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Resumen 

El subproducto de la extracción del aceite de nuez (Juglans regia L.) es una 

torta de prensado rica en ácidos grasos poliinsaturados y otros compuestos 

bioactivos. A partir de esta torta, se obtiene harina de nuez (HN) mediante un 

proceso de molienda.  

Se caracterizó HN mediante la determinación de la composición proximal, el 

contenido en minerales y los perfiles de ácidos grasos y aminoácidos. Además, se 

determinó la capacidad antioxidante y la capacidad de retención de agua y aceite. 

HN tiene un alto contenido de lípidos (55 %), con una óptima relación ω6/ω3, una 

buena relación lisina/arginina y altos niveles de antioxidantes que contribuyen a 

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

En cuanto a la interacción 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 comparación con las harinas habitualmente utilizadas en panificación. Además, 

la harina de nuez presenta características tecno-funcionales idóneas para ser 

incorporada en productos de panadería, por lo que se estudió su aplicación en 

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

Sin embargo, para una correcta industrialización de los alimentos libres gluten, 

es importante conocer sus propiedades y su comportamiento durante el 

procesamiento, lo cual es aún más importante cuando se utilizan nuevos 

ingredientes. Con esta finalidad, se evaluaron los efectos de la adición de HN en 

diferentes niveles (0, 10, 15, 20 % (p/p) en base de mezcla de harinas) en las 
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propiedades reológicas, 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 almidón de maíz) se vieron alteradas por la adición de la HN. 

Asimismo, el aumento de la concentración de HN en los batidos incrementó su 

firmeza, cohesividad e índices de consistencia y viscosidad. 

En cuanto a la movilidad molecular de los componentes de los batidos, se 

encontró una disminución de los tiempos de relajación en los ensayos de RMN y de 

la cantidad de agua congelable, mientras que la transición vítrea no se vio afectada. 

Las micrografías confocal láser de barrido de los batidos mostraron una matriz 

proteica con gránulos de almidón, gotas de aceite dispersas y fragmentos de fibra. 

En general, estos resultados mostraron que la adición de la HN modificó 

positivamente las características de los batidos libres de gluten. Durante el 

horneado, la adición de HN modificó la gelatinización del almidón y aumentó el 

contenido del complejo amilosa-lípido. 

Al evaluar el efecto de la adición de HN sobre las propiedades de calidad del 

producto final, los budines con adición del 15% de HN presentaron el mayor 

volumen específico y no hubo diferencias en la aceptabilidad general con respecto 

al control. Además, los budines con HN presentaron migas que requerirían menor 

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

Por lo tanto, la harina de nuez es un ingrediente adecuado para ser 

incorporado en productos de panadería sin gluten y podría emplearse para 

mejorar las características nutricionales y tecnológicas de nuevos productos.  
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Capítulo 1  

1.1. Enfermedad celíaca 

La celiaquía o enfermedad celíaca (EC) es una condición inmunomediada 

caracterizada por la enteropatía del intestino delgado, síntomas sistémicos 

relacionados con mala absorción y/o activación inmune, y presencia de 

autoanticuerpos contra la transglutaminasa tisular (TTG). La celiaquía es única 

entre las enfermedades autoinmunes ya que su desencadenante, ha sido 

identificado, y su remoción de la dieta da lugar a la resolución de los síntomas y de 

la enteropatía en la mayor parte de los pacientes (Lebwohl y Rubio-Tapia, 2021). 

La celiaquía se desencadena, en individuos genéticamente predispuestos, por la 

ingesta de proteínas del grupo de las prolaminas presentes en el trigo, la avena, la 

cebada y el centeno (T.A.C.C.), comúnmente denominadas en forma genérica como 

“gluten”, lo que da lugar a la inflamación crónica del intestino delgado y atrofia de 

las vellosidades intestinales. Esta situación conlleva a una absorción deficiente de 

nutrientes y a otras patologías asociadas como diarrea, anemia, pérdida de peso y 

diabetes (Catassi y Fasano, 2008). Es por ello, que el único tratamiento posible 

para los individuos celíacos es el apego de por vida de una dieta con exclusión 

completa y estricta de gluten (Calado y Verdelho Machado, 2022). Dado que si se 

realiza una dieta sin TACC la persona no presenta ningún síntoma, muchos 

profesionales hablan de condición celíaca y no de enfermedad. 

En los últimos años ha habido cambios importantes en el diagnóstico y 

patogénesis de esta condición y se dice que la celiaquía ha sufrido una 

metamorfosis debido al incremento sostenido en el número de diagnósticos 

realizados, inclusive en pacientes geriátricos (Hernández et al., 2021; Volta et al., 
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2014). Esta situación se ha atribuido a la mayor disponibilidad de pruebas más 

sensibles y específicas, lo que permite la identificación 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 teorías que sugieren que la 

globalización y la difusión generalizada de diferentes versiones de la llamada 

“dieta mediterránea” han dado lugar al incremento del consumo de gluten en 

cantidades muy elevadas, hasta 20 g/día, lo que habría dado lugar al aumento de la 

prevalencia de la celiaquía. También se ha culpado a las nuevas variantes 

biotecnológicas del trigo (de Lorgeril y Salen, 2014). Sin embargo, ninguna de estas 

hipótesis ha sido confirmada. Por el contrario, se ha observado que, en el 

hemisferio occidental, otras patologías autoinmunes han mostrado el mismo 

comportamiento en el aumento de casos. Esta situación sugiere que serían otros 

factores ambientales diferentes del trigo, los que podrían estar en juego en el 

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

1.1.1. Epidemiología: Incidencia y prevalencia 

Anteriormente se creía que la celiaquía era una afección que afectaba 

predominantemente a individuos oriundos de Europa. Sin embargo, hoy se 

reconoce como una afección presente en todo el mundo, siendo la seroprevalencia 

a nivel global 1,4%. La prevalencia varía por continentes siendo 1,3% para 

América del Sur y 1,8% para Asia (Singh et al., 2018). Un hallazgo común a todas 

las regiones es que la incidencia y prevalencia se encuentra en constante aumento 

a lo largo del tiempo. 

La celiaquía puede desarrollarse a cualquier edad, incluidas las poblaciones 

geriátricas. No obstante, la mayoría de los pacientes desarrollan la enfermedad 
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celíaca antes de los diez años (Liu et al., 2017). Los diagnósticos en adultos 

mayores no se deben necesariamente el descubrimiento tardío de la enfermedad 

celíaca de larga data, sino que podrían 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 celiaquía es mayor en 

mujeres que en hombres, pero esto podría estar relacionado con que es más 

probable que los hombres no sean diagnosticados. Ya que es menos probable que 

los hombres se realicen una biopsia duodenal ante síntomas como diarrea y 

pérdida de peso (Lebwohl y Rubio-Tapia, 2021). Además, existen diferencias 

raciales y étnicas en la prevalencia. 

También se ha observado que la prevalencia es mayor en familiares de primer 

grado de celíacos (10-15%) y en grupos de riesgo como individuos con síndrome 

de Down, diabetes tipo 1 o deficiencia de IgA.  

Un estudio realizado en niños en Argentina, encontró una prevalencia en la 

población pediátrica de 1,26 %, es decir, de cada 79 niños estudiados, uno es 

celíaco (Mora, 2012). 

1.1.2. Patofisiología 

La celiaquía es una enfermedad autoinmune única en relación a que los 

elementos genéticos claves (antígeno leucocitario humano (HLA)-DQ2 y HLA-

DQ8), el autoantígeno involucrado (transglutaminasa tisular (tTG)) y el 

desencadenante ambiental (gluten) están bien definidos. 

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

gluten es el único elemento clave que desencadena la aparición de la enfermedad 
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en sujetos genéticamente predispuestos. La mejora de la higiene y la falta de 

exposición a microorganismos se han relacionado con un fuerte aumento en los 

casos de las enfermedades autoinmunes en países industrializados durante los 

últimos 40 años (Okada et al., 2010; Verdu, Galipeau y Jabri, 2015). La hipótesis 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 exposición a patógenos. 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 hipótesis está en discusión (Caio et al., 2019). 

Pero independientemente de si las enfermedades autoinmunes se deben a una 

exposición excesiva o insuficiente a microorganismos, generalmente se acepta que 

la inmunidad adaptativa y el desequilibrio entre las respuestas de las células T 

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

Además de la predisposición genética y la exposición al gluten, la pérdida de la 

función 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 celiaquía. 

1.1.2.1. Factores genéticos 

Al igual que otras enfermedades autoinmunes, la celiaquía tiene un fuerte 

componente hereditario como lo demuestra su alta recurrencia familiar (~ 10-

15%) y la alta presencia de la enfermedad en gemelos monocigóticos (75-80%) 

(Lundin y Wijmenga, 2015). También es común a otras enfermedades 

autoinmunes el papel relevante del HLA de clase II, específicamente DQ2 y DQ8, en 

la heredabilidad de la celiaquía. Los antígenos (moléculas) del HLA-II se 



 

5 

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 

proteínas (gluten). Cuando una proteína es reconocida como extraña, el HLA se 

une a esa proteína y es atacada por los linfocitos (Fasano y Catassi, 2001). El HLA-

DQ-2 se encuentra en el 80-90% de los pacientes celíacos y en el resto se 

encuentra el HLA-DQ-8. Por lo tanto, la celiaquía 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 población general (25-35 %) y solo el 3 % de 

estos individuos compatibles con HLA desarrollarán celiaquía. Esto significa que la 

presencia de estos HLA es necesaria, pero no suficiente, para desarrollar la 

celiaquía, situación que podría estar relacionada a que se han identificado más de 

100 genes no relacionados con HLA pero sí asociados con la celiaquía (Dieli-Crimi, 

Cénit y Núñez, 2015). 

1.1.2.2. El gluten como desencadenante ambiental de la celiaquía 

Los cereales que contienen gluten son una incorporación reciente a la dieta 

humana, ya que fueron introducidos hace unos diez mil años durante la transición 

del estilo de vida nómade al de asentamientos agrícolas. Además, el gluten es una 

de las pocas proteínas que presenta baja digestibilidad, se consume crónicamente 

en cantidades significativas y está constituido por varios péptidos inmunogénicos 

no digeribles. Estas características podrían contribuir a la pérdida de la tolerancia 

a este antígeno alimentario, cuando se activa el sistema inmunitario, como puede 

ocurrir durante una infección entérica (Caio et al., 2019). Las gliadinas, prolaminas 

del trigo, son proteínas ricas en prolina y glutamina, que son parcialmente 

digeridas por las enzimas intestinales porque las proteasas tienen baja actividad 
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de prolil-endopeptidasa (Calado y Verdelho Machado, 2022; Silano, Vincentini y De 

Vincenzi, 2009). El producto final de esta digestión 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 exposición a microorganismos 

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

Transporte del gluten desde el lumen a la lámina propia 

Los péptidos de gluten no se absorben libremente y necesitan una 

interrupción en la barrera epitelial para trasladarse a la lámina propia, donde 

residen las células presentadoras de antígenos (APC) (Figura 1). Eso puede ocurrir 

a través de un epitelio dañado, por una infección intestinal transitoria, una 

inflamación inducida por fármacos o disbiosis (desbalance de la microbiota 

intestinal). El gluten también puede cruzar el epitelio por vía transcelular a través 

de la unión de los complejos IgA-gluten al receptor de transferrina CD71 o dentro 

de células dendríticas que cruzan el epitelio (Calado y Verdelho Machado, 2022). 

Las moléculas del HLA-II se unen preferentemente a péptidos con aminoácidos 

cargados negativamente. Aunque los péptidos de gluten tienen muy pocos 

aminoácidos cargados, son muy susceptibles a la desamidación de sus residuos de 

glutamina a glutamato por la transglutaminasa tisular, quedando de este modo 

cargado negativamente. Así aumenta la estabilidad e inmunogenicidad de los 

complejos formados. Las células presentadoras de antígenos APC (células 

dendríticas y macrófagos) presentan el complejo gliadina desamidada con HLA-II a 

las células T CD4+, lo que induce un fenotipo proinflamatorio en las células T. 

Además, las células T CD4+ activadas promueven la diferenciación de las células B 
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en células plasmáticas y liberan citocinas proinflamatorias como el interferón-γ y 

la interleucina-21 que activan las células T CD8+ intraepiteliales. La interleucina-

15 promueve aún más la diferenciación de las células T CD8+ intraepiteliales en un 

fenotipo similar a las células NK citotóxicas, lo que daña los enterocitos. Los 

linfocitos T CD4+ activados también secretan el factor de necrosis tumoral α, que 

actúa sobre los fibroblastos intestinales induciendo la secreción de:  

metaloproteinasas, que contribuyen a la destrucción de la mucosa por disolución 

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 último, el 

complejo de gluten desamidado con la transglutaminasa tisular puede unirse a 

receptores, lo que permite la internalización en células B específicas, que luego 

actúan como APC para las células T CD4+, alimentando aún más la respuesta 

inmunitaria. Además, estas células B pueden diferenciarse en células plasmáticas 

(productoras de anticuerpos), lo que explica por qué la producción de anticuerpos 

anti transglutaminasa específicos solo ocurre bajo una dieta que contiene gluten 

(Calado y Verdelho Machado, 2022).  



 

8 

 

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

 

1.1.3. Presentación clínica 

La celiaquía se diagnostica con mayor frecuencia en mujeres con una relación 

de mujeres a hombres que varía de 2:1 a 3:1. Sin embargo, según pruebas 

serológicas, se estima que la proporción real de mujeres a hombres es de 1,5:1. La 

celiaquía 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 años de vida, y el otro en la segunda o tercera décadas de 

vida. Dado que lo síntomas pueden variar significativamente de un paciente a otro, 

el diagnóstico no siempre es sencillo. Las manifestaciones clínicas de la celiaquía se 

pueden dividir, desde un punto de vista práctico, como intestinales o 

extraintestinales. La forma intestinal de la celiaquía se detecta con mayor 
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frecuencia en la población pediátrica y en niños menores de 3 años y se caracteriza 

por diarrea, pérdida de apetito, distensión abdominal y retraso en el crecimiento 

(Vivas et al., 2008). Los niños mayores y los adultos pueden presentar diarrea, 

hinchazón, estreñimiento, dolor abdominal o pérdida de peso (Reilly et al., 2011). 

Sin embargo, en adultos, el síndrome de malabsorción con diarrea crónica, pérdida 

de peso y astenia significativa es bastante raro. Por el contrario, es más frecuente 

una presentación similar al síndrome del intestino irritable con estreñimiento o 

alternancia de síntomas intestinales y/o dispepsia, como náuseas y, a veces, 

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

Los síntomas extraintestinales son comunes tanto en niños como en adultos. 

Pueden manifestarse como una anemia microcítica ferropénica, detectable hasta 

en un 40% de los casos, debida a la malabsorción del hierro o a la inflamación 

crónica del intestino o, como una anemia macrocítica por déficit de ácido fólico y/o 

vitamina B12. También, se observan problemas en la densidad mineral ósea 

(osteopenia u osteoporosis) debido a la mala absorción de calcio y vitamina D3. 

Estas manifestaciones se observan en el 70 % de los pacientes en el momento del 

diagnóstico.  En los niños, el retraso del crecimiento y la baja estatura pueden 

hacer sospechar de celiaquía. Otros signos incluyen defectos del esmalte dental, 

estomatitis aftosa (identificada en aproximadamente el 20 % de los pacientes con 

celiaquía no diagnosticada) (Krzywicka et al., 2014) e hipertransaminasemia (40-

50 % de los pacientes no tratados), que pueden atribuirse a la translocación de 

antígenos bacterianos y alimentarios que alcanzan el hígado debido al aumento de 

la permeabilidad intestinal (Volta et al., 1998). Una amplia gama de síntomas 

neurológicos, como dolor de cabeza, parestesia, neuroinflamación, ansiedad y 

depresión, pueden detectarse en los individuos con celiaquía. La presentación 
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clínica también puede incluir cambios en la función reproductiva caracterizados 

por menarquia tardía, amenorrea, abortos espontáneos recurrentes, parto 

prematuro, menopausia temprana y cambios en el número 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 celiaquía también presenta una forma subclínica, la cual incluye pacientes 

con síntomas por debajo del umbral de identificación clínica, los que suelen ser 

diagnosticados solo después de la apreciación de los efectos beneficiosos inducidos 

por el apego a una dieta libre de gluten. Un ejemplo típico de casos subclínicos son 

aquellos pacientes sometidos a un ensayo serológico por ser familiares de 

pacientes celiacos. 

La EC puede asociarse con diferentes enfermedades autoinmunes e 

idiopáticas, incluida la dermatitis herpetiforme (que, como manifestación única, 

debe indicar la evaluación de celiaquía), diabetes mellitus tipo 1, tiroiditis de 

Hashimoto, deficiencia selectiva de IgA, alopecia areata, enfermedad de Addison, 

enfermedades del tejido conectivo, enfermedades cromosómicas (Down, Turner y 

síndromes de William), enfermedades neurológicas (ataxia cerebelosa, neuropatía 

periférica, epilepsia con y sin calcificaciones occipitales), enfermedades 

autoinmunes hepáticas y miocardiopatía dilatada idiopática (Caio et al., 2019; 

Calado y Verdelho Machado, 2022; Volta et al., 2014). La importancia de 

diagnosticar la celiaquía asociada a estas enfermedades concomitantes es doble ya 

que el seguimiento de una dieta libre de gluten puede resolver síntomas, prevenir 

complicaciones y mejorar algunas de estas enfermedades asociadas (Caio et al., 

2019; Volta et al., 2014). 
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También existe una manifestación clínica de la celiaquía denominada 

refractaria, que se caracteriza por síntomas persistentes y atrofia de las 

vellosidades intestinales aún después de al menos 1 año de seguimiento de una 

dieta libre de gluten estricta. 

1.1.4. Diagnóstico  

El estándar de oro para el diagnóstico de celiaquía está dado por la 

combinación de cambios en la mucosa intestinal detectados a través de una biopsia 

duodenal y por la positividad de las pruebas serológicas (anticuerpos antitTG, 

anticuerpos antiendomisio (EmA), y anticuerpos de péptido de gliadina 

desamidada (DGP)). A pesar del progreso realizado en serología, no existe una 

prueba serológica con una sensibilidad y especificidad del 100 % por lo que se 

requiere de la biopsia intestinal como complemento clave para establecer un 

diagnóstico correcto. Para la realización de estas pruebas diagnósticas, es 

imprescindible que el paciente continue siguiendo una dieta con inclusión de 

gluten, ya que, de lo contrario, los resultados serológicos e histológicos perderían 

validez. 

En casos excepcionales debe realizarse la tipificación de los haplotipos HLA-

DQ2 y HLA-DQ8. Este estudio solamente sirve para descartar la posibilidad de 

poseer celiaquía, dado que la ausencia de los mismos indicaría una probabilidad 

muy baja de padecer celiaquía.  Los test genéticos se realizan en casos en donde el 

test serológico 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 serología e histología discrepantes.  
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El diagnóstico de la celiaquía 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 celiaquía (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Modelo del iceberg para la celiaquía. Adaptada de Gallagher y 

colaboradores (2004) 

Por un lado, hay cierta cantidad de individuos que son diagnosticados debido a 

que presentan síntomas sugestivos, son de riesgo o tienen antecedentes familiares. 

Estos casos forman la parte visible del iceberg (celiaquía clásica). Sin embargo, hay 

otros individuos que presentan manifestaciones mínimas o incluso ausentes por lo 

que no son diagnosticados, estos forman la parte sumergida del iceberg (celiaquía 

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 síntomas gastrointestinales ni manifestaciones extraintestinales, pero 
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poseen la predisposición genética para poseer la celiaquía (celiaquía latente) 

(Gallagher, Gormley y Arendt, 2004). 

La "línea de agua", es decir, la proporción de casos diagnosticados a no 

diagnosticados, depende de la solicitud del médico para realizar el análisis 

serológico en situaciones de baja sospecha clínica. 

1.1.5. Otras patologías asociadas al consumo de gluten 

El gluten puede causar otras patologías con sintomatología similar a la 

celiaquía, pero sin pruebas serológicas e histológicas positivas. Una de ellas es la 

sensibilidad al gluten no celíaca, la que se estima puede presentarse en el 6% de la 

población y da lugar a la aparición de los síntomas típicos de la celiaquía, los cuales 

desaparecen luego del seguimiento de una dieta libre de gluten. Para su 

diagnóstico no hay una prueba, más que la realización de una dieta sin gluten por 

un tiempo y de obtenerse resultados positivos, se debe introducir nuevamente el 

gluten para verificar si hay una reaparición de los síntomas.  

Otra patología debido a la ingesta de gluten es la alergia alimentaria al gluten, 

se encuentra en alrededor del 0,1% de la población y el diagnóstico se realiza 

mediante la determinación de los niveles de inmunoglobulina E específica y una 

prueba cutánea. 

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 energía, 

proporcionando 10-20 veces más energía que la mayoría de las frutas y verduras. 
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El trigo y el arroz son los cereales más importantes para la nutrición humana y 

representan el 55 % de la producción total de cereales. Nutricionalmente, son 

fuentes importantes de proteínas, carbohidratos, vitaminas del grupo B, vitamina 

E, hierro, minerales y fibra. 

El término productos panificados incluye múltiples productos alimenticios 

hechos a base de harina (típicamente harina de trigo) que varían 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 alimentación en diferentes culturas, proporcionando 

energía, principalmente debido a su alto contenido de almidón, siendo bajo en 

grasas y azúcares. Mientras que productos como los pasteles y galletas son ricos en 

grasas y azúcares, pero representan una excelente opción para el consumo 

indulgente (“un permitido”) (Martinez y Gomez, 2019). Si bien el pan puede ser un 

excelente alimento portador de compuestos bioactivos, proteínas y fibra dietaria, 

entre otros, el esfuerzo por mejorar las propiedades nutricionales de tortas, 

galletas y productos relacionados, se ha centrado en la eliminación o reducción de 

grasas y azúcares.  

Los productos de panadería también se caracterizan por tener un bajo 

contenido proteico, aunque su alto consumo hace que supongan una fracción 

importante de la ingesta proteica total recomendada. 

La importancia de los productos panificados para la población argentina queda 

demostrada por el hecho que, en el año 2010, el consumo anual per cápita 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 producción de pan de trigo, no así 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 mecánico (amasado). Estas proteínas son las 

proteínas de reserva del grano de trigo y constituyen el 80- 85% de las proteínas 

totales. En el amasado, estas proteínas se despliegan y estabilizan mediante 

enlaces disulfuro, interacciones hidrofóbicas y formación de puentes de hidrógeno. 

De esta forma, se obtiene como resultado una red proteica tridimensional, elástica 

y cohesiva, denominada tecnológicamente como gluten (Figura 3). 

Figura 3. Modelo estructural propuesto para el gluten. Fuente: (Shewry et al., 2000) 

El gluten es el responsable de las propiedades viscoelásticas únicas de la masa 

de trigo y, por lo tanto, del excepcional potencial de panificación (Hager et al., 

2012). La red de gluten es necesaria para la retención del gas carbónico generado 

durante la fermentación y su capacidad de hacerlo se verá reflejado en la 

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

Con la denominación 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 están incluidos en el Código 

Alimentario Argentino (C.A.A.), en el Capítulo IX bajo el título “galletas, galletitas y 

facturas de panadería” (artículos 760, 760 bis, 762 y 766).  

Cuentan en su formulación con harinas de cereales, leche y huevos y, suelen 

presentar altos niveles de azúcar y grasa, pero bajos de fibra dietaria (Belorio y 

Gómez, 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 azúcar o grasas, que interrumpen el 

desarrollo de la red de gluten, a la menor cantidad de harina de trigo utilizada y a 

la baja energía mecánica aplicada durante el mezclado (Cauvain y Young, 2006).  

Según un informe del año 2011 de la Secretaría de Agricultura, Ganadería y 

Pesca, en el año 2010, el consumo anual per capita en la Argentina de productos 

batidos se estimó en 860 gramos, habiéndose observado un incremento del 37,5% 

respecto al año 2006. Este incremento se atribuyó 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 

básica de alimentos, en épocas de recesión 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 año. Asimismo, 

en ese año los budines tuvieron una variación positiva del 19%, respecto del 

anterior (Lezcano, 2011b). 

1.3. Alimentos libres de gluten 

El Código Alimentario Argentino (C.A.A (Art 1338), 2011) en el Artículo 1383 

del Capítulo XVII, define como alimento libre de gluten el que está preparado 

únicamente con ingredientes que por su origen natural y por la aplicación de 

buenas prácticas de elaboración (que impidan la contaminación cruzada) no 

contiene prolaminas procedentes del trigo, de todas las especies de Triticum, como 

la escaña común (Triticum spelta L.), kamut (Triticum polonicum L.), de trigo duro, 

centeno, cebada, avena ni de sus variedades cruzadas. También define el contenido 

máximo de gluten tolerable para este tipo de productos en 10 mg/kg y establece 

que se deberá determinar a través de la metodología 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 evalúe y acepte. 

Para favorecer su identificación, este tipo de productos deben rotularse con la 

denominación del producto seguido de la indicación libre de gluten e incluir la 

leyenda “Sin TACC” visible en su envase (Figura 4).  
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Figura 4. Símbolos “Sin TACC” admitidos. Fuente: (Código Alimentario Argentino, 

2011) 

 

1.3.1. Panificados libres de gluten 

Los productos panificados son componentes básicos de la dieta debido a sus 

características sensoriales y su calidad nutricional. Al desarrollar productos sin 

gluten, el mayor desafío tecnológico surge al buscar elaborar un producto con las 

características del pan de trigo debido a que el gluten es el responsable de sus 

características típicas. Mientras que, en los productos batidos al no haber un 

desarrollo completo de la red de gluten, el desafío es algo menor (Belorio y Gómez, 

2020). 

Para la elaboración de productos panificados sin gluten se emplean harinas sin 

gluten, como arroz, sorgo, trigo sarraceno, amaranto, quinua, teff y maíz, 

almidones, productos lácteos, suplementos proteicos, hidrocoloides, ingredientes 

funcionales, y también tecnologías alternativas, como la fermentación de masa 

madre, el procesamiento enzimático 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 lácteos, 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 

características de la miga, la vida útil y la calidad sensorial (Šmídová y Rysová, 

2022). Sin embargo, el pan sin gluten y otros productos panificados sin gluten son 

muy poco habituales para un consumidor acostumbrado al pan clásico de trigo 

(Toth, Vatai y Koris, 2020). Ya que los panes sin gluten suelen tener una miga 

menos flexible, que se endurece más rápido, y que es fácil de desmoronar. Además, 

el sabor de los productos sin gluten es diferente al de sus análogos con gluten, 

dependiendo de los ingredientes utilizados en su elaboración. Por otro lado, los 

productos sin gluten son fácilmente aceptados por personas que se encuentran 

bajo dieta libre de gluten desde la infancia mientras que cuando el diagnóstico se 

realiza en la adultez, la aceptación es más difícil (Šmídová y Rysová, 2022). 

Así, al desarrollar productos panificados sin gluten, existen varios desafíos 

simultáneos: mejorar la calidad nutricional, tecnológica y sensorial, la 

aceptabilidad global y su vida útil. 

1.3.2. Ingredientes 

1.3.2.1. Harinas sin gluten y almidones 

Históricamente, para el desarrollo de formulaciones sin gluten se empleaban 

harinas de maíz y arroz junto con almidones de maíz, papa, mandioca y proteínas e 
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hidrocoloides como agentes aglutinantes (Capriles y Arêas, 2014). En 

consecuencia, estos productos presentaban bajos niveles de fibra y 

micronutrientes en comparación 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 panificación sin gluten. 

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

Harinas y 

almidones 

convencionales 

Alternativas 

Harinas de 

cereales sin 

gluten 

Harinas de 

pseudocereales 

Harinas de 

raíces y 

tubérculos 

Harinas de 

legumbres 

Otras 

harinas 

-Harina y 

almidón de 

arroz 

-Harina y 

almidón de maíz 

-Almidón de 

papa 

-Almidón de 

mandioca 

-Maíz 

-Sorgo 

-Mijo 

-Trigo 

Sarraceno 

-Amaranto 

-Quinoa 

Batata 

-Soja 

-Lenteja 

-Algarroba 

-Garbanzo 

-Frijoles 

 

-Lino 

-Chía 

-Castaña 

-Banana 

verde 

Adaptada de Capriles y colaboradores (2014) 

El tipo de almidón utilizado en la formulación es importante debido a que 

presentan distinta capacidad de hinchamiento y retención de agua y aceite, así 

como también diferente comportamiento durante la gelatinización y posterior 

retrogradación dependiendo de su origen botánico, tamaño granular, contenido de 

amilosa/amilopectina y presencia o no de modificaciones químicas y físicas. 

También, la distribución de tamaño de las partículas de las harinas y almidones, la 

combinación de fuentes de almidón y otros ingredientes influyen en las 
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características de las masas y productos sin gluten (Capriles y Arêas, 2014; de la 

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

Las masas sin gluten contienen más agua que las masas de trigo 

convencionales constituyendo sistemas semilíquidos complejos formados por 

polisacáridos y otros componentes formadores de estructura y que aumentan la 

viscosidad como proteínas e hidrocoloides. Estas masas líquidas 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 características de la masa o batido a través de la absorción de grandes 

cantidades de agua (Horstmann, Lynch y Arendt, 2017). Por lo que juegan un rol 

muy importante en las características reológicas de éstas. Además, contribuyen a la 

retención de humedad de los productos. En el proceso de cocción, los almidones, 

junto con las proteínas, contribuyen a la fijación de la estructura de los productos 

al gelatinizar.  Dado que durante la cocción debe formarse una estructura 

suficientemente fuerte y flexible para mantener las burbujas de gas en expansión y 

no colapsar durante el horneado o el enfriamiento del producto y a que las harinas 

y los almidones sin gluten por sí solos no crean esa estructura, se agregan 

hidrocoloides en las formulaciones (Šmídová y Rysová, 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 celulósicas (Código Alimentario Argentino 

(C.A.A Art 696, 2011)). Es la harina más comúnmente utilizada en las 

formulaciones sin gluten porque es un ingrediente accesible, económico, 

ampliamente disponible, de color blanco, sabor suave, fácil de digerir e 
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hipoalergénico. Además, presenta bajo contenido de sodio, grasa y fibra (Zannini et 

al., 2012) siendo el almidón el componente mayoritario. A pesar de estas ventajas, 

la harina de arroz presenta limitaciones tecnológicas cuando es empleada en 

panificación debido a las pobres propiedades funcionales de sus proteínas (Juliano, 

1985). Por ello, se la utiliza junto con diferentes aditivos como hidrocoloides, 

proteínas, enzimas y emulsionantes para mejorar el volumen, la textura, la 

apariencia, la aceptación y la vida útil de los productos (Gujral y Rosell, 2004; Han 

et al., 2012). 

Las características de la harina de arroz dependen de la variedad, las 

condiciones ambientales y de cultivo, el método de molienda y tratamientos 

previos realizados. Así, es posible obtener harinas de arroz con grandes 

variaciones en el contenido de amilosa/amilopectina, tamaño de partícula de la 

harina, etc, los que influyen en la absorción de agua, gelatinización, retrogradación 

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

La harina de arroz tiene entre 6,3-7,1% de proteínas, presentando un alto 

contenido de glutelinas y una baja concentración 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 lípidos son 

un componente minoritario, sin embargo, contribuyen a las características 

nutricionales, sensoriales y funcionales. 

1.3.2.3. Almidones 

Entre las fuentes más comúnmente empleadas de almidón se encuentran el 

maíz (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 almidón es el principal carbohidrato de reserva vegetal y se organiza en 

gránulos presentes en semillas, raíces y tubérculos, así como en tallos, hojas, frutos 

e incluso polen. Dependiendo del origen botánico, los gránulos presentan 

diferentes tamaños (0,1-200 µm) y formas (esferas, elipsoides, poligonales,etc) 

(Witczak et al., 2016). El almidón nativo en los gránulos es parcialmente cristalino, 

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

El almidón está compuesto por dos tipos de polímeros principales: la 

amilopectina ramificada y la amilosa lineal. En ambos casos, el bloque de 

construcción es un residuo de α-D-glucopiranosa, que forma enlaces α-1,4-

glucosídicos en la estructura lineal de la amilosa (Figura 5) y ramificaciones 

adicionales a través de enlaces α-1,6-glicosídicos en las moléculas de amilopectina 

(Figura 6). 

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

2005) 

Las moléculas de amilosa poseen masas moleculares de alrededor de 106 Da y 

la organización de los residuos de α-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 107 y 

5 × 108 Da con numerosas ramificaciones (Fennema et al., 2010). Las diferencias 

estructurales de ambos polímeros dan como resultado marcadas diferencias en sus 

propiedades. La amilosa es mucho más propensa al proceso de cristalización, 

llamado retrogradación, y puede formar geles duros y películas fuertes, mientras 
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que la amilopectina puede dispersarse en agua y retrogradar mucho más 

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

Bertoft, 2010). 

 

 

 

 

 

 

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

Los gránulos de almidón están 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 características el 

almidón es considerado un sólido semicristalino (Figura 7) (Pérez y Bertoft, 2010). 

 

Figura 7. Estructura semicristalina del gránulo de almidón. Fuente: (Goesaert et al., 

2005) 
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Al preparar una suspensión de almidón, el agua provoca el hinchamiento de 

los gránulos cuya extensión depende del origen botánico de los mismos. Así se ha 

visto que la absorción de agua es mayor en el almidón de papa, que en el de trigo, 

maíz y arroz (Witczak et al., 2016). Si en cambio, una suspensión de almidón (> 

30_%) se calienta en agua a una temperatura de entre 60 y 75 °C ocurre la 

incorporación de agua por las zonas amorfas dando lugar a la pérdida de la 

cristalinidad e hinchazón irreversible de los gránulos, proceso denominado 

gelatinización. En este proceso, también ocurre la lixiviación de la amilosa del 

gránulo, la cual puede formar posteriormente complejos de inclusión si hay lípidos 

presentes. 

Si en cambio, los gránulos de almidón se someten a un calentamiento en 

presencia de un exceso de agua y con la realización de un esfuerzo mecánico, 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 gránulos de 

almidón rotos. Cuando esta pasta se enfría, la amilosa y la amilopectina se vuelven 

a asociar, alcanzando un estado de mayor orden, cristalino, este proceso es 

denominado retrogradación. 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 más lentamente. De este modo, a la 

retrogradación de la amilosa se le atribuye la firmeza inicial del gel de almidón 

formado, mientras que a la retrogradación de la amilopectina el desarrollo a largo 

plazo de las estructuras del gel (Šmídová y Rysová, 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 películas y texturizar. En los productos panificados sin gluten el almidón 

podría mejorar la consistencia de los batidos durante el mezclado/amasado, 

contribuir a la suavidad de la miga, y controlar la fijación de la estructura de la 

miga durante la cocción (Gallagher, Gormley y Arendt, 2004). En el horneado, el 

almidón sufre una gelatinización parcial, en donde los gránulos se hinchan y parte 

de la amilosa es lixiviada. Luego del horneado, el pan se enfría y ocurre la 

retrogradación 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 cristalización 

de la amilopectina (Figura 8) (Cheftel y Cheftel, 1992). 

 

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 desafíos 

tecnológicos porque las masas sin gluten tienen una consistencia líquida (Cauvain, 

2007). Por lo tanto, se requieren sustancias poliméricas para lograr que los batidos 

presenten las características viscoelásticas adecuadas para el desarrollo de 

productos panificados sin gluten de buena calidad, para mejorar las características 
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HPMC

estructurales, la sensación en la boca, la aceptabilidad, y la vida útil (Zannini et al., 

2012). Los hidrocoloides o gomas son polisacáridos hidrofílicos de cadena larga y 

alto peso molecular, extraídos de plantas, algas marinas y fuentes microbianas, 

gomas derivadas de exudados de plantas y biopolímeros obtenidos por 

tratamiento químico de celulosa (Dickinson, 2003). Estos compuestos son ávidos 

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 acción depende del tipo de 

hidrocoloide, estructura química, dosis utilizada y de la posible interacción con 

otros polímeros e ingredientes presentes en las formulaciones. Entre los 

hidrocoloides más utilizados están la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), la goma 

xántica, psyllium y goma guar (Roman, Belorio y Gomez, 2019). Particularmente, 

se destaca la HPMC (Figura 9) por los mayores volúmenes específicos alcanzados 

con su utilización, 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 hidrofóbicas) 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). 

 

 

 

 

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

Dado que las harinas y almidones que se emplean más frecuentemente para la 

elaboración de productos sin gluten tienen un bajo contenido proteico, se suelen 

agregar proteínas como tales o bien harinas con mayor contenido de proteínas. 

Entre las fuentes proteicas más comúnmente utilizadas se encuentran el suero de 

leche, la leche entera o descremada, el huevo y la clara de huevo. Además, también 

se suelen utilizar harinas de leguminosas y de pseudocereales. Las proteínas se 

agregan, por un lado, para mejorar el perfil nutricional y sensorial y por otro, por 

una función estructural. Con su adición se busca formar una red que puede imitar 

algunas de propiedades del gluten, mejorando las propiedades reológicas de los 

batidos y las características estructurales, sensoriales y la vida útil de los 

productos finales (Capriles y Arêas, 2014). 

Proteínas del huevo 

La clara de huevo está formada principalmente por agua (88 %) así como por 

proteínas (11 %) de alto valor biológico, carbohidratos (1 %) y minerales (0,5 %). 

Estas proteínas contienen a los nueve aminoácidos esenciales, fenilalanina, 

histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptófano y valina; lo cual 

es de gran importancia nutricional ya que estos aminoácidos no pueden ser 

sintetizados por el hombre, sino que deben ser ingeridos (Santana-Porbén, 2008; 

Sayar, 2014). 

Las proteínas principales de la clara de huevo son la ovoalbúmina (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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termolábiles, por lo que se destruyen cuando la clara es sometida a un tratamiento 

térmico (Santana-Porbén, 2008). 

En la producción de panificados libres de gluten estas proteínas contribuyen a 

través de la formación de films viscoelásticos, fuertes y cohesivos que mejoran la 

retención de gas (Zannini et al., 2012). La clara de huevo no sólo se adiciona a los 

productos alimenticios para aumentar su valor nutricional, sino también permite 

mejorar la emulsión, el batido, así como la formación de espuma del producto y las 

propiedades de gelificación (Arendt et al., 2008). Por ende, la incorporación de la 

clara de huevo permite la obtención de productos panificados con una mejor 

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

Proteínas lácteas 

La utilización de proteínas lácteas es otra estrategia empleada para mejorar la 

calidad de los productos sin gluten. Varios trabajos han abordado su inclusión 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 lácteos se aplican para obtener beneficios tanto 

nutricionales como tecnológicos, entre ellos, mejora del sabor y textura y 

reducción del envejecimiento (Arendt et al., 2008). Sin embargo, se debe tener en 

cuenta que el daño que causa la celiaquía en las vellosidades intestinales deja a 

algunos individuos intolerantes a la lactosa. Por lo tanto, la lactosa puede limitar la 

aceptación de estos productos. 

1.3.2.6. Materia grasa 

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

ya que contribuyen a alcanzar mayores volúmenes y al retraso del endurecimiento. 
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Además, proporcionan terneza, lubricación, mayor transferencia de calor y 

sensación 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 emulsión 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). Así, las características 

de calidad de los productos finales dependen de la aireación 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 características texturales de la miga. 

Asimismo, el volumen final también depende en gran medida de la temperatura de 

gelatinización del almidón. Una mayor temperatura de gelatinización da lugar a 

una mejor expansión de la masa y por ende a mayores volúmenes específicos 

(Gularte et al., 2012). Otros factores que impactan sobre la calidad tecnológica son 

el tipo de harina y el tamaño de partícula, 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 sólo se 

utilizan para alimentación 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 disposición. 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 así que en los últimos años ha surgido, el concepto de economía 

circular basado en el desarrollo de nuevas estrategias para mejorar el 

aprovechamiento de los recursos y para la eliminación 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 (Ancuța y Sonia, 2020).  

Una solución para reducir los desperdicios de alimentos es aprovechar los 

subproductos ya que estos suelen contener compuestos con numerosos beneficios 

para la salud y que podrían emplearse en distinto tipo de productos. Los 

subproductos alimentarios son variados y difieren en su origen, entre ellos 

podemos enumerar: cáscaras 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 extracción de aceite 

En el proceso de obtención de aceite de nuez, se obtiene una torta de prensado 

que es rica en lípidos de buena calidad y presenta, además, un alto contenido de 

proteínas, 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 lípidos entre 5-41%, proteínas entre 24 – 

39.% cenizas entre 3,7- 6,1 % y de carbohidratos entre 31-50 %, lo cual depende 

del método de extracción utilizado (solventes o prensado) (Labuckas, Maestri y 

Lamarque, 2014; Rabadán, Pardo, Gómez, et al., 2018a). De este modo, aunque la 

mayor parte de los lípidos son extraídos, la harina obtenida contiene todavía una 

fracción lipídica significativa caracterizada por ser rica en ácidos grasos 

poliinsaturados y por contener un alto contenido de vitamina E. Además, la harina 

presenta un elevado contenido de proteínas con un buen balance de aminoácidos 

esenciales (Mao y Hua, 2012), diversos compuestos bioactivos como melatonina, 

serotonina y polifenoles y un alto contenido de minerales (Martínez et al., 2010). 

Por lo tanto, este “residuo” de la obtención de aceite contiene componentes que 

permitirían incrementar el valor nutricional de aquellos alimentos en los cuales se 

utilice como ingrediente. Con lo cual se estaría agregando valor a este subproducto, 

lo que podría aportar beneficios económicos para quienes lo producen (Elleuch et 

al., 2011). Existen registros del uso de harina de nuez en productos cárnicos, 

lácteos y panificados, en los cuales se observó un efecto positivo desde el punto de 

vista sensorial (Ayo et al., 2008; Cofrades et al., 2008; Martínez et al., 2010).  
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Si bien la obtención de aceite de nuez es un proceso aún incipiente en nuestro 

país, dado que los consumidores están cambiando su forma de ver y elegir a los 

alimentos, cada vez más buscan consumir productos saludables, lo cual hace 

probable que crezca aún más la demanda de productos como el aceite de nuez 

(Niamh, 2016).  
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Capítulo 2  

2.1. Objetivo general: 

Establecer las características fisicoquímicas y nutricionales de la harina de 

nuez y el efecto de la adición de dicha harina de nuez en la calidad de los budines 

libres de gluten. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

 Caracterizar la composición química de la harina de nuez, su 

microestructura, las interacciones con otros componentes y su estabilidad durante 

el almacenamiento. 

 Evaluar el efecto ocasionado por la incorporación de harina de nuez sobre 

los cambios térmicos, reológicos, termoreológicos y microestructurales 

experimentados por los batidos libres de gluten. 

 Optimizar el uso de harina de nuez en el desarrollo de budines libres de 

gluten, frescos y almacenados, aceptables desde el punto de vista tecnológico, 

nutricional y sensorial.  
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Capítulo 3  

3.1. Introducción 

La harina de nuez se obtiene a través de la molienda del subproducto de la 

obtención de aceite de nuez. Entre los métodos empleados para la extracción de 

aceite a partir de la nuez se encuentran la extracción con solventes como el hexano, 

la extracción por prensado (prensa hidráulica o tornillo) y la extracción 

supercrítica (Martínez, 2014). La extracción con solventes da lugar al mayor 

rendimiento industrial, pero aceites de peor calidad mientras que la extracción con 

fluidos supercríticos da lugar a aceites de buena calidad, pero con un costo elevado 

(Roncero et al., 2016). Por lo tanto, la obtención de aceite por prensado en frío se 

ha identificado como las más conveniente ya que permite la obtención de aceites 

de buena calidad y a bajo costo (Rabadán, Pardo, Gómez, et al., 2018a) 

En todos los casos, la producción de aceite de nuez (Juglans regia L.) lleva a la 

obtención de una torta parcialmente desgrasada cuya composición depende del 

método de extracción utilizado (Labuckas, Maestri y Lamarque, 2014) pero 

generalmente contiene un alto contenido de lípidos poliinsaturados y también 

proteínas, fibra, minerales y compuestos bioactivos (Mao y Hua, 2012). Además del 

método de extracción, las variedades de cultivo y condiciones de cosecha 

relacionadas con las condiciones medioambientales impactan en las características 

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

Es así que las características 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 capítulo 

3.2.1. Objetivo general del capítulo  

Evaluar las características fisicoquímicas y el valor nutricional de harina de 

nuez, como un subproducto de la industria aceitera. 

3.2.2. Objetivos específicos del capítulo 

 Determinar la composición nutricional, la actividad antioxidante y las 

propiedades tecno-funcionales de la harina de nuez. 

 Determinar la estabilidad oxidativa de los lípidos presentes en la harina de 

nuez. 
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3.3. Materiales y Métodos 

3.3.1.  Materiales caracterizados 

Para la experimentación se utilizó harina de nuez (Juglans regia L.) empacada 

al vacío y provista por Grupo Aceites del Desierto SRL (Provincia de Córdoba, 

Argentina). 

3.3.2. Composición proximal  

El contenido de humedad, proteínas, lípidos, fibra dietaria total y 

carbohidratos fueron determinados según los siguientes métodos. 

3.3.2.1. Contenido de humedad 

La determinación de humedad se realizó por secado en estufa al vacío hasta 

peso constante. En cajas de Petri pequeñas se pesó aproximadamente 1,5 gramos 

de harina de nuez por triplicado. Las muestras se llevaron a estufa de vacío 

(Arcano, China) a 70°C conectada a una bomba de diafragma PC500 Series-CVC 

3000 (Vacuubrand GMBH + CO KG, Alemania) a una presión de 50-55 mbar hasta 

alcanzar peso constante. El cálculo de la humedad de las muestras se realizó según 

la Ecuación 1. 

         [
 

    
]   

(     )

(     )
     Ecuación 1 

Donde m1  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 lípidos 

Los lípidos son un grupo heterogéneo de moléculas predominantemente 

hidrófobas que tienen diversas funciones, portadores de energía, estructuradores 

de la membrana celular, protectores de órganos, mediadores hormonales, entre 

otras (Burdge y Calder, 2014). Dado que en el fruto entero (nuez) los lípidos son el 

componente mayoritario (Amaral et al., 2003; Martínez, Mattea y Maestri, 2006), 

su cuantificación en el subproducto es de suma importancia. La determinación se 

realizó de acuerdo al método AACC 30-25.01, con ligeras modificaciones, 

empleando un equipo Soxhlet. La muestra se colocó en un cartucho de papel de 

filtro y como solvente de extracción se usó una mezcla de éter sulfúrico: éter de 

petróleo (1:1); se llevaron a cabo 7 sifonadas consecutivas. Luego, se cuantificó 

gravimétricamente la materia grasa una vez eliminados los solventes. El ensayo se 

realizó por triplicado y para el cálculo se usó la Ecuación 2 

         [
 

     
]  

     

 
     Ecuación 2 

Donde m2 es la masa del balón con la materia grasa seca [g], m1 es la masa del 

balón vacío [g] y m es la masa de muestra utilizada [g]. 

3.3.2.3. Contenido de proteínas 

La importancia de las proteínas 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 proteínas se utilizó el método de Kjeldahl (AACC 46-

12.01), en el que se cuantifica el contenido de nitrógeno total de la muestra. Para la 

harina de nuez se usó el factor de conversión de nitrógeno a proteína 5,3, 
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recomendado para nueces (Mariotti, Tomé y Mirand, 2008), obteniéndose así  el 

contenido de proteína bruta de la muestra. Se pesó con exactitud 1 g de HN en 

balanza analítica. Se trasvasó a un tubo de digestión/destilación de Kjeldahl y se 

agregaron H2SO4 98 % p/p, mezcla catalizadora (CuSO4·5H2O: K2SO4 proporción 

1:10) y plato poroso, una vez armado el equipo, se colocaron los tubos en el 

digestor. La digestión persigue la liberación del nitrógeno, que permanece 

solubilizado en forma de NH4+ en el ácido sulfúrico y al mismo tiempo la 

eliminación del carbono en forma de CO2, esto por la acción de altas temperaturas 

en medio ácido. Posteriormente, el material digerido se diluyó con agua destilada 

en proporción 1:1, y se destiló previa alcalinización con NaOH 32 % p/p. La 

alcalinización permite la volatilización del nitrógeno en la forma de NH3. Para la 

destilación se empleó un equipo semiautomático Büchi K350 (Suiza). El NH3 

destilado fue recogido en un Erlenmeyer conteniendo H3BO3 4 % p/p e indicador 

Mortimer (rojo de metilo y verde de bromocresol en solución alcohólica). El medio 

ácido del ácido bórico solubiliza nuevamente el NH3, esto produce un cambio de 

color en el indicador, de anaranjado rojizo a turquesa conforme el nitrógeno es 

atrapado durante la destilación. Para cuantificar el contenido de nitrógeno 

recogido durante la destilación se realizó una titulación ácido-base con HCl 0,1N 

valorado. El cálculo del porcentaje de proteína se realizó según la Ecuación 3. 

Conjuntamente con las muestras se corrió un blanco. Todas las determinaciones 

fueron realizadas al menos por duplicado. 

           [
 

     
]  

(     )          

 
     Ecuación 3 

Donde Vm es el volumen de titulante gastado para titular la muestra [L], Vb 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 conversión de nitrógeno a proteínas, PeqN es el 

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

3.3.2.4. Contenido de cenizas 

La cuantificación de cenizas se realizó siguiendo el método AACC 08-01.01. 

Para esto, se pesaron con exactitud aproximadamente 3 g de muestra sobre 

cápsulas de porcelana previamente pesadas. Se carbonizaron las muestras bajo 

campana usando un mechero. Una vez carbonizadas, las cápsulas se llevaron a una 

mufla (Hornos Eléctricos S.A., Argentina) y fueron calcinadas a 550 °C hasta 

observarse cenizas de color grisáceo, las cápsulas fueron pesadas una vez frías. El 

ensayo se realizó por triplicado y para el cálculo se usó la Ecuación 4 

         [
 

     
]  

     

     
     Ecuación 4 

Donde m2 es la masa de la cápsula con los residuos de ceniza [g], m1 es la masa 

de la cápsula vacía [g] y m3 es la masa de la cápsula con la muestra [g]. 

3.3.2.5. Contenido mineral  

Se determinó el contenido de Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Fe, Mn, Mo, Se y Zn por 

espectrometría de emisión atómica con plasma de acoplamiento inductivo. La HN 

se sometió a una digestión por microondas con HNO3, se filtró y se determinó el 

contenido mineral según 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 intrínsecos en las plantas, junto con los carbohidratos no 

digeribles que tienen efectos fisiológicos benéficos para los seres humanos 
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(Elleuch et al., 2011). Otros autores, incluyen en esta definición a los carbohidratos 

sintéticos no digeribles y a fibra de origen animal (Borderías, Sánchez-Alonso y 

Pérez-Mateos, 2005). Se cuantificó 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 añadieron, a cada vaso, 50mL buffer fosfato (0,08 M; pH 

6,0) tras corroborar pH 6,0±0,1 se añadieron 50 µL de solución de α-amilasa 

termoestable. Los vasos fueron cubiertos con papel aluminio y se calentaron en un 

baño de agua en ebullición durante 30 min, agitándolos con cuidado cada 10 min. 

Una vez transcurrida la media hora, los vasos fueron enfriados a temperatura 

ambiente, se ajustó el pH a 7,5±0,1 y se añadieron 100 µL de solución de proteasa, 

los vasos se cubrieron nuevamente y se calentaron a 60 °C en baño de agua con 

agitación magnética durante 30 min. Tras lo cual, los vasos se volvieron a enfriar a 

temperatura ambiente y se ajustó el pH a 4,5±0,2. Se añadieron 200 µL de solución 

de amiloglucosidasa y se calentaron nuevamente a 60 °C en baño de agua con 

agitación magnética durante 30 min. Transcurrida esta media hora, a cada vaso se 

añadieron 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 filtró el contenido de los vasos usando crisoles de vidrio fritado, 

previamente tarados, y una capa de celite como lecho filtrante. La filtración se llevó 

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 proteínas (AACC 

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

en las muestras. 

                     [
 

     
]  

((     )  ⁄ )     

((     )  ⁄ )
     Ecuación 5 

Donde R1 y R2 son la masa de los residuos de las muestras 1 y 2 [g], m1 y m2 son 

las masas de las muestras 1 y 2 [g] y P y C son los pesos de proteína y cenizas de los 

residuos, respectivamente. 

3.3.2.7. Contenido y composición de carbohidratos 

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

Ecuación 6 

             [
 

     
]      (              ) Ecuación 6 

Donde %H, %P, %L, %C y %F son los contenidos de humedad, proteína, lípidos, 

cenizas y fibra dietaria total, respectivamente. 

Por otra parte, la composición de carbohidratos simples se determinó por 

HPLC utilizando un cromatógrafo Waters 1525 (Waters Corporation, 

Massachusetts, EE.UU.) acoplado a un detector de índice de refracción (Waters 

2414, Massachusetts, EE.UU.) y equipado con una columna C18-amida (4,6 × 150 

mm) de 3,5 μm de tamaño de partícula (Thermo Fisher Scientific Inc. 

Massachusetts, EE.UU.). La fase móvil fue una solución isocrática de acetonitrilo: 

agua (75:25) con 0,2 % de etilendiamina (caudal: 1,0 mL/min). Los azúcares 

solubles se extrajeron con agua Milli-Q y, a continuación, con las soluciones Carrez 

I y II, preparadas al disolver 3,6 g de K4[Fe(CN)6]. 3H2O en 100 mL de agua y 7,2 g 

de ZnSO4.7H2O en 100 mL de agua, respectivamente. El contenido de almidón se 
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determinó tras la hidrólisis total con HCl a reflujo. Se utilizaron estándares 

externos (Sigma Aldrich, Missouri, EE.UU.) de fructosa, glucosa y sacarosa. Los 

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

3.3.3. Antioxidantes 

Entre los compuestos prooxidantes están los radicales libres. Un radical libre 

es una especie química, capaz de existir de forma independiente, con uno o más 

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 enzimática y/o atrapar radicales libres. Los antioxidantes presentes 

en los alimentos pueden ayudar a prevenir algunos procesos dañinos (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 cáncer (Stanner 

et al., 2004) 

3.3.3.1. Obtención del extracto para determinar la actividad antioxidante 

Se mezcló HN (1,5 g) con 10 mL de acetona, se agitó durante 15 min y luego se 

centrifugó (15 min, 1333×g). El pellet insoluble obtenido se volvió a extraer dos 

veces más 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 

recogió y la acetona residual se evaporó en un rotavapor (R-124 BÜCHI, 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 determinó el contenido de 

polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Donde los compuestos 

polifenólicos reducen, en medio básico, al reactivo de Folin- Ciocalteu (compuesto 

por los ácidos fosfomolíbdico y fosfotúngstico), obteniéndose un compuesto de 

coloración azul susceptible de ser determinado espectrofotométricamente a 

765.nm. Se empleó como estándar el ácido gálico y los resultados se expresaron 

como µmol de equivalentes de ácido gálico 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: 

 Capacidad de reducción del ion férrico (FRAP por sus siglas en 

inglés): Se realizó según la metodología descrita por Benzie y Strain (1999). Este 

método permite evaluar la capacidad de una muestra para reducir el catión Fe+3 

a Fe+2 dando lugar a la formación 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 µL de este reactivo recién preparado, se mezclaron con 200 µL del 

extracto antioxidante de HN y se agitó la mezcla vigorosamente. Después de 90 

minutos en la oscuridad, se midió la absorbancia a 593 nm. Se preparó un 

blanco de reactivo con solución FRAP y agua Milli-Q en lugar del extracto 

antioxidante. Se preparó una curva de calibración utilizando FeSO4. 

 Capacidad de secuestrar al catión radical ABTS•+: Este método 

permite evaluar la capacidad antioxidante de una muestra a través de la 
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donación de un átomo de hidrógeno o un electrón al catión radical ABTS•+. El 

ABTS•+ es de color azul-verdoso y presenta un máximo de absorción a 734nm, 

registrándose una disminución de la absorbancia en presencia de antioxidantes 

en la muestra en estudio.  

El radical catiónico ABTS•+ se produjo por la oxidación de ABTS (ácido 2,2'-

azino-bis (3-etil-benzotiazolino-6-sulfónico) con peroxidisulfato de potasio 

(K2S2O8). La solución se almacenó en la oscuridad a temperatura ambiente hasta 

su uso (1 h). Se añadió un volumen de 1000 µL de solución de ABTS•+ a 50 µL 

del extracto. La absorbancia se midió a los 6 minutos después de la mezcla 

inicial. Se preparó una curva de calibración utilizando Trolox. La actividad 

antioxidante se expresó en equivalentes de Trolox (TEAC) como TEAC μmol /g 

de harina. 

 Capacidad de secuestrar al radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo 

(DPPH): El DPPH es un radical libre estable de color púrpura que se convierte 

en un compuesto descolorido en presencia de antioxidantes que pueden 

transferir un electrón o donar un átomo de hidrógeno. Este cambio de color se 

mide espectrofotométricamente a 517 nm. La eficacia antioxidante se informa 

como IC50: la concentración de extracto necesaria para disminuir a la mitad la 

concentración inicial de DPPH. La estimación del valor IC50 se realizó mediante 

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

3.3.4. Calidad lipídica 

De particular interés es evaluar la composición de los lípidos presentes en la 

harina de nuez. Dado que las nueces poseen una considerable cantidad de lípidos 

monoinsaturados y altas cantidades de lípidos 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 lípidos monoinsaturados pueden regular los niveles de insulina y 

ayudar a controlar el nivel de glucosa en la sangre, lo que puede ser especialmente 

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

3.3.4.1. Extracción de aceite de la harina de nuez 

Para la extracción del aceite remanente en HN se utilizó 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 usó un rotavapor Büchi R-

124, (Büchi Labortechnik AG, Suiza) a 40 °C y 200 Torr de presión. 

3.3.4.2. Perfil de los ácidos grasos 

Los ácidos grasos presentes en los triglicéridos difieren en la longitud de la 

cadena hidrocarbonada y en la presencia, número y posición de los dobles enlaces 

en la cadena. La distribución de los ácidos grasos influye en sus propiedades 

funcionales y en la forma en la que se metabolizan (Burdge y Calder, 2014). Para 

caracterizar dicha distribución es útil determinar el perfil de ácidos grasos. 

La determinación del perfil de ácidos grasos de la harina de nuez se realizó por 

cromatografía gaseosa. En primer lugar, se realizó la derivatización de los ácidos 

grasos, con el fin de aumentar su volatilidad, para lo cual se colocaron 150 µL de 

aceite de HN y 4 mL de HCl 5 % en metanol (con Na2SO4) en tubos hach. Los tubos 

se calentaron, en un baño de agua a ebullición, durante 10 minutos, cuidando que 

estuvieran bien cerrados. Transcurrido este tiempo, los tubos se enfriaron y se 
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añadieron 2 mL de agua miliQ junto con 1 mL de hexano calidad HPLC y se 

homogenizó la mezcla. Los metil-ésteres de los ácidos grasos se encuentran 

disueltos en el hexano, por ello con la finalidad de separar las fases, se centrifugó a 

3000 rpm por 15 minutos usando una centrifuga Rolco CM 2036 Duron (Rolco Srl, 

Argentina). Inmediatamente después, el hexano se separó y filtró (0,45 µm) directo 

a viales color ámbar. Finalmente, las muestras se analizaron en un cromatógrafo 

gaseoso Agilent 7890A. (Agilent Technologies, EE.UU.) con detector de ionización 

de llama (temperatura del inyector, 250 °C) usando una columna capilar DB-23 

(30.m de largo, 0,25 mm de diámetro interno y 0,25 µm de espesor) y un estándar 

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 autooxidación es la principal causa de deterioro de la calidad de los lípidos 

comestibles y su velocidad de reacción determina su vida útil. Al comienzo, la 

reacción es lenta hasta que se produce una acumulación suficiente de especies 

reactivas que promueven el aumento de la velocidad de reacción (Farhoosh, 2007). 

Es así que el seguimiento de la estabilidad oxidativa de los lípidos es de suma 

importancia en la industria alimentaria, con el fin de controlar y optimizar el 

proceso de producción y predecir la vida útil de los productos finales en los cuales 

el contenido lipídico es importante (Zaanoun et al., 2014). Se han desarrollado 

varios métodos para determinar la estabilidad oxidativa de los lípidos: están los 
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ensayos acelerados (Rancimat), los ensayos químicos (índices de peróxidos y de 

acidez) y los ensayos espectrofotométricos (índice de anisidina), entre otros. 

3.3.4.3.1. Ensayo estabilidad acelerada por Rancimat 

Entre los ensayos acelerados para probar la resistencia de los lípidos 

comestibles a la oxidación están los que utilizan temperaturas elevadas. Esto 

porque se sabe que la velocidad de la reacción está 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 inducción (ti) o índice de estabilidad oxidativa, que es el 

tiempo que transcurre antes de que se produzca un rápido deterioro de los lípidos 

(Zaanoun et al., 2014). Tiempo que es comparable con el nivel de rancidez que 

genera un cambio detectable por el consumidor en las características del producto 

(Mizrahi, 2004). Como se observa en la Figura 10, el software provisto con el 

equipo Rancimat (Metrohm, Herisau, Suiza) detecta la inflexión en la curva de 

conductividad vs tiempo, esto es, detecta el punto de intersección de las tangentes 

a las secciones rectas extendidas de la curva (Metrohm AG, 2009). 

Figura 10. Determinación del tiempo de inducción de harina de nuez a 100 °C 

usando Rancimat 
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Se determinó el tiempo de inducción (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 reacción, se 

cerró el sistema y se inyectó 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 

volátiles generados por la oxidación de los lípidos en la HN. A partir de este ensayo 

de estabilidad acelerada es posible obtener, en un tiempo relativamente corto, la 

información necesaria para estimar la vida útil de la harina de nuez. Esto mediante 

la determinación de parámetros cinéticos que tienen en consideración la 

dependencia del tiempo de inducción con la temperatura. 

Parámetros cinéticos para la predicción de la vida útil 

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. Así, es posible despejar la energía de activación (EA), que es 

una medida de la sensibilidad de la reacción a la temperatura, es decir, cuanto más 

rápido se llevará a cabo la reacción si se eleva la temperatura. 

       
( 

  
  

) 
Ecuación 7 

Donde k es la constante de velocidad y k0 es el factor pre-exponencial o factor 

de frecuencia (indica la frecuencia con la que se producen las colisiones entre 

moléculas), EA = energía de activación, R = la constante de los gases y T = 

temperatura absoluta [°K]. Debido a que la obtención del tiempo de inducción se 

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

tiempo critico que marca el final de la vida útil del producto (Mizrahi, 2004). 

   
 

  
 Ecuación 8 

Siguiendo la metodología usada por Labuza (1984), se graficó ln-k en 

segundos-1 contra el inverso de la temperatura absoluta. Obteniéndose una línea 

recta cuya ecuación es: 

          
   

  
(
 

 
) Ecuación 9 

A partir de la pendiente de la recta se obtuvo la energía de activación. 

En el campo de la ciencia de los alimentos, otro parámetro útil a la hora de 

hablar de deterioro es Q10, 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 relación a la ecuación de Arrhenius se tiene:  

      
(

       
    (    )

)
 

Ecuación 10 

Donde T es la temperatura absoluta [°K]. 

Es así que, conociendo los tiempos de inducción en ensayos acelerados 

(temperaturas altas) es posible calcular un tiempo estimado de vida útil a 

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

    (  )    (  )     
(
(     )

  ⁄ ) 
Ecuación11 

Donde tve es el tiempo de vida útil esperado a temperatura T1, ti es el tiempo de 

inducción a temperatura T2 y Q10 es el factor calculado a partir de las ecuaciones 

antes mencionadas. 
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3.3.5. Calidad proteica: Evaluación del perfil aminoacídico 

Dado que las harinas que se emplean habitualmente para la elaboración de 

productos libres de gluten presentan bajo contenido proteico, cuando se quiere 

introducir un nuevo ingrediente, es importante evaluar no sólo la cantidad, sino 

que también la calidad de sus proteínas. La calidad proteica de HN fue determinada 

mediante cromatografía líquida de alto rendimiento en fase inversa. Para la 

cuantificación de aminoácidos se procedió de acuerdo a la metodología 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 µL de ácido D,L-α-aminobutírico, 

como patrón interno, sumado a 4 mL de HCl 6N. A continuación se insufló N2 y se 

taparon los tubos. La mezcla se sonicó por 10 min y se mantuvo a 107 °C por 24 

horas en estufa. Transcurrido ese tiempo, se neutralizó con NaOH 8N y se llevó a 

25mL con buffer borato de sodio (1N pH9 con 0,02 % de azida de sodio). Para la 

derivatización, se tomaron alícuotas de 4,5 mL a las que se agregaron 4,2 µL 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 ámbar. 

Para la determinación de triptófano se empleó una hidrólisis 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 continuación se insufló N2 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 calibración se utilizaron patrones de aminoácidos 

individuales (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE.UU.). En general, se ensayaron 

niveles de concentración entre 50 y 4000 pmol por 20 µL con la excepción de la 

cisteína y el triptófano donde se emplearon concentraciones más bajas. 

Para la cromatografía se utilizó 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 × 4.6 mm ID, 5 

µm) a 25 °C. Para la elución se manejó un flujo de 0,9 mL/min con una 

combinación 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 móviles se detalla en la 

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

Tabla 2. Gradiente de elución 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 evaluó mediante la puntuación química de 

aminoácidos (PQAA), calculada como en la Ecuación 12. Se adoptaron los valores 

de los niños en edad preescolar como patrón de puntuación para todas las edades 

(WHO/FAO, 2007). La puntuación de aminoácidos más baja indica el aminoácido 

limitante para dicha proteína. 

      
                              (   )               

                                                        
 Ecuación 12 
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3.3.6. Propiedades fisicoquímicas de harina de nuez 

3.3.6.1. Determinación de color instrumental  

La apariencia de los ingredientes afecta la percepción del consumidor hacia los 

alimentos, de ahí 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) 

desarrolló el espacio de color por coordenadas triestímulo 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 sólidos tridimensionales y 

cualquier color se representa con un punto concreto. El espacio triestímulo CIE 

XYZ está 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 parámetros es posible calcular la tonalidad 

de color (Ecuación 13) y el croma o saturación (Ecuación 14). Estos dos 

parámetros junto con la luminosidad son los que corresponden a la percepción 

visual de los colores (Negueruela, 2012). 

           (
  

  
)                   Ecuación 13 

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

      √(        ) Ecuación 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. Representación 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 utilizó un 

colorímetro triestímulo Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta Inc., Japón), con su 

respectivo cristal del tubo de proyección de luz y previa calibración con el patrón 

blanco provisto por el fabricante (Y = 93,2; x= 0,3133, y= 0,3192). Se realizaron 20 

mediciones individuales y se utilizó el espacio de color CIE L*, a*, b* con 

iluminación 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 realizó por 

triplicado. 

3.3.6.3. Parámetros físicos de retención 

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

el aceite presentan relevancia ya que brinda una idea de cuál podría ser el 
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comportamiento de dicho ingrediente al ser introducido en un alimento. Con esta 

finalidad se evaluaron la capacidad de retención de agua (CRA), la capacidad de 

absorción de aceite (CAA) y la capacidad de retención de moléculas orgánicas 

(CAMO) de la harina de nuez. 

3.3.6.3.1. Capacidad de retención de agua 

Una de las propiedades más importantes desde el punto de vista tecnológico es 

la capacidad de retener el agua (CRA). Esta se determinó según Abugoch et al. 

(2009) con pequeñas modificaciones. En un tubo de centrifuga, se agregaron HN y 

agua destilada (1:10). La mezcla se agitó en vortex e inmediatamente se mantuvo 

en reposo por 20 minutos a 20 °C. Luego, la mezcla se centrifugó a 2000×g durante 

20 minutos. Se pesó el pellet (m2) y se calculó el CRA según la Ecuación 15. 

     
   (     )

    
 Ecuación 15 

Dónde: m1 es la masa de HN [g],  ρ es la densidad del agua [g/mL] y  m3 es la 

cantidad de proteína soluble [g] determinada usando ensayo Bradford (Bradford, 

1976). 

3.3.6.3.2. Capacidad de absorción de aceite 

Otros ingredientes ampliamente usados en la industria alimentaria, son las 

materias grasas. Con la finalidad de evaluar la capacidad de absorción de aceite 

(CAA) de la harina de nuez, en un tubo de centrífuga, se mezcló HN con aceite de 

girasol (1:10). Esta mezcla se agitó con un vortex y se la mantuvo en agitación 

constante a 750 rpm a 25 °C durante 30 minutos (Thermo Mix DLAB: HM100-Pro, 

China). A continuación, se centrifugó la mezcla a 3000×g durante 10 minutos y, por 

último, se pesó el pellet. La CAA se expresó en gramos de aceite por gramo de HN. 
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3.3.6.3.3. Capacidad de absorción de moléculas orgánicas 

Este parámetro se relaciona con la habilidad que poseen fracciones de fibra 

dietaria para ligar ácidos biliares, sustancias carcinogénicas y mutagénicas (Mora 

et al., 2013). Para determinar la capacidad de absorción de moléculas orgánicas 

(CAMO) de la harina de nuez, se procedió como en el ensayo anterior (CAA) pero la 

muestra se dejó 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.  Distribución del tamaño de partícula de la harina de nuez 

La determinación por difracción láser permite obtener las distribuciones de 

tamaño de partículas (Figura 12). Para esto, un láser atraviesa la muestra 

suspendida en un medio líquido (dispersión) y se miden las variaciones de la 

intensidad y del ángulo de la luz dispersada. La luz se dispersa más intensamente y 

en ángulos más pequeños en las partículas más grandes que en las pequeñas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema de funcionamiento de un difractómetro láser. Adaptado de 

Arp(2019) y McClements (2001) 

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

partícula y la refractada cambia de ángulo al atravesar la partícula. Ambas son 
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útiles para determinar los tamaños y distribuciones de las muestras analizadas. La 

luz absorbida y reflejada se debe considerar para reducir al mínimo una posible 

interferencia en la medición (Horiba Scientific, 2018; McClements, 2001; 

Rodriguez y Kajiyama, 2020).  

Se utilizó 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 distribución del tamaño de partículas presentes en la 

harina de nuez. La muestra se suspendió en agua destilada [100 mL/L H2O] y se 

aplicó un tratamiento ultrasónico (desplazamiento ultrasónico 10 µm durante 10 

s) para favorecer su dispersión. El tamaño de partícula se estimó en términos de 

D(0,5) o percentil 50 que indica el tamaño en el cual el 50 % de la población de las 

partículas presentan un tamaño mayor a este valor y el otro 50 % de la población 

presentan tamaños inferiores. El valor de D(0,5) se obtuvo a partir de la 

distribución ponderada en superficie utilizando el software Mastersizer 2000E 

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

3.3.7. Microestructura de harina de nuez 

3.3.7.1. Microscopía láser confocal de barrido (CSLM) 

En la Figura 13 se muestra el funcionamiento básico de un microscopio 

confocal. La microscopia láser confocal de barrido o CSLM por sus siglas en inglés 

(Confocal laser scanning microscopy) es una técnica de análisis óptico útil para el 

análisis de muestras complejas. Una fuente de luz de alta intensidad (láser) ilumina 

una región puntual de la muestra y el detector recibe la radiación de dicha región. 

Las micrografías se construyen por el barrido sincronizado de la fuente y el 

detector, es decir, se producen punto a punto en el plano de la micrografía a partir 



 

60 

de los correspondientes puntos de iluminación 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). 

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

Adaptada de (STTI., 2011) 

La tinción por fluorescencia es la característica más importante de las 

microscopias confocal de barrido y de campo amplio. Todos los colorantes de 

fluorescencia tienen una afinidad específica para teñir y visualizar diferentes 

sustancias como proteínas, lípidos o paredes celulares. Se pueden detectar así, 

partes, regiones y estructuras específicas de las muestras (Faltermaier et al., 

2015). Además, cada colorante de fluorescencia tiene un determinado espectro de 

excitación y emisión. Los microscopios de campo amplio recogen la luz emitida de 

múltiples planos focales (enfocados y fuera de foco). El diafragma de los 

microscopios confocales bloquea la captación de la mayoría de luz fuera de foco y 
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permite la detección de un único plano, lo que mejora la calidad de la imagen. Esta 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

confocal. Adaptada de Proteintech (sin fecha) 

Para la observación por CSLM se realizó una tinción no covalente de las 

muestras. Se emplearon los siguientes cuatro fluoróforos: rodamina B [10 mg/L], 

calcoflúor white [0,1 g/L], isotiocianato de fluoresceína (FITC) [0,1 g/L] y rojo Nilo 

(NR) [1 g/L]. El FITC y el NR no se utilizaron juntos. Se colocó una pequeña porción 

de harina de nuez sobre un portaobjetos de vidrio y luego se añadió una solución 

que contenía una mezcla de los fluoróforos. 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 continuación, se observó 

con un microscopio confocal FV1000 (Olympus, Shinjuku, Tokio, Japón) utilizando 

las longitudes de onda de excitación 488 nm, 568 nm y 347 nm, y las de emisión 
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518 nm, 625 nm y 450 nm para (FITC y NR), rodamina B y calcoflúor white, 

respectivamente (Burbano, Cabezas y Correa, 2022). Las micrografías se tomaron a 

20x y se comprobó que las muestras sin tinción no mostraran autofluorescencia. 

3.3.7.2. Microscopia electrónica de barrido 

En la microscopia electrónica de barrido (SEM: Scanning electron microscopy), 

se emplea un haz de electrones, en lugar de un haz de luz, (Figura 15) para 

producir imágenes de alta resolución de la superficie de una muestra y se utilizan 

las interacciones electrón-materia para formar la imagen del objeto observado. La 

generación 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 energía de los átomos y cuando se 

produce la suficiente energía los electrones escapan de sus átomos para luego ser 

dirigidos hacia la muestra por los lentes con condensador electromagnéticos. Para 

generar el barrido o escaneo las bobinas de desviación 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 

energía y proporcionan una valiosa información topográfica de la muestra. Por 

otro lado, los electrones retrodispersados se ven influenciados por el número 

atómico de la muestra. Por esta razón, se utilizan para obtener un mapa con 

información sobre la composición superficial de la muestra (Goldstein, 2003; 

Stokes y Royal Microscopical Society, 2008). 

Las muestras para ser observadas por microscopia electrónica pueden 

necesitar, en algunos casos, una preparación especial. En ella, se busca aumentar la 
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conductividad eléctrica y estabilidad, para que puedan soportar las condiciones de 

alto vacío (SEM) y el haz de electrones. La observación por microscopia electrónica 

se puede realizar en distintos modos: alto vacío (SEM), bajo vacío (LVSEM por low 

vacuum) y ambiental (ESEM por environmental). En este último, la cámara se 

evacua de aire, pero el vapor de agua se retiene cerca de su presión de saturación y 

la presión residual permanece relativamente alta, lo que permite el análisis de las 

muestras sin una preparación especial previa. 

Figura 15. Esquema de un microscopio electrónico 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 observó en el modo 

ambiental (ESEM) (399,97 Pa y 10 °C), y la HND en el modo de bajo vacío (LVSEM) 
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a 130 Pa. Se tomaron micrografías de campos seleccionados al azar a 1000x, 2000x 

y 4000x de aumento. Las micrografías fueron adquiridas en el Servicio de 

Microscopía Electrónica y Microanálisis (SeMFi-LIMF) de la Facultad de Ingeniería, 

UNLP, Argentina. 

3.3.8. Ensayo de almacenamiento de la harina de nuez 

Los lípidos son un grupo heterogéneo de moléculas susceptibles a sufrir 

procesos de deterioro durante el procesamiento, almacenamiento y/o 

manipulación de los alimentos. Estos procesos pueden dar origen a distintos 

compuestos indeseables que pueden afectar fisicoquímica, nutricional y 

sensorialmente a los alimentos. Dentro de estos, los lípidos insaturados, es decir 

que poseen uno o más dobles enlaces en su composición, son altamente 

susceptibles a oxidarse (Pignitter y Somoza, 2012). 

La oxidación de los lípidos es autocatalítica una vez iniciada, la reacción es 

autopropagable y se autoacelerada (Schaich, 2005). Este proceso puede ocurrir 

mediante tres mecanismos principales: auto-oxidación no enzimática dada por 

radicales libres (reacción entre el oxígeno atmosférico y los lípidos), fotooxidación 

no enzimática y oxidación enzimática (Laguerre, Lecomte y Villeneuve, 2007). En 

este caso nos enfocaremos en la autooxidación, esta se divide en tres etapas: 

iniciación, propagación y terminación. 

Un esquema de la cinética de acumulación de productos de oxidación de 

lípidos insaturados se muestra en la Figura 16, donde se observan las tres etapas. 

Es así que, en la iniciación el radical lipídico se forma a partir de una molécula de 

lípido, generalmente por el ataque de radicales, luz, calor, radiaciones o trazas de 

metales. Este radical lipídico reacciona con oxígeno para dar lugar a un radical 
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peroxilo, el cual puede atacar a otra molécula de lípido y sustraer un átomo de 

hidrogeno para formar un hidroperóxido y un nuevo radical lipídico, propiciando 

que más lípidos se oxiden hasta hidroperóxidos. Este ciclo de propagación es 

interrumpido por las reacciones de terminación, donde los radicales libres e 

hidroperóxidos son finalmente descompuestos para generar moléculas estables, 

volátiles y no volátiles, tales como aldehídos, cetonas, ácidos y un sin número de 

compuestos nitrogenados y sulfurados que alteran el olor y sabor de los alimentos 

(Frankel, 2005; Rojano, 1997). 

Figura 16. Esquema de la cinética de acumulación de productos de oxidación de un 

lípido insaturado. Adaptado de Pignitter y Somoza (2012) 

Al ser la harina de nuez un subproducto con 55 % de lípidos (base seca) es 

necesario analizar su estabilidad durante el almacenamiento. Para este análisis, 

durante el almacenamiento, se midieron distintos parámetros fisicoquímicos 

característicos de HN: color instrumental, porcentaje de humedad, aw, perfil de 

ácidos grasos, índices de peróxidos, iodo y p-anisidina. 
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Se almacenaron 12 g de HN en bolsas para vacío de Poliamida (Nylon) 

Polietileno PA/PE (15×25 cm y 90 micrones). Las bolsas fueron selladas al 

ambiente y al vacío (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 transcurrió por diez 

meses. Es importante agregar que, el ensayo sólo llego a los diez meses, debido a 

un incendio en el sótano donde se encontraban las cámaras de almacenamiento, 

hizo que se perdieran los demás puntos experimentales. En la Tabla 3 se muestran 

las condiciones de almacenamiento de las bolsas con harina de nuez. Una 

limitación experimental fue la humedad relativa de las cámaras de 

almacenamiento debido a que solamente fue posible registrarla. 

Figura 17. Fotografía de la harina de nuez en la bolsa sellada al vacío para el ensayo 

de almacenamiento 
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Tabla 3. Condiciones experimentales del almacenamiento 

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

NV20t  
20,4 ±0,4 ; 57 ±3 

V20t  

NV0t  
0,6 ±1,7 ; 92 ±6 

V0t  

NV-20t  
‒18 ±2 ; 76 ±10 

V-20t  

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

3.3.8.1. Parámetros fisicoquímicos 

La determinación 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 ácidos grasos (3.3.5) se realizó de la misma 

manera que para la harina de nuez fresca. 

Por otro lado, la cuantificación de peróxidos se realizó directamente con la HN 

y el índice de iodo se calculó a partir del perfil de ácidos grasos. Mientras que, para 

determinar el índice de p-anisidina se realizó una extracción 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 usó un rotavapor Büchi R-124, (Büchi Labortechnik AG, Suiza) a 40 °C y 

200 Torr de presión. 

3.3.8.2. Índice de peróxidos 

Los peróxidos son compuestos primarios de oxidación lipídica que se forman 

durante el almacenamiento. Para su determinación se utilizó el método del hierro-

tiocianato descrito por la International Dairy Federation (IDF 74- ISO 2006), con 

algunas modificaciones (Jensen et al., 2011). La cuantificación de peróxidos por 

este método se basa en la capacidad de los peróxidos para oxidar el ion ferroso (Fe 

(II)) 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 solución 1 se preparó 

mezclando 0,4 g de BaCl2 en 50 mL de agua con 0,5 g de FeSO4.7H2O en 50 ml de 

agua, y a continuación se filtró. Al filtrado se le añadieron 2 mL de HCl (10 M). La 

solución 2 se preparó añadiendo 3 g de tiocianato de amonio en 10 mL de agua. La 

solución 3 fue una mezcla de cloroformo: metanol (1:1, v/v). Se preparó una 

solución final de hierro (II)/tiocianato mezclando las soluciones 1, 2 y 3 en la 

proporción 1:1:98, v/v. Se disolvió 1 g de HN en 2,5 mL de CaCl2 al 2,5 %, más 5 mL 

de la solución 3. A continuación, el extracto se agitó durante 60 s y se centrifugó a 

3000 rpm por 10 minutos usando una centrifuga Rolco CM 2036 Duron (Rolco Srl, 

Argentina). De la fase inferior se transfirió 1 mL a un tubo de Eppendorf y se 

mezcló con 0,2 mL de solución de hierro (II)/tiocianato. Después de 5 min exactos, 

se midió la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm. Se utilizó como blanco 

puro la solución 3. Finalmente, para comprobar interferencias se midió la 

absorbancia de la solución 3 y la muestra pero sin tiocianato, y también de la 

solución final de hierro (II)/tiocianato pero sin muestra. Para la curva de 

calibración se utilizó una solución de FeCl3 (10 mg/mL) como estándar. Se pesaron 

0,1 g de Fe0 al cual se le agregaron 10 mL de HCl (10 M) y 0,4 mL de H2O2 (30 % 

p/v) para oxidar al hierro. El exceso de peróxido de hidrógeno se eliminó por 

calentamiento hasta ebullición por 10 min. Una vez que la mezcla se enfrió se llevó 

a volumen final de 100 mL en matraz con agua destilada. Finalmente, se tomó 1 mL 

de la solución obtenida (1000 μg/mL) y se llevó a un volumen final de 100 mL con 

la solución 3. El índice de peróxidos (IP) se expresó como mili equivalente de 

oxígeno por kg de harina de nuez [mequi O2/kg de HN], de acuerdo a la 

concentración de Fe (III) calculada a partir de la curva de calibración. 
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3.3.8.3. Índice de Iodo  

El índice de iodo es un valor que está relacionado con el grado de instauración 

total de las muestras lipídicas. Existen diversos métodos para su determinación, 

normalmente se lo realiza por el método de Wijs (AOAC Método 993,20). Sin 

embargo, aprovechando que se determinó el perfil de ácido grasos por 

cromatografía gaseosa durante el almacenamiento. Se optó por calcular el índice 

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

    (           )  (           )  (           ) Ecuación 16 

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

distintos porcentajes de ácidos grasos están en base a ácidos grasos totales. 

3.3.8.4. Índice de p-anisidina 

Durante almacenamientos prolongados se producen compuestos secundarios 

de oxidación a partir de los hidroperóxidos de los ácidos grasos. El índice de p-

anisidina es una buena alternativa para su determinación, en especial para aceites 

de origen vegetal. Este método cuantifica la cantidad de aldehídos alfa y beta 

insaturados en grasas y aceites por reacción en solución de ácido acético de los 

aldehídos con la p-anisidina y la posterior medición espectrofotométricamente a 

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

Se procedió según el método oficial Cd 18-90 de la AOCS, para lo cual se 

preparó una solución de p-anisidina pesando 0,1275 g y se agregaron 50 mL de 

ácido acético en un vaso cubierto con agitación durante 15 minutos. En cuanto a la 

muestra, se pesó 1 g de aceite extraído (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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alícuotas de 5 mL en tubos hach. A la primera se añadió 1 mL de la solución de p-

anisidina, a continuación, se agitaron los tubos en vortex y se dejó reaccionar por 

10 minutos antes de medir la absorbancia a 350 nm. Y a la segunda se le midió 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 

determinó el índice de p-anisidina (IA) a partir de la siguiente formula  

    
  (             )

 
 Ecuación 17 

Donde el Absa es la absorbancia del aceite de harina de nuez y Absb es la 

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

3.3.9. Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de varianza entre los distintos tratamientos 

experimentales y/o muestras y la prueba LSD para determinar la existencia de 

medias estadísticamente diferentes (α: 0,05). Todas las pruebas se realizaron con 

el programa Statgraphics - Centurion - XVII Versión-17.2.00 (Statpoint 

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

3.4.1. Composición proximal 

En la Tabla 4 se muestra la composición proximal de la harina de nuez (HN). 

HN presentó bajo contenido de humedad (4,5 ± 0,2 %). El orden de los 

componentes de la HN en base seca fue: lípidos > proteínas > contenido en fibra 

dietaria total > hidratos de carbono disponibles y cenizas. Los hidratos de carbono 

disponibles están compuestos principalmente por glucosa (0,63 %), fructosa (0,52 

%), sacarosa (6,09 %) y almidón (0,36 %). El contenido calórico 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 composición 

proximal de la torta de prensado depende de diferentes variables como el 

genotipo, el año de cultivo y el método de extracción del aceite, se ha informado de 

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

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

 Composición proximal [%]  
CC 

 Lípidos Proteínas 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 ± desvío estándar. Carb.: carbohidratos calculados por diferencia, CC: contenido 

calórico [kcal/100 g solidos], FDT: fibra dietaria total 

3.4.2. Composición mineral 

Los minerales se clasifican según 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 flúor, el cromo 
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y el boro se catalogan como microelementos. La Tabla 5 recoge la composición 

mineral de la harina de nuez y, a efectos de comparación, los contenidos minerales 

de harinas de trigo duro y arroz. Además como referencia la ingesta recomendada 

de nutrientes (IRN) para hombres y mujeres (19-65 años) (OMS y FAO, 2004) y el 

porcentaje de IRN que aportan 100 gramos de HN. 

Tabla 5 Composición mineral de harina de nuez (HN) 

Elementos [mg/kg] 

de HN* 

Harina de trigo 

duro** [mg/kg] 

Harina de arroz 

*** [mg/kg] 

Ingesta 

recomendada de 

nutrientes (IRN)† 

Porcentaje de 

IRN en 100 g de 

HN* 

Macroelementos 

Ca 1524 ± 43 159,5 73 1000 mg 15,2 % 

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 µg 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 µg - 

Se ≤ ld - - 34 µg - 

Zn 38 ± 1 30,8 11,1-14,8 7 mg 54,7 % 

Promedio ± desvió estándar. HN: harina de nuez. * base seca; ** (Ragaee, Abdel-Aal y 

Noaman, 2006). *** (Rybicka y Gliszczyńska-Świgło, 2017). † (WHO y FAO, 2004). ld: 

límite de detección. Límites de detección para Mo (0.021 mg/L) y para Se (0.008 mg/L) 

De los minerales analizados, el calcio y el fósforo 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 botánicas. 

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 fósforo también fue mayor en la HN 

que en estas harinas (Ragaee, Abdel-Aal y Noaman, 2006; Rybicka y Gliszczyńska-
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Świgło, 2017). Sin embargo, el porcentaje de IRN de Ca cubierto por una porción 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 difícil de alcanzar en ausencia de productos lácteos. El fósforo 

constituye alrededor del 1 % del peso corporal y además de formar tejidos, es 

fundamental para muchos procesos biológicos como el almacenamiento de energía 

(ATP) o la codificación de información (ADN y ARN), entre otros (Gutiérrez, 2020). 

En el caso de este mineral, HN cubriría el 73,7 % del IRN. Afortunadamente el P se 

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

En cuanto a los demás 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 podría utilizarse para el desarrollo de productos 

reducidos en sal. 

Además, en HN los valores de hierro, manganeso, cobre y zinc son mayores 

que en las harinas más populares utilizadas para la fabricación de pan. La cantidad 

de Mn y Cu en 100 g de HN es más del doble de la IRN, mientras que, en el caso del 

Fe y el Zn, cubriría el 63,5 % y el 54,7 % de la IRN, respectivamente. La ingesta de 

Fe es especialmente preocupante por su relación con la anemia. El Fe es esencial 

en la síntesis de hemoglobina y por lo tanto en la adquisición, distribución, 

almacenamiento y utilización del oxígeno (Aggett, 2020). Mientras que el zinc es 

importante porque forma parte de la insulina, de numerosas enzimas, y está 

relacionado con la síntesis del ADN y varias proteínas (Gupta y Gupta, 2014). 

Las harinas refinadas, comúnmente utilizadas en panificación, tienen un bajo 

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

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

3.4.3. Actividad antioxidante 

La torta de prensado, resultante de la obtención de aceite de nuez, es rica en la 

piel marrón que recubre los frutos secos y que es importante para proteger los 

ácidos grasos de la oxidación. Esta acción está relacionada con la presencia de 

compuestos fenólicos (Salcedo, López de Mishima y Nazareno, 2010). El contenido 

fenólico 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 composición de los compuestos fenólicos, los taninos 

hidrolizables y los flavonoides son los principales componentes (Slatnar et al., 

2015). La actividad antioxidante se estimó mediante tres métodos 

complementarios. El método FRAP determina la capacidad de un compuesto para 

donar un electrón al complejo férrico-tripiridiltriazina. Mientras que los ensayos 

de ABTS y DPPH combinan los mecanismos de transferencia de electrones y de 

transferencia de átomos de hidrógeno. La capacidad antioxidante de HN expresada 

en términos de FeSO4 y equivalentes trolox fue de 339 ± 2 µmol/g y 232 ± 8 

µmol/g, respectivamente. Asimismo, la concentración necesaria para disminuir a la 

mitad la concentración inicial de DPPH fue de 0,14 ± 0,006 mg HN/mL de extracto. 

Los valores aquí 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 está probablemente 

relacionada con el contenido fenólico total de la piel marrón que recubre al fruto, 

ya que la contribución 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 frío. 

3.4.4. Calidad lipídica 

3.4.4.1. Perfil de ácidos grasos 

El perfil de ácidos grasos de la harina y del aceite de nuez se muestra en la 

Figura 18. Los principales ácidos grasos de HN son el ácido linolénico (18:2Δ9,12, 

ω6), el ácido oleico (18:1Δ9, ω9) y el ácido α-linolénico (18:2Δ9,12,15, ω3), que 

juntos representan el 90 % de los lípidos. Este perfil es similar al encontrado en el 

aceite de nuez, mostrando que la torta de prensado tiene casi la misma proporción 

de ácidos grasos que la nuez en fruto. Asimismo, en la harina de nuez la relación 

ω6/ω3 es de 4, el mismo valor que se ha informado para la nuez (Tabla 6). Esta 

proporción se considera óptima, mientras que un ω6/ω3 elevado se relaciona con 

enfermedades cardiovasculares, cáncer y enfermedades inflamatorias y 

autoinmunes (Tapia et al., 2013). 

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

en base de ácidos grasos totales 
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En HN la proporción de ácidos grasos insaturados/saturados es de 9 a 1, 

siendo ligeramente más alta que la del aceite de nuez (Tabla 6), ambos valores son 

más altos que los previamente reportados para varias muestras de aceite de oliva 

(Mossoba et al., 2013). Asimismo, esta proporción (9 a 1) guarda concordancia con 

los valores reportados para varios genotipos de nueces cultivadas en Argentina 

(Martínez y Maestri, 2008). 

Tabla 6. Proporciones provenientes del perfil de ácidos 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 

∑PUFA [%] 74,60 72,98 

Proporción: ω6/ω3 4,04 4,32 

Proporción: ∑UFA /∑SFA 9,07 8,11 

SFA, UFA, MUFA, PUFA: ácidos grasos saturados, insaturados, monoinsaturados y 

poliinsaturados, respectivamente. 

3.4.4.2. Estabilidad oxidativa acelerada por rancimat 

El alto contenido de lípidos insaturados presentes en la harina de nuez, hacen 

pensar que el proceso de oxidación lipídica será el limitante de su vida útil. Los 

lípidos que sufren degradación oxidativa provocan la pérdida de parámetros de 

calidad como el sabor, el aroma y el valor nutricional. En la Tabla 7 se muestran los 

tiempos de inducción de la harina y el aceite de nuez a distintas temperaturas. En 

ambos casos, como era de esperar, se observa una disminución del tiempo de 

inducción 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 situación, probablemente se encuentre relacionada con el alto nivel de 

antioxidantes presentes en HN y a la protección 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 oxidación avanzado. 

Tabla 7 Estabilidad oxidativa de harina y aceite de nuez 

 
Harina de nuez Aceite de nuez 

Tiempo de inducción 

[horas] 

100 °C 17,08 ± 0,4b 4,58 ± 0,11a 

110 °C 7,10 ± 0,8b 2,06 ± 0,00a 

115 °C 4,41 ± 0,1 Nd 

120 °C 3,18 ± 0,1b 1,31 ± 0,01a 

Energía de activación [kJ/mol] 103,7 ± 3,3b 94,7 ± 2,4a 

Q10 2,28 ± 0,08a 2,18 ± 0,06a 

Vida útil a 20 °C [meses] 16,4 ± 1,3b 3,2 ± 0,1a 

Promedio ± desvió estándar; nd: no determinado; Letras diferentes en la misma fila 

indican diferencias significativas (p < 0,05). 

Durante el horneado, el tiempo de cocción suele ser inferior a una hora, y sólo 

la corteza se somete a temperaturas superiores a 100 °C, mientras que en la miga, 

la temperatura y la disponibilidad de oxígeno son mucho menores que en la 

corteza. Esto demuestra que sólo la corteza sería más vulnerable a la oxidación. En 

varios trabajos se ha reportado que cuando se utilizan aceites o harinas con alto 

contenido de lípidos insaturados como de chía o de castaña, para productos de 

panadería, la calidad de los lípidos se conserva o incluso mejora. Además, 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 calculó la energía de activación 

y el factor de aceleración de temperatura (Q10). La energía de activación es una 

medida de la sensibilidad a la temperatura de la reacción y el factor Q10 predice el 

aumento de la tasa de oxidación 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 energía de 

activación y el factor Q10 para HN fueron mayores que para el aceite, demostrando 

que la harina de nuez es más estable que el aceite ante un aumento de 

temperatura. 

Finalmente, la vida útil 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 está 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 aminoácidos de las proteínas de HN y la 

puntuación química de aminoácidos (PQAA). La puntuación química se calculó 

como [mg de aminoácidos esenciales (AAE)/g de proteína]/ [mg de AAE/g de 

patrón de proteína requerida por la FAO]. Se adoptaron los valores de los niños en 

edad preescolar como patrón de puntuación para todas las edades (WHO/FAO, 

2007), ya que son los más estrictos en todos los rangos de edad a excepción de 

lactantes. Para los seres humanos, los AAE son leucina, isoleucina, valina, lisina, 

treonina, triptófano, metionina, fenilalanina e histidina. Por lo tanto, estos 

aminoácidos tienen que ser ingeridos en los alimentos. En las proteínas de la nuez, 

los aminoácidos más abundantes son asparagina, glutamina y arginina. Esta última 

se considera un AAE condicional, cuando la capacidad endógena de síntesis del 
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aminoácido se ve excedida por condiciones de estrés y en estados catabólicos 

(Morris et al., 2017). En el caso de HN, los aminoácidos limitantes son los 

sulfurados, cisteína y metionina. Sin embargo, la HN contiene niveles relativamente 

altos de arginina y una relación lisina/arginina igual a 0,345. El bajo valor de esta 

relación se ha relacionado con un efecto antiaterogénico mediado por el óxido 

nítrico (NO) del que la arginina es un precursor. El NO es un vasodilatador que 

puede inhibir la adhesión y agregación de las plaquetas (Feldman, 2002). 

Tabla 8. Perfil aminoacídico de las proteínas de la harina de nuez 

Aminoácidos 
[mg AA/g  

proteína de nuez] 
Aminoácidos 

[mg AA/ g proteína 

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 ± 2,4 2,08 

Glicina 33,0 ± 2,9 Leucina* 62,7 ± 3,2 1,00 

Prolina 25,1 ± 1,3 Lisina* 36,2 ± 5,9 0,70 

Arginina 104,9 ± 7,5 Treonina* 17,1 ± 5,6 0,63 

Fenilalanina(Phe) 26,3 ± 1,2 Triptófano* 9,1 ± 1,8 1,23 

Tirosina (Tyr) 21,0 ± 2,2 Met+Cys* 3,9 ± 0,3 0,15 

Cisteína (Cys) 1,3 ± 0,00 Phe+Tyr* 47,3 ± 2,5 1,02 

Promedio ± desvío estándar; *PQAA: puntaje químico correspondiente a los aminoácidos 

con asterisco. El PQAA fue calculado como [mg de aminoácidos esenciales (AAE)/g de 

proteína]/ [mg de AAE/g de patrón de proteína requerido por la FAO]. 

3.4.6. Propiedades fisicoquímicas de harina de nuez 

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

objetivo de evaluar cómo la HN podría afectar a la formulación de un nuevo 
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producto. La HN presentó 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 la HN en la Figura 19 se muestra la harina de nuez en 

una caja de Petri y junto, como complemento, los parámetros de color. Se 

obtuvieron los siguientes parámetros L*=52,9±1,5; a*= 2,8± 0,2; b*=16,2±0,8, y los 

valores calculados de tonalidad (h°ab) y croma (C*ab) fueron 80,1±0,8 y 14,3±0,8, 

respectivamente. Los valores de luminosidad y h°ab fueron inferiores a los 

informados anteriormente por otros autores (Rabadán, Pardo, Gómez, et al., 

2018b). Pero estas discrepancias están probablemente relacionadas con la 

cantidad de aceite en la HN. Dado que la mayoría de los pigmentos se extraen junto 

con el aceite, cuanto mayor sea el contenido de aceite, menores serán los valores 

de L* y h°ab. Estos resultados sugieren que, si se añade la HN a un producto de 

panadería, el color probablemente cambiará, lo que podría ser deseable en 

productos de panadería sin gluten. 

Figura 19. Fotografía de la harina de nuez y los parámetros de color instrumental 
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3.4.6.1. Parámetros físicos de retención de la harina de nuez 

La capacidad de retención de agua (CRA) está 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 absorción y retención de agua por parte de las harinas es relevante en 

el proceso de panificación porque está relacionada con parámetros como el tiempo 

de cocción y la textura después de la cocción. La capacidad de absorción 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 chía (Vázquez Ovando et 

al., 2009). Se desconoce el mecanismo de adsorción del aceite, pero las 

propiedades superficiales y la naturaleza hidrofóbica de las partículas  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 adsorción de moléculas orgánicas (CAMO) fue de 0,77 ± 0,09 g de 

aceite / g de HN, y se han notificado valores cercanos a 1 como saludables 

(Vázquez-Ovando, Alfredo et al., 2009). La CAMO se asocia con la capacidad de la 

fibra dietética para interactuar con las sustancias carcinógenas y mutagénicas y 

con los ácidos biliares, lo que provoca un efecto hipocolesterolémico (Dhingra et 

al., 2012; Mora et al., 2013). Así, la adición de HN en una formulación de panadería 

aportaría beneficios fisiológicos. 

3.4.6.2. Distribución de tamaño de partícula de la harina de nuez 

La Figura 20 muestra la distribución ponderada por volumen de la HN con y 

sin tratamiento de sonicación. Además, se obtuvo el percentil 50 (D(0,5)) que 

indica el diámetro máximo de las partículas que incluye el 50% de la población. 
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La HN sin sonicación sólo presentó un pico centrado en 264,8 µm (D(0,5)). 

Mientras que cuando la HN fue sonicada, las partículas se desaglomeraron y se 

observó un pico definido (centrado a ≈0,15 µm) junto con dos picos superpuestos y 

amplios. Además, se observó un desplazamiento hacia tamaños de partícula 

inferiores. En este caso, el D(0,5) fue de 13,4 µm. Este valor se aproxima a los 

diámetros de partícula de la harina de trigo (C.G. Arp, Correa y Ferrero, 2018). El 

efecto obtenido por la sonicación es relevante, ya que, si el tamaño de las partículas 

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

cambiar. 

Figura 20. Distribución en volumen del tamaño de partícula de la harina de nuez con 

y sin tratamiento de sonicación 

3.4.7. Microestructura de la harina de nuez 

3.4.7.1. Microscopía láser confocal de barrido 

Las imágenes de harina de nuez adquiridas mediante microscopía confocal 

láser de barrido a 20x se muestran en la Figura 21. Las imágenes a, b, c y d 
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proceden de la misma micrografía, pero los canales de los fluoróforos se 

encendieron y apagaron selectivamente para diferenciar más fácilmente los 

componentes. Las imágenes se tiñeron con una mezcla formada por rodamina B, 

rojo Nilo y calcoflúor. La rodamina B es un colorante rojo que se une 

preferentemente a las proteínas (Correa et al., 2014a). El calcoflúor se une 

fuertemente a las estructuras que contienen celulosa (Öhgren, Lopez-Sanchez y 

Lorén, 2019), dando a la fibra un color azul y el rojo Nilo se une a los lípidos 

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

La Figura 21a muestra todos los canales de fluoróforos encendidos. Donde se 

observa el predominio de los lípidos y proteínas, seguidos por las estructuras, en 

color azul, atribuibles a fragmentos de fibra dietaria. Cuando todos los canales se 

encuentran encendidos, la sobreposición de los canales correspondientes a los 

lípidos y las proteínas dan como resultado la coloración amarilla que se observa en 

la imagen, esto, evidencia que ambos componentes se encuentran juntos. La Figura 

21b tiene el canal del calcoflúor encendido, facilitando la visualización de las 

estructuras fibrosas. Estos son las estructuras remanentes de la nuez aún 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 micrografía señalan la 

localización de los lípidos en la HN. Mientras que la Figura 21d tiene sólo el canal 

de rodamina B encendido, las estructuras rojas presentes por toda la imagen, 

muestran la gran proporción de proteínas en este subproducto de la industria 

aceitera.  
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Figura 21. Micrografías de Harina de nuez mediante microscopía confocal láser de 

barrido a 20x. Imágenes a) todos los canales de fluoróforos encendidos (calcoflúor: 

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. SEM y ESEM 

Los tejidos del cotiledón del nogal (Juglans regia L.) están formados por células 

parenquimáticas compactas que son los depósitos de lípidos y proteínas. Los 

lípidos se organizan en cuerpos oleosos que están cubiertos por cuerpos proteicos 

(Dourado et al., 2004). Esta estructura se desorganiza por la presión en la 

extracción del aceite y luego, por la molienda para la obtención de la harina.  

La Figura 22 corresponde a la harina de nuez observada por microscopia 

electrónica de barrido en modo ambiental (ESEM), los lípidos, al ser los 

componentes mayoritarios, cubren la muestra impidiendo la visualización de otros 

componentes. Además, los lípidos se funden debido al impacto del haz de 

electrones, y por eso la imagen no es clara. Por lo tanto, la evaluación de la 

microestructura de la HN se realizó en la HN desgrasada (HND) en modo de bajo 

vacío (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Micrografía electrónica de la harina de nuez observada en modo ESEM a 

1000× 
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Figura 23. Micrografías electrónicas de harina de nuez desgrasada. a y b) 

observadas en modo de bajo vacío a 2000× y a 4000×, respectivamente 

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

principalmente por finas capas de paredes celulares y cuerpos proteicos (Figura 
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23a). Estos cuerpos proteicos están aglomerados, y hay fantasmas de la red 

citoplasmática que una vez rodeó los cuerpos lipídicos (Figura 23b). El pequeño 

tamaño de las partículas y la ausencia de células intactas podrían contribuir a la 

bioaccesibilidad de los lípidos HN. 

3.4.8. Estabilidad de la harina de nuez durante el almacenamiento 

La harina de nuez al tener cerca de 55 % de lípidos (base seca) es susceptible a 

perder calidad durante el almacenamiento debido a procesos de oxidación lipídica. 

Por este motivo, se evaluó su estabilidad durante diez meses de almacenamiento 

en bolsas selladas con y sin vacío a tres temperaturas (20, 0 y -20 °C). Se midió, 

cada dos meses, la variación de los siguientes parámetros fisicoquímicos para 

seguir su estabilidad en el tiempo: color instrumental, porcentaje de humedad, aw, 

perfil de ácidos grasos, índices de peróxidos, iodo y p-anisidina. 

3.4.8.1. Parámetros físicos de la harina de nuez almacenada 

En cuanto a los parámetros físicos de la harina de nuez, se midió el color 

debido a que este podría cambiar por la oxidación de los lípidos durante el 

almacenamiento. Los parámetros luminosidad (L*) y la variación 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 encontró que a mayor contenido lipídico menores son los valores de 

luminosidad (D. Labuckas, Maestri y Lamarque, 2014). Durante el almacenamiento, 

el parámetro luminosidad varió 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 oxígeno y la temperatura de almacenamiento en los 

distintos tratamientos, no se observó una tendencia clara con respecto a la 
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luminosidad de HN. Además, se calculó la variación total de color (ΔE*) para 

comparar los parámetros de color de los distintos tratamientos con los de HN al 

iniciar el ensayo. El parámetro ΔE* 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 ΔE* 

es menor de 1, la diferencia podría ser visible para el ojo humano cuando ΔE* toma 

valores entre 1 y 3 y la diferencia de color es obvia para el ojo humano cuando es 

mayor que ΔE*>3. En este caso, ΔE* presentó valores superiores a 3 en las 

muestras almacenadas durante 8 meses a ‒20 °C con y sin aplicación de vacío y en 

las muestras sin vacío almacenadas a 20 °C (NV20t8). 
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Tabla 9. Variación del color de la harina de nuez almacenada 

Mes Tratamiento Luminosidad (L*) Variación total de 

color (ΔE*) Cero HN 52,1 ±1,3 

Dos 

NV20 52,1 ±1,4bc 1,9 ±0,7ab 

V20 51,9 ±1,2bc 1,5 ± 0,4a 

NV0 52,2 ±1,3c 1,9 ±0,7b 

V0 51,2 ±0,9ab 2,1 ±0,5b 

NV‒20 50,4 ±1,3a 2,3 ±0,8b 

V‒20 51,9 ±1,2bc 1,9 ± 0,6ab 

Cuatro 

NV20 52,5 ±1,1abc 1,3 ±0,6a 

V20 51,9 ±0,9a 1,9 ± 0,9b 

NV0 53,1 ±1,1c 1,9 ±0,7ab 

V0 52,2 ±1,1ab 2,2 ±0,6bc 

NV‒20 52,1 ±0,9a 2,1 ±0,9bc 

V‒20 52,9 ±1,2bc 2,6 ± 0,9c 

Seis 

NV20 52,4 ±0,9b 1,9 ±0,6ab 

V20 52,4 ±0,8b 1,8 ± 0,6a 

NV0 51,4 ±1,2a 2,4 ±0,6bc 

V0 51,7 ±1,2ab 2,4 ±0,6bc 

NV‒20 51,6 ±1,4ab 2,4 ±0,8c 

V‒20 51,7 ±1,1ab 2,7 ± 0,7c 

Ocho 

NV20 55,4 ±0,8d 3,9 ±0,6c 

V20 53,6 ±0,9b 2,3 ± 1,0a 

NV0 52,4 ±1,1a 1,7 ±0,8a 

V0 52,6 ±0,9a 2,2 ±0,7a 

NV‒20 54,6 ±1,1c 3,1 ±1,1b 

V‒20 55,1 ±1,3cd 3,5 ± 1,1bc 

Diez 

NV20 53,2 ±0,9c 2,6 ±0,8b 

V20 53,3 ±0,9c 2,0 ± 0,8ab 

NV0 50,9 ±1,6a 1,9 ±1,1ab 

V0 51,9 ±1,8ab 1,9 ±1,2a 

NV‒20 52,5 ±1,8bc 2,1 ±1,1ab 

V‒20 52,8 ±1,7bc 2,1 ± 1,2ab 

Promedio ± Desvío estándar. HN: harina de nuez. NV: bolsas sin vacío. V: 

bolsas con vacío. 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 parámetros relacionados con el agua. El valor 

inicial y la evolución del porcentaje de humedad de la harina se muestran en la 

Figura 24. 

Figura 24. Variación del porcentaje de humedad de la harina de nuez durante el 

almacenamiento. HNt0  harina de nuez tiempo cero. NV: bolsas sin vacío. V: bolsas al 

vacío. Las barras verticales indican el desvío estándar de las muestras 

La HN es un alimento con un bajo contenido de humedad (HNt0: 3,8 ±0,3 [%]). 

Se observó que la humedad no varió en las muestras medidas al segundo mes pero 

luego, durante todo el tiempo ensayado de almacenamiento se observó un 

aumento moderado pero sostenido de la humedad independientemente del 

tratamiento experimental. Esta situación probablemente se debió a la alta 

humedad relativa en las distintas cámaras experimentales donde se realizaron los 

almacenamientos. La humedad relativa fue de 57 ±3, 92 ±6 y 76 ±10 % para las 

cámaras de 20, 0 y ‒20 °C, respectivamente. Por otro lado, al comparar el efecto del 

tipo de sellado (sin o con vacío) y la temperatura, se observó que las muestras de 

HN almacenadas en la cámara a 0 °C presentaron el mayor incremento, 
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independientemente del tipo de sellado. Esto debido a que esta cámara presentó la 

humedad relativa más alta. Un patrón 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 evolución, como el valor inicial de aw se muestran en la Figura 25. La variación 

de la aw no presentó una tendencia clara durante el transcurso de todo el ensayo. 

Excluyendo V0t4, los demás tratamientos permanecieron relativamente estables 

desde el inicio hasta el sexto mes. En este lapso (mes 2, 4 y 6) aunque existieron 

diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos a un mismo 

tiempo, en la práctica 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. 

Figura 25. Variación de la actividad acuosa de la harina de nuez durante el 

almacenamiento. HNt0 harina de nuez tiempo cero. NV: bolsas sin vacío. V: bolsas al 

vacío. Las barras verticales indican el desvío estándar de las muestras 
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3.4.8.2. Estabilidad lipídica durante el almacenamiento 

La estabilidad lipídica de la harina de nuez se evaluó por varios métodos. Se 

determinó, por cromatografía gaseosa, el perfil de ácidos grasos presentes en HN. 

La variación de los perfiles de la harina almacenada se muestra en la Tabla 10. En 

la harina de nuez fresca la proporción de ácidos grasos fue linoleico (18:2 n-6) > 

oleico (18:1 n-9) > α-linolénico (18:3 n-3) > palmítico (16:0) > y esteárico (18:0). 

Durante todo el almacenamiento y con los distintos tratamientos, se observó la 

misma proporción de ácidos grasos que presentó HN fresca. Labuckas y 

colaboradores (2011) reportaron disminuciones en cuanto a los ácidos grasos 

insaturados de harina de nuez almacenada en envases plásticos transparentes 

multicapa y con recubrimiento de aluminio a 25 °C. Sin embargo, al comparar, el 

efecto del almacenamiento, en las condiciones más drásticas (almacenamiento sin 

vacío y a 20 °C), entre los 2 y 10 meses (NV20t2 y NV20t10) no se observaron 

grandes diferencias en el porcentaje de ácidos 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 mínimas 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. Variación del perfil de ácidos grasos presentes en la harina de nuez 

almacenada  

M T 
[% ácidos grasos/ ácidos 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 

2 

NV20 8,33±0,01a 1,79±0,01ab 14,2±0,2a 61,32±0,09c 14,39±0,09a 

V20 8,12±0,04a 1,73±0,02a 15,3±0,1bc 60,18±0,04b 14,73±0,06b 

NV0 8,2±0,6a 1,82±0,03b 14,9±0,2b 60,4±0,4b 14,73±0,07b 

V0 8,5±0,2a 2,17±0,03c 15,60±0,04cd 59,2±0,2a 14,55±0,06ab 

NV‒20 8,2±0,01a 2,18±0,05c 15,7±0,2d 59,2±0,2a 14,72±0,07b 

V‒20 8,1±0,01a 2,19±0,01a 15,75±0,02d 59,2±0,2a 14,7±0,2b 

4 

NV20 8,06±0,09a 2,08±0,08a 15,5±0,2ab 59,5±0,1b 14,8±0,2a 

V20 8,2±0,1abc 2,13±0,09ab 15,5±0,3ab 59,5±0,3b 14,7±0,2a 

NV0 8,27±0,05bc 2,14±0,02ab 15,39±0,03a 59,38±0,07ab 14,82±0,09a 

V0 8,3±0,1bc 2,24±0,06b 15,71±0,09b 59,1±0,4a 14,7±0,2a 

NV‒20 8,14±0,07ab 2,1±0,1ab 15,74±0,09b 59,3±0,2ab 14,7±0,2a 

V‒20 8,11±0,08ab 2,21±0,02b 15,74±0,04b 59,4±0,1ab 14,58±0,08a 

6 

NV20 7,8±0,1ab 2,19±0,06ab 15,9±0,3a 59,3±0,1b 14,8±0,2a 

V20 7,7±0,1a 2,18±0,05ab 16,1±0,2a 59,4±0,1b 14,65±0,09a 

NV0 8,1±0,2c 2,25±0,06bc 15,85±0,06a 59,05±0,05a 14,8±0,2a 

V0 8,2±0,2c 2,31±0,09c 15,9±0,3a 58,9±0,1a 14,6±0,2a 

NV‒20 7,9±0,2bc 2,14±0,04a 15,80±0,09a 59,31±0,04b 14,8±0,1a 

V‒20 8,06±0,07c 2,28±0,03c 15,9±0,2a 59,0±0,1a 14,7±0,2a 

8 

NV20 8,0±0,2a 2,28±0,04b 16,18±0,03c 59,19±0,08c 14,3±0,1a 

V20 7,9±0,1a 2,29±0,04b 16,09±0,02c 59,21±0,08a 14,44±0,04ab 

NV0 8,19±0,02a 2,19±0,04ab 15,75±0,02b 59,2±0,1a 14,65±0,04b 

V0 8,24±0,02a 2,20±0,07ab 15,67±0,06ab 59,2±0,1a 14,69±0,08b 

NV‒20 8,2±0,1a 2,07±0,06a 15,63±0,02a 59,5±0,2a 14,66±0,02b 

V‒20 8,2±0,2a 2,1±0,1ab 15,65±0,06ab 59,4±0,2a 14,7±0,2b 

10 

NV20 8,1±0,1a 2,2±0,1ab 16,29±0,09e 59,18±0,02a 14,2±0,1a 

V20 8,0±0,3a 2,31±0,06b 16,03±0,03d 59,2±0,2ab 14,42±0,04b 

NV0 8,23±0,03a 2,18±0,06ab 15,81±0,06c 59,22±0,06a 14,57±0,03c 

V0 8,25±0,05a 2,22±0,05b 15,68±0,09bc 59,18±0,07a 14,69±0,06cd 

NV‒20 8,16±0,06a 2,05±0,04a 15,62±0,04ab 59,49±0,08b 14,69±0,01cd 

V‒20 8,1±0,2a 2,30±0,03b 15,46±0,07a 59,32±0,05ab 14,79±0,06d 

Promedio ± Desvío estándar. HN: harina de nuez. M: mes. NV: bolsas sin vacío. T: 

tratamiento. V: bolsas con vacío. Diferentes letras, en un mismo mes indican diferencias 

significativas entre tratamientos experimentales (p<0,05). 
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Índice de peróxidos 

Debido al elevado contenido de lípidos insaturados presentes en la harina de 

nuez, se midió el índice de peróxido de la harina de nuez para establecer si se 

produjo oxidación primaria en sus lípidos durante el almacenamiento. Para esto se 

optó por el método espectofotométrico aprovechando la reacción entre hierro y 

tiocianato, es importante reiterar que la extracción del aceite de la harina se 

realizó al mismo tiempo que se determinaba el IP y no con una extracción previa 

por Folch. Es así que, en la Tabla 11 se muestran la evolución del índice de 

peróxidos 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 O2/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). 

Además, 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 índice de peróxidos aumentaron. Es así que, para el cuarto mes las 

muestras almacenadas a mayor temperatura (NV20t4, V20t4, NV0t4 y V0t4) 

presentaron valores más altos, y dentro de estos los más altos fueron los 

tratamientos sin aplicación de vacío. Para los meses posteriores el aumento en los 

valores continuó, 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 

oxidación. Se cree que puede ser por una combinación de factores, entre ellos, 

menor área de contacto con el oxígeno, debido a que parte del aceite aún se 

encuentra atrapado en las partículas de harina. Al mismo tiempo, el alto contenido 

de antioxidantes presentes en HN protegerían a la materia grasa. En consecuencia, 
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los valores hallados para el índice de peróxidos en la presente investigación para la 

harina de nuez son muy inferiores a los 15 [miliequi O2/kg de aceite] propuestos 

como límite para aceites obtenidos de prensado en frio (FAO/WHO Codex 

Alimentarius Commission, 1999). 

Índice de Iodo 

Con el fin de establecer si los dobles enlaces de los lípidos insaturados se 

oxidan durante el almacenamiento se calculó el índice de iodo a  partir de los 

ácidos grasos presentes en la harina de nuez. Los valores obtenidos de índice 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 maíz (107-135) o el aceite de girasol (118-141) 

(Tiefenbacher, 2017), demostrando que HN posee una buena cantidad de ácidos 

insaturados. Sin embargo, su alto contenido de lípidos insaturados hace 

susceptible a HN de sufrir oxidación. Es por esto que se calculó el índice de iodo de 

HN durante el almacenamiento. Es así que se observó una leve disminución en los 

valores de las muestras almacenadas a mayor temperatura (NV20, V20). Las 

muestras a 20 °C pasaron de≈164,5 a ≈162,6 en diez meses. Sin embargo, estos 

valores continúan 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 (Martínez et al., 2010)  
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Tabla 11. Variación de los índices de peróxidos e Iodo de la harina de nuez 

almacenada  

Mes Tratamiento 
Índice de peróxidos Índice de 

Iodo [miliequi O2/kg de HN] 

Cero HN 0,019 ±0,006 164,3 ±0,2 

Dos 

NV20 0,022 ±0,002a 164,6 ±0,3b 

V20 0,023 ±0,002a 164,5 ±0,1b 

NV0 0,024 ±0,001a 164,6 ±1,0b 

V0 0,023 ±0,001a 162,7 ±0,2a 

NV‒20 0,025 ±0,001a 163,2 ±0,3a 

V‒20 0,021 ±0,001a 163,3 ±0,2a 

Cuatro 

NV20 0,024 ±0,002cd 163,8 ±0,2c 

V20 0,021 ±0,001bc 163,4 ±0,8bc 

NV0 0,029 ±0,003d 163,5 ±0,1bc 

V0 0,023 ±0,001bc 162,8 ±0,3a 

NV‒20 0,019 ±0,02ab 163,3 ±0,4abc 

V‒20 0,016 ±0,002a 163,14 ±0,07ab 

Seis 

NV20 0,077 ±0,004c 163,8 ±0,2c 

V20 0,059 ±0,004ab 163,8 ±0,2c 

NV0 0,065 ±0,004b 163,2 ±0,6abc 

V0 0,055 ±0,003a 162,8 ±0,6a 

NV‒20 0,077 ±0,003c 163,7 ±0,4bc 

V‒20 0,067 ±0,003b 163,1 ±0,3ab 

Ocho 

NV20 0,111 ±0,001b 162,6 ±0,5a 

V20 0,108 ±0,003ab 162,8 ±0,3a 

NV0 ND 163,09 ±0,09a 

V0 0,104 ±0,003a 163,09 ±0,04a 

NV‒20 0,106 ±0,002ab 163,5 ±0,3a 

V‒20 0,104 ±0,001a 163,3 ±0,8a 

Diez 

NV20 0,176 ±0,004abc 162,4 ±0,4a 

V20 0,161 ±0,002a 162,8 ±0,4ab 

NV0 0,171 ±0,004ab 162,9 ±0,1abc 

V0 0,188 ±0,002c 163,03 ±0,04abc 

NV‒20 0,18 ±0,01bc 163,6 ±0,2c 

V‒20 0,162 ±0,003a 163,4 ±0,3bc 

Promedio ± Desvío estándar. HN: harina de nuez. M: mes. ND: no 

determinado. NV: bolsas sin vacío. T: tratamiento. V: bolsas con vacío. 

Diferentes letras, en un mismo mes indican diferencias significativas 

entre tratamientos experimentales (p<0,05). 
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Índice de p-anisidina 

Después de analizar la HN y determinar la poca presencia de compuestos que 

evidencien oxidación primaria es importante descartar que estos se hayan 

transformado en compuestos de oxidación secundaria. El índice de p-anisidina (IA) 

es útil 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 determinó 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 gráfico, los tratamientos sin la 

aplicación de vacío (NV20t10, NV0t10 y NV‒20t10) presentaron los valores más altos. 

No obstante, todos los valores son cercanos al 0,23 reportado para aceite fresco de 

nuez extraído con hexano (Miraliakbari y Shahidi, 2008). 

Figura 26. Indice de p-anisidina en la harina de nuez almacenada por diez meses. 

Las líneas negras representan el desvío estándar y letras diferentes entre los 

tratamientos muestran diferencias significativas (p<0,05). NV y V son tratamientos 

sin y con aplicación de vacío, 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 presentó 

estabilidad oxidativa durante el almacenamiento en las distintas condiciones 

ensayadas: sin y con aplicación de vacío y a 20, 0 y ‒20 °C. Estos resultados, 

aunque realizados en un lapso menor al de vida útil estimado a través del ensayo 

de oxidación acelerada (Rancimat), estarían apoyando a los mismos. La inesperada 

alta estabilidad oxidativa podría encontrarse relacionada con la presencia de un 

alto contenido de antioxidantes, la presencia de fragmentos tisulares que 

protegerían al aceite y la ausencia de luz durante la realización del ensayo. 

Además, las condiciones de prensado en frío (informadas por el proveedor) al 

realizar la extracción del aceite contribuirían en gran medida a la obtención de un 

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

Los resultados de este capítulo 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 proteínas y fibra 

dietaria total, en comparación con algunas harinas utilizadas habitualmente en la 

panificación. 

Al ser HN un subproducto de la obtención de aceite por prensado en frio, esta, 

presenta una muy buena relación de ácidos grasos insaturados/saturados (9,06), 

siendo mayoritario el ácido linoleico (≈60 %). Además HN presentó un buen perfil 

de aminoácidos (relación lisina/arginina: 0,345) y un importante contenido de 

compuestos bioactivos con capacidad antioxidante. 

Por otro lado, la HN mostró buenas propiedades tecno-funcionales, es decir, su 

incorporación podría mejorar las características nutricionales y tecnológicas de los 

nuevos alimentos. Asimismo, por microscopia confocal laser de barrido se logró 

observar la distribución de los componentes en HN mostrando el predominio de 

los lípidos y proteínas, 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 útil. Durante los diez meses de almacenamiento se 

evidenció que la proporción de ácidos grasos es comparable con la de HN fresca.  

Asimismo, se obtuvieron bajos índices de peróxidos y p-anisidina. Los índices 

de p-anisidina siendo aún más bajos para los tratamientos sellados al vacío. Debido 

a esto, se recomienda siempre almacenar HN al vacío y alejada de la luz. Por 

último, la HN demostró ser más estable a la oxidación que el aceite de nuez, siendo 

la vida útil estimada a 20 °C de casi 17 meses.                                 
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Capítulo 4  

4.1. Introducción  

Al elaborar productos panificados sin gluten, suelen obtenerse batidos en 

lugar de masas, debido a las características de las harinas empleadas y a la gran 

cantidad de agua que se requiere agregar para su elaboración. El almidón es el 

principal componente en los batidos para la elaboración de productos panificados 

y en productos dulces como tortas, muffins y budines, otros componentes 

importantes son el huevo, la grasa y el azúcar. El almidón junto con las proteínas 

juega un rol muy importante en la determinación de la estructura y calidad del 

producto final (Hesso, Loisel, et al., 2015). Durante la cocción, el almidón gelatiniza 

y las proteínas coagulan convirtiendo el batido en una espuma sólida (Guy y 

Pithawala, 2007). Por otro lado, durante la primera etapa del horneado, las 

proteínas del huevo contribuyen a la estabilización de las burbujas de aire al 

migrar desde la fase grasa a la fase acuosa. Las grasas cumplen diferentes roles, 

favoreciendo la incorporación de aire durante el batido, aumentando la 

transferencia de calor durante la cocción y otorgando al producto final una textura 

suave y sensación húmeda en la boca. Con respecto al azúcar, durante el batido 

ejerce un efecto abrasivo sobre la grasa dando lugar a la ruptura de agregados 

cristalinos, lo que favorece la incorporación de aire (Hesso, Marti, et al., 2015). 

Además, modifica la gelatinización del almidón y la desnaturalización proteica al 

restringir la disponibilidad del agua para la gelatinización del almidón e 

hidratación de las proteínas. 

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

esencial para asegurar una buena calidad tecnológica del producto final. La 
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caracterización puede incluir aspectos texturales, reológicos, térmicos, 

estructurales y microscópicos. Estos parámetros del batido están relacionados con 

los atributos texturales del producto final que, a su vez, determinarán sus 

características sensoriales y la aceptabilidad por parte del consumidor (Bozdogan, 

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

4.2.1. Objetivos general del capítulo 

Evaluar los efectos de la adición de harina de nuez sobre las propiedades 

reológicas, texturales, térmicas y microestructurales de batidos sin gluten 

destinados a la elaboración de budines. 

4.2.2. Objetivos específicos del capítulo 

 Determinar las propiedades de empaste de las premezclas control (harina 

de arroz, almidón de maíz y fécula de mandioca) y con harina de nuez. 

 Establecer el efecto de la adición de la harina de nuez en las transiciones 

térmicas de los batidos libres de gluten. 

 Describir el comportamiento reológico y textural de los batidos libres de 

gluten con harina de nuez. 

 Establecer el efecto de la adición 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), almidón de maíz (AM) y fécula de mandioca (FM) (Santa 

María, La Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina), azúcar (Ledesma, Provincia 

de Jujuy, Argentina), sal comercial (Celusal, Ciudad Autónoma de Buenos Aires, 

Argentina), aceite de girasol (Argentina), esencia de vainilla (Dos Anclas), leche 

entera fluida (La Serenísima), 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. Formulación de las premezclas y batidos 

4.3.2.1. Premezclas 

La premezcla control (PControl) se preparó mezclando harina de arroz (HA) 

[0,70 kg], almidón de maíz (AM) [0,15 kg] y fécula de mandioca (FM) [0,15 kg]. La 

harina de nuez se añadió en 10 %, 15 % y 20 % respecto a la premezcla control 

(PHN10, PHN15 y PHN20, respectivamente). 

4.3.2.2. Batidos libres de gluten 

Se empleó la siguiente mezcla de harinas 70 g de HA, 15 g de AM y 15 g de FM. 

Además, se añadieron los siguientes ingredientes: 66,4 g de agua destilada, 50 g de 

azúcar, 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 añadió 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 lípidos, 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 lípidos cerca de 11 % en todas las formulaciones. 

4.3.3. Propiedades de empaste de las premezclas 

El viscoamilógrafo rápido (RVA, por Rapid Visco Analyser) es un viscosímetro 

optimizado para analizar las propiedades viscosas de suspensiones de almidones, 

harinas y alimentos y que permite aplicar perfiles de calentamiento/enfriamiento 

y agitación variables. El RVA es fácil de manejar y versátil en cuanto a los 

procedimientos de ensayo. Además, se recomienda por su rapidez y su fuerte 

acción de cizalla, en comparación con un amilógrafo estándar (Zhou et al., 1998). 

En la Figura 27 se muestra un perfil viscoamilográfico típico junto con la 

rampa de temperatura empleada. Además, se señalan los parámetros 

viscoamilográficos que pueden obtenerse a partir de la curva, los cuales se 

enumeran a continuación: 

 Temperatura de empaste (Te): temperatura a la cual comienza el aumento 

de la viscosidad debido al hinchamiento de los gránulos de almidón. 

 Tiempo de empaste (te): tiempo en el cual comienza el aumento de la 

viscosidad. 

 Viscosidad de pico (ηp): viscosidad máxima alcanzada durante el 

calentamiento isotérmico a 95 °C, se encuentra relacionada con la capacidad 

del almidón para ligar agua. 

 Viscosidad mínima (ηmin): viscosidad mínima registrada durante la etapa 

isotérmica a 95 °C, se encuentra relacionada con la tolerancia del almidón al 

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

se encuentra relacionada con la capacidad de gelificación del almidón. 

 Inestabilidad o diferencia entre la viscosidad máxima y la mínima (ηp - ηmin), 

se relaciona con la capacidad del almidón para resistir el calentamiento y el 

esfuerzo de corte. 

 Asentamiento 1 o diferencia entre la viscosidad final y la mínima (ηf - ηmin), 

  Asentamiento 2 o diferencia entre la viscosidad final y la máxima (ηf - ηp), 

ambos asentamientos están relacionados con la tendencia a la 

retrogradación del almidón. 

Figura 27. Ejemplo del perfil viscoamilográfico con rampa de calentamiento–

isoterma y enfriamiento y los parámetros de empaste 

Se evaluó el comportamiento viscoamilográfico 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: 



 

107 

1) temperatura inicial fijada a 50 °C con una homogenización a 960 rpm. 2) 

Mantenimiento a 50 °C durante 1 min 10 s con agitación a 160 rpm (agitación 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 último, mantenimiento a 50 °C durante 2 min. 

El ensayo consistió en pesar 3,0 g de muestra en un recipiente de aluminio y 

añadir 25,0 g de agua destilada (140 g/kg de base seca). Los componentes se 

mezclaron inmediatamente agitando verticalmente el agitador diez veces. A 

continuación, se colocó el recipiente en la posición de medición y se inició el 

programa STD1. Los parámetros 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 

analizó por triplicado. 

4.3.4. Elaboración de los batidos 

En una batidora planetaria Kenwood Major-1200W (Kenwood Ltd., Havant, 

Reino Unido) se batió el huevo reconstituido (velocidad 2 durante 30 segundos) y 

se añadieron la leche, el aceite y el agua (velocidad 2 hasta 2:30 min). 

Posteriormente, se añadieron en forma gradual los ingredientes sólidos (mezcla de 

harinas (HA, AM, FM), azúcar, sal y HPMC) (velocidad 2 hasta 6 min) y a 

continuación, se aumentó la velocidad a 3 hasta completar los 7:30 min de batido. 

En el caso del batido con harina de nuez, HN se humedeció con la mitad de la leche 

y se añadió junto con los ingredientes sólidos. Cada formulación de batido se 

preparó al menos por duplicado. 
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4.3.5. Distribución del tamaño de partícula del aceite en los batidos 

Se utilizó 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 distribución del tamaño de partículas de aceite 

presentes en los batidos. Los batidos se suspendieron en agua destilada [100 mL/L 

H2O] y se aplicó un tratamiento ultrasónico (desplazamiento ultrasónico 10 µm 

durante 10 s) para favorecer su dispersión. El tamaño de partícula se estimó en 

términos de D(0,5) (percentil 50) que se obtuvo a partir de la distribución 

ponderada en superficie utilizando el software Mastersizer 2000E (v5.54). El 

ensayo se realizó por duplicado. 

4.3.6. Propiedades de hidratación 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 realizó por 

triplicado. 

La determinación de humedad se realizó por secado en estufa (San Jor, San 

Martín, Argentina) a 105 °C hasta peso constante. El cálculo de la humedad de las 

muestras se realizó según la Ecuación 1. El ensayo se realizó por triplicado. 

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

La resonancia magnética nuclear RMN es una de las mejores técnicas analíticas 

para evaluar la movilidad del agua dentro de una matriz. En este método, se 

aprovecha la cualidad de algunos núcleos de ser susceptibles a campos magnéticos 

externos. La medición por RMN implica dos fases: polarización y adquisición. En 
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primer lugar, los átomos de hidrógeno (protones de la muestra) se alinean en la 

dirección de un campo magnético estático externo (Figura 28a-b). En segundo 

lugar, los núcleos de hidrógeno (protones) son ladeados por una breve ráfaga de 

un pulso de radio frecuencia (RF) electromagnética (Figura 28c). Entonces, cuando 

se detiene la ráfaga de pulsos los protones tienden a volver a su estado de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Explicación gráfica de las dos fases del H1-RMN. polarización (a-b) y 

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

Esta alineación genera una señal que es detectada por el espectrómetro. El 

proceso por el cual se recupera el estado de equilibrio mediante interacciones de 
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los núcleos con el entorno se conoce como relajación longitudinal (relajación 

espín-red) y está caracterizado por un tiempo T1, mientras que la relajación 

transversal, es decir la alineación debido a interacciones entre los mismos espines, 

se conoce como relajación transversal (relajación espín-espín) caracterizada por 

un tiempo T2. Estos tiempos de relajación (T1 y T2) describen la vía física por la que 

los núcleos alterados vuelven a su estado de equilibrio original (Garro Linck, 2016; 

Sacchi y Paolillo, 2007) 

Los tiempos de relajación espín-espín 1H (T2) se determinaron con un 

espectrómetro MiniSpec pc120 de baja resolución (Bruker, Billerica, MA, EE.UU.) 

utilizando la secuencia Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) con un espaciado entre 

pulsos de 200 μs. Para ello, los batidos se prepararon por duplicado, y cada 

muestra se midió en varios tubos de RMN. Además, cada tubo se midió por 

duplicado, girándolo 90° entre las mediciones consecutivas (Carlos Gabriel Arp, 

Correa y Ferrero, 2018). Las curvas de relajación transversal se ajustaron con la 

siguiente ecuación exponencial (Ecuación 18): 

  ( )     ∑      ( 
 

   
)

 

 Ecuación 18 

Donde Io es la intensidad de la señal de decaimiento residual, T2i y FPi 

representan el tiempo de relajación y la fracción de protones que se relajan con el 

tiempo de espín T2i, respectivamente. 

En general, los tiempos de relajación (T2) 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 interactúan entre sí (Assifaoui et al., 2006). 
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4.3.7. Transiciones térmicas de los batidos por calorimetría 

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 cristalización y fusión de agua, lípidos y azúcares, 

gelatinización y retrogradación del almidón, desnaturalización de proteínas y 

formación y disolución de complejos entre componentes. El cambio de segundo 

orden más analizado es la transición vítrea que ocurre en el sistema amorfo, 

cuando se separa (por congelación o evaporación) parte del agua que compone los 

alimentos (Larrosa, Califano y Zaritzky, 2014; Sandoval Aldana, Rodriguez-

Sandoval y Fernandez Quintero, 2005). 

La calorimetría diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés -

Differential scanning calorimetry) es una técnica termoanalítica que permite 

monitorear los cambios en la energía térmica de una muestra. Para esto, en el 

calorímetro se someten simultáneamente, una cápsula conteniendo la muestra y 

una cápsula de referencia del mismo material vacía, a un barrido de temperatura 

entregando un determinado flujo de calor a cada una, de manera que la diferencia 

de temperatura entre ambas cápsulas sea nula. Cuando la muestra sufre 

transiciones térmicas, el equipo deberá entregar menor o mayor flujo de calor 

dependiendo de si las transiciones son exotérmicas o endotérmicas, 

respectivamente, para mantener la temperatura igual entre ambas cápsulas. 

El calorímetro detecta y registra estas menores o mayores necesidades de flujo 

de calor (energía/tiempo) para generar el termograma correspondiente (Figura 

29). 
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Figura 29. Representación 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 información acerca de las 

transiciones térmicas de la muestra. Se considera como temperatura onset o To a la 

intercepción de dos líneas auxiliares (líneas azules en la Figura 29), en este caso, la 

línea auxiliar que pasa por la pendiente del pico y la línea extrapolada que sale de 

la línea base inicial. Asimismo, la temperatura de pico o Tp en la cual la transición 

se encuentra en su máxima extensión y por último la temperatura final o Tf cuando 

la transición finaliza. Igualmente importante es el cambio de entalpia asociado a la 

transición o ΔH que se obtiene de la integración del área y representa la cantidad 

de energía involucrada en el fenómeno. 

Una transición térmica de interés es la transición vítrea, que es el paso de un 

estado termodinámico metaestable (estado vítreo), caracterizado por un alto 

grado de agregación y orden molecular, a otro estado termodinámico 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 transición vítrea ocurre en un rango de 

temperaturas, por lo que se considera a la temperatura promedio como la 

temperatura de transición vítrea (Tg). Conocer el valor de Tg es relevante para 

poder predecir y controlar las condiciones óptimas de almacenamiento, con el fin 

de que esos alimentos mantengan al máximo sus características (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 calorímetro 

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 

cápsulas herméticas de aluminio. Se utilizó una cápsula vacía 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 transición vítrea (Tg), el cambio en la capacidad calorífica (ΔCp), y 

las temperaturas de fusión del hielo (Tm, por melting) y del punto de congelación. 

Estas se tomaron como las temperaturas de inicio y pico, respectivamente (Ronda 

y Roos, 2008; Roos y Karel, 1991). Además, la fracción de agua congelada (FAC) (g 

de hielo/kg de agua total) se obtuvo mediante la Ecuación 19 

     
   

(           )
 Ecuación 19 

Donde ΔHf es la entalpía de fusión del hielo en el sistema de máxima 

concentración de congelación [J/kg de batido sólido], ΔHhielo el calor latente de 
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fusión del hielo [333,9 J/g de hielo] y AT es agua total en [kg de agua/kg de batido 

sólido]. 

4.3.7.2. Transiciones durante el calentamiento 

Para las transiciones térmicas en la etapa de calentamiento se utilizó el mismo 

equipo y la misma cantidad de muestra detallada en la sección 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 entalpías (ΔH) de gelatinización del almidón y de disociación del 

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

4.3.8. Características texturales de los batidos 

Las características texturales de los batidos se estudiaron a través de un 

ensayo de compresión denominado back-extrusion o retro-extrusión debido a que 

el alimento se mueve en la dirección 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 máxima 

necesaria para lograr la extrusión y se utiliza como índice de la calidad de la 

textura. Este tipo de prueba se utiliza en líquidos viscosos, geles, grasas y frutas y 

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

La Figura 30 muestra una representación de un típico ensayo de back-

extrusion. El batido es colocado en el recipiente contenedor y se sitúa el mismo 



 

115 

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 

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

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Representación 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 extrusión se realizaron según Cevoli et al. (2013) con 

algunas modificaciones menores. Se empleó un analizador de textura TAXT-2i 

(Stable Micro Systems, Godalming, Reino Unido) con una célula de carga de 5 N. El 

batido se vertió en un recipiente cilíndrico (53,3 mm de diámetro interior) y se usó 

con una sonda cilíndrica (10 mm de altura, 45 mm de ancho) a 24±1 °C. La prueba 

se realizó 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 parámetros: firmeza {fuerza 

positiva máxima [N]}, índice de consistencia {área positiva de la curva [N∙s]}, 
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índice de viscosidad {área negativa de la curva [N∙s]} y cohesividad {fuerza 

negativa máxima [N]}. 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Curva típica de back extrusion con sus respectivos parámetros. Adaptada 

de Cevoli y colaboradores (2013) 

4.3.9. Comportamiento reológico de los batidos 

4.3.9.1. Ensayos dinámicos 

Se realizaron ensayos dinámicos oscilatorios en un reómetro AR G2 (TA 

Instruments, New Castle, DE, EE.UU.) con geometría de placas paralelas 

(separación de 1 mm, diámetro de 40 mm). En primer lugar, se realizaron barridos 

de esfuerzo (σ) en el rango entre 0,01 y 100 Pa a una frecuencia constante de 1 Hz 

y 25 °C para determinar el rango viscoelástico lineal (RVL) de cada batido. El rango 

de viscoelasticidad lineal se determinó a partir de la curva del módulo elástico (G’) 

en función del esfuerzo. Así, se definió el esfuerzo crítico (σC) (límite superior del 

RVL) como aquel en el cual se produce una disminución del 5 % de G' máximo, 

(G'C). A su vez, a partir del G'C se determinó la deformación crítica (γC) y se calculó 

la energía cohesiva (EC) como: 

      ⁄        Ecuación 20 



 

117 

Posteriormente, se realizaron barridos de frecuencia (de 0,1 a 100 Hz) a 0,2 Pa 

dentro del RVL. A partir del espectro mecánico se obtuvieron los módulos de 

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

El módulo complejo dinámico G* se ajustó al modelo del gel débil propuesto 

por Gabriele y colaboradores (2001) (Ecuación 21). En este enfoque, se supone 

que el sistema alimentario es una red tridimensional compuesta por unidades de 

flujo que interactúan cooperativamente. 

  *( ) √  ( )     ( )     
    Ecuación 21 

Donde z es el grado de coordinación 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. Caracterización termo-reológica de los batidos 

Con la finalidad de estudiar el cambio en las propiedades reológicas de los 

batidos durante el proceso de cocción se realizaron barridos de temperatura desde 

25 a 90 °C a 5 °C/min a 1 Hz y esfuerzo constante (0,2 Pa) dentro de la región 

viscoelástica lineal utilizando un reómetro AR-G2 (TA Instruments-LLC Waters, 

EE.UU.) con geometría de placas paralelas (separación de 1 mm, diámetro de 40 

mm). La temperatura de la placa inferior se controló con un sistema Peltier, y la 

evaporación de la muestra se evitó utilizando una cubierta con trampa de 

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

láser confocal de barrido  

Con el objetivo de observar la localización de los mayores componentes de la 

harina de arroz, el almidón de maíz, la fécula de mandioca y de los batidos e 

hipotetizar posibles interacciones, se realizó una observación microscópica de los 

mismos. Se empleó microscopía láser confocal de barrido (CSLM, por sus siglas en 

inglés) dado que la utilización combinada de más de un fluoróforo permite 

determinar la localización de diferentes componentes, además, de que necesita una 

mínima preparación de las muestras, minimizando de este modo la introducción 

de posibles artefactos. Asimismo, CSLM permite la observación de muestras con 

alto contenido de humedad y por las características del microscopio, es posible 

alcanzar una alta definición de las imágenes en preparados no tan delgados, lo cual 

no siempre es fácil de obtener. Se emplearon los siguientes cuatro fluoróforos: 

rodamina B [10 mg/L], calcoflúor white [0,1 g/L], isotiocianato de fluoresceína 

(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 excitación usadas fueron 488 nm, 568 nm y 347 nm, y las de emisión 

518 nm, 625 nm y 450 nm para (FITC y NR), rodamina B y calcoflúor white, 

respectivamente (Burbano, Cabezas y Correa, 2022). 

Cada muestra se extendió sobre un portaobjetos de vidrio utilizando un 

segundo portaobjetos y luego se añadió la solución que contenía los fluoróforos. 

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 continuación, se observaron todas las muestras con un microscopio 
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confocal FV1000 (Olympus, Shinjuku, Tokio, Japón). Cada muestra se preparó por 

duplicado, se realizaron observaciones de diferentes campos y de cada extendido 

se tomaron al menos cuatro micrografías a 4x y 20x. Antes de realizar la 

observación de las muestras teñidas, se verificó que los batidos sin tinción no 

mostraran autofluorescencia. 

4.3.11. Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de un factor y la prueba LSD para 

determinar la existencia de medias estadísticamente diferentes (α: 0,05). Todas las 

pruebas se realizaron con el programa Statgraphics - Centurion - XVII Versión-

17.2.00 (Statpoint Technologies, Inc, EE.UU.). El ajuste de los datos a sus 

respectivos modelos (1H-RMN a la Ecuación 18) y (datos reológicos a la Ecuación 

21), así como la comparación entre conjuntos de datos (prueba F) se realizaron 

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

4.4.1. Propiedades de empaste de las premezclas 

Cuando los alimentos ricos en almidón, en exceso de agua, se calientan y luego 

se enfrían, el almidón experimenta una serie de cambios fisicoquímicos que 

pueden ser caracterizados mediante un viscoamilográfo rápido. En este equipo la 

muestra es sometida a un calentamiento y enfriamiento controlados mientras se 

ejerce un trabajo mecánico 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 gránulos de almidón. 

Posteriormente, debido a la agitación continua y al calentamiento, comienza a salir 

amilosa desde los gránulos lo que da lugar a un incremento aún mayor de la 

viscosidad. Así, se alcanza la viscosidad máxima debido a la presencia de gránulos 

de almidón hidratados en un medio rico en amilosa. El mantenimiento de estas 

condiciones de agitación y calentamiento, da lugar a la ruptura de más gránulos de 

almidón y a la consecuente caída de la viscosidad. Finalmente, la pasta es enfriada 

hasta 50 °C, lo que da lugar al alineamiento de las cadenas de amilosa y formación 

de un gel con fragmentos de gránulos de almidón insertos. La viscosidad final 

alcanzada dependerá de las características de los almidones estudiados. 

Los perfiles viscoamilográficos de las materias primas y las premezclas se 

muestran en la Figura 32. El contenido de almidón de la harina de nuez (HN) es 

muy bajo como para exhibir un perfil típico. Por el contrario, la suspensión 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 viscoamilográficos de a) las materias primas: harina de arroz 

(HA), fécula de mandioca (FM) y almidón de maíz (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 adición de harina de nuez en las pemezclas: 10, 15 y 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 almidón de maíz (AM) 

mostraron un perfil típico de empaste (Figura 32 a). Sin embargo, hubo diferencias 
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significativas en sus comportamientos debido a su diferente composición y 

naturaleza de sus gránulos de almidón: diferente tamaño y distribución de tamaño 

así como también contenido de amilosa y amilopectina. La agitación y el aumento 

de la temperatura provocaron un aumento de la viscosidad debido al hinchamiento 

de los gránulos. La viscosidad máxima (Tabla 12) para HA, FM y AM fue de 4,31 ± 

0,02, 4,39 ± 0,02 y 2,80 ± 0,06 Pa×s, respectivamente. Además, la fécula de 

mandioca y el almidón de maíz desarrollaron su pico de viscosidad antes que la 

harina de arroz, como muestra el tiempo de empaste (Tabla 12). Después de eso, la 

viscosidad cayó porque con la agitación y el calentamiento constantes, más 

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

Tabla 12. Parámetros de empaste de las materias primas  

 
Te [°C] te [min] 

Viscosidades [Pa×s] 

            

HA 
76,3±0,6b 6,07±0,09c 4,31±0,02b 3,04±0,05c 6,76±0,07c 

FM 
70,6±0,5a 4,13±0,07a 4,39±0,02c 1,81±0,03b 2,98±0,08a 

AM 
77,6±0,1c 4,53±0,00b 2,80±0,06a 1,69±0,01a 3,27±0,09b 

 Parámetros secundarios [Pa×s] 

                      

HA 
1,26±0,07b 3,7±0,1c 2,45±0,05c 

FM 
2,58±0,04c 1,17±0,09a -1,4±0,1a 

AM 
1,11±0,07a 1,58±0,1b 0,47±0,04b 

Promedio ± desvío estándar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p< 0,05; n = 3). AM: almidón de maíz, FM: fécula de mandioca, HA: harina de 

arroz, Te: temperatura de empaste, te: tiempo de empaste. ƞp: viscosidad de pico, ƞmin: 

viscosidad mínima y ƞf: viscosidad final. 

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

respecto a la viscosidad máxima (Viscosidades finales: FM: 2,98 ± 0,08, AM: 3,27 ± 
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0,09 y HA: 6,76 ± 0,07 Pa×s). Este comportamiento condujo a valores de 

asentamiento 2 (     ) más altos para HA (2,45 ± 0,05 Pa×s) y AM (0,47 ± 0,04 

Pa×s) que para FM (-1,4 ± 0,1 Pa×s). El valor de viscosidad final está asociado a la 

formación 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 combinación de sus 

componentes (Figura 32 b). Cuando se añadió HN, las premezclas tuvieron un 

inicio de empaste más tardío, lo que se reflejó en el aumento del tiempo de 

empaste (Figura 32 b). Además, la temperatura de empaste aumentó junto con el 

contenido de HN (Tabla 13). Asimismo, las viscosidades máxima y mínima y la 

inestabilidad disminuyeron significativamente con la adición de HN. Este efecto 

podría 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 gránulos de almidón, combinado con un efecto de dilución del 

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

Por lo demás, al enfriar, los altos valores de viscosidad final de todas las 

muestras indican la formación de una red tipo gel (Bao y Bergman, 2018). 

Igualmente, la viscosidad final aumentó al comparar el control con el PHN10, pero 

una mayor adición de HN dio lugar a menores valores de viscosidad. Por último, los 

valores de los asentamientos 1 y 2 aumentaron en las muestras con HN. En las 

muestras formadas sólo por almidones, este comportamiento evidencia una mayor 

tendencia a retrogradar. Pero en las muestras con lípidos, este incremento de los 
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asentamientos también podría ser un indicador de la formación del complejo 

amilosa-lípido (Gelders, Goesaert y Delcour, 2006; Okumus et al., 2018) o podría 

estar relacionado con la fusión y resolidificación de los lípidos durante el ciclo de 

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

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

 
Te [°C] te [min] 

Viscosidades [Pa×s] 

            

PControl 
75,6±0,4a 5,82±0,04a 4,26±0,05c 2,99±0,06c 5,57±0,04bc 

PHN10 
78,27±0,03ab 5,98±0,04ab 3,16±0,03bc 2,15±0,02bc 6,14±0,06c 

PHN15 
78,23±0,04ab 6,04±0,04b 2,74±0,03ab 1,88±0,03ab 5,34±0,08ab 

PHN20 
79,08±0,06b 6,11±0,04b 2,40±0,02a 1,66±0,02a 4,59±0,06a 

 Parámetros secundarios [Pa×s] 

                      

PControl 
1,27±0,03c 2,58±0,04a 1,30±0,00a 

PHN10 
1,01±0,03bc 3,99±0,04c 2,98±0,04c 

PHN15 
0,86±0,01ab 3,45±0,05bc 2,60±0,05bc 

PHN20 
0,74±0,01a 2,93±0,05ab 2,19±0,05ab 

Promedio ± desvío estándar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p< 0,05; n = 3).Te: temperatura de empaste, te: tiempo de empaste, ƞp: 

viscosidad de pico, ƞmin: viscosidad mínima y ƞf: viscosidad final. 

4.4.2. Distribución de tamaño de partícula de la fase lipídica en los 

batidos 

Los batidos para la preparación de budines son sistemas complejos ya que 

están formados por burbujas de aire dispersas en una fase acuosa (espuma) y, 

simultáneamente, por gotas de aceite dispersas en esta fase acuosa continua 

(emulsión). Ambos tipos de sistemas, espumas y emulsiones, son 

termodinámicamente inestables y se desestabilizan principalmente por los mismos 
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procesos (Langevin, 2019). Asimismo, todos aquellos factores que contribuyan a 

estabilizarlos, ayudarán 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 adición de harina de 

nuez en la distribución de la fase lipídica en la matriz de los batidos, se determinó 

la distribución del tamaño de partícula de las gotas de aceite encontradas en los 

batidos, la cual se muestra en la Figura 33. Además, se añadió la distribución del 

tamaño de las partículas de la HN para evaluar más fácilmente el papel de la HN. 

Todos los batidos presentaron dos poblaciones de gotas pero las presentadas en el 

batido control fueron más grandes, lo que se refleja en el valor D(0,5) o mediana. El 

D(0,5) indica el tamaño de partícula en el cual el 50% de la población de gotas 

presentan un tamaño mayor a este valor y el otro 50% de la población presentan 

tamaños inferiores. Para la muestra control el D(0,5) fue 6,869 µm, mientras que 

en el caso de los batidos con HN se observó un cambio significativo hacia valores 

de D(0,5) más bajos (2,729 µm -3,481 µm). Así pues, la HN contribuyó a la 

obtención de gotas de aceite de menor tamaño, lo que podría contribuir a una 

mejor dispersión de los lípidos y a una mayor homogeneidad de la matriz del 

batido. Este diferente patrón de gotas se observa en las micrografías CSLM, teñidas 

con rojo Nilo, incluidas en la Figura 33. La presencia de gotas de menor tamaño 

contribuiría a una mayor estabilidad de la emulsión, ya que las gotas de aceite de 

mayor tamaño tienden a desestabilizar las emulsiones por coalescencia. Cuando 

las gotas son más grandes, son más propensas a colisionar y las fuerzas de 

atracción que intervienen en la colisión son mayores (McClements, 2015). Por lo 

tanto, la HN constituiría una alternativa natural para mejorar la estabilidad de la 

emulsión del batido. 
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Figura 33. Distribución de tamaño de las partículas de HN y de las gotas de aceite en 

los batidos. Las micrografías de microscopía láser confocal de barrido corresponden 

al batido control y al HN20 teñido con rojo Nilo (20X). HN Control 

HN10  HN15 HN20 

4.4.3. Propiedades de hidratación 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 parámetros, 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 parámetro disminuyó ligeramente hasta 39,2±0,2 cuando se añadió 

HN al 20 %. De igual modo, aunque en la actividad acuosa se encontraron 

diferencias significativas respecto al control, las mismas no presentan implicancia 
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práctica. Encontrándose 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 

 
aw 

Contenido de humedad  

[g agua/100 g batido] 

Control 0,963±0,002c 40,31±0,08c 

HN10 0,962±0,001bc 39,99±0,05c 

HN15 0,960±0,001ab 39,6±0,2b 

HN20 0,959±0,001a 39,2±0,2a 

Promedio ± desvío estándar. 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. Relajación por resonancia magnética nuclear (1H-RMN) 

Los ensayos de relajación por 1H-RMN pueden emplearse para evaluar la 

movilidad molecular de los sistemas. Así, se han utilizado por varios autores para 

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

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

Las curvas de relajación transversal obtenidas a partir de una secuencia 

CPMG se ajustaron con una ecuación de decaimiento exponencial (Ecuación 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 R2 que oscilaron entre 

0,9663 y 0,9913). El número de términos en la ecuación está relacionado con las 

poblaciones de agua con diferente movilidad en el sistema (Assifaoui et al., 2006). 

Por lo tanto, en este caso sólo se encontró una población. La Tabla 15 muestra los 
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parámetros obtenidos del ajuste de las curvas de relajación 1H-RMN para los 

batidos con harina de nuez. 

Tabla 15. Parámetros de los ensayos de relajación 1H-RMN de los batidos con harina 

de nuez 

 Parámetros 1H-RMN de los batidos 

Io FP T2 [ms] 

Control 0,38±0,02b 0,40±0,01a 19±1c 

HN10 0,36±0,02b 0,45±0,01b 16,7±0,5b 

HN15 0,34±0,01a 0,44±0,01b 16,2±0,9b 

HN20 0,35±0,01a 0,47±0,01c 14,3±0,9a 

FP: fracción de protones en relajación. Io: intensidad de la señal de 

decaimiento residual. T2: tiempo de relajación. Promedio ± desvío 

estándar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0,05, n=9). 

La adición de HN aumentó la fracción de protones (FP) afectados por el 

campo magnético durante el ensayo, incrementándose desde 0,40 ±0,01 para el 

control hasta 0,47 ±0,01 para HN20. Por lo demás, los tiempos de relajación 

describen la movilidad de los protones del agua en la matriz del batido, siendo los 

valores más bajos relacionados con una menor movilidad. Al disminuir la cantidad 

de agua más móvil, el tiempo de relajación spin-spin también disminuyó. Como se 

esperaba, HN20 tuvo el menor tiempo de relajación. De manera similar, Doona & 

Baik (2007) encontraron una reducción del T2 en la masa de trigo cuando el 

contenido de humedad disminuyó 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 disminuyó con la adición 

de HN. Las proteínas y la fibra de la HN podrían ligar el agua de los batidos, 

provocando la reducción de T2 y aw al aumentar la concentración 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 información 

acerca de posibles interacciones entre los componentes de los batidos y del 

comportamiento que experimentarán los mismos durante la cocción. 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 utilizó la derivada del 

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

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

de hielo, c: gelatinización de almidón y d: disociación del complejo amilosa lípido 

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 realizó con el objetivo de obtener información acerca 

de la movilidad molecular en los batidos. La movilidad molecular se ve afectada 

por la temperatura, el grado de hidratación y las transiciones de fase y estado 

(transición vítrea, fusión, 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 transición vítrea y la fusión del hielo (Figura 35). 

Figura 35. Termograma en la zona de congelamiento del batido HN20. a: transición 

vítrea (Tg) y b: fusión del hielo 

La transición vítrea es una transición de segundo orden que involucra el pasaje 

de un estado de sólido amorfo (vítreo) a un estado gomoso de mayor movilidad e 

involucra un cambio en la capacidad calorífica del sistema. El estudio de la 

transición vítrea es importante tanto para la caracterización 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 difusión 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 transición vítrea no se vio afectada por la adición de HN y 

adicionalmente el cambio en la capacidad calorífica, ΔCp, fue cercano a 0,47 ±0,03 

J/g sólidos °C para todas las muestras. Del mismo modo, ni las temperaturas de 
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fusión ni el punto de congelación se vieron afectados por la adición de HN (Tabla 

16). 

Tabla 16. Temperatura de transición vítrea, temperatura de fusión del hielo y agua 

congelable de los batidos 

 Tg [°C] Tm [°C] FAC [g hielo/100 g agua total ] 

Control -30,1±0,4a -10,4±0,2a 39,5±1,8b 

HN10 -30,5±0,4a -10,4±0,3a 36,6±0,6ab 

HN15 -30,5±0,5a -10,2±0,1a 32,5±1,5a 

HN20 -30,5±0,9a -10,3±0,2a 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 

almidón de maíz (0,15 kg). Media ± desvío estándar. Letras diferentes en la misma 

columna indican diferencias significativas (p < 0,05, n = 3). FAC: agua congelable, Tg: 

Temperatura de transición vítrea y Tm: Temperatura de fusión del hielo. 

Las temperaturas de congelación 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) disminuyó 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 reducción de T2 y aw en los batidos. 

La HN aportó componentes que interactúan con el agua reduciendo su 

disponibilidad para la congelación. El mismo comportamiento fue observado por 

Sciarini (2011) cuando se añadió harina de soja a los batidos de harinas de arroz y 

maíz. 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 composición diferente: disminuyendo el contenido de almidón y aumentando 

el de proteína y fibra a medida que aumenta el nivel de HN. Así, las diferentes 

características de composición de los batidos explicarían que todas las 

formulaciones presentaran el mismo valor de Tg. La transición vítrea presenta 

relevancia desde el punto de vista tecnológico ya que está 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 sería 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 podría 

representar una manera de añadir valor y ofrecer a los consumidores productos 

frescos en cualquier momento. Así, esta práctica común en los productos a base de 

trigo podría 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 información sobre 

las transiciones térmicas que se producen en el sistema cuando el batido se 

convierte en miga (Figura 36). 

Figura 36. Termograma en la zona de calentamiento del batido HN20. c: 

gelatinización del almidón y d: disociación del complejo amilosa lípido 

A su vez, la Tabla 17 muestra las temperaturas de onset, pico y final de la 

gelatinización. Sólo la temperatura final fue estadísticamente 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 

desnaturalización de las proteínas, la reacción de Maillard y la gelatinización del 

almidón, este último es el principal en estos sistemas. 

Tabla 17. Parámetros de gelatinización del almidón de los batidos sin gluten  

 Temperaturas [°C] Entalpía de 

gelatinización ΔHgel 

*  To Tp Tf ΔT 

Control 79,5±0,5a 85,0±0,8a 111,0±0,9b 31±1b 6,1±0,3c 

HN10 80,4±0,9a 85,7±0,9a 105±2a 24±2a 5,3±0,1b 

HN15 79,9±0,7a 85,9±0,6a 105±1a 25±2a 3,6±0,2a 

HN20 79,1±0,6a 86±1a 103,7±0,5a 25±1a 3,4±0,1a 

Promedio± desvío estándar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0,05, n = 3). To: Temperatura de onset, Tp: Temperatura de pico, Tf: 

Temperatura final, * [J·g-1 sólidos]. 

La entalpía de gelatinización disminuyó al aumentar la adición de HN debido a 

la reducción del contenido de almidón 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 almidón y los lípidos son componentes importantes en los 

productos de panadería. Es bien sabido que la amilosa tiene una estructura 

helicoidal y forma complejos de inclusión con otras sustancias, como el yodo, los 

alcoholes, los ácidos grasos y otras sustancias bioactivas liposolubles.  Los 

complejos amilosa-lípido (CAL) pueden encontrarse en los gránulos de almidón 

nativo y también en el almidón procesado. Estos complejos restringen el 

hinchamiento de los gránulos de almidón y la hidrólisis enzimática (Hasjim et al., 

2010; Morrison, Milligan y Azudin, 1984). La formación de CAL depende de varios 
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factores, como el tipo de almidón, el grado de polimerización de la amilosa, la 

proporción de almidón-ligando y la estructura de la molécula incorporada (Huang 

et al., 2020). En los alimentos horneados, estos complejos podrían formarse 

durante la mezcla y/o el horneado. Al tratar de explicar el mecanismo de 

formación 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 teorizó 

que los lípidos, interaccionan con el gluten (de la harina de trigo) durante la 

panificación y que más tarde durante el horneado son liberados hacia el gel 

formado por la amilosa del almidón. Después de liberados estos lípidos formarían 

distintos complejos (por ejemplo CAL). Es posible teorizar que en el caso del batido 

libre de gluten parte de los lípidos de HN, atrapados por los cotiledones 

remanentes de la nuez son expulsados por el calentamiento durante el horneado, 

quedando disponibles para la formación de complejos con la amilosa. 

Los parámetros relacionados con la disociación del complejo amilosa-lípido se 

muestran en la Tabla 18. Todas las formulaciones tenían aproximadamente el 

mismo contenido en lípidos, pero una composición lipídica diferente. El budín 

control contenía aceite de girasol y los lípidos provenientes de la leche, mientras 

que los budines con HN tenían además, los lípidos aportados por la harina de nuez. 

Además, el contenido de aceite de girasol se redujo proporcionalmente al 

aumentar el nivel de HN. En el control y en HN10, To y Tp fueron más altos, 

mientras que al aumentar la HN, el pico se desplazó a temperaturas más bajas. Esto 

pone en evidencia la diferente composición de los CAL presentes en los batidos y 

además, que los complejos con los lípidos de HN se disociaron más fácilmente. Este 

efecto estaría relacionado con el mayor grado de insaturación de los ácidos grasos 
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presentes en HN dado que se ha informado un desplazamiento a menores 

temperaturas cuánto mayor es el grado de insaturación (Eliasson, 1994). 

Tabla 18. Parámetros de disociación del complejo amilosa-lípido de los batidos sin 

gluten  

 Temperaturas [°C] Entalpía de 

disociación 

ΔHCAL *  To Tp Tf ΔT 

Control 122,7±0,2c 126,1±0,3c 132±1c 9±1ab 0,076±0,002a 

HN10 117±1b 119,67±0,05b 124±1a 7±2a 0,219±0,006b 

HN15 112±2a 118,2±0,8a 126±1ab 14±2bc 0,58±0,02c 

HN20 110±2a 118,2±0,6a 126,7±0,4b 17±2c 0,636±0,008d 

Promedio± desvío estándar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0,05, n = 3). To: Temperatura de onset, Tp: Temperatura de pico, Tf: 

Temperatura final, * [J·g-1 sólidos]. 

La adición de HN tuvo un efecto significativo sobre la entalpía de disociación 

del CAL. Cuanto mayor fue el contenido de HN, mayor fue la energía requerida para 

disociar el complejo, por ejemplo, 0,076±0,002 para el control y 0,636±0,008 [J·g-1  

sólidos] 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 lípidos, en base a la mezcla de harinas. Esto coincide con lo 

reportado por Moreira et al. (2015), quienes encontraron que las características 

microestructurales y la accesibilidad de los lípidos y almidones son más 

importantes que su concentración. Además, el mayor rango de temperatura 

presentado por esta transición al aumentar el nivel de HN mostró que, como se 

esperaba, la naturaleza de los complejos formados fue diferente. Así, 

probablemente una parte de la amilosa formó complejo con los lípidos aportados 

por la harina de nuez. 
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Por último, cabe destacar que el mayor grado de complejación de la amilosa 

está relacionado con efectos beneficiosos para la salud, ya que estos complejos se 

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

4.4.5. Características textuales de los batidos 

El estudio de las propiedades texturales de los batidos es importante porque 

se encuentra directamente relacionado con el comportamiento que exhibirán los 

batidos durante su manipulación (por ejemplo, el llenado del molde) y además, 

porque tiene implicancia directa con el volumen específico alcanzado por los 

productos. Las propiedades texturales de los batidos se estudiaron por medio del 

ensayo de extrusión inversa, los parámetros característicos para las muestras 

estudiadas se muestran en la Tabla 19. 

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

nuez (HN) 

 Firmeza 

[N] 

Índice de 
Consistencia 

[N·s] 

Índice de 
Viscosidad 

[N·s] 

Cohesividad 

[N]  

Control 0,62±0,05a 5,5±0,5a 3,0±0,2a 0,54±0,05a 

HN10 0,61±0,05a 5,4±0,5a 3,1±0,2a 0,55±0,05a 

HN15 0,77±0,03b 6,8±0,3b 3,6±0,1b 0,74±0,07b 

HN20 1,08±0,09c 6,9±0,6b 4,5±0,3c 1,08±0,09c 

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 

almidón de maíz (0,15 kg). Promedio ± desvío estándar. Letras diferentes en la misma 

columna indican diferencias significativas (p < 0,05, n = 9). 

El aumento de la concentración de harina de nuez en los batidos, aumentó su 

firmeza, índice de consistencia, índice de viscosidad y cohesividad. Esta tendencia 

también se observó cuando se incluyó polvo de orujo de zanahoria en batidos sin 

gluten (Majzoobi et al., 2016). En el caso de la formulación con una adición de 10 % 
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de HN, esta cantidad de harina de nuez no fue suficiente para cambiar 

significativamente las características texturales del batido respecto a la 

formulación control; tal como se ve en la constancia de los parámetros de textura 

respecto al control. Sin embargo, la firmeza y la cohesividad casi se duplicaron con 

la adición de 20 % de HN. Asimismo, los mayores índices de consistencia y 

viscosidad de los batidos con HN20 fueron probablemente la razón por la cual el 

vertido de ese batido en los moldes resultó más fácil. Por otro lado, la consistencia 

de los batidos es un factor determinante del volumen final de los productos, lo cual 

se encuentra relacionado más que nada a la incorporación 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 

rápidamente, escapándose de los mismos y dando lugar a productos de bajo 

volumen específico (Lee, Kim y Inglett, 2005). Por otro lado, los batidos que 

presentan una consistencia extremadamente  alta frenan la expansión de los 

productos durante el leudado, dando lugar también a volúmenes específicos bajos 

(Gularte, Gómez y Rosell, 2012). Por lo tanto, esto indica que podría haber valores 

de consistencia óptimos para lograr obtener budines con alto volumen específico. 

Los valores de consistencia y firmeza obtenidos en esta investigación para los 

batidos con HN son comparables a los encontrados por otros autores para 

productos con alto volumen específico (Majzoobi et al., 2016). 

 

 



 

138 

4.4.6. Comportamiento reológico de los batidos 

Los ensayos oscilatorios dinámicos son ampliamente utilizados para estudiar 

el comportamiento viscoelástico de alimentos debido a que son muy sensibles a la 

composición química y a la estructura de los mismos (Steffe, 1996). Los materiales 

viscoelásticos como las masas y los batidos, son aquellos que presentan 

características intermedias entre sólidos y líquidos. En primer lugar, se determinó 

a partir de los barridos de esfuerzo el rango de viscoelasticidad lineal (RVL) para 

cada formulación de los batidos. El RVL se define como aquel en el cual las 

propiedades del material no dependen de la magnitud del esfuerzo aplicado. El 

límite superior del RVL (G’ crítico ó G'C), está dado por el valor de esfuerzo crítico 

(σC). El valor de σC de cada batido se lo considera cuando se produce una 

disminución del 5 % de G' máximo. Es así que, a partir del G'C se determinó la 

deformación crítica (γC) y se calculó la energía cohesiva (EC). 

La Tabla 20 contiene los parámetros reológicos obtenidos a partir de los 

barridos de esfuerzo de los batidos. A medida que aumenta el nivel de HN, se 

reduce el rango viscoelástico lineal, como se observa en el desplazamiento del 

valor de deformación crítica (γC) a valores más bajos. Si se aplican esfuerzos que 

dan lugar a deformaciones superiores a γC, se produce una importante destrucción 

de la microestructura de la muestra. La energía cohesiva (Ec) refleja la fuerza de 

una estructura tipo gel (Tadros et al., 2010). Los batidos con harina de nuez 

presentaron valores de Ec significativamente menores que el batido control pero 

no se detectaron diferencias significativas entre las formulaciones con HN. En los 

batidos sin gluten, las proteínas dispersas en la fase acuosa contribuyen a la 

conformación de la matriz. La presencia de harina de nuez podría interrumpir esta 
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matriz dando lugar a una más susceptible a la ruptura ante un incremento del 

esfuerzo aplicado. 

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

 Esfuerzo crítico 

Pa 

Deformación crítica 

γC · 103 

Energía cohesiva 

EC [J/m3] · 104 

Control 1,2 ±0,2b 1,5 ±0,2c 9 ±3b 

HN10 0,3±0,08a 1,08 ±0,06b 1,7 ±0,5a 

HN15 0,46±0,04a 0,94 ±0,07ab 2,2 ±0,1a 

HN20 0,29±0,03a 0,7 ±0,1a 1,1 ±0,3a 

Promedio ± desvío estándar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 
significativas (p <0,05, n=2). 

La Figura 37 muestra la dependencia de los módulos de almacenamiento (G') y 

de pérdida (G'') de los batidos con la variación de la frecuencia (Espectros 

mecánicos). Todas las formulaciones mostraron valores de G' superiores a G'', un 

comportamiento característico de los geles viscoelásticos. Comparando las 

formulaciones con harina de nuez entre sí, se observa que la harina de nuez 

produce un efecto de refuerzo en ambos módulos en todo el rango de frecuencias 

estudiado. Este efecto fue mayor a medida que se incrementó el nivel de HN 

agregado. Por otro lado, el batido control mostró un comportamiento intermedio 

entre HN15 y HN20. 
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Figura 37. Espectros mecánicos: Efecto de la frecuencia sobre los módulos elástico 

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

El módulo complejo (en el rango de 0,1-39 Hz) se modeló 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 parámetros fuerza del gel (AF) y 

grado de coordinación (z). Los parámetros 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 reológico de los batidos: Efecto de la frecuencia sobre el 

módulo complejo y curvas ajustadas al modelo de gel débil 

 

Tabla 21. Parámetros de los batidos durante barridos de frecuencia según el modelo 

de gel débil 

 Modelo de gel débil 

Fuerza del gel 
AF [Pa*s1/z] 

Grado de coordinación  
z 

Prueba F  

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 desviación. Letras diferentes en la prueba F indican diferencias 

significativas entre los conjuntos de datos (p < 0,05, n=2). 

La adición de un nivel bajo de HN condujo a una reducción del valor de AF 

(HN10). Sin embargo, el uso de niveles crecientes de HN condujo a un 

fortalecimiento constante de las matrices de los batidos cuando se aplicó una 
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pequeña deformación dentro de RVL. De este modo, la formulación HN20 presentó 

el mayor valor de AF. Este parámetro es relevante porque está 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 extrusión 

inversa donde mayores niveles de harina de nuez dieron lugar a batidos de mayor 

consistencia, cohesividad y firmeza. Sin embargo, en los ensayos de oscilación, el 

batido control mostró un comportamiento intermedio entre el HN20 y el HN15, 

como lo demuestran los valores de AF mayores para el control que HN10 y HN15. 

Este efecto diferente podría estar relacionado con el hecho de que en los ensayos 

de back-extrusión se aplican grandes deformaciones, mientras que en los ensayos 

oscilatorios se aplican pequeñas. Por lo tanto, la matriz del batido control 

soportaría sin inconvenientes las pequeñas deformaciones aplicadas en los 

ensayos oscilatorios dinámicos, respondiendo de mejor manera que HN10 y HN15, 

pero no respondería igualmente bien a las grandes deformaciones aplicadas en el 

ensayo de extrusión inversa. 

El grado de coordinación (z) de las unidades de flujo en estos geles débiles 

aumentó con el nivel de HN. Cuando se añadió HN al 10 % se produjo una 

alteración de la red en comparación con el batido control dando lugar a un menor 

grado de coordinación. Sin embargo, el aumento de los niveles de HN condujo a la 

formación de una nueva red constituida por diferentes unidades de flujo, lo que se 

reflejó en los valores crecientes de z y en la modificación de la AF. En este tipo de 

sistemas, el gel débil está formado por filamentos débiles que conectan puntos 

topológicos 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 reológico y los parámetros obtenidos del modelado para 

los batidos con HN fueron similares a los informados por otros autores en batidos 

sin gluten (Mäkinen, Zannini y Arendt, 2013a; Wolter et al., 2014). Así, la HN 

confirió las características tecnológicas adecuadas para obtener batidos aptos para 

la obtención 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 reómetro 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 módulo complejo (G*) en función de la temperatura para 

las formulaciones de los batidos estudiadas se muestran en la Figura 39 (a). La 

contribución del módulo de almacenamiento (G') al G* fue mayor que la del 

módulo 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 más sensible al cambio de 

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

En el caso de los batidos con HN, este primer aumento de G* osciló entre ~35 

°C y ~60 °C. Schober et al. (2007), en un batido libre de gluten con harina de sorgo 

(con un 8,5 % de proteína), observaron el mismo comportamiento, el aumento de 

G* se desplazó a temperaturas más altas con respecto a las muestras con mayor 

almidón 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 presentó valores 

de G* más elevados. Los valores más bajos G* exhibidos por los batidos con HN 

podrían estar relacionados con el menor contenido de almidón y el mayor 

contenido de lípidos poliinsaturados. Así, esta primera parte de la curva podría 

estar asociada a los cambios en las conformaciones de las proteínas inducidos por 

el calentamiento. Además, alrededor de los 30 °C ocurre la formación del pregel de 

HPMC lo que implica una reducción de G' (Pérez, Wargon y M.R. Pilosof, 2006). 

Esto se podría observar como una pequeña caída de G’ (y G*) en el caso de los 

batidos con HN. Sin embargo, este fenómeno estaría sobrelapado con otros en el 

batido control por lo que no se observa. A continuación, alrededor de los 60 °C, la 

HPMC forma un gel debido a la deshidratación y a la formación de cúmulos 

hidrofóbicos que conducen a un aumento de G'(Rosell y Foegeding, 2007). La 

muestra control presentó un punto de inflexión a esta temperatura, mientras que 

no se observó en los batidos con HN. A medida que aumentó la temperatura, la 

estructura del budín se fijó, debido a la gelatinización del almidón presente en los 

batidos, lo que condujo a un nuevo aumento de G*. En la formulación 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 tenían un 

menor contenido de almidón y un mayor contenido de proteínas y fibra que el 

control. Así, estos componentes podrían competir por el agua con los almidones 

durante la formación de la miga, retrasándola. 
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Figura 39. a) Módulo complejo (G*) en función de la temperatura en los batidos sin 

gluten, b) Módulos de almacenamiento (G') y de pérdida (G") en función de la 

temperatura 
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4.4.7. Microestructura de las harinas y los batidos por CSLM 

Con la finalidad de evaluar las características microestructurales de los batidos 

se realizó una observación por microscopía confocal láser de barrido de los 

mismos. También se observaron por CSLM las materias primas (harina de arroz, 

almidón de maíz y fécula de mandioca) para caracterizar a sus componentes 

mayoritarios. Para la obtención de las micrografías se utilizaron dos mezclas de 

fluoróforos, la mezcla 1 formada por rodamina B, FITC y calcoflúor y la mezcla 2 

formada por rodamina B, rojo Nilo y calcoflúor. Las harinas y almidones se tiñeron 

solamente con la mezcla 1, mientras que los batidos se tiñeron con ambas mezclas 

por separado. Al utilizar varios marcadores fluorescentes simultáneamente, se 

espera que cada fluoróforo marque a una estructura o componente particular 

permitiendo, de este modo, identificar la ubicación y distribución de estos 

componentes en la matriz en estudio. Sin embargo, cuando se realizan marcados 

no covalentes, como en este caso, la distribución de los fluoróforos 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 teñir. 

El fluoróforo FITC se une a las proteínas y a los gránulos de almidón emitiendo 

un color verde amarillento, la rodamina B es un colorante rojo que se une 

preferentemente a las proteínas pero también puede unirse a polisacáridos 

(Correa et al., 2014b; Rodríguez-García et al., 2012), el calcoflúor se une 

fuertemente a estructuras que contienen celulosa (Öhgren, Lopez-Sanchez y Lorén, 

2019) y quitina, dando un color azul, lo que permite su asociación a la fibra, y por 

último, el rojo Nilo se une a lípidos tiñéndolos 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 podría distinguir su señal si 

se emplearan en forma simultánea. 

En las Figura 40 y Figura 41 se muestran las micrografías de la harina y los 

almidones usados en la elaboración de los batidos, estos son, la harina de arroz, el 

almidón de maíz y la fécula de mandioca. Los canales de fluoróforos se 

encendieron y apagaron selectivamente para diferenciar más fácilmente los 

componentes dentro de las distintas muestras. En las imágenes de las materias 

primas con las letras a) y c) muestran todos sus canales encendidos, mientras que 

las imágenes b) y d) el canal de FITC fue apagado para quitar el efecto verde que 

tiñe a los almidones. 

Como es claramente visible, el almidón 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 proteína. Al sacar el canal 

de FITC, se elimina al almidón y en la micrografía correspondiente a la harina de 

arroz se puede observar mayor presencia de fibra que en las demás muestras. 

Aunque en la micrografía del almidón de maíz (Figura 40b) se observan 

estructuras violetas compatibles con la presencia de fibra recubierta con proteína. 

En el caso del almidón de maíz y de mandioca, puede observarse que la rodamina 

b, al igual que FITC, tiñeron los gránulos de almidón mientras que en la harina de 

arroz, los gránulos se almidón no fueron teñidos por rodamina b. Esto pone en 

evidencia, las características de un teñido no covalente, en donde el entorno con el 

cual se encuentre el fluoróforo es determinante de su localización en la muestra. 
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En la Figura 41 se muestran micrografías de las harinas y almidones, 

observados con mayor magnificación, lo que permite observar con más detalle los 

distintos componentes en las muestras. En particular, en estas muestras son de 

relevancia las diferencias observadas en los gránulos de almidón debido al 

diferente origen botánico de las muestras. Es así que dependiendo del origen los 

gránulos pueden ser redondos, poligonales, ovalados, lenticulares, esféricos, 

elípticos, irregulares y/o poliédricos. Además, en la mayoría de los casos, los 

almidones, presentan combinaciones de varias formas (Wang y Guo, 2020). En 

cuanto, a la harina de arroz (Figura 41c) presentó los gránulos de almidón más 

pequeños y se disponen agrupados. Generalmente, los gránulos de almidón 

provenientes del arroz son redondos, angulares y poligonales y presentan 

dimensiones del orden de 3 - 10 μm (Ashogbon y Akintayo, 2012) pero el tipo e 

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

Con respecto al almidón de maíz, sus gránulos (Figura 41c) presentaron mayor 

tamaño. Los almidones de maíz se componen de gránulos con formas que pueden 

ser desde esféricas pequeñas a poliédricas grandes y con un tamaño medio de 

partícula que oscila entre 3 - 20 μm (Wang et al., 2014). 

En cuanto a la fécula de mandioca, sus gránulos (Figura 41c) se muestran con 

tamaños mucho mayores, en comparación con la harina de arroz. Además, se 

observa una mayor heterogeneidad de tamaño y forma. En general, la forma de los 

gránulos de mandioca es ovalada, truncada y redondeada y tienen un tamaño en el 

rango de 2-32 μm. Además, presentan una superficie más suave en comparación 

con gránulos de otras féculas (Defloor, Dehing y Delcour, 1998; Juszczak, Fortuna y 

Krok, 2003; Rolland-Sabaté et al., 2013).  
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Figura 40. Micrografías obtenidas por microscopía confocal láser de barrido de la 

harina de arroz, almidón de maíz y fécula de mandioca. Las muestras fueron teñidas 

con rodamina B, FITC y calcoflúor. Las micrografías (a) muestran todos sus canales 

encendidos, mientras que (b) muestran el canal de FITC apagado  
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Figura 41. Micrografías a 20x por microscopía confocal láser de barrido de la harina 

de arroz, almidón de maíz y fécula de mandioca. Las muestras fueron teñidas con 

rodamina B, FITC y calcoflúor. Las micrografías (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 procedió a evaluar las 

características de los batidos. En la Figura 42 (Control y HN10) y la Figura 43 

(HN15 y HN20) se muestran los batidos teñidos con rodamina B, FITC y calcoflúor 

(mezcla 1), mientras que en la Figura 44 se muestran todas las formulaciones de 

los batidos teñidos con rodamina B, rojo Nilo y calcoflúor (mezcla 2). De igual 

forma que para las harinas los canales de fluoróforos se encendieron y apagaron 

selectivamente para diferenciar más fácilmente los componentes dentro de la 

matriz del batido. 

En cuanto a las micrografías con la mezcla 1 (Figura 42 y 43), todas las 

imágenes denominadas con la letra a) tienen todos los canales encendidos, 

mientras que las imágenes con la letra b) tienen el canal de rodamina B apagado, 

eliminando las proteínas. En tanto que, las imágenes con la letra c) tienen el canal 

de FITC apagado, eliminando al almidón de los batidos. Por otro lado, en las 

micrografías teñidas con la mezcla 2 sólo se muestra al control con todos sus 

canales encendidos (Figura 44a). Las imágenes con la letra b) tienen el canal de 

rodamina B apagado y las imágenes con la letra c) tienen el canal de rojo Nilo 

apagado, eliminando a los lípidos de las imágenes.  

Las micrografías del Control, HN10, HN15 y HN20 mostraron que todos los 

batidos presentaron una matriz proteica en la que se hallan inmersos gránulos de 

almidón, partículas de fibra y gotas de lípidos, 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). Además, las zonas de color negro pueden 

deberse a burbujas de aire o, en las imágenes teñidas con la mezcla 1 (Figura 42 y 

43), a gotas de aceite de girasol y lípidos de la nuez, ya que los lípidos no se tiñen 
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con los fluoróforos utilizados. Estas micrografías 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 dispersión 

de proteínas y polisacáridos, una solución de azúcares y sales, una emulsión y una 

espuma, todo esto en forma simultánea. Las partículas 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 adición de harina 

de nuez aumentó el contenido de fibra (partículas azules) en las micrografías de 

HN10, HN15 y HN20, siendo evidentemente el batido HN20 el que presentó el 

mayor contenido de fibra, reflejado en un mayor nivel de coloración azul en las 

micrografías. 

El batido control teñido con rojo Nilo (Figura 44) mostró gotas (verdes) de 

aceite de girasol dispersas en la matriz. A medida que se aumentó el nivel de HN, se 

redujo la cantidad de aceite de girasol con el fin de mantener relativamente 

constante el contenido de lípidos en los batidos (HN10, HN15 y HN20). Así, las 

micrografías mostraron que las gotitas de aceite de girasol se redujeron y fueron 

sustituidas por lípidos de la nuez que seguían atrapados en algunas estructuras 

remanentes de nuez, ya que era visible una matriz verde semicontinua. En las 

micrografías con el canal del rojo Nilo apagado (c) puede observarse que esta 

matriz está conformada por proteínas ya que fueron teñidas con rodamina B. 

Seguramente, esta estructura contribuyó al aumento de la consistencia, como se 

observó en los ensayos de extrusión inversa al aumentar el nivel de HN. 
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Figura 42. Micrografías a 20x por CSLM de los batidos Control y HN10. Las 

micrografías fueron teñidas con rodamina B, FITC y calcoflúor. Las imágenes a) 

muestran todos los canales encendidos, b) muestran el canal de rodamina B 

apagado, c) muestran el canal de FITC apagado. A: almidón, F: fibra y P: proteína 

 



 

154 

 

 

Figura 43. Micrografías a 20x por CSLM de los batidos HN15 y HN20. Las 

micrografías fueron teñidas con rodamina B, FITC y calcoflúor. Las imágenes a) 

muestran todos sus canales encendidos, b) muestran el canal de rodamina B 

apagado, c) muestran el canal de FITC apagado. A: almidón, F: fibra y P: proteína 
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Figura 44. Micrografías por CSLM de batidos sin gluten a 20x. Las micrografías 

fueron teñidas con rodamina B, rojo Nilo y calcoflúor. La imagen del Control (a) 

muestra todos sus canales encendidos, mientras que b) muestran el canal de 

rodamina B apagado. y c) muestran el canal de rojo Nilo apagado. A: almidón, F: 

fibra, L: lípidos y P: proteína  
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4.5. Conclusiones parciales 

La adición de harina de nuez (HN) afectó las propiedades de empaste de las 

premezclas, situación probablemente relacionada a la dilución del almidón en las 

mismas y al efecto ocasionado por los lípidos y compuestos hidrofílicos presentes 

en HN. Es así que la presencia de HN en las premezclas retrasó el inicio del 

empaste, aumentó la temperatura de comienzo del mismo y ocasionó la 

disminución de las viscosidades máxima y mínima y de la inestabilidad. 

Por otro lado, la adición de HN afectó ampliamente las características 

microestructurales de los batidos, dando lugar a un comportamiento reológico y 

una movilidad molecular diferenciada entre el batido control y los batidos con 

harina de nuez. La HN presentó una alta afinidad por el agua lo que se reflejó en 

menores tiempos de relajación por RMN y en la reducción de la actividad acuosa y 

del agua congelable de los batidos, a medida que la adición de HN aumentó. 

Asimismo, la adición de HN produjo una reducción del cambio de entalpía de 

gelatinización, haciendo que este disminuyera de 6,1±0,3c [J·g-1 sólidos] para el 

control a 3,4 ±0,1a [J·g-1 sólidos] para HN20. Al mismo tiempo, se registró un 

aumento considerable en el cambio de entalpía de disociación del complejo 

amilosa-lípido. En cuanto a las características texturales, la adición de HN mejoró 

la consistencia de los batidos, haciéndolos mucho más fáciles de manejar. Este 

incremento de la consistencia y viscosidad de los batidos al incrementar el nivel de 

HN es compatible con la formación de una estructura proteica (y que contiene 

lípidos provenientes de la nuez) en la matriz tal como se observó por CSLM.  
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Finalmente los resultados de este capítulo permiten concluir que la HN (20 % 

en base a mezcla de harinas) puede incorporarse con éxito a una formulación de 

budines libres gluten sin ocasionar ningún efecto negativo. 
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Capítulo 5  

5.1. Introducción  

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 tecnológico el 

desarrollo de estos productos sin gluten es menos desafiante que la elaboración de 

un pan sin gluten, ya que sus análogos con gluten no requieren del desarrollo de la 

red de gluten como sí lo requiere el pan de trigo (Gómez, 2022). Al comparar los 

componentes mayoritarios en este tipo de productos sin gluten, con respecto a sus 

análogos con gluten, se encuentra que el azúcar y la grasa son los componentes 

principales en los productos sin gluten mientras que no ocurre lo mismo en los 

análogos con gluten (Belorio y Gómez, 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 reducción en el contenido de azúcar se ha visto que 

conlleva a la obtención de mayores volúmenes específicos, pero con cortezas más 

duras debido a la modificación de la gelatinización del almidón (Perez y Juliano, 

1988). Dadas estas características de sus formulaciones, todas aquellas acciones 

tendientes a la mejora de la calidad nutricional, manteniendo las características 

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 

introducción de nuevos ingredientes conlleva no sólo modificaciones en el perfil 

nutricional, sino también modificaciones en la calidad tecnológica de los 

productos. Por lo tanto, el monitoreo de estos cambios es relevante para la 

obtención de productos de buena calidad y aceptados por el consumidor.  
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5.2. Objetivos del capítulo 

5.2.1. Objetivo general del capítulo 

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

fisicoquímicas y sensoriales de los budines libres de gluten. 

5.2.2. Objetivos específicos del capítulo 

 Determinar si la adición de la harina de nuez afecta la calidad panadera de 

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

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

los budines libres de gluten. 

 Evaluar si la adición 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 sección 

4.3.1. Harina de arroz (HA), almidón de maíz (AM) y fécula de mandioca (FM), 

azúcar, 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 utilizó polvo de hornear 

que según declara el fabricante contiene almidón de maíz, bicarbonato de sodio, 

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

5.3.2. Formulaciones para los budines  

Se empleó la siguiente mezcla de harinas 70 g de HA, 15 g de AM y 15 g de FM. 

Además, se añadieron los siguientes ingredientes: 66,4 g de agua destilada, 50 g de 

azúcar, 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 añadió 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 lípidos, la cantidad de aceite de girasol 

utilizada se redujo progresivamente al aumentar el nivel de HN, para mantener el 

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

5.3.3. Elaboración de los batidos y budines 

El proceso de batido fue descrito en detalle en Elaboración 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 añadieron los 
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ingredientes sólidos. En el caso del batido con harina de nuez, HN se humedeció 

con la mitad de la leche y se añadió junto con los ingredientes sólidos. Luego se 

vertió la mezcla (100 g) en moldes (6 cm × 9,5 cm) y se horneó a 180 °C durante 15 

minutos (Lanin II-Panier, Argentina). Se realizaron al menos dos lotes 

independientes por formulación. 

Calidad panadera de los budines 

La calidad global de los productos alimenticios es importante para determinar 

el éxito que tendrá un determinado alimento. Sin embargo, en términos globales la 

calidad es una propiedad bastante subjetiva que depende en gran medida de la 

percepción del consumidor. No obstante al hablar de calidad panadera existe un 

conjunto de atributos, que pueden ser medidos, como el volumen específico, el 

color, la textura de miga y la corteza, entre otros. Estos atributos brindan una idea 

de qué tan bien el producto panificado cumplirá con los requisitos esperados por el 

consumidor (Cauvain, 2003). 

5.3.4. Parámetros fisicoquímicos 

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 procedió a desmigajar la parte central de los budines, en los 

recipientes plásticos de un equipo AquaLab (Decagon Devices-Inc., EE.UU.). El 

ensayo se realizó a 25 °C y por triplicado. 

La determinación del contenido de humedad se realizó por secado en estufa 

(San Jor, San Martín, Argentina) a 105 °C hasta peso constante. Se usó la parte 
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central de los budines y el cálculo de la humedad de las muestras se realizó según 

la Ecuación 1. El ensayo se realizó 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 

sólidas(n=6). 

5.3.4.3. Volumen específico: 

Los budines se pesaron y, a continuación, se determinó el volumen por 

desplazamiento de semillas de colza (n=12). El volumen específico [cm3/g] se 

calculó 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 evalúa para 

definir la calidad de un alimento (Culver, Wrolstad y American Chemical Society, 

2008). La harina de nuez debido a su color podría afectar el color de la miga y de la 

corteza de los budines, por lo cual se midió el color empleando un colorímetro 

(Chroma Meter CR-400, Konica Minolta Inc., Japón). Para medir la intensidad del 

color marrón se usó el índice de pardeamiento (browning index, BI). El cual se 

calculó a partir del espacio CIE-XYZ usando las siguientes ecuaciones (Ecuación 22 

y Ecuación 23) (Buera, Lozano y Petriella, 1985) (n=20) (detalles del espacio de 

color en el apartado 3.3.6.1) 

    
   (       )

     
 Ecuación 22 
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Donde xc es: 

    
 

(     )
 Ecuación 23 

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

budín. Estas diferencias vienen dadas por varios factores, por ejemplo, el tipo de 

ingredientes usados y los procesos de panificación que fueron empleados 

(Rathnayake, Navaratne y Navaratne, 2018). Una forma objetiva de evaluar la 

porosidad estructural de la miga es mediante el análisis de imagen. Para esto, se 

obtuvieron imágenes de rebanadas provenientes de la parte central de los budines 

frescos (n=12) con un escáner HP-Scanjet-4070 (Hewlett-Packard, Palo Alto, 

EE.UU.). A continuación, se analizó el centro de cada rebanada con el programa 

ImageJ v1.53e (Wayne Rasband y NIH, Bethesda, EE.UU.) (Correa et al., 2021). Para 

lo cual, se recortó un cuadrado, de 2,5 cm × 2,5 cm, del centro de las rebanadas. Las 

imágenes recortadas se transformaron a escala de grises (8 bits) y, 

posteriormente, se segmentaron ajustando el umbral de binarización, en cada caso. 

Esto último con la finalidad de evitar que las partículas de nuez de HN, que son 

partículas más oscuras, sean considerados alveolos. A partir de las imágenes 

binarizadas, los parámetros determinados fueron: fracción de aire [%], densidad 

celular [número de células/cm2], circularidad (0 a 1) y dimensión fractal. Además, 
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se trazó el gráfico 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 × 2,5 cm), y el 

eje z es la intensidad del color de 0 a 150. 

5.3.5. Análisis de la textura de miga y corteza 

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

El análisis de perfil de textura, conocido como TPA por sus siglas en inglés 

(Texture Profile Analysis), es un ensayo experimental que evalúa el 

comportamiento textural de la miga cuando es sometida a dos compresiones 

consecutivas (Figura 45). Esto con el fin de imitar al proceso de masticación y 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

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

parámetros texturales (Bourne, 2002a): 

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

(Bourne, 2002a) 

 Firmeza: fuerza máxima registrada durante el primer ciclo de compresión; en 

este punto se realiza la máxima deformación del alimento. 

 Cohesividad: cociente entre el área positiva del segundo ciclo (Área 4 + Área 5) 

y el área positiva del primer ciclo (Área 1+Área 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 máximo del 

segundo pico (L3) y la distancia para alcanzar el máximo del primer pico (L1); 

se relaciona con la recuperación del alimento luego de la primer compresión. 

 Adhesividad: área del pico negativo (Área 3); se relaciona con el trabajo 

necesario para vencer las fuerzas de atracción entre la superficie del alimento y 

los materiales con los cuales tome contacto 
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 Resiliencia: cociente entre el área del primer ciclo luego del máximo (Área 2) y 

el área del primer ciclo hasta alcanzar el máximo (Área 1); se relaciona con la 

recuperación instantánea del alimento. 

 Consistencia: suma de las áreas del primer (Área 1+Área 2) y del segundo pico 

(Área 4 + Área 5). 

 Fracturabilidad: es el pico inicial de fuerza durante la primera compresión. Se 

refiere a la dureza con la cual el alimento se desmorona, cruje o revienta. No es 

común en el caso de la miga, pero si en otros productos más crujientes. 

 Masticabilidad: es el resultado de multiplicar la firmeza × la cohesividad × la 

elasticidad, y se refiere a la fuerza necesaria para que el alimento esté listo para 

ser tragado. 

Es así que, se analizaron las características 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 budín y con la ayuda de un 

sacabocados (de 3 cm de diámetro) se extrajo una porción cilíndrica de cada una 

de ellas. Se utilizó una sonda cilíndrica plana (diámetro: 5,08 cm) para comprimir 

la miga en dos ciclos consecutivos hasta el 40% de su altura original (n=8) y se 

empleó el software TextureProCT (AMETEK-Brookfield, EE.UU.) para obtener los 

siguientes parámetros: firmeza, elasticidad, resiliencia, cohesividad y 

masticabilidad. 

5.3.5.2. Relajación de la miga ante una compresión 

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 líquido ideal o un sólido ideal, 
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presentando un comportamiento totalmente viscoso o totalmente elástico, 

respectivamente. No obstante, la mayoría de los alimentos son viscoelásticos, 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 sólidos elásticos ideales tienen una excelente capacidad para volver a su 

estado original y presentan una tensión y un módulo de relajación constantes en 

función del tiempo, mientras que la tensión de los líquidos viscosos ideales 

desciende a cero inmediatamente cuando se aplica la deformación. Los alimentos 

viscoelásticos 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Esfuerzo resultante de la aplicación de una deformación constante sobre 

diferente tipo de materiales en un ensayo de relajación. Adaptado de Whaley y 

colaboradores (2019) 

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

una deformación constante por compresión y, a continuación, mantener dicha 
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deformación. El esfuerzo requerido para mantener el material viscoelástico con 

deformación constante disminuirá con el tiempo. Este fenómeno se denomina 

relajación del esfuerzo y se debe a una reorganización de la muestra en la escala 

molecular o microscópica (Kelly, 2015). 

Para determinar el comportamiento exhibido por la miga con harina de nuez 

ante una compresión constante y mantenida en el tiempo, se realizó un ensayo de 

relajación con el empleo de un analizador de textura CT3 (AMETEK-Brookfield, 

EE.UU.). Para lo cual, cilindros de miga (diámetro: 3 cm - altura: 1,5 cm) se 

comprimieron hasta un 40% de su altura original y se registró el esfuerzo 

necesario para mantener la deformación 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 deformación en el tiempo. Las 

curvas se ajustaron al modelo generalizado de Maxwell (Ecuación 24) con un 

decaimiento exponencial de segundo orden. 

  ( )        ( 
 

  
)        ( 

 

  
)      Ecuación 24 

Donde σ(t) es el esfuerzo en función del tiempo, en distintas zonas de la curva 

σ1 y σ2 son los esfuerzos de la miga, λ1 y λ2 son los tiempos de relajación de la miga 

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

5.3.5.3. Determinación de dureza de la corteza 

La formación 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 así que para el caso de un 
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pan francés donde una corteza ideal sería una muy crocante, para un pan de molde 

una corteza demasiado dura sería inaceptable (Cauvain, 2003; Roos, 2012) de igual 

modo con los budines. Es así que, durante el horneado a medida que se expulsa el 

agua y la corteza adquiere su dureza y color característicos, gran parte de los 

gránulos de almidón en la corteza conservan su forma, tamaño 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 caramelización 

de los azúcares que empiezan a fundirse entre 130 y 140 °C y por la interacción 

entre los azúcares y la materia proteica, denominada reacciones de Maillard, que 

comienzan a temperaturas superiores a los 115 °C (Roussel, Chiron y Paillard, 

2002). 

Para establecer cómo la harina de nuez afecta la formación de la corteza de los 

budines se midió su dureza con la ayuda de un analizador de textura CT3 

(AMETEK-Brookfield, EE.UU.). La dureza de la corteza se midió utilizando una 

sonda acrílica de filo de cuchillo (anchura: 3 mm, longitud: 60 mm) y una velocidad 

de ensayo de 0,5 mm/s. La fuerza máxima [N] de la curva de penetración, al 

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

5.3.6. Microestructura de la miga 

5.3.6.1. Microscopía electrónica de barrido 

El comportamiento de los alimentos en gran parte se ve afectado por la 

compleja interacción entre las características nanoscópicas, microscópicas y 

macroscópicas de los mismos (McClements, 2007). Esto es aún más relevante al 

usar ingredientes nuevos. Es así que, el estudio de la microestructura de la miga 

puede ayudarnos a comprender el comportamiento que tendrán los budines. 
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Con el fin de establecer cómo la harina de nuez afectará la microestructura de 

la miga se tomaron pequeñas porciones de miga y se fijaron con glutaraldehído 

[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 

concentración. A continuación, se recubrieron con una película de oro. Se utilizó un 

microscopio electrónico de barrido (FEI Quanta 200) para obtener micrografías a 

500x y 1500x. Las micrografías fueron adquiridas en el "Servicio de Microscopía 

Electrónica y Microanálisis (SeMFi-LIMF)- Facultad de Ingeniería, UNLP, 

Argentina". 

5.3.6.2. Microscopía confocal de láser de la miga 

Debido a que la microscopía láser confocal permite observar la localización de 

los componentes mayoritarios como proteínas, fibra y gránulos de almidón 

presentes en las muestras, se la utilizó para evaluar la microestructura de las 

migas y además, para evaluar la afinidad de la clara de huevo sometida a un 

tratamiento térmico (simulando la cocción) por los fluoróforos usados. Se 

utilizaron los mismos flouróforos y longitudes de onda (excitación y emisión) 

descritos en la sección 4.3.10. Sin embargo, con la diferencia que para la clara de 

huevo solamente se usó una mezcla de rodamina B y calcoflúor white.  

Se rebanaron los budines por el centro y con la ayuda de un bisturí se 

extrajeron películas finas de la miga. Las películas se colocaron en portaobjetos 

cóncavos, estos portaobjetos tienen las medidas de largo y ancho estándar. 

Además tienen un espesor de 1,0 a 1,2 mm y una depresión 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 películas de la miga en los portaobjetos y luego se 
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añadió la solución que contenía los fluoróforos. 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 disolvió en agua destilada (1:1 p/p). Se calentó la 

disolución en baño de agua a ebullición por cinco minutos, luego se dejó enfriar y 

se la esparció en un portaobjetos. Luego de lo cual se añadió una mezcla de 

rodamina B y calcoflúor white. Después de una hora de reposo en la oscuridad, se 

lavó la muestra con agua destilada y, finalmente, se colocó el cubreobjetos. 

A continuación, se observaron todas las muestras con un microscopio confocal 

FV1000 (Olympus, Shinjuku, Tokio, Japón). Cada formulación se preparó por 

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

5.3.7. Composición proximal de los budines 

Los contenidos de proteínas (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 determinó a 105 °C hasta peso constante. El contenido de 

carbohidratos se calculó por diferencia. La energía se calculó según los factores de 

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

5.3.8. Perfil de ácidos 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 lípidos insaturados, su adición en los budines puede modificar 

significativamente la composición de los ácidos grasos en relación al budín control. 
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Para la determinación, por cromatografía gaseosa, del perfil de los ácidos grasos de 

la miga se utilizó la metodología 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 

continuación, se añadieron 100 µL de diclorometano (CH2Cl2) y 1 mL de NaOH [0,5 

N] en metanol. Antes de cerrarlos y para asegurar una atmosfera inerte se insufló 

nitrógeno gaseoso. Los tubos se calentaron a ebullición en un baño de agua 

durante 10 minutos. Tras este tiempo, los tubos se enfriaron y se añadió 1 mL de 

trifluoruro de boro (BF3) al 14 % en metanol. Una vez más, se insufló nitrógeno y 

se llevaron nuevamente los tubos al baño de agua para calentarlos por otros 10 

minutos. Transcurrido este tiempo, los tubos se enfriaron y se añadieron 1 mL de 

agua miliQ y 0,5 mL de hexano (calidad HPLC) y se homogenizó la mezcla. Los 

metilésteres de los ácidos grasos se encuentran disueltos en el hexano, por ello con 

la finalidad de separar las fases, se centrifugó a 3000 rpm por 15 minutos usando 

una centrifuga Rolco CM 2036 Duron (Rolco Srl, Argentina). Inmediatamente 

después, el hexano se separó y filtró (0,45 µm) directo a viales color ámbar. 

Finalmente, las muestras se analizaron en un cromatógrafo gaseoso siguiendo las 

condiciones de corrida descritas en la sección 3.3.4.2 para la harina de nuez. Con la 

finalidad de poder comparar las distintas formulaciones, también se determinó el 

perfil de ácidos grasos del aceite de girasol. 

5.3.9. Análisis sensorial de los budines 

Se realizó una prueba de aceptabilidad para comparar las muestras Control y 

HN15. Se reclutaron 48 consumidores no entrenados de entre 19 y 51 años (50% 

mujeres, 38% hombres y 13% prefirieron no ser categorizados). Las muestras se 

colocaron en platos de plástico y se codificaron con números aleatorios de tres 
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dígitos. Las muestras se asignaron al azar a cada evaluador, y se les pidió que 

bebieran agua entre muestra y muestra. Además, se pidió 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 consumían ocasionalmente 

productos sin gluten. Evaluaron el aspecto, la textura, el sabor, el color y la 

aceptabilidad general de las muestras en una escala hedónica que iba de 1 (no me 

gusta mucho) a 7 (me gusta mucho). 

5.3.10. Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de un factor y la prueba LSD para 

determinar la existencia de medias estadísticamente diferentes (α: 0,05). Todas las 

pruebas se realizaron con el programa Statgraphics - Centurion - XVII Versión-

17.2.00 (Statpoint Technologies, Inc, EE.UU.). El ajuste de los datos de relajación de 

miga a la Ecuación 24 se realizaron con OriginPro8 v8.0724 (OriginLab 

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

Calidad panadera de los budines 

5.4.1. Parámetros fisicoquímicos de los budines 

5.4.1.1. Volumen específico 

Un buen indicador de la esponjosidad de los budines es el volumen específico. 

El aumento de la concentración de la HN en los budines aumentó su volumen 

específico (Figura 48). 

Figura 48. Volumen específico de los budines libres de gluten con harina de nuez. 

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

La formulación HN15 mostró el máximo volumen; el volumen específico fue 

ligeramente inferior al aumentar el contenido de la HN en HN20. Esta tendencia se 

informó previamente en bizcochuelos sin gluten de castaña y harina de arroz 
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(Demirkesen et al., 2010). Los resultados obtenidos aquí se atribuyen al aumento 

de la consistencia del batido con la mayor concentración 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 distribución del agua es importante en la calidad tecnológica de los 

productos de panificación porque modifica la percepción de la textura. Todas las 

formulaciones mostraron valores de aw relativamente altos (alrededor de 0,96). La 

única formulación que presentó una diferencia estadísticamente significativa fue 

HN15, pero esta diferencia carece de impacto práctico (Tabla 22). En este sentido, 

la adición de la HN disminuyó ligeramente la humedad en esas formulaciones 

(Tabla 22). 

Tabla 22. Parámetros fisicoquímicos de los budines frescos con la harina de nuez 

 aw Humedad[%] pH 

Control 0,962±0,002b 38,9±0,3b 7,94±0,09d 

HN10 0,962±0,003b 38,8±0,3b 6,46±0,09c 

HN15 0,959±0,003a 38,0±0,4a 6,36±0,06b 

HN20 0,962±0,002b 38,3±0,4a 6,15±0,06a 

Promedio ± desvío estándar. Diferentes letras en la misma columna 

indican diferencias significativas (p < 0,05). 

Asimismo, el aumento de la concentración de la HN disminuyó los valores de 

pH (Tabla 22). Estos oscilaron entre 7,94 (control) y 6,15 (HN20). Aguilar et al. 

(2016) también informaron una reducción del pH en bizcochuelos sin gluten a 

medida que aumentaron la adición de harina de castaña, lo que atribuyeron a la 

presencia de ácidos orgánicos en la harina de castaña. 
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5.4.1.3. Color instrumental de corteza y miga de los budines 

El color es una característica 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 caramelización de los azúcares) (Purlis, 2010). Contrariamente a lo 

esperado, la adición de la HN disminuyó la intensidad del color marrón en la 

corteza de los budines. Además, se observó una tendencia a obtener cortezas más 

uniformes, como muestra el coeficiente de variación (Tabla 23). Por otra parte, la 

intensidad del color marrón de la miga aumentó progresivamente con la adición de 

la HN. Este cambio se debe al color característico 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. Índice de pardeamiento (browning index, BI) de los budines frescos con 

harina de nuez 

 Corteza  Miga 

 BI CV de BI* [%]  BI 

Control 62±10c 15,5  26,4±0,7a 

HN10 60±9bc 15,1  29±2b 

HN15 58±8ab 14,5  31±1c 

HN20 56±7a 12,6  32±1d 

Promedio ± desvío estándar. Diferentes letras en la misma columna 

indican diferencias significativas (p < 0,05) 

BI: browning index 

Coeficiente de variación: CV=( Desvío estándar/ Promedio)×100. 
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Figura 49. Rodajas cortadas transversalmente del budín control y de los budines 

con harina de nuez 

5.4.1.4. Porosidad estructural de la miga 

Los parámetros de porosidad de la miga se muestran en la Tabla 24. La 

fracción de aire aumentó con la adición de HN, siguiendo la misma tendencia que el 

volumen específico. Turabi y colaboradores (2010) obtuvieron valores de área 

similares en bizcochuelos de harina de arroz utilizando hidrocoloides. Al mismo 

tiempo, las partículas de HN afectaron la forma de los alvéolos, lo que se reflejó 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 

 
Fracción de 

aire [%] 

DC 

[Número/cm-2] 
Circularidad 

Dimensión 

fractal 
 

Control 31±1a 68±5d 0,26±0,02b 1,72±0,01a  

HN10 32±1b 52±2c 0,16±0,01a 1,76±0,01b  

HN15 34,2±0,9c 45±3a 0,15±0,02a 1,78±0,01c  

HN20 32,8±0,7b 49±3b 0,16±0,01a 1,77±0,01bc  

Promedio ± desvío estándar. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0,05) 

DC: densidad de celdas. 

Para objetos irregulares como las migas de budín, las medidas convencionales 

como la longitud y el área, a veces, no son totalmente representativas y, la 

dimensión fractal (DF) es útil para caracterizarlas (Theiler, 1990). La DF sirve 

como índice de rugosidad morfológica y resume la complejidad de los alvéolos 

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

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

La Figura 50 muestra los gráficos de la intensidad superficial de las migas. En 

estos gráficos, los valles representan los alvéolos de la miga (alv.), y las partículas 

más oscuras (PH) corresponden a las estructuras restantes de la HN. Las gráficas 

de las formulaciones con HN (Figura 50 b-d) presentan un aspecto más irregular, 

lo que está relacionado con una mayor fracción de aire y una matriz más compleja, 

como lo reflejó la DF. 
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Figura 50. Gráficos de la intensidad superficial de las migas con la harina de nuez. 

alv.= alveolos y PH = partículas de la harina de nuez 
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5.4.2.  Análisis de la textura de miga y corteza 

El análisis 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 estudió la relajación de la miga ante una compresión y la dureza de la 

corteza. 

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

La firmeza, la resiliencia, la cohesividad, la elasticidad y la masticabilidad son 

importantes para la aceptación del consumidor. En la Tabla 25 se comparan estos 

parámetros de textura de las migas de los budines con HN. La firmeza de los 

budines sólo mostró un aumento considerable en HN20; el mismo efecto se 

observó en pan sin gluten con harina de castaña (Aguilar et al., 2016). Asimismo, la 

cohesividad, la elasticidad y la resiliencia están relacionadas con la recuperación 

de la miga tras la compresión. Estos parámetros mostraron una ligera disminución 

a medida que aumentaba HN. Por último, la masticabilidad también disminuyó con 

la adición de HN, lo que demuestra que los budines con HN podrían ser más fáciles 

de masticar. 

Tabla 25. Parámetros texturales de las migas  

 
Firmeza* Resiliencia Cohesividad Elasticidad Masticabilidad* 

Control 26±4a 0,35±0,01b 0,55±0,02b 0,86±0,02b   12,9±0,9c 

HN10 25±2a 0,24±0,01a 0,44±0,03a 0,80±0,02a     9,2±0,9a 

HN15 26±2a 0,25±0,02a 0,45±0,04a 0,80±0,03a     9±1a 

HN20 29±4b 0,25±0,02a 0,46±0,03a 0,81±0,02a  11±2b 

Promedio ± desvío estándar. 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. Relajación de la miga 

Los ensayos de relajación de esfuerzos se han utilizado para evaluar el 

comportamiento viscoelástico de sistemas sólidos, como las migas (Correa et al., 

2021). En estos ensayos se comprime la muestra y se registra el esfuerzo necesario 

para mantener la deformación en el tiempo. En la Figura 51 se muestra un ejemplo 

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

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

(Ecuación 24) 

Las curvas de las distintas formulaciones se ajustaron al modelo generalizado 

de Maxwell (Ecuación 24) con un decaimiento exponencial de segundo orden, 

mostrando que en la relajación de las migas intervienen dos mecanismos 

moleculares (Tabla 26). La primera zona de decaimiento está relacionada con 
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moléculas pequeñas que se relajan rápidamente, lo que se refleja en los bajos 

tiempos de relajación (λ1), y se relaciona con un comportamiento más viscoso. Por 

otro lado, los valores más altos de λ2 se asocian a movimientos más lentos de los 

polímeros de mayor peso molecular, indicando un comportamiento más parecido 

al de los sólidos (zona intermedia de la curva). La adición de HN no afectó a la 

relajación de los polímeros de alto peso molecular, ya que no hubo diferencias 

significativas entre las formulaciones 

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

generalizado de Maxwell 

5.4.2.3. Dureza de la corteza 

Es importante recalcar que la formación 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±0,9a, 10,2±0,9 a, 

10±1 a y 10,1±0,8 a para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. No se 

observaron diferencias significativas entre las formulaciones, lo que demuestra 

que la HN no afectó a la formación de la corteza. Durante el horneado, gran parte 

del agua presente en la corteza se evapora rápidamente por lo que se restringe el 

  
Tiempos de relajación [s] 

 R2 ajustado 
λ1 λ2 

Control  2,1±0,1b 32,6±0,8a  0,9950 

HN10  2,0±0,2a 31±1a  0,9945 

HN15  2,0±0,1a 32,3±0,9a  0,9945 

HN20  1,9±0,2a 32±1a  0,9944 

Promedio ± desvío estándar. Letras diferentes en la misma columna indican 

diferencias significativas (p < 0,05). 
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agua disponible para la gelatinización, lo que ocasiona que gran parte de los 

gránulos de almidón presentes en ésta conserven su tamaño y forma. 

5.4.3. Microestructura de la miga 

5.4.3.1. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

Las micrografías de la miga control (Figura 52a y b) y de las formulaciones con 

HN (Figura 52c-f) muestran una matriz formada por películas lisas de amilosa 

lixiviada y disposiciones rugosas atribuibles a proteínas donde se observan 

incrustados gránulos de almidón parcialmente gelatinizados. Como era de esperar, 

las micrografías de la miga control presentan un mayor contenido de gránulos de 

almidón (Figura 52a: 500×) que las migas con HN (Figura 52c-e: 500×). Los 

gránulos de almidón más prominentes, de la mandioca y el maíz, se observan  más 

hinchados que los más pequeños del arroz en todas las muestras. Además, los 

gránulos de arroz se observan aglomerados, mientras que los de maíz y mandioca 

están más dispersos (Figura 52b: 1500×). Las migas presentan una matriz 

heterogénea y discontinua y en el caso de HN20 mucho más compacta (Figura 52f: 

1500×).  
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Figura 52. Micrografías de las migas de budines por SEM. (a, c, d y e: 500×) y (b y 

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

A=almidón, P=proteína 
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5.4.3.2. Microscopía confocal de láser 

La microscopía láser confocal permite diferenciar componentes mayoritarios 

de los alimentos mediante el uso de distintos fluoróforos. Esto debido a que, 

generalmente cada fluoróforo marca un componente en particular. Es así que se 

usó CSLM para evaluar la microestructura de las migas con la adición de la harina 

de nuez en las distintas formulaciones. 

Al igual que para las micrografías de los batidos, para las migas se utilizaron 

dos mezclas de fluoróforos, que se usaron por separado. La mezcla 1 formada por 

rodamina B, FITC y calcoflúor y la mezcla 2 formada por rodamina B, rojo Nilo y 

calcoflúor. Es importante recalcar que al utilizar varios marcadores fluorescentes 

simultáneamente, se espera que cada fluoróforo tiña a una estructura o 

componente particular permitiendo, así, identificar la ubicación y distribución de 

estos componentes en las migas. 

Como se señaló anteriormente, el fluoróforo FITC se une a las proteínas y a los 

gránulos de almidón emitiendo un color verde amarillento, la rodamina B es un 

colorante rojo que se une preferentemente a las proteínas pero también puede 

unirse a polisacáridos (Correa et al., 2014b; Rodríguez-García et al., 2012), el 

calcoflúor se une fuertemente a estructuras que contienen celulosa (Öhgren, 

Lopez-Sanchez y Lorén, 2019) y quitina, dando un color azul, lo que permite su 

asociación a la fibra, y por último, el rojo Nilo se une a lípidos tiñéndolos 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 podría 

distinguir su señal si se emplearan en forma simultánea. 
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En la Figura 53 se muestra una micrografía de clara de huevo coagulada por 

calor y posteriormente teñida con una combinación de rodamina B (RB) y 

calcoflúor white (CF). Además, en la Figura 54 se muestran las micrografías de las 

migas de las formulaciones Control y HN10 teñidas con la mezcla 1 con los 

fluoróforos: FITC, rodamina B y calcoflúor white y en la Figura 55 se muestran las 

muestras HN15 y HN20 teñidas con los mismos fluoróforos. En las micrografías los 

canales de fluoróforos se encendieron y apagaron selectivamente para diferenciar 

más fácilmente los componentes dentro de las distintas muestras. Con respecto a la 

mezcla 1, las imágenes con a y a’) muestran todos los canales encendidos, mientras 

que en las imágenes b, b’ y b’’) el canal de FITC fue apagado para quitar el efecto 

verde que tiñe a los almidones. En las imágenes c’) se apagó el canal de rodamina B 

y finalmente las imágenes con d y d’’) solamente el canal correspondiente al 

calcoflúor se mantuvo encendido. 

Figura 53. Micrografía a 4x por CSLM de clara de huevo coagulada por calor teñida 

con calcoflúor white y rodamina B  
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Figura 54. Micrografías de la miga Control y HN10 por CSLM. Muestras teñidas con 

FITC, rodamina B (RB) y calcoflúor white (CF). Las imágenes a y a’) presentan todos 

los canales encendidos, b y b’) se apagó el canal FITC y d) sólo el canal CF está 

encendido. a’ y b’ son las imágenes provenientes de los recuadros anaranjados con 

mayor magnificación  
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Figura 55. Micrografías de la miga HN15 y HN20 por CSLM. Muestras teñidas con 

FITC, rodamina B (RB) y calcoflúor white (CF). Las imágenes a y a’) presentan todos 

los canales encendidos, b, b’ y b’’) se apagó el canal FITC, c y c’) se apagó el canal de 

RB y d y d’’) sólo el canal CF está encendido. a’ y b’c’ son las imágenes provenientes 

del recuadro anaranjado con mayor magnificación  
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En la Figura 54 en la miga del budín control se observa claramente, en color 

verde, la presencia mayoritaria de gránulos de almidón parcial y/o totalmente 

gelatinizados. Está predominancia de gránulos de almidón es común en migas de 

panes libres de gluten sin agregados adicionales (Mäkinen, Zannini y Arendt, 

2013b). Estos cuerpos verdosos se encuentran inmersos en una red proteica, la 

cual puede observarse más fácilmente si se elimina el canal correspondiente al 

FITC. Esto puede observarse en la micrografía b’ (la cual proviene de la imagen a’ 

pero sin FITC) en donde pueden distinguirse las “sombras” dejadas por los 

gránulos de almidón y una red proteica teñida en color rojo. Por otro lado, debido a 

que los ingredientes de la formulación control, presentan un contenido muy bajo 

de fibra, fue inquietante la presencia generalizada de color azul en las micrografías. 

Ahora bien, una parte de la coloración azul podría ser debida a la presencia de 

HPMC en la formulación. De todos modos, la concentración de HPMC es baja, para 

el nivel de coloración, sugiriendo otro tipo de interacción con el calcoflúor. Albani y 

Plancke (1999) encontraron que el calcoflúor white puede interaccionar con 

glicoproteínas como la α1-Glicoproteina ácida (α1-Ac GLY) ya que puede 

interaccionar con diferentes glicanos, y principalmente, con aquellos que 

contengan galactosa, glucosa y manosa. Además, la ubicación espacial de los 

glicanos en la proteína parece jugar un rol muy importante. 

Dado que la ovoalbúmina, es la principal proteína del huevo y es una 

glicoproteína, se realizó una observación de clara de huevo sometida a un proceso 

de calentamiento (simulando la cocción) y sin calentar. En la muestra sometida a 

calentamiento y teñida con calcoflúor se observó que el colorante se unía a la 

proteína, observándose teñida de color azul (Figura 53) mientras que en la 

muestra que no fue sometida a calentamiento no se observó ninguna afinidad del 
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colorante por la proteína. Esto concuerda con los resultados obtenidos en los 

batidos, donde el calcoflúor no mostró afinidad por las proteínas presentes en los 

mismos. Además, estos resultados ponen en evidencia lo expresado por Albani y 

Plancke (1999) para quienes la disposición espacial del resto glicosilado era 

relevante para su interacción con el calcoflúor. 

En la formulación del budín control, además el bajo contenido de fibra en la 

formulación, podría haber facilitado la unión del calcoflúor a las proteínas 

desnaturalizadas del huevo. Esto concuerda con los resultados observados en la 

albumina que al coagular forma una película semicontinua (Figura 53) de color 

violeta cuando CF y RB están encendidos pero que se muestra de color azul al 

dejar, sólo el canal de CF encendido. Este mismo efecto es visible en la miga control 

(Control d) donde sólo se dejó el canal de CF encendido. 

Por otro lado, la miga de HN10 presentó gránulos de almidón parcialmente 

gelatinizados que conservaron mejor su forma en comparación con el budín 

Control. Además, la red proteica que le da forma a la miga del budín se encuentra 

bien establecida (HN10 b, b’). En cuanto a las interacciones del fluoróforo CF, al 

igual que en el budín control parte del CF se muestra como una película 

semicontinua (b’) por lo que se encontraría interaccionando con glicoproteínas. Sin 

embargo, con la adición de HN una parte del CF tiñó también, estructuras más 

definidas, siendo estas compatibles con fibra proveniente de la harina de nuez. 

Al aumentar la concentración del subproducto (Figura 55). En las imágenes de 

HN15 y HN20 se muestra una menor cantidad de gránulos de almidón. Además, en 

ambas formulaciones la presencia de fibra es mayor. Observándose claramente la 

presencia de paredes celulares vegetales probablemente provenientes de la harina 
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de nuez, teñidas de color azul por el CF. Por otro lado, en HN20 (b’’) se muestra 

que parte de la proteína acompaña al tejido vegetal (paredes celulares teñidas en 

azul), por lo que es posible suponer que esa proteína 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 lípidos. Es importante evaluar la 

distribución de los mismos en la miga de los budines con HN. Por esta razón, se 

utilizó otra mezcla de fluoróforos, la mezcla 2, que contenía rodamina B (RB), 

calcoflúor white (CF) y rojo Nilo, este último siendo un fluoróforo que se 

caracteriza por interaccionar con los lípidos presentes en las muestras. Es así que 

en la Figura 56 y la Figura 57 se muestran las migas con la mezcla 2. 

De igual manera que para las micrografías previas los canales fueron 

encendidos y apagados, a conveniencia, para facilitar la visualización de los 

distintos componentes. Las imágenes con a y a’) presentan todos sus canales 

encendidos, mientras que las imágenes b y b’) presentan el canal de calcoflúor 

apagado, eliminando de este modo la fibra, la HPMC y la posible interacción con 

glicoproteínas (provenientes del huevo y la leche) de las migas. Además, las 

imágenes c y c’) presentan el canal de rodamina B apagado, eliminando a las 

proteínas. Finalmente, las imágenes con d) presentan solamente el canal de rojo 

Nilo encendido, mostrando la distribución de los lípidos en las migas con HN. 

  



 

193 

 

Figura 56. Micrografías de la miga Control y HN10 por CSLM. Muestras teñidas con 

rojo Nilo (RN), rodamina B (RB) y calcoflúor white (CF). Las imágenes a y a’) 

presentan todos los canales encendidos, b y b’) se apagó el canal RN y c y c’) se apagó 

el canal de RB. a', c’ y b’c’ son las imágenes provenientes de los recuadros 

anaranjados con mayor magnificación. L: Lípidos  
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Figura 57. Micrografías de la miga HN15 y HN20 por CSLM. Muestras teñidas con 

rojo Nilo (RN), rodamina B (RB) y calcoflúor white (CF). Las imágenes a) presentan 

todos los canales encendidos, b) se apagó el canal RN, c) se apagó el canal de RB y d) 

sólo el canal RN está encendido. L: Lípidos 
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En la Figura 56 se muestra las micrografías de la miga control y HN10. La miga 

control tiene lípidos 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 lípidos observados en las imágenes (Control a-c) tienen formas 

de gotas brillantes en color verde. Las gotas están suspendidas en la matriz de la 

miga, la red proteica observable es más discontinua que en la Figura 54. Por otro 

lado, las micrografías de la miga HN10 muestran una distribución bastante 

parecida a la del control con la diferencia que las gotas de los lípidos se observan 

en un tono amarillento por lo que estarían rodeadas por proteína. Esto es mucho 

más evidente, al eliminar el canal correspondiente a la rodamina b (HN10 c, c’), 

donde las gotas de lípidos se observan en color verde brillante. Al mismo tiempo, al 

aumentar la adición de HN (Figura 57) las micrografías de las migas de HN15 y 

HN20, con todos los canales encendidos, mostraron el mismo efecto amarillento en 

las gotas de los lípidos atribuible al mismo efecto. 

Como era de esperar, con la adición de HN aumentó en las micrografías la 

presencia de coloración roja y azul mostrando una mayor concentración de 

proteína y fibra, respectivamente. En particular, en la muestra HN20 se observa, 

una estructura en forma de película (HN20a) atribuible a la interacción entre la 

ovoalbúmina (y otras glicoproteínas) y el CF. 

Además, es importante reiterar que la cantidad de aceite de girasol fue 

reducida progresivamente a medida que la adición de HN aumentó. Esto explica, en 

parte, la reducción en cuanto al tamaño de las gotas de lípidos. Sin embargo, en las 

micrografías (d) que presentan solamente el canal de rojo Nilo encendido se 

observa claramente que los lípidos de la nuez siguen atrapados en las estructuras 
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remanentes de nuez, en concordancia con lo observado en las micrografías de los 

batidos con rojo Nilo en especial en HN20, permaneciendo estás estructuras aún 

después del horneado. 

5.4.4. Composición proximal de los budines sin gluten 

La composición 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 proteínas, fibra dietética total y cenizas aumentó a medida que se 

incrementó el contenido de la HN. Por el contrario, el contenido de hidratos de 

carbono y lípidos disminuyó con la adición de HN. En el caso de los lípidos, se 

relacionó con la reducción progresiva del contenido de aceite de girasol a medida 

que aumentaba el nivel de la HN para mantener un nivel de lípidos relativamente 

constante (respecto a la mezcla de harina). Sin embargo, la heterogeneidad 

intrínseca de la HN podría haber contribuido a obtener una reducción del 

contenido en lípidos. 

El Código Alimentario Argentino en su resolución 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 porción. Todas las formulaciones con HN 

entran dentro de esta categoría. Asimismo, según la Administración 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 categorización depende del valor del volumen 

específico. 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 más 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 húmedo) cubierto por HN10 y HN15 fue del 17 % y para HN20 

fue del 19 %. Por lo tanto, según la metodología 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 proteínas y fibra dietética y un menor contenido de lípidos 

que el control, proporcionando un contenido calórico ligeramente inferior (las kcal 

por 100 gramos de budín seco se redujeron de 431 para el control a 412 para 

HN20). 

Tabla 27. Composición proximal de los budines con adición de harina de nuez  

 
Proteínas* Lípidos* FDT* Cenizas* Carb.* 

 
CC 

 

Control 6,30±0,05a 9,0±0,4c 2,1±0,1a 2,45±0,01a 80,2±0,4b  431c 

HN10 7,40±0,08b 8,2±0,3b 5,56±0,04b 2,50±0,02b 76,3±0,3a  420b 

HN15 8,8±0,1c 7,1±0,4a 5,5±0,4b 2,50±0,01b 76,1±0,6a  415ab 

HN20 8,79±0,09c 6,9±0,6a 6,1±0,3b 2,55±0,03c 75,7±0,7a  412a 

Promedio ± desvío estándar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0,05). *[%, base seca],Carb.: carbohidratos calculados por diferencia, CC: 

contenido calórico [kcal/100 g solidos], FDT: fibra dietaria total. 

5.4.4.1. Perfil de ácidos grasos presentes en la miga de los budines 

En la formulación de los budines las principales fuentes de lípidos 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 presentó un 55 % de lípidos 

en base seca. Con un perfil lipídico caracterizado por un alto porcentaje de ácidos 

grasos insaturados.  
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Dado que se utilizó aceite de girasol en todas las formulaciones, su 

composición lipídica también fue analizada. El porcentaje de cada ácido 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 

ácidos oleico (18:1 n-9), linoleico (18:2 n-6), palmítico (16:0) y esteárico (18:0), 

respectivamente. No se detectaron ni ácido mirístico (14:0) ni α-linolénico (18:3 n-

3). El elevado contenido en ácido 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 (Gullón, 2020). Por otro lado en Argentina, Van 

Nieuwenhove y colaboradores (2009) reportaron que los principales ácidos grasos 

presentes en la leche entera son palmítico (27,9 ±4,0 %), cis-oleico (20,8 ±2,9 %), 

esteárico (12,8 ±2,4 %), mirístico (12,5 ±1,8 %), trans-oleico (3,5 ±0,5 %), cáprico 

(3,4 ±0,1 %), pentadecanoico (3,0 ±0,4 %), caproico (2,4 ±0,7 %), linoleico (1,2 

±0,4 %), α-linolénico (0,8 ±0,1 %) y los restantes suman 11,7 %. Además, en poca 

cantidad se utilizó huevo en polvo, cuya composición de ácidos grasos ha sido 

descrita por Mazalli y Bragagnolo (2007). Estos autores reportaron: ácido 

palmítico (24,7 ±0,2 %), oleico (20,1 ±0,5 %), esteárico (16,9 ±0,6 %), linoleico 

(16,7 ±0,7 %), mirístico (3,96 ±0,03 %), α-linolénico (0,14 ±0,00 %) y sumando los 

ácidos grasos restantes 17,5 %. 

En cuanto a los budines libres de gluten, en la Figura 58 se muestra el 

porcentaje de los ácidos grasos presentes en las migas de las distintas 

formulaciones. Como era de esperarse, el porcentaje de ácido oleico fue el más alto 

en el budín control (63,9 ±0,4d) y se redujo progresivamente hasta 23,8 ±0,8a % 

(HN20) a medida que la adición de harina de nuez aumentó. Por otro lado, los 

ácidos grasos esenciales (linoleico y α-linolénico) aumentaron significativamente 



 

199 

conforme la concentración de HN aumentó. El ácido linoleico pasó de 17,7 ±0,1a en 

el control hasta llegar a 49,1 ±0,8d % en HN20. Igualmente, el contenido de ácido α-

linolénico se incrementó de 0,44 ±0,01a, en el control, a 10,4 ±0,2d en HN20. Los 

ácidos 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 relación a los ácidos grasos saturados, el perfil lipídico de la 

miga mostró que las distintas formulaciones tuvieron alrededor de 12,8 ±0,5 % de 

ácido palmítico. Por otro lado, el ácido esteárico se redujo ligeramente de 4,07 

0,04b a 2,9 0,1a %, sin detectarse diferencias significativas entre las formulaciones 

con HN. Algo semejante ocurrió con el ácido mirístico que se redujo de 0,84 ±0,01b 

a 0,71 ±0,02a para el control y HN20, respectivamente. La razón por la que la 

cantidad de este ácido graso es tan pequeña, es debido a que proviene 

principalmente de la grasa de la leche entera (Jensen, Ferris y Lammi-Keefe, 1991; 

Van Nieuwenhove, Oliszewski y González, 2009), que a pesar de agregarse en igual 

cantidad en todos los batidos al aumentar la cantidad de HN los demás 

ingredientes se diluyen. 
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Figura 58. Ácidos grasos presentes en la miga de los budines frescos. [% de ácidos 

grasos/ cantidad total de ácidos grasos]. Letras diferentes entre formulaciones 

indican diferencias significativas (p < 0,05) 
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5.4.4.2. Evaluación sensorial de los budines 

Se realizó la evaluación sensorial de las formulaciones de control y HN15. La 

formulación HN15 fue seleccionada entre las demás 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 específico, una estructura de 

miga más compleja (porosidad) y unos parámetros de textura adecuados. La 

puntuación media de cada atributo se muestra en la Figura 59. 

Figura 59. Evaluación 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 más atractivo 

que el color marrón de HN15 (Control: 5,9±1,1 y HN15: 5,3±1,4). Este resultado fue 

consistente cuando se sustituyó la harina de trigo por HN en pan de trigo 

(Almoraie, 2019). Por otro lado, la puntuación 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 último, a causa de que el contenido relativo de azúcar se diluyó 

por la adición de HN. Por último, todas las puntuaciones promedio de ambas 

muestras fueron relativamente altas, teniendo en cuenta que la máxima 

puntuación posible era 7. 
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5.5. Conclusiones parciales 

La adición de la harina de nuez (HN) en budines sin gluten aumentó los 

contenidos de fibra (hasta 6,1 %) y proteína (hasta 8,8 %), la fracción de aire, la 

complejidad de los alvéolos y el volumen específico. Siendo este último de gran 

importancia debido a que, usualmente, el consumidor juzga a los productos 

panificados por su esponjosidad. 

El mayor volumen específico podría 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 características texturales 

de la miga, a pesar de que se observó un aumento de la dureza por la adición de 

HN, estas migas fueron más fáciles de masticar. 

A través de las micrografías de la miga obtenidas por CSLM se pudo observar 

que la distribución de los lípidos en la matriz de los budines cambia al añadir HN a 

la formulación, esto debido a que parte de los lípidos siguen atrapados en 

estructuras remanentes de la nuez. 

En cuanto a la composición de ácidos grasos presentes en la miga de los 

budines, se observó que a medida que HN aumentó, los ácidos grasos saturados se 

mantuvieron relativamente constantes. Mientras que, se evidenció un aumento 

significativo de los ácidos linoleico y 𝑎-linolénico y una reducción, igualmente 

significativa del ácido oleico. Esto al sustituirse los lípidos del aceite de girasol por 

los de HN. 

Finalmente, la evaluación sensorial de los budines con un 15 % de HN 

presentó una aceptación similar a la de la muestra de control. Es importante acotar 
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que ambos budines recibieron puntuaciones promedio relativamente altas (≈5,4), 

teniendo en cuenta que la máxima puntuación posible era 7. 
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Capítulo 6  

6.1. Introducción del capítulo 

El envejecimiento de los productos sin gluten es un tema de gran importancia 

dado que suele ser de mayor rapidez que en los productos análogos con gluten y 

este trae consigo aparejadas grandes pérdidas económicas (Šmídová y Rysová, 

2022). Entre los parámetros que suelen emplearse para estudiar la evolución e 

impacto de este proceso en los productos panificados, se encuentran la evaluación 

de las características texturales de la miga y la pérdida de humedad, entre otros 

(Culetu et al., 2021). En el envejecimiento de los productos panificados el almidón 

juega un rol central dado que a la retrogradación de éste se le atribuye gran parte 

de los fenómenos no deseados. Con el objetivo de retrasar estos fenómenos 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 gelatinización del almidón durante el 

horneado y por ende la posterior retrogradación.  La retrogradación involucra la 

reasociación de las cadenas de polisacáridos en estructuras ordenadas y 

cristalinas. La retrogradación de la amilopectina requiere de varios días y dado que 

el endurecimiento de los productos panificados ocurre también a lo largo de varios 

días desde su elaboración, la mayor parte de los modelos que tratan de describir los 

procesos involucrados en el envejecimiento atribuyen a la retrogradación 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 fenómenos (Ronda y Roos, 2011).  
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6.2. Objetivos del capítulo  

6.2.1. Objetivo general del capítulo 

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 específicos del capítulo 

 Determinar si la adición de la harina de nuez afecta las propiedades 

tecnológicas de los budines libres de gluten durante el almacenamiento. 

 Establecer el efecto de la adicción de la harina de nuez en los cambios 

fisicoquímicos en los budines durante el almacenamiento. 

 Evaluar la estabilidad lipídica de los budines con harina de nuez durante el 

almacenamiento. 
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6.3. Materiales y métodos 

6.3.1. Metodología para el ensayo de almacenamiento 

Una vez preparados los budines como se describió previamente (Sección 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 día de medición (días uno, tres, cinco y siete). 

Las bolsas fueron almacenadas a 20,6 ±0,5 °C (72,1 ±0,9 % Hr) durante siete días y 

se realizaron al menos dos lotes independientes por formulación. 

6.3.2. Disponibilidad y contenido de agua de la miga almacenada 

La disponibilidad y el contenido de agua en la miga varían debido al 

envejecimiento de los budines. Para establecer su nivel de variación, la actividad 

acuosa y la humedad se determinaron siguiendo la misma metodología que para 

los budines frescos (Sección 5.3.4.1) pero almacenándolos hasta por siete días a 

20.°C. 

6.3.3. Evaluación de la retrogradación del almidón y disociación del 

complejo amilosa lípido 

La retrogradación de la amilopectina es un proceso reversible por debajo de 

los 100°C por lo que se puede estudiar por calorimetría diferencial de barrido. Se 

midió la entalpía involucrada cuando los cristales de amilopectina retrogradados 

se fundieron mediante la aplicación 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 mostrará una transición de mayor o menor 

magnitud, respectivamente. 
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En los alimentos, además del almidón, otros compuestos importantes son los 

lípidos. Estos pueden formar complejos de inclusión con el almidón, 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 

calorimetría 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 características de la transición y la 

entalpía de la misma. 

Para esto, en primer lugar, se simuló la cocción de los batidos en el 

calorímetro. Se colocaron 10 mg de cada formulación de batido (sin polvo de 

hornear) en una cápsula de aluminio cerrada herméticamente, la que se sometió a 

un calentamiento controlado desde 10 °C hasta 160 °C a 10 °C/min en un 

calorímetro DSC Q100 (TA Instruments, New Castle, DE, EE.UU). Una vez enfriadas 

las cápsulas estas fueron almacenadas durante siete días en las mismas 

condiciones que los budines (20,6 ±0,5 °C; 72,1 ±0,9 % Hr). 

Una vez transcurridos los siete días de almacenamiento las cápsulas se 

volvieron a someter a un calentamiento controlado en el DSC. Se inició 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 entalpías de 

retrogradación del almidón (ΔHR) y de disociación del complejo amilosa lípido 

(ΔHCAL-D7). Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 
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6.3.4. Análisis de la textura de miga y corteza durante el 

almacenamiento 

6.3.4.1. Análisis del perfil de textura (TPA) de miga  

La evaluación de la textura de la miga durante el almacenamiento nos brinda 

información acerca de la estabilidad de las distintas formulaciones durante el 

almacenamiento. La textura se evaluó con la misma metodología que para los 

budines frescos (Sección 5.3.5.1), pero a los días uno, tres, cinco y siete de 

almacenados en bolsas plásticas a 20 °C. 

6.3.4.2. Determinación de dureza de la corteza 

La evaluación de la dureza de la corteza durante el almacenamiento nos brinda 

información acerca de la estabilidad de los budines durante el mismo. La dureza se 

midió con el mismo procedimiento que para los budines frescos (Sección 5.3.5.3), 

pero a los días uno, tres, cinco y siete de almacenados en bolsas plásticas a 20 °C. 

6.3.5. Perfil de ácidos 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 función del 

tiempo (Parker y Ring, 2000). Sabiendo que la proporción de ácidos grasos de los 

budines frescos fue mayoritariamente de insaturados, es importante conocer si 

durante el almacenamiento esta composición cambió. Para lo cual se determinó el 

perfil de ácidos grasos presentes en la miga, por cromatografía gaseosa, siguiendo 

la misma metodología que para los budines frescos (Sección 5.3.8) con la variación 

de que los budines fueron almacenados por siete días a 20 °C. 
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6.3.6. Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de un factor para cada día de 

almacenamiento y la prueba LSD para determinar la existencia de medias 

estadísticamente diferentes (α: 0,05). Todas las pruebas se realizaron con el 

programa Statgraphics - Centurion - XVII Versión-17.2.00 (Statpoint Technologies, 

Inc, EE.UU.).  
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6.4. Resultados y discusión 

6.4.1. Actividad acuosa (aw) de la miga durante el almacenamiento 

La actividad acuosa, aw, es un parámetro 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 evolución durante el almacenamiento. En cuanto a los budines frescos, 

solamente HN15 presentó diferencias significativas respecto a las demás 

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 relacionó con el mayor contenido de fibra y proteína de 

estas matrices. Posteriormente, durante el almacenamiento, la aw de las migas 

disminuyó con el tiempo. Al comparar aw entre formulaciones, en los días uno, tres 

y cinco el budín control presentó valores significativamente más altos en 

comparación con las formulaciones con HN. Finalmente, al día siete, todas las 

formulaciones presentaron valores equivalentes (≈0,94 ±0,01a). Aguilar y 

colaboradores (2016) también observaron una pequeña disminución en la aw 

durante el almacenamiento en panificados libres de gluten con harina de castaña. 
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Figura 60. Variación de la actividad acuosa de la miga de los budines con adición de 

harina de nuez durante el almacenamiento. Las barras indican el desvío estándar. 

Letras diferentes en un mismo día indican diferencias significativas entre 

formulaciones (p<0,05). Los colores en las letras indican la formulación 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 formación de puentes de hidrogeno entre los 

constituyentes del almidón, entre el almidón y las proteínas (Arp, Ferrero y Correa, 

2019) y entre el almidón y los lípidos. 

En la Figura 61 se observa la disminución de la humedad en la miga durante 

todo el almacenamiento. En los budines frescos la adición de HN produjo migas 

menos húmedas, 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 HN20, respectivamente. Como ha sido 

reportado por varios autores la humedad de las migas sin gluten decrece durante 

el almacenamiento, debido a la migración del agua hacia la corteza (Roman et al., 

2020; Sabanis, Lebesi y Tzia, 2009). De cualquier manera, la miga control fue más 

húmeda durante todo el ensayo en comparación con las formulaciones con HN. 

Además, es importante agregar que en todas las formulaciones se observó el 

decrecimiento de la humedad, llegando al final del ensayo a valores de 34,7 ±0,5, 

34,0 ±0,6, 33,6 ±0,6 y 33,8 ±0,3 % para control, HN10, HN15 y HN20, 

respectivamente. 

Figura 61. Variación de la humedad en la miga de los budines con adición de harina 

de nuez durante el almacenamiento. Las barras indican el desvío estándar. Letras 

diferentes en un mismo día indican diferencias significativas entre formulaciones 

(p<0,05). Los colores en las letras indican la formulación a la que corresponde 

 



 

215 

6.4.3. Evaluación de la retrogradación del almidón 

La retrogradación del almidón ha sido estudiada de forma intensiva durante 

los últimos 50 años, principalmente debido a sus efectos perjudiciales sobre las 

cualidades sensoriales y de almacenamiento de muchos alimentos ricos en almidón 

(Wang et al., 2015). Este fenómeno tiene un gran peso en el envejecimiento de los 

productos panificados. En la Tabla 28 se muestran los valores de los parámetros de 

retrogradación 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 fusión de la amilopectina (Hug-Iten, Escher y 

Conde-Petit, 2003; Karim, 2000; Perez-Rea y Antezana-Gomez, 2018) 

Figura 62. Termogramas por DSC de los budines libres de gluten con harina de nuez. 

Resaltando las transiciones de retrogradación de amilopectina y la disociación del 

complejo amilosa lípido 
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Tabla 28. Parámetros de retrogradación del almidón en los budines sin gluten a los 

siete días de almacenamiento 

 Temperaturas [°C] Entalpía de 

retrogradación 

ΔHR *  TO Tp Tf ΔT (Tf‒TO) 

Control 51,8±0,7a 65,2±0,3a 86±2a 34±2a 2,5±0,1a 

HN10 51,6±0,4a 66,8±0,7b 88±1ab 36±1ab 2,4±0,3b 

HN15 50±1a 65,8±0,1ab 88,0±0,7ab 38±1b 2,1±0,1c 

HN20 51,8±0,9a 67±1b 89±1b 37,7±0,2b 1,77±0,02d 

Promedio± desvío estándar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0,05, n = 3). TO: Temperatura de onset, Tp: Temperatura de pico, Tf: 

Temperatura final, * [J/g sólidos]. 

En cuanto al comienzo de la transición, no se observaron diferencias 

significativas en la TO entre las distintas formulaciones. Sin embargo la 

temperatura de finalización se desplazó hacia valores mayores a medida que 

aumentó la adición de HN, observándose diferencias significativas al comparar el 

budín control y HN20. 

La entalpía necesaria para fundir los cristales y revertir la retrogradación de la 

amilopectina se redujo a medida que la adición de HN aumentó y se encontraron 

diferencias significativas entre los valores de la entalpía para todas las 

formulaciones estudiadas (Tabla 28). Los valores de entalpía para el control al 

séptimo día de almacenamiento fueron iguales a los reportados por Purhagen y 

colaboradores (2012) (2,86 ±0,88 [J/g sólidos] ) para un pan libre de gluten 

almacenado por 3 días. Por otro lado, la disminución en la extensión de la 

retrogradación en los budines con harina de nuez puede tener varias explicaciones. 

Por un lado, puede estar relacionada con el aumento del contenido de proteínas 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 

retrogradación. Además, se ha descrito la formación de enlaces de hidrógeno entre 
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la fibra y el almidón lo que retrasaría la retrogradación de la amilopectina 

(Sabanis, Lebesi y Tzia, 2009).  Por otro lado, se ha visto que los lípidos también 

retrasan la retrogradación del almidón a través de diferentes mecanismos posibles 

(Chang et al., 2021): 1) Los lípidos pueden afectar a la gelatinización e 

indirectamente modificar la retrogradación ya que la gelatinización parcial da 

lugar a una reducción de la posterior retrogradación. Esto estaría mediado por la 

formación de complejos amilosa-lípido que inhibirían la entrada de agua al 

gránulo, obstaculizando de este modo, el hinchamiento del mismo y la salida de 

amilosa al reducirse la movilidad de las cadenas de polisacáridos, 2) Durante la 

retrogradación, las cadenas helicoidales simples libres forman preferentemente 

complejos amilosa-lípido, lo que inhibe la formación de enlaces de hidrógeno entre 

cadenas de amilosa, 3) La formación de un núcleo cristalino de amilosa es un 

proceso clave en el crecimiento posterior del cristal durante la retrogradación. 

Dado que la formación del complejo-amilosa-lípido reduce la cantidad de amilosa 

disponible para la formación del núcleo cristalino, de este modo se podría también 

restringir la retrogradación del almidón. 

En general, en los budines con harina de nuez se observó un ligero aumento en 

los rangos de temperatura y una disminución en la entalpía de la transición, al 

compararlos con el control. En conjunto, estos parámetros indican que la 

amilopectina retrograda menos y que los cristales formados son más heterogéneos 

al adicionar HN (Sciarini, 2011; Serrano, Sciarini y Pérez, 2016). 

6.4.4. Disociación del complejo amilosa lípido  

Debido a que el estudio de las transiciones térmicas de los batidos permitió 

observar que en las formulaciones con cantidades crecientes de HN se observa 
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mayor formación del complejo amilosa lípido (CAL) y a que ésta se ve favorecida 

durante la mezcla y horneado, se buscó establecer si el almacenamiento afectaba la 

cantidad de dicho complejo presente en los budines. Es así que se midió su entalpía 

de disociación después de siete días de almacenamiento. 

En la Figura 62 se muestran los termogramas por DSC de los budines en el 

rango de la transición de disociación de CALD7. De igual forma, en la Tabla 29 se 

detallan las temperaturas características y el cambio de entalpía asociado a la 

transición en las distintas formulaciones. La temperatura de pico observada, en 

todos los casos, concuerda con los valores previamente reportados para la 

temperatura de fusión de los complejos amilosa-lípido semicristalinos que ronda 

los 115 °C (Putseys, Lamberts y Delcour, 2010). A pesar de no observarse 

diferencias significativas en cuanto al rango de la transición, las entalpías 

aumentaron significativamente a medida que la adición de HN aumentó.  

En la Figura 63 se observa el aumento en el cambio de entalpía de la 

transición entre el día cero, cuando el batido apenas se convirtió en miga y la 

entalpía medida al día siete de almacenamiento. Es claro que durante el 

almacenamiento la formación de CAL en la miga de los budines se vio favorecida. 

Está misma tendencia fue observada al evaluar tortillas Wonton libres de gluten 

frescas y almacenadas durante siete días (Prakaywatchara, Wattanapairoj y 

Thirathumthavorn, 2018) e inclusive, la formación de complejos de inclusión con 

la amilosa ha sido señalada como una alternativa para retrasar el envejecimiento 

de este tipo de productos (Mariscal‐Moreno et al., 2019). Para que la formación del 

complejo amilosa-lípido ocurra, las cadenas de amilosa deben tener la movilidad 

suficiente para interactuar con los lípidos, los que a su vez deben estar en el lugar 
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correcto, es así que una fase amorfa gomosa sería un medio adecuado para la 

formación 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 almidón resistente tipo V, ya que se 

ha observado que la formación de estos complejos restringe la disponibilidad del 

almidón para la hidrólisis enzimática, lo que da como resultado una menor 

digestibilidad del almidón (Arp, Correa y Ferrero, 2021). Por lo tanto, este 

aumento durante el almacenamiento podría ser positivo para los consumidores. 

Tabla 29. Parámetros de disociación del complejo amilosa lípidos en los budines sin 

gluten a los siete días de almacenamiento 

 Temperaturas [°C] Entalpía de 

disociación 

ΔHCAL-D7 *  TO Tp Tf ΔT (Tf‒TO) 

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 105±2a 116,5 ±0,6a 128±2a 23±5a 3,18±0,05c 

Promedio± desvío estándar, Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas (p < 0,05, n = 3).ND: no determinado. TO: Temperatura de onset, Tp: 

Temperatura de pico, Tf: Temperatura final, * [J/g sólidos]. 

Figura 63. Entalpía de disociación del complejo amilosa lípido en la miga de budines 

libres de gluten con harina de nuez. Letras diferentes indican diferencias 

significativas (p<0,05). *HN10 día siete ND: No determinado 
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6.4.5. Análisis 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 migración del agua, la retrogradación del almidón y la 

cristalización de lípidos. Estos cambios producen una desorganización 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 días a 20 °C, se comprimieron en dos ciclos 

sucesivos en el texturómetro y a partir de los resultados se obtuvo el perfil textural 

de las migas. 

La variación 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 formulación HN20 presentó una miga más 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 

sí. Por ejemplo, la firmeza del budín control entre los días cero y uno presentó el 

mayor incremento de entre todas las formulaciones. Pasando de 26 ±3 a 34 ±2 N 

(31 % de aumento), en contraste HN20 solamente aumentó 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 

más dura que las migas con HN. En especial al día cinco donde alcanzó su punto 

máximo (49 ±4 N) de firmeza. Ahora bien, al llegar al día siete su firmeza se redujo 

(41 ±4N) debido a que los discos de miga se desgranaban con mayor facilidad. 

Similar comportamiento se observó con HN10 entre el día cinco y siete. Mientras 

que la firmeza de HN15 y HN20 simplemente aumentó durante todo el 

almacenamiento llegando hasta 34 ±4 y 49 ±3N, respectivamente. 

Figura 64. Variación de la firmeza de la miga de los budines almacenados a 20 °C. 

Las barras indican el desvío estándar. Letras diferentes en un mismo día indican 

diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en las letras 

indican la formulación 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 simultánea (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 

parámetro clave en los productos panificados, el hecho de que  todas las 

formulaciones de budines con HN durante todo el almacenamiento hayan sido más 

blandas que el budín control, es un resultado para resaltar. Asimismo, dado que la 

firmeza inicial de los budines fue similar (con excepción de HN20) este resultado 

estaría mostrando que la harina de nuez ralentizó el endurecimiento de la miga 

actuando como un mejorador, efecto que probablemente se encuentre relacionado 

con la diferente composición de los lípidos aportados por la nuez. 

Por otro lado, la cohesividad es una medida del grado de integración que 

tienen los ingredientes que constituyen la miga. La variación de la cohesividad de 

la miga con el tiempo de almacenamiento se muestra en la Figura 65. Es posible 

observar que al día cero el budín control presentó una mayor cohesividad (0,55 ± 

0,02b) en comparación a los budines con HN (≈0,45 ±0,03a). Es así que, al día uno, 

la cohesividad de todas las formulaciones se redujo siendo la miga control la que 

presentó la disminución más pronunciada (descendiendo hasta 0,42 ±0,03b). A 

medida que el envejecimiento continuó (días tres, cinco y siete) las migas con HN 

fueron más cohesivas que la miga control. Este atributo es importante dado que 

está 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 así, formar el bolo alimenticio durante el proceso de deglución (Wee 

et al., 2018). En este caso, los valores obtenidos no son excesivamente elevados, 

por lo que se puede argumentar que a partir del día tres las migas con HN 

presentaron una menor tendencia a desmoronarse que su contraparte control. 
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Figura 65. Variación de la cohesividad de la miga de los budines almacenados a 20 

°C. Las barras indican el desvió estándar. Letras diferentes en un mismo día indican 

diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en las letras 

indican la formulación a la que corresponde 

De la misma manera la resiliencia que se relaciona con la recuperación 

instantánea de la miga se redujo progresivamente conforme la miga envejeció 

(Figura 66). De las migas frescas, la miga control fue la que presentó el mayor valor 

y fue diferente significativamente (0,35 ±0,01b) al resto, mientras que las migas 

con HN no mostraron diferencias significativas entre sí (≈0,25 ±0,2a). Esta 

tendencia se repitió al día uno. En cambio, para los días tres y cinco las migas con 

HN se recuperaron ligeramente mejor que la miga control. Por ejemplo al día cinco, 

la resiliencia de las migas fue 0,13 ±0,01a 0,14 ±0,02ab 0,15 ±0,01b y 0,16 ±0,02b, 

para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. Finalmente, para el día siete 
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las migas con HN perdieron resiliencia, es así que la resiliencia presentada por 

todas las muestras rondó los  ≈0,12 ±0,02. Es importante agregar que los distintos 

valores reportados en esta investigación concuerdan con los reportados para miga 

de magdalenas libres de gluten (Matos, Sanz y Rosell, 2014). 

Figura 66. Variación de la resiliencia de la miga de los budines almacenados a 20 °C 

durante 7 días. Las barras indican el desvió estándar. Letras diferentes en un mismo 

día indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en 

las letras indican la formulación a la que corresponde 

Otro atributo textural importante es la elasticidad (Figura 67), que se relaciona 

con la recuperación 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). Así mismo, las migas con HN fueron menos 

elásticas que la miga control hasta el día tres, donde el comportamiento de las 
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migas se invirtió. 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 transcurrió. 

Figura 67. Variación de la elasticidad de la miga de los budines almacenados a 20 °C 

durante 7 días. Las barras indican el desvió estándar. Letras diferentes en un mismo 

día indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en 

las letras indican la formulación 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 energía 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 más fáciles de masticar que la miga control. 

Obteniéndose valores de masticabilidad de 12,9 ±0,9c, 9,2 ±0,9a, 9 ±1a y 11±2b N 
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para el control, HN10, HN15 y HN20, respectivamente. Al siguiente día, la miga 

continúo mostrando el mismo comportamiento que los budines frescos. Es así que 

al continuar el envejecimiento la masticabilidad de las migas continúa 

descendiendo pero al día tres se observó un descenso mucho más marcado para 

los budines control y HN10 (8,4 ±0,9 y 8 ±1 N, respectivamente). A partir del día 

tres el budín control se desmoronaba con mucha más facilidad (debido a la menor 

cohesividad) comportamiento que siguió empeorando conforme transcurrió el 

tiempo de almacenamiento. Mientras que para el día cinco las migas con HN fueron 

mucho más manejables en comparación con el control. Finalmente, para el día 

siete, como era de esperar, todas las migas presentaron los valores  más bajos de 

masticabilidad (≈6 ± 1 N). 

Figura 68. Variación de la masticabilidad [N] de la miga de los budines almacenados 

a 20 °C. Las barras indican el desvió estándar. Letras diferentes en un mismo día 

indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los colores en las 

letras indican la formulación a la que corresponde 



 

227 

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 impresión al consumidor, ya sea por su coloración 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 midió la dureza de la 

corteza de los budines adicionados con harina de nuez durante el almacenamiento 

En la Figura 69 se muestra la evolución de la dureza de la corteza en los 

budines a medida que el tiempo avanzó. Los budines frescos no presentaron 

diferencias entre las distintas formulaciones (≈10,3±0,9 N). Durante el 

almacenamiento, la retrogradación de la amilopectina y la migración del agua de la 

miga hacia la corteza son responsables del envejecimiento de los budines (Hui, 

2006). Al día uno las formulaciones con harina de nuez fueron menos duras que el 

control, aunque sin encontrarse diferencias significativas entre el control y HN10. 

Además ninguna formulación mostró diferencias significativas entre la dureza 

medida al día cero y uno. En contraste, la dureza del control al día tres mostró una 

reducción 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 día 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 comparación con el control. Finalmente al día 

siete la dureza de la corteza de todas las muestras se redujo significativamente (≈8 

±1 N) presentando una textura gomosa y frágil. Varias autores han reportado la 
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misma tendencia de disminución 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) 

Figura 69. Evolución de la dureza de la corteza de los budines durante el 

almacenamiento. Las barras indican el desvió estándar. Letras diferentes en un 

mismo día indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05) y los 

colores en las letras indican la formulación a la que corresponde 

6.4.7. Perfil de ácidos 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 ácidos grasos y agrupar los mismos de 

acuerdo a grado de saturación/insaturación. En los budines frescos, es evidente 

que las proporciones de los ácidos grasos saturados y monoinsaturados 

descendieron al aumentar el nivel de harina de nuez. Mientras que al 

incrementarse la concentración de HN la concentración de poliinsaturados se 
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incrementó. Es así que en todas las formulaciones los ácidos grasos insaturados 

representan entre 82-84 % (en relación a los ácidos grasos totales), estos ácidos 

grasos insaturados presentan uno o más dobles enlaces entre los carbonos que 

forman su cadena principal (Burdge y Calder, 2014), estos dobles enlaces a parte 

de hacerlos más saludables los vuelven más susceptibles a cambios externos; 

cambios que podrían darse durante el envejecimiento de los budines. Debido a 

esto se determinó el perfil de ácidos grasos presentes en la miga después de siete 

días de almacenamiento a 20 °C. 

Figura 70. Perfil de ácidos grasos (AG), por grado de saturación, presentes en la 

miga de los budines [% AG/ AG totales]. D0: día cero y D7: día siete 
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En términos generales, el perfil de ácidos grasos presentes en los budines 

almacenados mostró la misma distribución que los budines frescos. Todas las 

formulaciones presentaron una mayor cantidad de ácidos grasos insaturados que 

de saturados. En cuanto a los ácidos grasos monoinsaturados al día 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 reducción fue 

observada en el budín fresco cuando se aumentó la concentración de HN, debido a 

la reducción en el contenido de ácido oleico proveniente del aceite de girasol. Por 

otro lado, los ácidos grasos poliinsaturados aumentaron su concentración 

conforme la adición de HN creció. 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 último, 

los ácidos grasos saturados permanecieron relativamente constantes alrededor del 

17 % para todas las formulaciones. Es así que estos valores son comparables con 

los obtenidos para el budín fresco (Figura 70). 

Con la finalidad de poder comparar las distintas formulaciones, se calculó la 

cantidad en gramos de ácidos grasos por cada 100 g de budín en base seca. Es así 

que en la Tabla 30 se muestra la variación de los ácidos grasos presentes en la 

miga de los budines frescos y los almacenados por siete días a 20 °C. Como es 

evidente, al observar los valores, la variación entre el día cero y siete es mínima 

aunque estadísticamente significativa, todas menos para HN20. Las diferencias 

significativas detectadas podrían estar relacionadas con los bajos valores del 

desvió estándar. 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 

ácidos grasos relativamente estable durante el almacenamiento (Caponio et al., 

2009; Rajiv et al., 2012). Por otro lado, Koczoń y colaboradores (2016) reportaron 

variaciones en cuanto al perfil de ácidos grasos de galletas pero ante 

almacenamientos mucho más prolongados (diez meses). Finalmente, hay autores 

que han encontrado resultados mixtos dependiendo de la formulación de sus 

respectivas muestras (Antoniewska et al., 2018; Daglioglu et al., 2004). 

Tabla 30. Variación del contenido de ácidos grasos (AG) presentes en la miga 

durante el almacenamiento. [g ácido graso/ 100 g de budín en base seca] 

 Control  HN10 

AG Día Cero Día Siete  Día Cero Día 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 

18:1 n9 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 Día Cero Día Siete  Día Cero Día 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 ±desvío estándar. [g de ácido graso/ 100 g de budín en base seca]. Ácidos grasos 
14:00, 16:00, 18:00, 18:1 n9, 18:2 n6, 18:3 n3 corresponden a los ácidos mirístico, 
esteárico, palmítico, oleico, linoleico y 𝑎-linolenico, respectivamente. AG: ácidos 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 observó la pérdida de humedad, disminución de la actividad acuosa, 

endurecimiento de la miga, ablandamiento de la corteza, entre otros. No obstante, 

los budines con harina de nuez mostraron una atenuación en estos procesos. Por 

ejemplo, el análisis por calorimetría mostró una reducción significativa en el 

cambio de la entalpía de retrogradación (Día 7) a medida que la concentración de 

HN aumentó. Este efecto puede deberse principalmente a la dilución del almidón 

en las formulaciones y a la diferente composición de los lípidos presentes en las 

mismas. 

Asimismo, al medir la entalpía de disociación del complejo amilosa lípido 

después de un almacenamiento de siete días, se observó un aumento significativo 

en el cambio de la entalpía de disociación, evidenciando que durante el 

almacenamiento de los budines la concentración de este complejo aumentó 

conforme el nivel de HN. 

Finalmente, al analizar los perfiles de ácidos grasos presentes en la miga de los 

budines almacenados, estos mostraron la misma distribución que en los budines 

frescos. Siendo aproximadamente 83 % ácidos grasos insaturados y 17 % de 

ácidos grasos saturados. 
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Capítulo 7  

7.1. Conclusiones  

La caracterización de la harina de nuez demostró 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 comparación con algunas harinas utilizadas 

habitualmente en la panificación. La harina de nuez presenta una muy buena 

relación de ácidos grasos insaturados/saturados (9,06), un buen perfil de 

aminoácidos y un importante contenido en compuestos bioactivos. Además, la HN 

mostró buenas propiedades tecno-funcionales, es decir, su incorporación podría 

mejorar las características nutricionales y tecnológicas de los nuevos productos de 

panadería. Asimismo, teniendo en cuenta que la HN tiene una aw relativamente 

baja y un alto contenido en lípidos, la estabilidad oxidativa es un factor 

determinante en su vida útil. Es así que, la HN demostró ser más estable a la 

oxidación que el aceite de nuez, siendo la vida útil 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 evidenció una muy baja presencia de compuesto de 

oxidación primaria (bajos índice de peróxidos) y secundaria (bajos índice de p-

anisidina) luego de 10 meses de almacenamiento con y sin vacío 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 adición de la harina de nuez afectó en gran medida a las 

características microestructurales de los batidos, dando lugar a un 

comportamiento reológico y una movilidad molecular diferenciada entre el batido 

control y los batidos con el subproducto. La HN presentó una alta afinidad por el 



 

235 

agua lo que se reflejó en menores tiempos de relajación por RMN y en la reducción 

de la actividad acuosa y del agua congelable de los batidos, a medida que la adición 

de HN aumentó. Del mismo modo, la adición de HN mejoró la consistencia de los 

batidos, haciéndolos mucho más fáciles de manejar. Este incremento de la 

consistencia y viscosidad de los batidos al incrementar el nivel de HN es 

compatible con la formación de una estructura proteica (y que contiene lípidos 

provenientes de la nuez) en la matriz tal como se observó por CSLM.  

En cuanto a los productos terminados, la utilización de la harina de nuez en 

budines sin gluten aumentó los contenidos de fibra y proteína, el volumen 

específico, la fracción de aire y la complejidad de los alvéolos. El mayor volumen 

específico podría estar relacionado con el hecho de que los batidos con HN se 

fijaron a temperaturas más altas que el control, tal como se observó en los ensayos 

termoreológicos, y presentaron mayor consistencia que el batido control. También 

se observó un aumento de la dureza de la miga por la adición de HN, pero al mismo 

tiempo, estas migas fueron más fáciles de masticar. De igual manera, la evaluación 

sensorial de los budines con un 15 % de HN presentó una aceptación 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 atenuación de 

los cambios típicos relacionados con el envejecimiento: pérdida de humedad, 

disminución de la actividad acuosa, endurecimiento de la miga y ablandamiento de 

la corteza. Este efecto puede relacionarse principalmente con la dilución del 

almidón en las formulaciones y con la diferente composición de los lípidos 

presentes en las mismas. Además, se observó una reducción de la retrogradación 
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del almidón, generalmente relacionada con el incremento de la dureza, y un 

incremento significativo de la formación del complejo amilosa-lípido en presencia 

de HN. A este complejo se le han atribuido posibles propiedades funcionales ya que 

es catalogado como almidón resistente tipo V. Por otro lado, en términos generales, 

el perfil de ácidos grasos presentes en los budines almacenados mostró la misma 

distribución que los budines frescos.  

Finalmente, estos resultados contribuyen al conocimiento y a las posibles 

aplicaciones de la harina de nuez, un subproducto de la producción de aceite, con 

gran potencial para ser utilizado en productos panificados dado su perfil 

nutricional y sus propiedades fisicoquímicas y tecno-funcionales.  
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