mucho mas faciles de manejar. Este
incremento de la consistencia y viscosidad de los batidos al incrementar el nivel de
HN es compatible con la formacién de una estructura proteica (y que contiene

lipidos provenientes de la nuez) en la matriz tal como se observé por CSLM.
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Finalmente los resultados de este capitulo permiten concluir que la HN (20 %
en base a mezcla de harinas) puede incorporarse con éxito a una formulacién de

budines libres gluten sin ocasionar ningtin efecto negativo.
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Capitulo 5: Budines
libres de gluten con

harina de nuez
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Capitulo 5

5.1. Introduccion

Los productos panificados dulces como los budines, las magdalenas y
bizcochuelos son productos que suelen consumirse en el desayuno o merienda o
como snacks entre comidas (Xu et al.,, 2020). Desde el punto de vista tecnolégico el
desarrollo de estos productos sin gluten es menos desafiante que la elaboracién de
un pan sin gluten, ya que sus analogos con gluten no requieren del desarrollo de la
red de gluten como si lo requiere el pan de trigo (Gémez, 2022). Al comparar los
componentes mayoritarios en este tipo de productos sin gluten, con respecto a sus
analogos con gluten, se encuentra que el azdcar y la grasa son los componentes
principales en los productos sin gluten mientras que no ocurre lo mismo en los
analogos con gluten (Belorio y Gdmez, 2020). En general, esto se relaciona con el
hecho de que estos ingredientes influyen positivamente en el volumen y textura de
los productos finales. La reduccién en el contenido de azucar se ha visto que
conlleva a la obtencién de mayores volimenes especificos, pero con cortezas mas
duras debido a la modificacidon de la gelatinizacion del almidén (Perez y Juliano,
1988). Dadas estas caracteristicas de sus formulaciones, todas aquellas acciones
tendientes a la mejora de la calidad nutricional, manteniendo las caracteristicas
que distinguen a estos productos como son la textura suave y esponjosa y el sabor
dulce y agradable, son bienvenidas, buscadas y aceptadas. Sin embargo, la
introduccién de nuevos ingredientes conlleva no s6lo modificaciones en el perfil
nutricional, sino también modificaciones en la calidad tecnolégica de los
productos. Por lo tanto, el monitoreo de estos cambios es relevante para la

obtencidn de productos de buena calidad y aceptados por el consumidor.

159



5.2. Objetivos del capitulo

5.2.1. Objetivo general del capitulo

Analizar el efecto de la harina de nuez en las propiedades tecnoldgicas,

fisicoquimicas y sensoriales de los budines libres de gluten.
5.2.2. Objetivos especificos del capitulo

e Determinar si la adicién de la harina de nuez afecta la calidad panadera de

la miga y la corteza de los budines libres de gluten.

o Establecer el efecto de la harina de nuez en la microestructura de la miga de

los budines libres de gluten.

e Evaluar si la adicion de la harina de nuez afecta la calidad sensorial y la

aceptabilidad de los budines.
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5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Ingredientes usados en los budines
Se utilizaron los mismos ingredientes descritos previamente en la seccién
4.3.1. Harina de arroz (HA), almidén de maiz (AM) y fécula de mandioca (FM),
azucar, sal comercial, aceite de girasol, esencia de vainilla, leche entera fluida,
huevo deshidratado, hidroxipropilmetilcelulosa HPMC F4M, agua destilada y
harina de nuez (HN). Adicionalmente, para los budines se utiliz6 polvo de hornear
que segun declara el fabricante contiene almidén de maiz, bicarbonato de sodio,

fosfato monocalcico y carbonato de calcio (Royal, Mondelez Brasil LTDA. Brasil).

5.3.2. Formulaciones para los budines

Se emple¢ la siguiente mezcla de harinas 70 g de HA, 15 g de AM y 15 g de FM.
Ademas, se afiadieron los siguientes ingredientes: 66,4 g de agua destilada, 50 g de
azucar, 40 g de leche entera, 11,1 g de huevo deshidratado, 11 g de aceite de
girasol, 2,2 g de HPMC, 1,1 g de sal, 0,5 g de polvo de hornear y 0,25 g de esencia de
vainilla por cada 100 g de mezcla de harinas. HN se afiadio en tres niveles 10, 15y
20 % en base a la mezcla de harinas (HN10, HN15 y HN20, respectivamente).
Como la HN tiene un alto contenido de lipidos, la cantidad de aceite de girasol
utilizada se redujo progresivamente al aumentar el nivel de HN, para mantener el

contenido en lipidos cerca de 11 % en todas las formulaciones.

5.3.3. Elaboracion de los batidos y budines
El proceso de batido fue descrito en detalle en Elaboracién de los batidos
(4.3.4). Brevemente, con el empleo de una batidora planetaria se mezclaron el

huevo reconstituido, la leche, el aceite y el agua. Posteriormente, se afiadieron los
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ingredientes soélidos. En el caso del batido con harina de nuez, HN se humedecid
con la mitad de la leche y se afiadid junto con los ingredientes sélidos. Luego se
vertid la mezcla (100 g) en moldes (6 cm x 9,5 cm) y se horne6 a 180 °C durante 15
minutos (Lanin II-Panier, Argentina). Se realizaron al menos dos lotes

independientes por formulacién.

Calidad panadera de los budines

La calidad global de los productos alimenticios es importante para determinar
el éxito que tendra un determinado alimento. Sin embargo, en términos globales la
calidad es una propiedad bastante subjetiva que depende en gran medida de la
percepcion del consumidor. No obstante al hablar de calidad panadera existe un
conjunto de atributos, que pueden ser medidos, como el volumen especifico, el
color, la textura de miga y la corteza, entre otros. Estos atributos brindan una idea
de qué tan bien el producto panificado cumplira con los requisitos esperados por el

consumidor (Cauvain, 2003).

5.3.4. Parametros fisicoquimicos

5.3.4.1.Disponibilidad y contenido de agua de la miga
La disponibilidad y la cantidad de agua en la miga son factores determinantes
para la calidad de los productos panificados. Para determinar la actividad del agua
de la miga (aw) se procedi6é a desmigajar la parte central de los budines, en los
recipientes plasticos de un equipo AquaLab (Decagon Devices-Inc.,, EE.UU.). El

ensayo se realizo a 25 °Cy por triplicado.

La determinacion del contenido de humedad se realizé por secado en estufa

(San Jor, San Martin, Argentina) a 105 °C hasta peso constante. Se usé la parte
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central de los budines y el calculo de la humedad de las muestras se realiz6 segin

la Ecuacion 1. El ensayo se realizo por triplicado.
5.3.4.2.pH de la miga:

Los valores se determinaron a temperatura ambiente utilizando un pH-metro
SevenMulti (Mettler-Toledo GmbH, Suiza) con un electrodo para muestras

sélidas(n=6).

5.3.4.3.Volumen especifico:
Los budines se pesaron y, a continuacién, se determiné el volumen por
desplazamiento de semillas de colza (n=12). El volumen especifico [cm3/g] se

calculé dividiendo el volumen por el peso respectivo.
5.3.4.4.Color de la miga y de la corteza:

Generalmente, el color es el primer atributo que el consumidor evaliia para
definir la calidad de un alimento (Culver, Wrolstad y American Chemical Society,
2008). La harina de nuez debido a su color podria afectar el color de la miga y de la
corteza de los budines, por lo cual se midi6 el color empleando un colorimetro
(Chroma Meter CR-400, Konica Minolta Inc., Japén). Para medir la intensidad del
color marron se uso el indice de pardeamiento (browning index, BI). El cual se
calcul6 a partir del espacio CIE-XYZ usando las siguientes ecuaciones (Ecuacion 22
y Ecuacién 23) (Buera, Lozano y Petriella, 1985) (n=20) (detalles del espacio de
color en el apartado 3.3.6.1)

_100(x. — 0,31)

BI = 0172 Ecuacion 22
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Donde x. es:

X

Xc = m Ecuacién 23

xc es la coordenada de cromaticidad CIE y X,Y y Z son los valores triestimulo de

las muestras.

5.3.4.5.Porosidad estructural de la miga

Un aspecto relevante en la apariencia de los productos panificados es la
porosidad de la miga, este atributo depende del tipo de producto panificado. La
porosidad de la miga difiere si se habla de un bollo, de un pan francés o de un
budin. Estas diferencias vienen dadas por varios factores, por ejemplo, el tipo de
ingredientes usados y los procesos de panificacion que fueron empleados
(Rathnayake, Navaratne y Navaratne, 2018). Una forma objetiva de evaluar la
porosidad estructural de la miga es mediante el analisis de imagen. Para esto, se
obtuvieron imagenes de rebanadas provenientes de la parte central de los budines
frescos (n=12) con un escaner HP-Scanjet-4070 (Hewlett-Packard, Palo Alto,
EE.UU.). A continuacién, se analiz6 el centro de cada rebanada con el programa
Image] v1.53e (Wayne Rasband y NIH, Bethesda, EE.UU.) (Correa et al., 2021). Para
lo cual, se recort6 un cuadrado, de 2,5 cm x 2,5 cm, del centro de las rebanadas. Las
imagenes recortadas se transformaron a escala de grises (8 bits) vy,
posteriormente, se segmentaron ajustando el umbral de binarizacién, en cada caso.
Esto ultimo con la finalidad de evitar que las particulas de nuez de HN, que son
particulas mas oscuras, sean considerados alveolos. A partir de las imagenes
binarizadas, los parametros determinados fueron: fracciéon de aire [%], densidad

celular [namero de células/cm?], circularidad (0 a 1) y dimensién fractal. Ademas,
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se trazo6 el grafico de la intensidad superficial de las migas, a partir del centro de
las rebanadas escaneadas, donde los ejes x e y son los lados (2,5 cm x 2,5 cm), y el

eje z es la intensidad del color de 0 a 150.
5.3.5. Analisis de la textura de miga y corteza

5.3.5.1.Andlisis del perfil de textura (TPA) de miga

El andlisis de perfil de textura, conocido como TPA por sus siglas en inglés
(Texture Profile Analysis), es un ensayo experimental que evalia el
comportamiento textural de la miga cuando es sometida a dos compresiones
consecutivas (Figura 45). Esto con el fin de imitar al proceso de masticacién y

registrar la deformacién de la miga al aplicar una fuerza externa.

Sonda
Miga

Primera

S -

Descenso Ascenso

Segunda

e "

Descenso Ascenso

Figura 45. Diagrama esquematico de las dos compresiones necesarias para el

analisis de perfil de textura de la miga. Adaptado de Bourne (2002a)
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En consecuencia, al graficar la fuerza en funcién del tiempo, se obtiene el perfil

de textura de la miga (Figura 46), a partir del cual es posible calcular los siguientes

parametros texturales (Bourne, 2002a):

Fuerza [N]

<+——— Primer ciclop —*<+—  Segundo ciclo ——*

re— Descenso —*><*—Ascenso =*<* Descenso =<+ Ascenso *
de la sonda de la sonda de la sonda de la sonda

s - s
Fracturabilidad Fuerza maxima

Area

Tiempo [s]

Figura 46. Esquema de un perfil de textura con sus respectivas partes. Fuente:

(Bourne, 2002a)

Firmeza: fuerza maxima registrada durante el primer ciclo de compresién; en
este punto se realiza la maxima deformacién del alimento.

Cohesividad: cociente entre el rea positiva del segundo ciclo (Area 4 + Area 5)
y el 4rea positiva del primer ciclo (Area 1+Area 2); se relaciona con la fuerza de
los enlaces entre los componentes que forman el alimento

Elasticidad: cociente entre la distancia necesaria para alcanzar el maximo del
segundo pico (L3) y la distancia para alcanzar el maximo del primer pico (L1);
se relaciona con la recuperacion del alimento luego de la primer compresion.
Adhesividad: area del pico negativo (Area 3); se relaciona con el trabajo
necesario para vencer las fuerzas de atraccidn entre la superficie del alimento y

los materiales con los cuales tome contacto
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e Resiliencia: cociente entre el area del primer ciclo luego del maximo (Area 2) y
el area del primer ciclo hasta alcanzar el maximo (Area 1); se relaciona con la
recuperacion instantanea del alimento.

e Consistencia: suma de las areas del primer (Area 1+Area 2) y del segundo pico
(Area 4 + Area 5).

e Fracturabilidad: es el pico inicial de fuerza durante la primera compresion. Se
refiere a la dureza con la cual el alimento se desmorona, cruje o revienta. No es
comun en el caso de la miga, pero si en otros productos mas crujientes.

e Masticabilidad: es el resultado de multiplicar la firmeza x la cohesividad x la
elasticidad, y se refiere a la fuerza necesaria para que el alimento esté listo para

ser tragado.

Es asi que, se analizaron las caracteristicas texturales de la miga con un
analizador de textura CT3 (AMETEK-Brookfield, EE.UU.). Para lo cual, se cortaron
dos rebanadas (de 2 cm de grosor) del centro de cada budin y con la ayuda de un
sacabocados (de 3 cm de didmetro) se extrajo una porcion cilindrica de cada una
de ellas. Se utilizé una sonda cilindrica plana (diametro: 5,08 cm) para comprimir
la miga en dos ciclos consecutivos hasta el 40% de su altura original (n=8) y se
empled el software TextureProCT (AMETEK-Brookfield, EE.UU.) para obtener los
siguientes parametros: firmeza, elasticidad, resiliencia, cohesividad y

masticabilidad.
5.3.5.2.Relajacion de la miga ante una compresion

Las muestras alimenticias pueden comportarse de manera diferente al ser
sometidas a una fuerza externa que las deforme. Dependiendo de su

comportamiento, pueden clasificarse como un liquido ideal o un sélido ideal,
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presentando un comportamiento totalmente viscoso o totalmente elastico,
respectivamente. No obstante, la mayoria de los alimentos son viscoelasticos, es
decir, se encuentran en un espectro intermedio entre estos dos comportamientos
ideales. En la Figura 47 se ilustran estos comportamientos. Es posible observar
que, los sélidos elasticos ideales tienen una excelente capacidad para volver a su
estado original y presentan una tension y un mddulo de relajacién constantes en
funcién del tiempo, mientras que la tensién de los liquidos viscosos ideales
desciende a cero inmediatamente cuando se aplica la deformacién. Los alimentos
viscoeldsticos que presentan un comportamiento intermedio se relajan
gradualmente y con un punto final o de equilibrio dependiendo de la estructura del

alimento (Whaley, Templeton y Anvari, 2019).

o
2
& V¥ Deformacion constante
£y
—
S
=
0
A Solido elastico ideal
V¥ Sélido viscoelastico
)
N
g V¥ Liquido viscoelastico
U
(2 0 V¥ Liquido viscoso ideal

t=0 Tiempo P

Figura 47. Esfuerzo resultante de la aplicaciéon de una deformacién constante sobre
diferente tipo de materiales en un ensayo de relajacion. Adaptado de Whaley y
colaboradores (2019)

En este contexto, el ensayo de relajacién consiste en someter a la muestra a

una deformacion constante por compresion y, a continuaciéon, mantener dicha
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deformacion. El esfuerzo requerido para mantener el material viscoelastico con
deformacion constante disminuira con el tiempo. Este fendmeno se denomina
relajacion del esfuerzo y se debe a una reorganizacion de la muestra en la escala

molecular o microscépica (Kelly, 2015).

Para determinar el comportamiento exhibido por la miga con harina de nuez
ante una compresion constante y mantenida en el tiempo, se realizé un ensayo de
relajacion con el empleo de un analizador de textura CT3 (AMETEK-Brookfield,
EE.UU.). Para lo cual, cilindros de miga (didmetro: 3 cm - altura: 1,5 cm) se
comprimieron hasta un 40% de su altura original y se registr6 el esfuerzo
necesario para mantener la deformacién a lo largo del tiempo. El tiempo total de la
prueba fue de 2 minutos (n=6) (Correa et al., 2021). Al comprimir la muestra y se
registra el esfuerzo necesario para mantener la deformacion en el tiempo. Las
curvas se ajustaron al modelo generalizado de Maxwell (Ecuaciéon 24) con un

decaimiento exponencial de segundo orden.

t t =7
O() = 01 X €xp (— /1—) + o, X exp (— /1—) + og Ecuacion 24
1 2

Donde o es el esfuerzo en funcion del tiempo, en distintas zonas de la curva

01y o2 son los esfuerzos de la miga, A1 y A2 son los tiempos de relajacion de la miga

y o) es el esfuerzo tendiendo al equilibrio (Ozturk y Takhar, 2017; Steffe, 1996).

5.3.5.3.Determinacion de dureza de la corteza

La formacion de la corteza es de vital importancia en los productos
panificados, debido a que proporciona gran parte de la resistencia, del sabor y la
apariencia del producto terminado. En cuanto a definir la “corteza ideal” es

necesario considerar el tipo de producto panificado. Es asi que para el caso de un
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pan francés donde una corteza ideal seria una muy crocante, para un pan de molde
una corteza demasiado dura seria inaceptable (Cauvain, 2003; Roos, 2012) de igual
modo con los budines. Es asi que, durante el horneado a medida que se expulsa el
agua y la corteza adquiere su dureza y color caracteristicos, gran parte de los
granulos de almidén en la corteza conservan su forma, tamafio y aspecto
(Chinachoti y Vodovotz, 2000). Por otro lado el sabor, el aroma y el color se
desarrollan a partir de dos tipos de reacciones. Por un lado, por la caramelizacién
de los azucares que empiezan a fundirse entre 130 y 140 °C y por la interaccién
entre los azucares y la materia proteica, denominada reacciones de Maillard, que
comienzan a temperaturas superiores a los 115 °C (Roussel, Chiron y Paillard,

2002).

Para establecer como la harina de nuez afecta la formacion de la corteza de los
budines se midi6 su dureza con la ayuda de un analizador de textura CT3
(AMETEK-Brookfield, EE.UU.). La dureza de la corteza se midi6 utilizando una
sonda acrilica de filo de cuchillo (anchura: 3 mm, longitud: 60 mm) y una velocidad
de ensayo de 0,5 mm/s. La fuerza maxima [N] de la curva de penetracion, al

atravesar la corteza, se tom6 como dureza de la misma (n=8).

5.3.6. Microestructura de la miga

5.3.6.1.Microscopia electrénica de barrido

El comportamiento de los alimentos en gran parte se ve afectado por la
compleja interaccién entre las caracteristicas nanoscdpicas, microscépicas y
macroscopicas de los mismos (McClements, 2007). Esto es ain mas relevante al
usar ingredientes nuevos. Es asi que, el estudio de la microestructura de la miga

puede ayudarnos a comprender el comportamiento que tendran los budines.
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Con el fin de establecer coémo la harina de nuez afectara la microestructura de
la miga se tomaron pequefias porciones de miga y se fijaron con glutaraldehido
[2,5 % v/v], se deshidrataron mediante inmersiones sucesivas en soluciones de
etanol de 30 %, 70 %, 96 % y 100 %. Se mantuvieron las muestras 30 min a cada
concentracion. A continuacion, se recubrieron con una pelicula de oro. Se utiliz6 un
microscopio electronico de barrido (FEI Quanta 200) para obtener micrografias a
500x y 1500x. Las micrografias fueron adquiridas en el "Servicio de Microscopia
Electrénica y Microanadlisis (SeMFi-LIMF)- Facultad de Ingenieria, UNLP,

Argentina"”.

5.3.6.2.Microscopia confocal de ldser de la miga

Debido a que la microscopia laser confocal permite observar la localizacion de
los componentes mayoritarios como proteinas, fibra y granulos de almidon
presentes en las muestras, se la utilizé6 para evaluar la microestructura de las
migas y ademas, para evaluar la afinidad de la clara de huevo sometida a un
tratamiento térmico (simulando la coccién) por los fluoréforos usados. Se
utilizaron los mismos flouréforos y longitudes de onda (excitaciéon y emision)
descritos en la seccion 4.3.10. Sin embargo, con la diferencia que para la clara de

huevo solamente se us6 una mezcla de rodamina B y calcoflior white.

Se rebanaron los budines por el centro y con la ayuda de un bisturi se
extrajeron peliculas finas de la miga. Las peliculas se colocaron en portaobjetos
concavos, estos portaobjetos tienen las medidas de largo y ancho estandar.
Ademas tienen un espesor de 1,0 a 1,2 mm y una depresion en el centro de 0,35 a
0,45 mm, la que permite que las muestras no sobresalgan al colocar el

cubreobjetos. Se colocaron las peliculas de la miga en los portaobjetos y luego se
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afiadié la soluciéon que contenia los fluor6foros. Las migas se dejaron reposar
durante una hora en la oscuridad. Finalmente, las migas se lavaron con agua

destilada y se cubrieron con un cubreobjetos de vidrio.

Mientras que la clara de huevo en polvo (Ovobrand, Brandsen, Provincia de
Buenos Aires, Argentina) se disolvi6 en agua destilada (1:1 p/p). Se calent6 la
disolucion en bafio de agua a ebullicién por cinco minutos, luego se dejo enfriar y
se la esparcié en un portaobjetos. Luego de lo cual se afiadié6 una mezcla de
rodamina B y calcoflior white. Después de una hora de reposo en la oscuridad, se

lavé la muestra con agua destilada y, finalmente, se colocé el cubreobjetos.

A continuacion, se observaron todas las muestras con un microscopio confocal
FV1000 (Olympus, Shinjuku, Tokio, Japén). Cada formulaciéon se preparé por

triplicado y se realizaron observaciones de diferentes campos a 4x y 20x.

5.3.7. Composicion proximal de los budines

Los contenidos de proteinas (factor = 6,25), grasas, cenizas y fibra dietaria
total de los budines GF se determinaron de acuerdo con los métodos AACC 46-
12.01, 30-10.01, 08-01, 32-05.01, respectivamente (AACC, 2000). El contenido de
humedad se determiné a 105 °C hasta peso constante. El contenido de
carbohidratos se calcul6 por diferencia. La energia se calcul6 segun los factores de

Atwater (FAO, 2003). Todos los ensayos se realizaron al menos por duplicado.

5.3.8. Perfil de acidos grasos presentes en la miga de los budines

Al ser la harina de nuez un subproducto de la industria aceitera, con un alto
contenido de lipidos insaturados, su adicion en los budines puede modificar

significativamente la composicion de los &cidos grasos en relacion al budin control.
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Para la determinacién, por cromatografia gaseosa, del perfil de los acidos grasos de
la miga se utiliz6 la metodologia planteada por Park y Goins (1994). Se pesaron 0,5
gramos de miga proveniente de la parte central de los budines en tubos hach. A
continuacién, se anadieron 100 pL de diclorometano (CH2Clz) y 1 mL de NaOH [0,5
N] en metanol. Antes de cerrarlos y para asegurar una atmosfera inerte se insufld
nitrogeno gaseoso. Los tubos se calentaron a ebullicion en un bafio de agua
durante 10 minutos. Tras este tiempo, los tubos se enfriaron y se afnadié 1 mL de
trifluoruro de boro (BF3) al 14 % en metanol. Una vez mas, se insufld nitrégeno y
se llevaron nuevamente los tubos al bafio de agua para calentarlos por otros 10
minutos. Transcurrido este tiempo, los tubos se enfriaron y se afiadieron 1 mL de
agua miliQ y 0,5 mL de hexano (calidad HPLC) y se homogeniz6 la mezcla. Los
metilésteres de los acidos grasos se encuentran disueltos en el hexano, por ello con
la finalidad de separar las fases, se centrifug6 a 3000 rpm por 15 minutos usando
una centrifuga Rolco CM 2036 Duron (Rolco Srl, Argentina). Inmediatamente
después, el hexano se separ6 y filtr6 (0,45 pum) directo a viales color ambar.
Finalmente, las muestras se analizaron en un cromatografo gaseoso siguiendo las
condiciones de corrida descritas en la seccidn 3.3.4.2 para la harina de nuez. Con la
finalidad de poder comparar las distintas formulaciones, también se determiné el

perfil de acidos grasos del aceite de girasol.

5.3.9. Analisis sensorial de los budines

Se realiz6 una prueba de aceptabilidad para comparar las muestras Control y
HN15. Se reclutaron 48 consumidores no entrenados de entre 19 y 51 afios (50%
mujeres, 38% hombres y 13% prefirieron no ser categorizados). Las muestras se

colocaron en platos de plastico y se codificaron con nimeros aleatorios de tres
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digitos. Las muestras se asignaron al azar a cada evaluador, y se les pidi6 que
bebieran agua entre muestra y muestra. Ademas, se pidi6 a los consumidores que
evaluaran primero todos los atributos de una muestra y luego los de la segunda.
Casi el 67% de los evaluadores declararon que consumian ocasionalmente
productos sin gluten. Evaluaron el aspecto, la textura, el sabor, el color y la
aceptabilidad general de las muestras en una escala hedonica que iba de 1 (no me

gusta mucho) a 7 (me gusta mucho).

5.3.10. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un factor y la prueba LSD para
determinar la existencia de medias estadisticamente diferentes (a: 0,05). Todas las
pruebas se realizaron con el programa Statgraphics - Centurion - XVII Version-
17.2.00 (Statpoint Technologies, Inc, EE.UU.). El ajuste de los datos de relajacion de
miga a la Ecuacién 24 se realizaron con OriginPro8 v8.0724 (OriginLab

Corporation, EE.UU.).
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5.4. Resultados y discusion

Calidad panadera de los budines

5.4.1. Parametros fisicoquimicos de los budines

5.4.1.1.Volumen especifico

Un buen indicador de la esponjosidad de los budines es el volumen especifico.
El aumento de la concentracién de la HN en los budines aumenté su volumen

especifico (Figura 48).
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Figura 48. Volumen especifico de los budines libres de gluten con harina de nuez.

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p < 0,05)

La formulacién HN15 mostré el maximo volumen; el volumen especifico fue
ligeramente inferior al aumentar el contenido de la HN en HN20. Esta tendencia se

informé previamente en bizcochuelos sin gluten de castafia y harina de arroz
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(Demirkesen et al., 2010). Los resultados obtenidos aqui se atribuyen al aumento
de la consistencia del batido con la mayor concentraciéon de la HN ya que la
consistencia del batido es esencial para el volumen final de los budines. En la

Figura 49 se observa un corte transversal del centro de los budines.

5.4.1.2.Disponibilidad y contenido de agua en la miga

La distribucion del agua es importante en la calidad tecnolégica de los
productos de panificacion porque modifica la percepcién de la textura. Todas las
formulaciones mostraron valores de aw relativamente altos (alrededor de 0,96). La
Unica formulacién que presenté una diferencia estadisticamente significativa fue
HN15, pero esta diferencia carece de impacto practico (Tabla 22). En este sentido,
la adicién de la HN disminuy6 ligeramente la humedad en esas formulaciones

(Tabla 22).

Tabla 22. Parametros fisicoquimicos de los budines frescos con la harina de nuez

aw Humedad[%] pH
Control 0,962+0,002b 38,9+0,3b 7,940,094
HN10 0,962+0,003b 38,8+0,3b 6,46+0,09¢
HN15 0,959+0,0032 38,0+0,4~ 6,36x0,06"
HN20 0,962+0,002P 38,3+0,42 6,15+0,062

Promedio * desvio estandar. Diferentes letras en la misma columna
indican diferencias significativas (p < 0,05).

Asimismo, el aumento de la concentracion de la HN disminuy6 los valores de
pH (Tabla 22). Estos oscilaron entre 7,94 (control) y 6,15 (HN20). Aguilar et al.
(2016) también informaron una reducciéon del pH en bizcochuelos sin gluten a
medida que aumentaron la adicién de harina de castafia, lo que atribuyeron a la

presencia de acidos organicos en la harina de castafia.
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5.4.1.3.Color instrumental de corteza y miga de los budines

El color es una caracteristica esencial en los alimentos y es un elemento que
contribuye a la preferencia del consumidor. La corteza presenta una gran
variabilidad de color debido a la naturaleza del proceso de horneado (reacciones
de Maillard y caramelizacion de los azuicares) (Purlis, 2010). Contrariamente a lo
esperado, la adicion de la HN disminuy¢é la intensidad del color marrén en la
corteza de los budines. Ademas, se observd una tendencia a obtener cortezas mas
uniformes, como muestra el coeficiente de variaciéon (Tabla 23). Por otra parte, la
intensidad del color marrén de la miga aument6 progresivamente con la adiciéon de
la HN. Este cambio se debe al color caracteristico de los tegumentos de la nuez. La
diferencia de color en la miga de los budines es visible en la Figura 49 que muestra

las rebanadas de los budines con la HN.

Tabla 23. indice de pardeamiento (browning index, BI) de los budines frescos con

harina de nuez

Corteza Miga
BI CV de BI* [%] BI
Control 62+10¢ 15,5 26,4+0,72
HN10 60+9bc 15,1 29+2b
HN15 58+8ab 14,5 31+1c¢
HN20 56%7a 12,6 32+1d

Promedio + desvio estandar. Diferentes letras en la misma columna
indican diferencias significativas (p < 0,05)

BI: browning index

Coeficiente de variacion: CV=( Desvio estandar/ Promedio)x100.
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Figura 49. Rodajas cortadas transversalmente del budin control y de los budines

con harina de nuez

5.4.1.4.Porosidad estructural de la miga

Los parametros de porosidad de la miga se muestran en la Tabla 24. La
fraccion de aire aument6 con la adicion de HN, siguiendo la misma tendencia que el
volumen especifico. Turabi y colaboradores (2010) obtuvieron valores de area
similares en bizcochuelos de harina de arroz utilizando hidrocoloides. Al mismo
tiempo, las particulas de HN afectaron la forma de los alvéolos, lo que se reflejo en
los valores de circularidad. Se encontraron diferencias significativas entre las
formulaciones control y con HN, pero no entre los budines con diferente agregado

de HN.
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Tabla 24. Porosidad estructural de la miga

Fraccion de DC ] ) Dimension
. ; Circularidad
aire [%] [Nimero/cm-2] fractal
Control 31+1a 68+5d 0,26+0,02b 1,72+0,01a
HN10 32%1b 52+2¢ 0,16+0,012 1,76+0,01b
HN15 34,2+0,9¢ 45+3a 0,15+0,022 1,78%0,01¢
HN20 32,8+0,7b 49+3b 0,160,012 1,77+0,01bc

Promedio * desvio estdndar. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05)
DC: densidad de celdas.

Para objetos irregulares como las migas de budin, las medidas convencionales
como la longitud y el area, a veces, no son totalmente representativas y, la
dimension fractal (DF) es util para caracterizarlas (Theiler, 1990). La DF sirve
como indice de rugosidad morfolégica y resume la complejidad de los alvéolos

irregulares de las migas de budines. El uso de la HN provoc6 un ligero pero

significativo aumento de la DF con respecto al budin control (Tabla 24).

La Figura 50 muestra los graficos de la intensidad superficial de las migas. En
estos graficos, los valles representan los alvéolos de la miga (alv.), y las particulas
mas oscuras (PH) corresponden a las estructuras restantes de la HN. Las graficas
de las formulaciones con HN (Figura 50 b-d) presentan un aspecto mas irregular,
lo que esta relacionado con una mayor fraccion de aire y una matriz mas compleja,

como lo reflej6 la DF.
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Figura 50. Graficos de la intensidad superficial de las migas con la harina de nuez.

alv.= alveolos y PH = particulas de la harina de nuez
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5.4.2. Analisis de la textura de miga y corteza

El analisis de la textura de los budines es imperativo para poder definir la
calidad panadera de los mismos. Con esta finalidad se evaluaron el perfil de textura
de la miga, se estudio la relajacién de la miga ante una compresién y la dureza de la

corteza.

5.4.2.1.Andlisis del perfil de textura (TPA) de la miga

La firmeza, la resiliencia, la cohesividad, la elasticidad y la masticabilidad son
importantes para la aceptacion del consumidor. En la Tabla 25 se comparan estos
pardmetros de textura de las migas de los budines con HN. La firmeza de los
budines s6lo mostré un aumento considerable en HN20; el mismo efecto se
observo en pan sin gluten con harina de castafia (Aguilar et al., 2016). Asimismo, la
cohesividad, la elasticidad y la resiliencia estan relacionadas con la recuperacion
de la miga tras la compresion. Estos parametros mostraron una ligera disminucién
a medida que aumentaba HN. Por ultimo, la masticabilidad también disminuy6 con
la adicién de HN, lo que demuestra que los budines con HN podrian ser mas faciles

de masticar.

Tabla 25. Parametros texturales de las migas

Firmeza* Resiliencia Cohesividad Elasticidad Masticabilidad*

Control 26%4a 0,35%0,01¢b 0,55+0,02b 0,86+0,02b 12,9+0,9¢
HN10 25%2a 0,24+0,01 0,44+0,032 0,80+0,02 9,2+0,92
HN15 2622 0,25+0,02 0,450,042 0,80+0,032 9+1a
HN20 29+4b 0,25%0,02 0,460,032 0,81+0,022  11+2b

Promedio * desvio estandar. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05)
* Firmeza y masticabilidad en [N].
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5.4.2.2.Relajacién de la miga

Los ensayos de relajacion de esfuerzos se han utilizado para evaluar el
comportamiento viscoelastico de sistemas so6lidos, como las migas (Correa et al,,
2021). En estos ensayos se comprime la muestra y se registra el esfuerzo necesario
para mantener la deformacion en el tiempo. En la Figura 51 se muestra un ejemplo

del ajuste de una curva de relajacion para la miga HN20.

2 -
B Datos experimentales
Curva de ajuste

t t
O() = 01 X exp (_/1_1) + 0y X exp (_E) + o

R’ ajustado= 0,9956

Esfuerzo [N/ cmz]
—_
|

0 ' | ; |
0 60 120
Tiempo de ensayo [s]

Figura 51. Curva de relajacion para la miga HN20 ajustada al modelo de Maxwell

(Ecuacion 24)

Las curvas de las distintas formulaciones se ajustaron al modelo generalizado
de Maxwell (Ecuacién 24) con un decaimiento exponencial de segundo orden,
mostrando que en la relajaciéon de las migas intervienen dos mecanismos

moleculares (Tabla 26). La primera zona de decaimiento estid relacionada con
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moléculas pequenas que se relajan rapidamente, lo que se refleja en los bajos
tiempos de relajacion (A1), y se relaciona con un comportamiento mas viscoso. Por
otro lado, los valores mas altos de A2 se asocian a movimientos mas lentos de los
polimeros de mayor peso molecular, indicando un comportamiento mas parecido
al de los sélidos (zona intermedia de la curva). La adicién de HN no afecté a la
relajacion de los polimeros de alto peso molecular, ya que no hubo diferencias

significativas entre las formulaciones

Tabla 26. Tiempos de relajacion de la miga de los budines ajustados con el modelo

generalizado de Maxwell

Tiempos de relajacion [s]

R2ajustado
A Az
Control 2,1+0,1b 32,6+0,82 0,9950
HN10 2,0£0,2a 31+1a 0,9945
HN15 2,0%0,1a 32,3+0,92 0,9945
HN20 1,9+0,22 32+1a 0,9944

Promedio * desvio estandar. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias significativas (p < 0,05).

5.4.2.3.Dureza de la corteza

Es importante recalcar que la formacién de la corteza es de gran importancia
debido a que proporciona gran parte de la resistencia, del sabor y la apariencia de
los budines. En cuanto, a la dureza de la corteza [N] fue de 10,4+0,92, 10,2+0,9 3,
10+12y 10,1+0,8 2 para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. No se
observaron diferencias significativas entre las formulaciones, lo que demuestra
que la HN no afect6 a la formacién de la corteza. Durante el horneado, gran parte

del agua presente en la corteza se evapora rapidamente por lo que se restringe el
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agua disponible para la gelatinizacién, lo que ocasiona que gran parte de los

granulos de almidon presentes en ésta conserven su tamafio y forma.

5.4.3. Microestructura de la miga

5.4.3.1.Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las micrografias de la miga control (Figura 52a y b) y de las formulaciones con
HN (Figura 52c-f) muestran una matriz formada por peliculas lisas de amilosa
lixiviada y disposiciones rugosas atribuibles a proteinas donde se observan
incrustados granulos de almidén parcialmente gelatinizados. Como era de esperar,
las micrografias de la miga control presentan un mayor contenido de granulos de
almidén (Figura 52a: 500x) que las migas con HN (Figura 52c-e: 500x). Los
granulos de almidén mas prominentes, de la mandioca y el maiz, se observan mas
hinchados que los mas pequefios del arroz en todas las muestras. Ademas, los
granulos de arroz se observan aglomerados, mientras que los de maiz y mandioca
estdn mas dispersos (Figura 52b: 1500x). Las migas presentan una matriz
heterogénea y discontinua y en el caso de HN20 mucho mas compacta (Figura 52f:

1500x).
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R £ R o
Figura 52. Micrografias de las migas de budines por SEM. (a, ¢, d y e: 500x) y (by

f:1500x). Las barras negra y blanca corresponden a 200 y 50 pm, respectivamente.

A=almidén, P=proteina
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5.4.3.2.Microscopia confocal de ldser

La microscopia laser confocal permite diferenciar componentes mayoritarios
de los alimentos mediante el uso de distintos fluoréforos. Esto debido a que,
generalmente cada fluor6foro marca un componente en particular. Es asi que se
us6 CSLM para evaluar la microestructura de las migas con la adicién de la harina

de nuez en las distintas formulaciones.

Al igual que para las micrografias de los batidos, para las migas se utilizaron
dos mezclas de fluoréforos, que se usaron por separado. La mezcla 1 formada por
rodamina B, FITC y calcofltior y la mezcla 2 formada por rodamina B, rojo Nilo y
calcofltor. Es importante recalcar que al utilizar varios marcadores fluorescentes
simultdneamente, se espera que cada fluoréforo tifia a una estructura o
componente particular permitiendo, asi, identificar la ubicacién y distribucion de

estos componentes en las migas.

Como se sefald anteriormente, el fluoré6foro FITC se une a las proteinas y a los
granulos de almidén emitiendo un color verde amarillento, la rodamina B es un
colorante rojo que se une preferentemente a las proteinas pero también puede
unirse a polisacaridos (Correa et al, 2014b; Rodriguez-Garcia et al., 2012), el
calcoflior se une fuertemente a estructuras que contienen celulosa (Ohgren,
Lopez-Sanchez y Lorén, 2019) y quitina, dando un color azul, lo que permite su
asociacion a la fibra, y por ultimo, el rojo Nilo se une a lipidos tifiéndolos de color
verde (Nicholson y Marangoni, 2019). El FITC y el rojo Nilo no se utilizaron juntos
ya que absorben y emiten a la misma longitud de onda, por lo que no se podria

distinguir su sefial si se emplearan en forma simultanea.

186



En la Figura 53 se muestra una micrografia de clara de huevo coagulada por
calor y posteriormente tefiida con una combinacién de rodamina B (RB) y
calcofldor white (CF). Ademas, en la Figura 54 se muestran las micrografias de las
migas de las formulaciones Control y HN10 tefiidas con la mezcla 1 con los
fluoréforos: FITC, rodamina B y calcoflior white y en la Figura 55 se muestran las
muestras HN15 y HN20 tefiidas con los mismos fluoréforos. En las micrografias los
canales de fluoréforos se encendieron y apagaron selectivamente para diferenciar
mas facilmente los componentes dentro de las distintas muestras. Con respecto a la
mezcla 1, las imagenes con a y a’) muestran todos los canales encendidos, mientras
que en las imagenes b, b’ y b”) el canal de FITC fue apagado para quitar el efecto
verde que tifie a los almidones. En las imagenes c’) se apagé el canal de rodamina B
y finalmente las imagenes con d y d”) solamente el canal correspondiente al

calcofliior se mantuvo encendido.

Ambos Canal de Canal de
canales calcoflior rodaminab
encendidos encendido encendido

Figura 53. Micrografia a 4x por CSLM de clara de huevo coagulada por calor tefiida

con calcofldor white y rodamina B
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CONTROL

Figura 54. Micrografias de la miga Control y HN10 por CSLM. Muestras teiiidas con
FITC, rodamina B (RB) y calcofliior white (CF). Las imagenes a y a’) presentan todos
los canales encendidos, b y b’) se apagé el canal FITC y d) sélo el canal CF esta
encendido. a’ y b’ son las imagenes provenientes de los recuadros anaranjados con

mayor magnificacion
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Figura 55. Micrografias de la miga HN15 y HN20 por CSLM. Muestras tefiidas con
FITC, rodamina B (RB) y calcofliior white (CF). Las imagenes a y a’) presentan todos
los canales encendidos, b, b’ y b”’) se apag6 el canal FITC, cy c’) se apago el canal de
RB y d y d”’) sdlo el canal CF esta encendido. a’ y b’c’ son las imagenes provenientes

del recuadro anaranjado con mayor magnificacion
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En la Figura 54 en la miga del budin control se observa claramente, en color
verde, la presencia mayoritaria de granulos de almidon parcial y/o totalmente
gelatinizados. Esta predominancia de granulos de almidén es comin en migas de
panes libres de gluten sin agregados adicionales (Makinen, Zannini y Arendt,
2013b). Estos cuerpos verdosos se encuentran inmersos en una red proteica, la
cual puede observarse mas facilmente si se elimina el canal correspondiente al
FITC. Esto puede observarse en la micrografia b’ (la cual proviene de la imagen a’
pero sin FITC) en donde pueden distinguirse las “sombras” dejadas por los
granulos de almiddn y una red proteica tefiida en color rojo. Por otro lado, debido a
que los ingredientes de la formulacidn control, presentan un contenido muy bajo
de fibra, fue inquietante la presencia generalizada de color azul en las micrografias.
Ahora bien, una parte de la coloracion azul podria ser debida a la presencia de
HPMC en la formulacion. De todos modos, la concentracion de HPMC es baja, para
el nivel de coloracidn, sugiriendo otro tipo de interaccion con el calcofldor. Albani y
Plancke (1999) encontraron que el calcoflior white puede interaccionar con
glicoproteinas como la al-Glicoproteina acida (al-Ac GLY) ya que puede
interaccionar con diferentes glicanos, y principalmente, con aquellos que
contengan galactosa, glucosa y manosa. Ademas, la ubicacion espacial de los

glicanos en la proteina parece jugar un rol muy importante.

Dado que la ovoalbumina, es la principal proteina del huevo y es una
glicoproteina, se realiz6 una observacion de clara de huevo sometida a un proceso
de calentamiento (simulando la coccion) y sin calentar. En la muestra sometida a
calentamiento y tefiida con calcofllior se observéd que el colorante se unia a la
proteina, observandose tefiida de color azul (Figura 53) mientras que en la

muestra que no fue sometida a calentamiento no se observd ninguna afinidad del
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colorante por la proteina. Esto concuerda con los resultados obtenidos en los
batidos, donde el calcofliior no mostr6 afinidad por las proteinas presentes en los
mismos. Ademas, estos resultados ponen en evidencia lo expresado por Albani y
Plancke (1999) para quienes la disposicion espacial del resto glicosilado era

relevante para su interaccion con el calcofldor.

En la formulacién del budin control, ademas el bajo contenido de fibra en la
formulacién, podria haber facilitado la unién del calcoflior a las proteinas
desnaturalizadas del huevo. Esto concuerda con los resultados observados en la
albumina que al coagular forma una pelicula semicontinua (Figura 53) de color
violeta cuando CF y RB estdn encendidos pero que se muestra de color azul al
dejar, sélo el canal de CF encendido. Este mismo efecto es visible en la miga control

(Control d) donde sdlo se dejo6 el canal de CF encendido.

Por otro lado, la miga de HN10 present6 granulos de almidon parcialmente
gelatinizados que conservaron mejor su forma en comparacién con el budin
Control. Ademas, la red proteica que le da forma a la miga del budin se encuentra
bien establecida (HN10 b, b’). En cuanto a las interacciones del fluoréforo CF, al
igual que en el budin control parte del CF se muestra como una pelicula
semicontinua (b’) por lo que se encontraria interaccionando con glicoproteinas. Sin
embargo, con la adiciéon de HN una parte del CF tifi6 también, estructuras mas

definidas, siendo estas compatibles con fibra proveniente de la harina de nuez.

Al aumentar la concentracién del subproducto (Figura 55). En las imagenes de
HN15 y HN20 se muestra una menor cantidad de granulos de almidon. Ademas, en
ambas formulaciones la presencia de fibra es mayor. Observandose claramente la

presencia de paredes celulares vegetales probablemente provenientes de la harina
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de nuez, tefiidas de color azul por el CF. Por otro lado, en HN20 (b”) se muestra
que parte de la proteina acompafia al tejido vegetal (paredes celulares tefiidas en
azul), por lo que es posible suponer que esa proteina sea proveniente de la harina

de nuez.

Por otro lado, como la harina de nuez se trata de un subproducto de la
industria aceitera y su contenido mayoritario son lipidos. Es importante evaluar la
distribucién de los mismos en la miga de los budines con HN. Por esta razon, se
utiliz6 otra mezcla de fluoréforos, la mezcla 2, que contenia rodamina B (RB),
calcofldor white (CF) y rojo Nilo, este ultimo siendo un fluoréforo que se
caracteriza por interaccionar con los lipidos presentes en las muestras. Es asi que

en la Figura 56 y la Figura 57 se muestran las migas con la mezcla 2.

De igual manera que para las micrografias previas los canales fueron
encendidos y apagados, a conveniencia, para facilitar la visualizacién de los
distintos componentes. Las imagenes con a y a’) presentan todos sus canales
encendidos, mientras que las imagenes b y b’) presentan el canal de calcoflior
apagado, eliminando de este modo la fibra, la HPMC y la posible interaccién con
glicoproteinas (provenientes del huevo y la leche) de las migas. Ademas, las
imagenes c y c’) presentan el canal de rodamina B apagado, eliminando a las
proteinas. Finalmente, las imagenes con d) presentan solamente el canal de rojo

Nilo encendido, mostrando la distribucion de los lipidos en las migas con HN.
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CONTROL

Figura 56. Micrografias de la miga Control y HN10 por CSLM. Muestras tefiidas con
rojo Nilo (RN), rodamina B (RB) y calcoflior white (CF). Las imagenes a y a’)
presentan todos los canales encendidos, b y b’) se apagé el canal RNy cy c’) se apago6
el canal de RB. a', ¢’ y b'c son las imagenes provenientes de los recuadros

anaranjados con mayor magnificacion. L: Lipidos

193



Figura 57. Micrografias de la miga HN15 y HN20 por CSLM. Muestras teiiidas con
rojo Nilo (RN), rodamina B (RB) y calcofliior white (CF). Las imagenes a) presentan
todos los canales encendidos, b) se apago el canal RN, c) se apago el canal de RBy d)

sélo el canal RN esta encendido. L: Lipidos
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En la Figura 56 se muestra las micrografias de la miga control y HN10. La miga
control tiene lipidos predominantemente del aceite de girasol y en mucha menor
medida de los provenientes de la leche entera y el huevo en polvo. Como es
evidente, todos los lipidos observados en las imagenes (Control a-c) tienen formas
de gotas brillantes en color verde. Las gotas estan suspendidas en la matriz de la
miga, la red proteica observable es mas discontinua que en la Figura 54. Por otro
lado, las micrografias de la miga HN10 muestran una distribuciéon bastante
parecida a la del control con la diferencia que las gotas de los lipidos se observan
en un tono amarillento por lo que estarian rodeadas por proteina. Esto es mucho
mas evidente, al eliminar el canal correspondiente a la rodamina b (HN10 c, c’),
donde las gotas de lipidos se observan en color verde brillante. Al mismo tiempo, al
aumentar la adicion de HN (Figura 57) las micrografias de las migas de HN15 y
HN20, con todos los canales encendidos, mostraron el mismo efecto amarillento en

las gotas de los lipidos atribuible al mismo efecto.

Como era de esperar, con la adicion de HN aumenté en las micrografias la
presencia de coloracion roja y azul mostrando una mayor concentracién de
proteina y fibra, respectivamente. En particular, en la muestra HN20 se observa,
una estructura en forma de pelicula (HN20a) atribuible a la interaccién entre la

ovoalbumina (y otras glicoproteinas) y el CF.

Ademas, es importante reiterar que la cantidad de aceite de girasol fue
reducida progresivamente a medida que la adicion de HN aument6. Esto explica, en
parte, la reduccion en cuanto al tamafio de las gotas de lipidos. Sin embargo, en las
micrografias (d) que presentan solamente el canal de rojo Nilo encendido se

observa claramente que los lipidos de la nuez siguen atrapados en las estructuras
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remanentes de nuez, en concordancia con lo observado en las micrografias de los
batidos con rojo Nilo en especial en HN20, permaneciendo estas estructuras ain

después del horneado.

5.4.4. Composicion proximal de los budines sin gluten

La composicién proximal de los budines (base seca) se muestra en la Tabla 27.
Todas las formulaciones con HN fueron significativamente diferentes del control.
El contenido de proteinas, fibra dietética total y cenizas aument6 a medida que se
incremento el contenido de la HN. Por el contrario, el contenido de hidratos de
carbono y lipidos disminuy6 con la adicion de HN. En el caso de los lipidos, se
relacioné con la reducciéon progresiva del contenido de aceite de girasol a medida
que aumentaba el nivel de la HN para mantener un nivel de lipidos relativamente
constante (respecto a la mezcla de harina). Sin embargo, la heterogeneidad
intrinseca de la HN podria haber contribuido a obtener una reduccion del

contenido en lipidos.

El Codigo Alimentario Argentino en su resolucién conjunta 161 y 213 (2013)
establece que se consideran alimentos de alto contenido en fibra, cuando estos
tengan al menos 5 g de fibra dietaria por porcion. Todas las formulaciones con HN
entran dentro de esta categoria. Asimismo, segin la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés), las cantidades de referencia
habitualmente consumidas (RACC, por sus siglas en inglés) es de 125 g, para los
“budines de peso elevado” esta categorizacion depende del valor del volumen
especifico. Asimismo, la ingesta diaria de referencia (RDI, por sus siglas en inglés)
de fibra es de 28 g. Cuando un producto cubre el 20 % o mas de la RDI por RACC se

considera una " fuente alta" y entre el 10 y el 19% de la RDI por RACC es una
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"buena fuente" (Food and Drug Administration, 2020). La cantidad del RDI por
RACC de fibra (peso huimedo) cubierto por HN10 y HN15 fue del 17 % y para HN20
fue del 19 %. Por lo tanto, segin la metodologia de la FDA todas las formulaciones
con NH pueden etiquetarse como una buena fuente de fibra, y en el caso de HN20

casi como fuente alta de fibra.

De este modo, los budines elaborados con el subproducto presentaron un
mayor contenido de proteinas y fibra dietética y un menor contenido de lipidos
que el control, proporcionando un contenido caldrico ligeramente inferior (las kcal
por 100 gramos de budin seco se redujeron de 431 para el control a 412 para

HN20).

Tabla 27. Composicién proximal de los budines con adicién de harina de nuez

Proteinas* Lipidos* FDT* Cenizas* Carb.* CcC
Control  6,30+0,052  9,0+0,4c 2,1+0,1a 2,45+0,01=  80,2+0,4b 431c
HN10 7,40+0,08>  8,2+0,3> 5,56+0,04>  2,50+0,02>  76,3+0,3a 420b
HN15 8,8+0,1¢ 7,1+0,4a 5,5+0,4b 2,50+0,01>  76,1+0,62 4152
HN20 8,79+0,09¢  6,9+0,62 6,1+0,3b 2,55+£0,03¢  75,7%0,7a 412a

Promedio * desvio estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05). *[%, base seca],Carb.: carbohidratos calculados por diferencia, CC:
contenido calérico [kcal/100 g solidos], FDT: fibra dietaria total.

5.4.4.1. Perfil de dcidos grasos presentes en la miga de los budines

En la formulacién de los budines las principales fuentes de lipidos fueron el
aceite de girasol y la harina de nuez y en menor medida la leche entera y del huevo
en polvo. Es importante reiterar que la harina de nuez presenté un 55 % de lipidos
en base seca. Con un perfil lipidico caracterizado por un alto porcentaje de acidos

grasos insaturados.
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Dado que se utilizé aceite de girasol en todas las formulaciones, su
composicion lipidica también fue analizada. El porcentaje de cada acido graso en el
aceite de girasol fue de 82,03 £0,01, 11,96 +0,01, 4,15 +0,05 y 1,87 £0,06 para los
acidos oleico (18:1 n-9), linoleico (18:2 n-6), palmitico (16:0) y estearico (18:0),
respectivamente. No se detectaron ni dcido miristico (14:0) ni a-linolénico (18:3 n-
3). El elevado contenido en acido oleico presente en el aceite utilizado, brinda una
mayor estabilidad a las altas temperaturas frente al aceite de girasol convencional.
Esto es una clara ventaja cuando un alimento, como el caso de los productos
panificados, tiene que hornearse (Gullén, 2020). Por otro lado en Argentina, Van
Nieuwenhove y colaboradores (2009) reportaron que los principales acidos grasos
presentes en la leche entera son palmitico (27,9 £4,0 %), cis-oleico (20,8 +2,9 %),
estearico (12,8 +2,4 %), miristico (12,5 +1,8 %), trans-oleico (3,5 +0,5 %), caprico
(3,4 £0,1 %), pentadecanoico (3,0 +0,4 %), caproico (2,4 +0,7 %), linoleico (1,2
+0,4 %), a-linolénico (0,8 £0,1 %) y los restantes suman 11,7 %. Ademas, en poca
cantidad se utilizé huevo en polvo, cuya composiciéon de acidos grasos ha sido
descrita por Mazalli y Bragagnolo (2007). Estos autores reportaron: acido
palmitico (24,7 £0,2 %), oleico (20,1 +0,5 %), estearico (16,9 0,6 %), linoleico
(16,7 £0,7 %), miristico (3,96 0,03 %), a-linolénico (0,14 0,00 %) y sumando los

acidos grasos restantes 17,5 %.
En cuanto a los budines libres de gluten, en la Figura 58 se muestra el

porcentaje de los acidos grasos presentes en las migas de las distintas

formulaciones. Como era de esperarse, el porcentaje de acido oleico fue el mas alto
en el budin control (63,9 +0,44) y se redujo progresivamente hasta 23,8 +0,82 %
(HN20) a medida que la adiciéon de harina de nuez aument6. Por otro lado, los

acidos grasos esenciales (linoleico y a-linolénico) aumentaron significativamente
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conforme la concentracién de HN aumenté. El acido linoleico pasé de 17,7 +0,12 en
el control hasta llegar a 49,1 +0,84 % en HN20. Igualmente, el contenido de acido a-
linolénico se increment6 de 0,44 +0,013, en el control, a 10,4 £0,29 en HN20. Los
acidos grasos esenciales son importantes debido a que el cuerpo humano no puede

sintetizarlos y deben ser ingeridos con la dieta (Aires, Capdevila y Segundo, 2005).

Por otro lado, en relacién a los acidos grasos saturados, el perfil lipidico de la
miga mostrd que las distintas formulaciones tuvieron alrededor de 12,8 0,5 % de
acido palmitico. Por otro lado, el acido estedrico se redujo ligeramente de 4,07
0,04b a 2,9 0,12 %, sin detectarse diferencias significativas entre las formulaciones
con HN. Algo semejante ocurri6 con el acido miristico que se redujo de 0,84 +0,01P
a 0,71 #0,022 para el control y HN20, respectivamente. La razén por la que la
cantidad de este acido graso es tan pequefia, es debido a que proviene
principalmente de la grasa de la leche entera (Jensen, Ferris y Lammi-Keefe, 1991;
Van Nieuwenhove, Oliszewski y Gonzalez, 2009), que a pesar de agregarse en igual
cantidad en todos los batidos al aumentar la cantidad de HN los demas

ingredientes se diluyen.
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Figura 58. Acidos grasos presentes en la miga de los budines frescos. [% de acidos

grasos/ cantidad total de acidos grasos]. Letras diferentes entre formulaciones

indican diferencias significativas (p < 0,05)
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5.4.4.2.Evaluacion sensorial de los budines

Se realiz6 la evaluacidn sensorial de las formulaciones de control y HN15. La
formulacion HN15 fue seleccionada entre las demas muestras con la HN debido a
su calidad panadera. A diferencia del HN20, los budines con HN15 presentaron una
buena calidad panadera, como un mayor volumen especifico, una estructura de
miga mas compleja (porosidad) y unos parametros de textura adecuados. La

puntuacion media de cada atributo se muestra en la Figura 59.

Apariencia
07

Aceptabilidad

~ Textura
General

Control

Figura 59. Evaluaciéon sensorial de los budines. *atributos con diferencias

significativas (p < 0,05, n = 48)

Los evaluadores no encontraron diferencias entre las puntuaciones de las
muestras en cuanto a la apariencia (Control: 5,8+1,0 y HN15: 5,5+1,2), la textura
(Control: 5,0+1,6 y HN15: 5,1+1,4) y la aceptabilidad general (Control: 5,5+1,3 y

HN15: 5,2+1,4), mientras que en cuanto al color y el sabor, la diferencia fue ligera
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pero significativa. El color amarillento del control fue ligeramente mas atractivo
que el color marréon de HN15 (Control: 5,9+1,1 y HN15: 5,3+1,4). Este resultado fue
consistente cuando se sustituyé la harina de trigo por HN en pan de trigo
(Almoraie, 2019). Por otro lado, la puntuacién de sabor del control fue mayor que
la de HN15 (5,4+1,3 y 4,8£1,6, respectivamente). Asimismo, algunos evaluadores
afirmaron que notaron un regusto a nuez al probar HN15 y también que HN15 era
menos dulce. Esto ultimo, a causa de que el contenido relativo de azucar se diluy6
por la adicion de HN. Por ultimo, todas las puntuaciones promedio de ambas
muestras fueron relativamente altas, teniendo en cuenta que la mdaxima

puntuacion posible era 7.
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5.5. Conclusiones parciales

La adicién de la harina de nuez (HN) en budines sin gluten aumenté los
contenidos de fibra (hasta 6,1 %) y proteina (hasta 8,8 %), la fraccion de aire, la
complejidad de los alvéolos y el volumen especifico. Siendo este ultimo de gran
importancia debido a que, usualmente, el consumidor juzga a los productos

panificados por su esponjosidad.

El mayor volumen especifico podria estar relacionado con el hecho de que los
batidos con HN presentaron mayor consistencia que el batido control y se fijaron a
temperaturas mayores que el mismo. Con respecto a las caracteristicas texturales
de la miga, a pesar de que se observ6 un aumento de la dureza por la adicién de

HN, estas migas fueron mas faciles de masticar.

A través de las micrografias de la miga obtenidas por CSLM se pudo observar
que la distribucion de los lipidos en la matriz de los budines cambia al afiadir HN a
la formulacién, esto debido a que parte de los lipidos siguen atrapados en

estructuras remanentes de la nuez.

En cuanto a la composicion de acidos grasos presentes en la miga de los
budines, se observé que a medida que HN aumento, los acidos grasos saturados se
mantuvieron relativamente constantes. Mientras que, se evidencié un aumento
significativo de los acidos linoleico y a-linolénico y una reduccién, igualmente
significativa del acido oleico. Esto al sustituirse los lipidos del aceite de girasol por

los de HN.

Finalmente, la evaluacion sensorial de los budines con un 15 % de HN

presenté una aceptacion similar a la de la muestra de control. Es importante acotar
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que ambos budines recibieron puntuaciones promedio relativamente altas (x5,4),

teniendo en cuenta que la maxima puntuacion posible era 7.
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Capitulo 6:
Almacenamiento de los
budines libres de gluten

con harina de nuez
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Capitulo 6

6.1. Introduccion del capitulo

El envejecimiento de los productos sin gluten es un tema de gran importancia
dado que suele ser de mayor rapidez que en los productos analogos con gluten y
este trae consigo aparejadas grandes pérdidas econémicas (Smidova y Rysova,
2022). Entre los parametros que suelen emplearse para estudiar la evolucién e
impacto de este proceso en los productos panificados, se encuentran la evaluaciéon
de las caracteristicas texturales de la miga y la pérdida de humedad, entre otros
(Culetu et al., 2021). En el envejecimiento de los productos panificados el almidon
juega un rol central dado que a la retrogradacién de éste se le atribuye gran parte
de los fendmenos no deseados. Con el objetivo de retrasar estos fendmenos en las
formulaciones de productos sin gluten suelen emplearse diferentes aditivos, entre
ellos, los hidrocoloides dado que contribuyen a disminuir la pérdida de humedad
durante el almacenamiento y modifican la gelatinizaciéon del almidén durante el
horneado y por ende la posterior retrogradacion. La retrogradacién involucra la
reasociacion de las cadenas de polisacaridos en estructuras ordenadas y
cristalinas. La retrogradacion de la amilopectina requiere de varios dias y dado que
el endurecimiento de los productos panificados ocurre también a lo largo de varios

dias desde su elaboracidn, la mayor parte de los modelos que tratan de describir los

procesos involucrados en el envejecimiento atribuyen a la retrogradacién de la amilopectina como

la causa primaria del endurecimiento (Hebeda y Zobel, 1996). Sin embargo, es un proceso complejo

en el cual se encuentran involucrados diferentes fendmenos (Ronda y Roos, 2011).
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6.2. Objetivos del capitulo

6.2.1. Objetivo general del capitulo

Analizar el efecto de la harina de nuez sobre el deterioro producido durante el

almacenamiento de los budines libres de gluten.

6.2.2. Objetivos especificos del capitulo

e Determinar si la adicién de la harina de nuez afecta las propiedades

tecnolégicas de los budines libres de gluten durante el almacenamiento.

e Establecer el efecto de la adiccion de la harina de nuez en los cambios

fisicoquimicos en los budines durante el almacenamiento.

e Evaluar la estabilidad lipidica de los budines con harina de nuez durante el

almacenamiento.
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6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Metodologia para el ensayo de almacenamiento

Una vez preparados los budines como se describié previamente (Seccion 5.3.3)
se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Después fueron separados en grupos
de cuatro y se colocaron en bolsas herméticas. En total se almacenaron cuatro
bolsas individuales, una para cada dia de medicién (dias uno, tres, cinco y siete).
Las bolsas fueron almacenadas a 20,6 +0,5 °C (72,1 £0,9 % Hr) durante siete dias y

se realizaron al menos dos lotes independientes por formulacidn.

6.3.2. Disponibilidad y contenido de agua de la miga almacenada

La disponibilidad y el contenido de agua en la miga varian debido al
envejecimiento de los budines. Para establecer su nivel de variacion, la actividad
acuosa y la humedad se determinaron siguiendo la misma metodologia que para
los budines frescos (Seccién 5.3.4.1) pero almacenandolos hasta por siete dias a

20.°C.

6.3.3. Evaluacion de la retrogradacion del almiddon y disociacion del

complejo amilosa lipido

La retrogradacion de la amilopectina es un proceso reversible por debajo de
los 100°C por lo que se puede estudiar por calorimetria diferencial de barrido. Se
midid la entalpia involucrada cuando los cristales de amilopectina retrogradados
se fundieron mediante la aplicacién de un flujo externo de calor. Por lo tanto, si la
amilopectina retrograda en mayor o menor medida en las formulaciones después
del almacenamiento, el termograma mostrara una transicion de mayor o menor

magnitud, respectivamente.
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En los alimentos, ademas del almidén, otros compuestos importantes son los
lipidos. Estos pueden formar complejos de inclusién con el almiddn, los que
pueden encontrarse en forma natural en productos como las harinas o formarse
durante el procesamiento de los alimentos. Este complejo puede ser estudiado por
calorimetria diferencial de barrido ya que es un complejo reversible que se disocia
a temperaturas superiores a 100 °C (Huang et al, 2020). A partir de los
termogramas se obtienen las temperaturas caracteristicas de la transiciéon y la

entalpia de la misma.

Para esto, en primer lugar, se simul6 la coccién de los batidos en el
calorimetro. Se colocaron 10 mg de cada formulacién de batido (sin polvo de
hornear) en una capsula de aluminio cerrada herméticamente, la que se sometié a
un calentamiento controlado desde 10 °C hasta 160 °C a 10 °C/min en un
calorimetro DSC Q100 (TA Instruments, New Castle, DE, EE.UU). Una vez enfriadas
las capsulas estas fueron almacenadas durante siete dias en las mismas

condiciones que los budines (20,6 £0,5 °C; 72,1 £0,9 % Hr).

Una vez transcurridos los siete dias de almacenamiento las capsulas se
volvieron a someter a un calentamiento controlado en el DSC. Se inici6 el programa
con una isoterma a 5 °C por 4 minutos para proseguir con una rampa desde 10 °C
hasta 160 °C a 10 °C/min. Los termogramas se analizaron con el programa
Universal Analysis 2000 (TA Instruments-LLC Waters, EE.UU.). Se determinaron
las temperaturas de onset (To), de pico (Tp) y final (Tf) y las entalpias de
retrogradacion del almidén (AHRr) y de disociacion del complejo amilosa lipido

(AHcar-p7). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
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6.3.4. Analisis de la textura de miga y corteza durante el

almacenamiento

6.3.4.1.Andlisis del perfil de textura (TPA) de miga

La evaluacién de la textura de la miga durante el almacenamiento nos brinda
informacion acerca de la estabilidad de las distintas formulaciones durante el
almacenamiento. La textura se evalu6é con la misma metodologia que para los
budines frescos (Secciéon 5.3.5.1), pero a los dias uno, tres, cinco y siete de

almacenados en bolsas plasticas a 20 °C.

6.3.4.2.Determinacién de dureza de la corteza

La evaluacion de la dureza de la corteza durante el almacenamiento nos brinda
informacién acerca de la estabilidad de los budines durante el mismo. La dureza se
midi6 con el mismo procedimiento que para los budines frescos (Seccién 5.3.5.3),

pero a los dias uno, tres, cinco y siete de almacenados en bolsas plasticas a 20 °C.

6.3.5. Perfil de acidos grasos presentes en la miga de los budines

durante el almacenamiento

En el campo de los alimentos, el envejecimiento es un término general que
describe la pérdida de calidad de flavor (sabor + olor) y textura en funcién del
tiempo (Parker y Ring, 2000). Sabiendo que la proporcion de acidos grasos de los
budines frescos fue mayoritariamente de insaturados, es importante conocer si
durante el almacenamiento esta composicién cambid. Para lo cual se determin6 el
perfil de acidos grasos presentes en la miga, por cromatografia gaseosa, siguiendo
la misma metodologia que para los budines frescos (Seccion 5.3.8) con la variacion

de que los budines fueron almacenados por siete dias a 20 °C.
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6.3.6. Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor para cada dia de
almacenamiento y la prueba LSD para determinar la existencia de medias
estadisticamente diferentes (a: 0,05). Todas las pruebas se realizaron con el
programa Statgraphics - Centurion - XVII Versién-17.2.00 (Statpoint Technologies,

Inc, EE.UU.).
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6.4. Resultados y discusion

6.4.1. Actividad acuosa (aw) de la miga durante el almacenamiento

La actividad acuosa, aw, es un parametro determinante en la estabilidad de los
alimentos, dado que es una medida relacionada a la disponibilidad del agua
presente en la matriz alimenticia, lo cual a su vez se relaciona con la facilidad de

ésta para migrar dentro del alimento durante el almacenamiento.

En la Figura 60 se observa la actividad acuosa de la miga de los budines frescos
y su evoluciéon durante el almacenamiento. En cuanto a los budines frescos,
solamente HN15 presentéd diferencias significativas respecto a las demas
formulaciones. Con valores de 0,959 0,003 para HN15 y =0,962 0,003 para
HN10, HN20 y Control. Esto guarda concordancia con lo observado en la aw de los
batidos en donde las formulaciones con HN presentaron los menores valores de
actividad acuosa, lo cual se relacioné con el mayor contenido de fibra y proteina de
estas matrices. Posteriormente, durante el almacenamiento, la aw de las migas
disminuyo con el tiempo. Al comparar aw entre formulaciones, en los dias uno, tres
y cinco el budin control presentdé valores significativamente mas altos en
comparacién con las formulaciones con HN. Finalmente, al dia siete, todas las
formulaciones presentaron valores equivalentes (0,94 +£0,01la). Aguilar y
colaboradores (2016) también observaron una pequefia disminucién en la aw

durante el almacenamiento en panificados libres de gluten con harina de castaia.
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Figura 60. Variacion de la actividad acuosa de la miga de los budines con adicion de
harina de nuez durante el almacenamiento. Las barras indican el desvio estandar.
Letras diferentes en un mismo dia indican diferencias significativas entre
formulaciones (p<0,05). Los colores en las letras indican la formulacidon a la que

corresponde

6.4.2. Humedad de la miga durante el almacenamiento

El contenido de agua es un factor de gran relevancia en el envejecimiento de
los panificados. Durante el almacenamiento el agua migra de la miga hacia la
corteza favoreciendo la formaciéon de puentes de hidrogeno entre los
constituyentes del almidoén, entre el almidén y las proteinas (Arp, Ferrero y Correa,

2019) y entre el almidén y los lipidos.

En la Figura 61 se observa la disminuciéon de la humedad en la miga durante
todo el almacenamiento. En los budines frescos la adicion de HN produjo migas

menos humedas, aunque este efecto solamente fue significativo para HN15 y
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HN20. La humedad inicial de las migas fue de 38,9 +0,3 38,8 +0,3 38,0 +0,4 y 38,3
+0,4 % para control, HN10, HN15 y HNZ20, respectivamente. Como ha sido
reportado por varios autores la humedad de las migas sin gluten decrece durante
el almacenamiento, debido a la migracién del agua hacia la corteza (Roman et al.,
2020; Sabanis, Lebesi y Tzia, 2009). De cualquier manera, la miga control fue mas
himeda durante todo el ensayo en comparacion con las formulaciones con HN.
Ademas, es importante agregar que en todas las formulaciones se observd el
decrecimiento de la humedad, llegando al final del ensayo a valores de 34,7 0,5,

34,0 x0,6, 33,6 #0,6 y 33,8 0,3 % para control, HN10, HN15 y HN20,

respectivamente.
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Figura 61. Variacion de la humedad en la miga de los budines con adicion de harina
de nuez durante el almacenamiento. Las barras indican el desvio estandar. Letras
diferentes en un mismo dia indican diferencias significativas entre formulaciones

(p<0,05). Los colores en las letras indican la formulacion a la que corresponde
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6.4.3. Evaluacion de la retrogradacion del almidon

La retrogradacion del almidén ha sido estudiada de forma intensiva durante
los ultimos 50 afos, principalmente debido a sus efectos perjudiciales sobre las
cualidades sensoriales y de almacenamiento de muchos alimentos ricos en almidén
(Wang et al,, 2015). Este fendmeno tiene un gran peso en el envejecimiento de los
productos panificados. En la Tabla 28 se muestran los valores de los parametros de
retrogradacion de amilopectina de los budines con harina de nuez. El rango de
temperatura observado (Figura 62) para estos budines coincide con el rango
reportado por varios autores para la fusién de la amilopectina (Hug-Iten, Escher y

Conde-Petit, 2003; Karim, 2000; Perez-Rea y Antezana-Gomez, 2018)

Retrogradacion

Amilosa Lipido

0,15
[W/g solidos]

4 -Control -HN10 -HN15 -HN20

Flujo de calor [W/g sélidos]

35 65 85 " 115 135
T Exo Temperatura [° C]

Figura 62. Termogramas por DSC de los budines libres de gluten con harina de nuez.
Resaltando las transiciones de retrogradaciéon de amilopectina y la disociacion del

complejo amilosa lipido
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Tabla 28. Parametros de retrogradacion del almiddon en los budines sin gluten a los

siete dias de almacenamiento

Temperaturas [°C] Entalpia de
retrogradacion
To T, Ts AT (TTo) AHg *
Control 51,8+0,72 65,2+0,32 86+2a 34+2a 2,5+0,1a
HN10 51,6+0,42 66,8+0,7b 88+1ab 36+1]ab 2,4+0,3b
HN15 50+1a 65,8+0,1ab 88,0+0,72b 38+1b 2,1£0,1c
HN20 51,8+0,92 67+1b 89+1b 37,7+0,2b 1,77+0,024

Promedio+ desvio estandar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05, n = 3). To: Temperatura de onset, Tp: Temperatura de pico, Tr:
Temperatura final, * [J/g sélidos].

En cuanto al comienzo de la transicion, no se observaron diferencias
significativas en la To entre las distintas formulaciones. Sin embargo la
temperatura de finalizacién se desplaz6 hacia valores mayores a medida que

aumento la adicion de HN, observandose diferencias significativas al comparar el

budin control y HN20.

La entalpia necesaria para fundir los cristales y revertir la retrogradacion de la
amilopectina se redujo a medida que la adicion de HN aument6 y se encontraron
diferencias significativas entre los valores de la entalpia para todas las
formulaciones estudiadas (Tabla 28). Los valores de entalpia para el control al
séptimo dia de almacenamiento fueron iguales a los reportados por Purhagen y
colaboradores (2012) (2,86 +0,88 [J/g solidos] ) para un pan libre de gluten
almacenado por 3 dias. Por otro lado, la disminuciéon en la extension de la
retrogradacion en los budines con harina de nuez puede tener varias explicaciones.
Por un lado, puede estar relacionada con el aumento del contenido de proteinas y
fibra aportado por la HN, ambos componentes con capacidad de atrapar agua,
limitan su movilidad, lo que puede afectar a procesos difusionales como la

retrogradacion. Ademas, se ha descrito la formacién de enlaces de hidrégeno entre
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la fibra y el almidon lo que retrasaria la retrogradaciéon de la amilopectina
(Sabanis, Lebesi y Tzia, 2009). Por otro lado, se ha visto que los lipidos también
retrasan la retrogradacion del almidon a través de diferentes mecanismos posibles
(Chang et al, 2021): 1) Los lipidos pueden afectar a la gelatinizacién e
indirectamente modificar la retrogradaciéon ya que la gelatinizacién parcial da
lugar a una reduccién de la posterior retrogradacion. Esto estaria mediado por la
formacion de complejos amilosa-lipido que inhibirian la entrada de agua al
granulo, obstaculizando de este modo, el hinchamiento del mismo y la salida de
amilosa al reducirse la movilidad de las cadenas de polisacaridos, 2) Durante la
retrogradacion, las cadenas helicoidales simples libres forman preferentemente
complejos amilosa-lipido, lo que inhibe la formacién de enlaces de hidrégeno entre
cadenas de amilosa, 3) La formacion de un ntcleo cristalino de amilosa es un
proceso clave en el crecimiento posterior del cristal durante la retrogradacidn.
Dado que la formacién del complejo-amilosa-lipido reduce la cantidad de amilosa
disponible para la formacién del nucleo cristalino, de este modo se podria también

restringir la retrogradacion del almidén.

En general, en los budines con harina de nuez se observo un ligero aumento en
los rangos de temperatura y una disminucion en la entalpia de la transicion, al
compararlos con el control. En conjunto, estos pardmetros indican que la
amilopectina retrograda menos y que los cristales formados son mas heterogéneos

al adicionar HN (Sciarini, 2011; Serrano, Sciarini y Pérez, 2016).

6.4.4. Disociacion del complejo amilosa lipido

Debido a que el estudio de las transiciones térmicas de los batidos permitié

observar que en las formulaciones con cantidades crecientes de HN se observa
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mayor formacién del complejo amilosa lipido (CAL) y a que ésta se ve favorecida
durante la mezcla y horneado, se buscé establecer si el almacenamiento afectaba la
cantidad de dicho complejo presente en los budines. Es asi que se midié su entalpia

de disociacion después de siete dias de almacenamiento.

En la Figura 62 se muestran los termogramas por DSC de los budines en el
rango de la transicidon de disociacion de CALp7. De igual forma, en la Tabla 29 se
detallan las temperaturas caracteristicas y el cambio de entalpia asociado a la
transicion en las distintas formulaciones. La temperatura de pico observada, en
todos los casos, concuerda con los valores previamente reportados para la
temperatura de fusién de los complejos amilosa-lipido semicristalinos que ronda
los 115 °C (Putseys, Lamberts y Delcour, 2010). A pesar de no observarse
diferencias significativas en cuanto al rango de la transicion, las entalpias

aumentaron significativamente a medida que la adicion de HN aumento.

En la Figura 63 se observa el aumento en el cambio de entalpia de la
transicion entre el dia cero, cuando el batido apenas se convirtié en miga y la
entalpia medida al dia siete de almacenamiento. Es claro que durante el
almacenamiento la formacion de CAL en la miga de los budines se vio favorecida.
Esta misma tendencia fue observada al evaluar tortillas Wonton libres de gluten
frescas y almacenadas durante siete dias (Prakaywatchara, Wattanapairoj y
Thirathumthavorn, 2018) e inclusive, la formacién de complejos de inclusiéon con
la amilosa ha sido sefialada como una alternativa para retrasar el envejecimiento
de este tipo de productos (Mariscal-Moreno et al.,, 2019). Para que la formacidn del
complejo amilosa-lipido ocurra, las cadenas de amilosa deben tener la movilidad

suficiente para interactuar con los lipidos, los que a su vez deben estar en el lugar
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correcto, es asi que una fase amorfa gomosa seria un medio adecuado para la
formacién de CAL (Eliasson, 1994; Evans, 1986; Putseys, Lamberts y Delcour,
2010). Por otro lado, se han reportado posibles efectos benéficos para la salud de
los CAL por lo que han sido catalogados como almidoén resistente tipo V, ya que se
ha observado que la formacién de estos complejos restringe la disponibilidad del
almidon para la hidrélisis enzimatica, lo que da como resultado una menor
digestibilidad del almidon (Arp, Correa y Ferrero, 2021). Por lo tanto, este

aumento durante el almacenamiento podria ser positivo para los consumidores.

Tabla 29. Parametros de disociacion del complejo amilosa lipidos en los budines sin

gluten a los siete dias de almacenamiento

Temperaturas [°C] Entalpia de
disociacion
To T, Ty AT (T¢-To) AHearor *
Control 97 +2b 116 +1a 128,5+0,3a 31+3a 1,43+0,02a
HN10 ND ND ND ND ND
HN15 104+3a 118+1a 131+2a 28+4a 2,63+0,04b
HN20 10522 116,5 £0,62 128+2a 23+5a 3,18+0,05¢

Promedio+ desvio estandar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0,05, n = 3).ND: no determinado. To: Temperatura de onset, Tj:
Temperatura de pico, Tr: Temperatura final, * [J/g s6lidos].
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Figura 63. Entalpia de disociacién del complejo amilosa lipido en la miga de budines
libres de gluten con harina de nuez. Letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05). *HN10 dia siete ND: No determinado
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6.4.5. Analisis del perfil de textura (TPA) de la miga

La textura es uno de los principales factores que los consumidores tienen en
cuenta al calificar la calidad de los productos alimenticios, y, en especial, en el caso
de los productos panificados. Los panificados, durante el almacenamiento, sufren
cambios relacionados con la migracién del agua, la retrogradacién del almidén y la
cristalizacion de lipidos. Estos cambios producen una desorganizacion de la
estructura original, cambiando sus atributos texturales (Esteller, Amaral y Lannes,
2004). La suma de los atributos como firmeza, cohesividad, resiliencia, elasticidad
y masticabilidad dan como resultado el perfil de textura de los budines. Debido a
esto es esencial evaluar los cambios que sufre dicho perfil en los budines con
harina de nuez durante el almacenamiento. Para esto, discos de miga almacenados
durante uno, tres, cinco y siete dias a 20 °C, se comprimieron en dos ciclos
sucesivos en el texturometro y a partir de los resultados se obtuvo el perfil textural

de las migas.

La variacién de la firmeza de la miga durante todo el almacenamiento se
muestra en la Figura 64. En cuanto a la firmeza de la miga de los budines frescos
solamente la formulacion HN20 presenté una miga mas dura (28 + 4b N) que el
control. Como era de esperar, el envejecimiento produjo un aumento significativo
en la firmeza de la miga de todas las formulaciones, con notables diferencias entre
si. Por ejemplo, la firmeza del budin control entre los dias cero y uno present6 el
mayor incremento de entre todas las formulaciones. Pasando de 26 +#3 a 34 +2 N
(31 % de aumento), en contraste HN20 solamente aumento6 de 28 #4 a 30 +4 N (7

% de aumento) en el mismo lapso.
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A lo largo de todo el almacenamiento la miga control fue significativamente
mas dura que las migas con HN. En especial al dia cinco donde alcanz6 su punto
maximo (49 *#4 N) de firmeza. Ahora bien, al llegar al dia siete su firmeza se redujo
(41 £4N) debido a que los discos de miga se desgranaban con mayor facilidad.
Similar comportamiento se observé con HN10 entre el dia cinco y siete. Mientras
que la firmeza de HN15 y HN20 simplemente aumenté durante todo el

almacenamiento llegando hasta 34 +4 y 49 +3N, respectivamente.
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Figura 64. Variacion de la firmeza de la miga de los budines almacenados a 20 °C.
Las barras indican el desvio estandar. Letras diferentes en un mismo dia indican
diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en las letras

indican la formulacion a la que corresponde

El endurecimiento en productos panificados libres de gluten debido al
envejecimiento ha sido ampliamente documentado, lo cual, como ya se ha

mencionado, se debe a varios procesos que ocurren en forma simultanea (Carini et
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al.,, 2017; Demirkesen et al., 2014; Rocha Parra, Ribotta y Ferrero, 2015; Sabanis,
Lebesi y Tzia, 2009; Sciarini, 2011; Sciarini et al., 2012). Dado que la firmeza es un
parametro clave en los productos panificados, el hecho de que todas las
formulaciones de budines con HN durante todo el almacenamiento hayan sido mas
blandas que el budin control, es un resultado para resaltar. Asimismo, dado que la
firmeza inicial de los budines fue similar (con excepcion de HN20) este resultado
estaria mostrando que la harina de nuez ralentizé el endurecimiento de la miga
actuando como un mejorador, efecto que probablemente se encuentre relacionado

con la diferente composicion de los lipidos aportados por la nuez.

Por otro lado, la cohesividad es una medida del grado de integraciéon que
tienen los ingredientes que constituyen la miga. La variacion de la cohesividad de
la miga con el tiempo de almacenamiento se muestra en la Figura 65. Es posible
observar que al dia cero el budin control presenté una mayor cohesividad (0,55 *
0,02b) en comparacion a los budines con HN (=0,45 +0,032). Es asi que, al dia uno,
la cohesividad de todas las formulaciones se redujo siendo la miga control la que
presenté la disminucién mas pronunciada (descendiendo hasta 0,42 +0,03%). A
medida que el envejecimiento continud (dias tres, cinco y siete) las migas con HN
fueron mas cohesivas que la miga control. Este atributo es importante dado que
estd relacionado con la susceptibilidad de la miga a romperse o desmoronarse
(Onyango et al., 2010). Sin embargo, valores muy elevados de cohesividad tampoco
son deseados debido a que se relacionan con una mayor dificultad para desintegrar
al alimento, y asi, formar el bolo alimenticio durante el proceso de deglucion (Wee
et al., 2018). En este caso, los valores obtenidos no son excesivamente elevados,
por lo que se puede argumentar que a partir del dia tres las migas con HN

presentaron una menor tendencia a desmoronarse que su contraparte control.
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Figura 65. Variacion de la cohesividad de la miga de los budines almacenados a 20
°C. Las barras indican el desvié estandar. Letras diferentes en un mismo dia indican
diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en las letras

indican la formulacidn a la que corresponde

De la misma manera la resiliencia que se relaciona con la recuperaciéon
instantanea de la miga se redujo progresivamente conforme la miga envejecid
(Figura 66). De las migas frescas, la miga control fue la que present6 el mayor valor
y fue diferente significativamente (0,35 +0,01P) al resto, mientras que las migas
con HN no mostraron diferencias significativas entre si (=0,25 +0,22). Esta
tendencia se repitié al dia uno. En cambio, para los dias tres y cinco las migas con
HN se recuperaron ligeramente mejor que la miga control. Por ejemplo al dia cinco,
la resiliencia de las migas fue 0,13 +0,012 0,14 +0,022> 0,15 +0,01"> y 0,16 +0,02b,

para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. Finalmente, para el dia siete
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las migas con HN perdieron resiliencia, es asi que la resiliencia presentada por
todas las muestras rondo los =0,12 +0,02. Es importante agregar que los distintos
valores reportados en esta investigacion concuerdan con los reportados para miga

de magdalenas libres de gluten (Matos, Sanz y Rosell, 2014).
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Figura 66. Variacion de la resiliencia de la miga de los budines almacenados a 20 °C
durante 7 dias. Las barras indican el desvid estandar. Letras diferentes en un mismo
dia indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en

las letras indican la formulacién a la que corresponde

Otro atributo textural importante es la elasticidad (Figura 67), que se relaciona
con la recuperacion de la miga luego de las dos compresiones. Para los budines
frescos sin y con HN los valores obtenidos (0,82 +0,04) son comparables con los
informados para muffins preparados con harinas libres de gluten (Matos, Sanz y
Rosell, 2014; Shevkani y Singh, 2014). Asi mismo, las migas con HN fueron menos

elasticas que la miga control hasta el dia tres, donde el comportamiento de las
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migas se invirti6. De cualquier manera, los resultados de elasticidad mostraron la
misma tendencia que lo observado para la cohesividad y la resiliencia. Es decir la

elasticidad de la miga se redujo a medida que el tiempo transcurrid.
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Figura 67. Variacion de la elasticidad de la miga de los budines almacenados a 20 °C
durante 7 dias. Las barras indican el desvid estandar. Letras diferentes en un mismo
dia indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en

las letras indican la formulacion a la que corresponde

Finalmente, los cambios en cuanto a masticabilidad de la miga reflejan los
cambios en la firmeza, la cohesividad y la elasticidad dado que la masticabilidad es
el producto de los tres atributos texturales (Bourne, 2002b). Este atributo brinda
una medida del trabajo o energia necesaria por parte del consumidor para
masticar la miga antes de ser tragada. En cuanto a los budines frescos (Figura 68)
todas las migas con HN fueron mas faciles de masticar que la miga control.

Obteniéndose valores de masticabilidad de 12,9 £0,9¢, 9,2 +0,93, 9 +1ay 11+2b N

225



para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. Al siguiente dia, la miga
contintio mostrando el mismo comportamiento que los budines frescos. Es asi que
al continuar el envejecimiento la masticabilidad de las migas continua
descendiendo pero al dia tres se observé un descenso mucho mas marcado para
los budines control y HN10 (8,4 +0,9 y 8 1 N, respectivamente). A partir del dia
tres el budin control se desmoronaba con mucha mas facilidad (debido a la menor
cohesividad) comportamiento que sigui6 empeorando conforme transcurrié el
tiempo de almacenamiento. Mientras que para el dia cinco las migas con HN fueron
mucho mas manejables en comparacién con el control. Finalmente, para el dia
siete, como era de esperar, todas las migas presentaron los valores mas bajos de

masticabilidad (6 = 1 N).
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Figura 68. Variacion de la masticabilidad [N] de la miga de los budines almacenados
a 20 °C. Las barras indican el desvié estandar. Letras diferentes en un mismo dia

indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en las

letras indican la formulacidn a la que corresponde
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6.4.6. Dureza de la corteza durante el almacenamiento

La apariencia es uno de los primeros atributos con que los consumidores
pueden calificar a los alimentos. En el caso de los productos panificados la corteza
brinda la primera impresiéon al consumidor, ya sea por su coloraciéon o por su
textura. En cuanto a su textura, al envejecer la corteza de los panificados se torna
suave y correosa (Parker y Ring, 2000) es por esto que se midi6 la dureza de la

corteza de los budines adicionados con harina de nuez durante el almacenamiento

En la Figura 69 se muestra la evoluciéon de la dureza de la corteza en los
budines a medida que el tiempo avanzd. Los budines frescos no presentaron
diferencias entre las distintas formulaciones (x210,3x0,9 N). Durante el
almacenamiento, la retrogradacion de la amilopectina y la migracién del agua de la
miga hacia la corteza son responsables del envejecimiento de los budines (Hui,
2006). Al dia uno las formulaciones con harina de nuez fueron menos duras que el
control, aunque sin encontrarse diferencias significativas entre el control y HN10.
Ademas ninguna formulacion mostr6 diferencias significativas entre la dureza
medida al dia cero y uno. En contraste, la dureza del control al dia tres mostr6 una
reduccion considerable (8,3+0,8 N), la dureza de las formulaciones con HN
también se redujo pero HN15 y HN20 siguieron sin mostrar diferencias
significativas con los budines frescos. Al dia cinco los budines envejecieron
significativamente, presentando durezas de 7,5 £0,9; 9 +1; 9 +1 y 8,8 0,9 N para
control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. Claramente las formulaciones con
HN envejecieron en menor grado en comparacion con el control. Finalmente al dia
siete la dureza de la corteza de todas las muestras se redujo significativamente (*8

+1 N) presentando una textura gomosa y fragil. Varias autores han reportado la
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misma tendencia de disminucién de la dureza de la corteza para productos libres
de gluten almacenados (Gallagher et al., 2003; Paciulli et al,, 2016; Sabanis, Tzia y

Papadakis, 2008)
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Figura 69. Evolucion de la dureza de la corteza de los budines durante el
almacenamiento. Las barras indican el desviéo estandar. Letras diferentes en un
mismo dia indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los

colores en las letras indican la formulacién a la que corresponde

6.4.7. Perfil de acidos grasos presentes en la miga de los budines

durante el almacenamiento

En la Figura 70 se muestran los resultados obtenidos en los budines frescos y
almacenados, al analizar el perfil de acidos grasos y agrupar los mismos de
acuerdo a grado de saturacién/insaturacién. En los budines frescos, es evidente
que las proporciones de los acidos grasos saturados y monoinsaturados
descendieron al aumentar el nivel de harina de nuez. Mientras que al

incrementarse la concentracion de HN la concentracién de poliinsaturados se
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increment6. Es asi que en todas las formulaciones los acidos grasos insaturados
representan entre 82-84 % (en relacion a los acidos grasos totales), estos acidos
grasos insaturados presentan uno o mas dobles enlaces entre los carbonos que
forman su cadena principal (Burdge y Calder, 2014), estos dobles enlaces a parte
de hacerlos mas saludables los vuelven mas susceptibles a cambios externos;
cambios que podrian darse durante el envejecimiento de los budines. Debido a
esto se determino el perfil de acidos grasos presentes en la miga después de siete

dias de almacenamiento a 20 °C.
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Figura 70. Perfil de acidos grasos (AG), por grado de saturacion, presentes en la

miga de los budines [% AG/ AG totales]. DO: dia cero y D7: dia siete



En términos generales, el perfil de acidos grasos presentes en los budines
almacenados mostr6é la misma distribuciéon que los budines frescos. Todas las
formulaciones presentaron una mayor cantidad de acidos grasos insaturados que
de saturados. En cuanto a los 4cidos grasos monoinsaturados al dia 7 se obtuvieron
los siguientes valores: 64,4 +0,3 %, 36,9 £0,6 %, 32,71 0,07 % y 22,8 +0,06 %
para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. La misma reduccién fue
observada en el budin fresco cuando se aumentd la concentracion de HN, debido a
la reduccion en el contenido de acido oleico proveniente del aceite de girasol. Por
otro lado, los &cidos grasos poliinsaturados aumentaron su concentracién
conforme la adicion de HN crecié. Partiendo de 18,7 +0,1 %, 46 +1 %, 50,2 £0,2 %
y 60,7 £0,6 % para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. Por tltimo,
los acidos grasos saturados permanecieron relativamente constantes alrededor del
17 % para todas las formulaciones. Es asi que estos valores son comparables con

los obtenidos para el budin fresco (Figura 70).

Con la finalidad de poder comparar las distintas formulaciones, se calcul6 la
cantidad en gramos de acidos grasos por cada 100 g de budin en base seca. Es asi
que en la Tabla 30 se muestra la variacidon de los acidos grasos presentes en la
miga de los budines frescos y los almacenados por siete dias a 20 °C. Como es
evidente, al observar los valores, la variacién entre el dia cero y siete es minima
aunque estadisticamente significativa, todas menos para HN20. Las diferencias
significativas detectadas podrian estar relacionadas con los bajos valores del
desvio estandar. Sin embargo, las variaciones se encuentran dentro del error

experimental esperado para este tipo de ensayos.
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Distintos autores han observado un comportamiento similar durante el
envejecimiento de productos panificados con y sin gluten, esto es, un perfil de
acidos grasos relativamente estable durante el almacenamiento (Caponio et al.,
2009; Rajiv et al., 2012). Por otro lado, Koczon y colaboradores (2016) reportaron
variaciones en cuanto al perfil de &cidos grasos de galletas pero ante
almacenamientos mucho mas prolongados (diez meses). Finalmente, hay autores
que han encontrado resultados mixtos dependiendo de la formulacién de sus

respectivas muestras (Antoniewska et al., 2018; Daglioglu et al., 2004).

Tabla 30. Variacion del contenido de acidos grasos (AG) presentes en la miga

durante el almacenamiento. [g acido graso/ 100 g de budin en base seca]

Control
AG Dia Cero Dia Siete Dia Cero Dia Siete
14:00 0,076 +0,001a 0,070 +0,002a 0,056 +0,002a 0,059 +0,004a
16:00 1,17 £0,02b 1,11 +0,01a 0,98 +0,01a 1,09 £0,01b
18:00 0,366 +0,003b 0,349 +0,003a 0,247 +0,007a 0,24 +0,01a
18:1n9 5,73 £0,03a 5,80 £0,02a 3,62 +0,02b 3,02 £0,05a
18:2 n6 1,60 £0,01a 1,64 +0,01b 2,82 +0,03a 3,30 £0,09b
18:3 n3 0,039 +0,001a 0,04 +0,00a 0,48 +0,01a 0,49 +0,03a
HN15 HN20

AG Dia Cero Dia Siete Dia Cero Dia Siete
14:00 0,050 £0,003a 0,047 £0,003a 0,049 £0,001a 0,046 £0,002a
16:00 0,926 +0,002a 0,944 +0,001b 0,90 +0,01a 0,88 £0,01a
18:00 0,23 £0,01a 0,22 £0,01a 0,20 +0,01a 0,21 +0,01a
18:1 n9 2,23 +0,02a 2,32 £0,01b 1,65 *0,05a 1,57 £0,04a
18:2 n6 3,07 £0,01b 3,007 +0,003a 3,39 £0,06a 3,45 £0,03a
18:3 n3 0,59 £0,01a 0,56 £0,01a 0,72 £0,01a 0,74 +0,01a

Promedio +desvio estandar. [g de 4cido graso/ 100 g de budin en base seca]. Acidos grasos
14:00, 16:00, 18:00, 18:1 n9, 18:2 n6, 18:3 n3 corresponden a los acidos miristico,
estearico, palmitico, oleico, linoleico y a-linolenico, respectivamente. AG: acidos grasos.
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6.5. Conclusiones parciales

Como era de esperar, durante el almacenamiento de los budines se observaron
cambios propios del envejecimiento de productos panificados. Entre estos cambios
se observo la pérdida de humedad, disminucién de la actividad acuosa,
endurecimiento de la miga, ablandamiento de la corteza, entre otros. No obstante,
los budines con harina de nuez mostraron una atenuacién en estos procesos. Por
ejemplo, el andlisis por calorimetria mostré una reduccién significativa en el
cambio de la entalpia de retrogradacion (Dia 7) a medida que la concentracion de
HN aumenté. Este efecto puede deberse principalmente a la dilucién del almidén
en las formulaciones y a la diferente composicion de los lipidos presentes en las

mismas.

Asimismo, al medir la entalpia de disociaciéon del complejo amilosa lipido
después de un almacenamiento de siete dias, se observé un aumento significativo
en el cambio de la entalpia de disociacion, evidenciando que durante el
almacenamiento de los budines la concentracion de este complejo aumento

conforme el nivel de HN.

Finalmente, al analizar los perfiles de &cidos grasos presentes en la miga de los
budines almacenados, estos mostraron la misma distribuciéon que en los budines
frescos. Siendo aproximadamente 83 % acidos grasos insaturados y 17 % de

acidos grasos saturados.
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Capitulo 7: Conclusiones

generales
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Capitulo 7

7.1. Conclusiones

La caracterizacion de la harina de nuez demostré que, ésta, conserva gran
parte de las propiedades de la nuez y del aceite de nuez, siendo una buena fuente
de micro y macronutrientes, en comparacién con algunas harinas utilizadas
habitualmente en la panificaciéon. La harina de nuez presenta una muy buena
relacion de A&cidos grasos insaturados/saturados (9,06), un buen perfil de
aminodacidos y un importante contenido en compuestos bioactivos. Ademas, la HN
mostré buenas propiedades tecno-funcionales, es decir, su incorporacién podria
mejorar las caracteristicas nutricionales y tecnolégicas de los nuevos productos de
panaderia. Asimismo, teniendo en cuenta que la HN tiene una aw relativamente
baja y un alto contenido en lipidos, la estabilidad oxidativa es un factor
determinante en su vida util. Es asi que, la HN demostré ser mas estable a la
oxidacion que el aceite de nuez, siendo la vida util estimada a 20 °C de casi 17
meses. Del mismo modo, a través del almacenamiento en tiempo real de la HN en
distintas condiciones, se evidenci6 una muy baja presencia de compuesto de
oxidacion primaria (bajos indice de peroxidos) y secundaria (bajos indice de p-
anisidina) luego de 10 meses de almacenamiento con y sin vacio y a distintas
temperaturas (-20,0 y 20°C). No obstante, se recomienda siempre almacenar la

harina de nuez alejada de la luz.

Por otro lado, la adicion de la harina de nuez afecté6 en gran medida a las
caracteristicas microestructurales de los batidos, dando lugar a un
comportamiento reolégico y una movilidad molecular diferenciada entre el batido

control y los batidos con el subproducto. La HN present6 una alta afinidad por el
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agua lo que se reflej6 en menores tiempos de relajacion por RMN y en la reduccion
de la actividad acuosa y del agua congelable de los batidos, a medida que la adicién
de HN aument6. Del mismo modo, la adicion de HN mejoré la consistencia de los
batidos, haciéndolos mucho mas faciles de manejar. Este incremento de la
consistencia y viscosidad de los batidos al incrementar el nivel de HN es
compatible con la formaciéon de una estructura proteica (y que contiene lipidos

provenientes de la nuez) en la matriz tal como se observé por CSLM.

En cuanto a los productos terminados, la utilizacién de la harina de nuez en
budines sin gluten aument6 los contenidos de fibra y proteina, el volumen
especifico, la fraccion de aire y la complejidad de los alvéolos. El mayor volumen
especifico podria estar relacionado con el hecho de que los batidos con HN se
fijaron a temperaturas mas altas que el control, tal como se observo en los ensayos
termoreologicos, y presentaron mayor consistencia que el batido control. También
se observo un aumento de la dureza de la miga por la adiciéon de HN, pero al mismo
tiempo, estas migas fueron mas faciles de masticar. De igual manera, la evaluacién
sensorial de los budines con un 15 % de HN present6 una aceptacion similar a la de
la muestra de control. Por lo tanto, estos resultados demostraron que la HN es un

ingrediente adecuado para incorporar a budines sin gluten.

Durante el almacenamiento los budines con HN mostraron una atenuaciéon de
los cambios tipicos relacionados con el envejecimiento: pérdida de humedad,
disminucién de la actividad acuosa, endurecimiento de la miga y ablandamiento de
la corteza. Este efecto puede relacionarse principalmente con la diluciéon del
almidén en las formulaciones y con la diferente composicion de los lipidos

presentes en las mismas. Ademas, se observé una reduccién de la retrogradaciéon
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del almidén, generalmente relacionada con el incremento de la dureza, y un
incremento significativo de la formacién del complejo amilosa-lipido en presencia
de HN. A este complejo se le han atribuido posibles propiedades funcionales ya que
es catalogado como almiddn resistente tipo V. Por otro lado, en términos generales,
el perfil de acidos grasos presentes en los budines almacenados mostr6 la misma

distribucion que los budines frescos.

Finalmente, estos resultados contribuyen al conocimiento y a las posibles
aplicaciones de la harina de nuez, un subproducto de la produccién de aceite, con
gran potencial para ser utilizado en productos panificados dado su perfil

nutricional y sus propiedades fisicoquimicas y tecno-funcionales.
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