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RESUMEN

La pasta es uno de los alimentos de mayor consumo en la dieta de los
argentinos, ademas de ser considerado un alimento saludable. En los ultimos
afos se vio la necesidad de la elaboracion de alimentos nutritivos; siendo la
soja uno de los granos que presenta un alto contenido de proteinas, de
relativamente bajo precio y que su consumo ayuda a reducir el riesgo de sufrir
diferentes enfermedades; el agregado de harina de soja mejora
significativamente las propiedades nutricionales de las pastas debido a la
complementacion aminoacidica que se produce. Sin embargo la incorporacion
de la harina de soja cambia la estructura y la calidad de la pasta, las cuales
depende de sus principales componentes (proteinas y almidon), por lo cual se
vio la necesidad de evaluar el efecto de la incorporacion de diferentes harinas
de soja (entera, desgrasada, activa e inactiva) sobre la red proteica
responsable de la estructura de las pastas y sobre el comportamiento del
almidén.

Para tal efecto se procedi6 a la elaboracién de pastas secas con tres niveles de
sustitucion (15%, 30% y 40%) de diferentes harinas de soja (activa entera,
inactiva entera, activa desgrasada, inactiva desgrasada). La sustitucion de
harina de trigo pan por harina de soja cambia el comportamiento de las pastas
durante la elaboracién y coccién; por lo cual fue necesario estudiar el efecto de
la sustitucién sobre la calidad tecnoldgica de las pastas, de esta manera se
realiz6 la evaluacion los parametros: tiempos o6ptimos de coccién (TOC),
residuo de coccidn, absorcion de agua de la pasta durante la coccién, indice de
hinchamiento y la fracturabilidad de las pastas secas.

El comportamiento del almidén durante la elaboracion y coccién de las pastas
contribuye a la calidad de las mismas, siendo necesario saber el efecto de la
sustitucion sobre el comportamiento del almidon y los cambios estructurales
durante el proceso de elaboracion y coccion. Para lo cual se realizé la
evaluacion de la gelatinizacion del almidén en funcion de los diferentes tiempos
de coccion mediante un microscopio con acercamiento 10X, ademas de la
determinacién de las propiedades de pasting (viscosidad pico, viscosidad final,
breakdown y setback) por RVA tanto de las harinas como de las pastas secas.

Tanto el almidébn como las proteinas contribuyen a las propiedades visco
elasticas de las masas, las cuales fueron afectadas por la sustitucion de harina
de trigo pan por harina de soja; se realizé la evaluacion de las propiedades
viscoelasticas (G’, G”, G* y Tang &) de las masas para poder observar el efecto
de dicha sustitucion.

La interaccion entre proteinas y almidén son fundamentales en la estructura de
la pasta, entonces fue necesario evaluar el comportamiento de las proteinas y
su relacion con el almidén durante el proceso de elaboracion y coccion de las
pastas. La caracterizacidén de las proteinas fue realizada por electroforesis con
una previa extraccion secuencial de las proteinas; la evaluacion de la
microestructura de masas y pastas cocidas se realiz6 mediante microscopia
confocal de barrido.

Tras las evaluaciones realizadas a las pastas resultantes, una sustitucion de
hasta un 15 % mostr6 parametros de calidad 6ptimos. Particularmente, las
pastas elaboradas con soja activa desgrasada al 15%.



LISTADO DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
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Introduccion

1.1 LA SOJA
La soja, es una legumbre de ciclo anual de nombre cientifico Glycine

Max (L.), pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceas) (Ridner y col.,
2006). Esta planta herbacea posee vainas cortas, que contienen en su interior
entre uno y cuatro granos oleaginosos, con distintas variaciones de color:
amatrillo, negro, etc. (Ridner y col., 2006). Una planta de soja produce entre 60

a 80 vainas. Los granos son redondos u ovalados (Singh y col., 2008).

En forma general, el grano de la soja esta anatdmicamente constituida
por tres fracciones principales: la cascarilla, que representa aproximadamente
el 8% del peso total de la semilla, el hipocotilo (2%) y el cotiledén (90%); en
este ultimo se localiza el aceite en pequefios compartimientos llamados
esferosomas, que a su vez estadn dispersos entre los cuerpos proteinicos
(aleuronas), integrados por aproximadamente un 98% de proteinas, algo de
lipidos y de acido fitico. La funcién de la proteina es de reserva para la
germinacion y el crecimiento de la planta. En la Tabla 1.1 se observa la

composicién de las partes de la soja (Badui, 2006).

Tabla .1 Composicién de la Sojay de sus partes, en base seca (g/100g

constituyente de la semilla)

Proteina | Grasa Hidratos de Cenizas Constituye_nte

Carbono de la semilla
Grano entero 40 21 34 4.9 100
Cotileddn 43 23 29 5,0 90
Cascarilla 9 1 86 4.4 8
Hipocatilo 41 11 43 43 2

Fuente: Badui, 2006

La soja es la leguminosa mas importante en relacién con la produccién
total y mundial de granos; de los mas utilizados debido a su alto contenido en
proteinas y relativamente bajo precio (Ribotta y col., 2005). Esta leguminosa es
originaria de Asia del Este y es un importante cultivo global (Nikolic y Lazic,
2011). En la Argentina, la década del '60 marcé el arraigo del cultivo (Cuniberti
y col.,, 2004). La previsibn de la campafia 2013/2014 es de 54 millones de
toneladas. Estados Unidos, Brasil, Argentina y China son los paises lideres de

la produccién de soja en el mundo (He y Chen, 2013).
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La Argentina es el primer pais en la utilizacion de semilla de soja
modificada genéticamente y en la produccién de aceite y harina, provenientes
de la misma planta (Ridner y col., 2006; Cuniberti y col., 2004).

1.1.1 HARINA DE SOJA
Las harinas son la forma menos refinada de la soja; se pueden fabricar

con toda su grasa, y parcial o totalmente desgrasadas, ya sea como hojuelas,
granulos o polvo. Estas contienen un minimo de 40% de proteinas, y durante
su manufactura, se someten a un calentamiento con vapor para eliminar el
residuo del disolvente usado para la extraccidén de aceite, y un tostado (115°C
durante 15 a 25 minutos) para inactivar la lipoxigenasa, los inhibidores de

tripsina y otros factores anti-fisiolégicos (Badui, 2006).

La harina de soja es harina producida a partir de semillas de soja sin
cascara, al menos el 97 % del producto debe pasar a través de 100 mesh de
malla estandar (0,14 mm) (Jideani, 2011). Después del proceso de desgrasado
de la harina, el producto resultante tiene un mejor valor nutritivo, que se
observa por el aumento de la relacion de eficiencia proteica PER (PER, Protein
Efficiency Ratio) que aumenta de 1,45 a 2,45 al tratarse con calor humedo
(vapor) (Badui, 2006).

1.1.1.1 COMPONENTES DE LA SOJA
La variacion en el contenido de proteina y aceite en la soja se debe a la

localidad donde se cultivan los granos y la forma de cultivar el grano (Salunkhe
y col., 1992).

En la Tabla I.2 se observa la composicion de harina desgrasada y sin
desgrasar (Badui, 2006).

Tabla 1.2 Composicién promedio harina de soja sin desgrasar y desgrasada, en

base seca (g/100g de harina)

Harina Harina
Sin desgrasar Desgrasada
Proteina 41,5 53,0
Grasa 21,0 1,0
Humedad 5,0 5,0
Fibra Cruda 2,1 2,9
Ceniza 5,2 6,0

Fuente: Badui, 2006
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Los principales componentes son las proteinas y los lipidos.
Proteinas

La soja es una excelente fuente de proteinas (Salunkhe y col., 1992).
Las proteinas de soja son una mezcla heterogénea de globulina (60 a 75% del
total) y de albuminas, con pesos moleculares muy variados, solubles en
disoluciones salinas y en agua, las cuales precipitan en su punto isoeléctrico,
en el intervalo de 4,2 a 4,8. Su clasificacion se realiza de acuerdo con el
coeficiente de sedimentacion en la ultracentrifuga, medido en unidades Edberg,
y asi se tiene las fracciones 2S, 7S, 11S y 15S (a mayor valor de “S”, mayor
peso molecular); a su vez, cada una de ellas puede estar constituida por un
grupo de polipéptidos (Tabla 1.3) (Badui, 2006). Las dos proteinas, 7S y 11S
globulinas constituyen las principales proteinas de soja (Salunkhe, 1992). La
fraccion 2S representa el 20% del total de proteinas, la fraccion 7S (35% del
total de proteinas) esta constituida mayoritariamente por la subunidad B-
conglicinina. La fraccion mayoritaria 11S (31%) es la glicinina que al ponerse
en una disolucion con un pH de 7,6 y una fuerza iénica de 0,5 muestra su
estructura cuaternaria compleja. La fraccion 15S son polimeros de esta ultima
(Afion y col., 2009; Puppo, 2007; Badui, 2006).

Tabla I.3 Caracteristicas de las proteinas de la soja

Fraccién Total (%) Iso:IuéT:tt?ico Peso Molecular
2S 22
Inhibidores de Tripsina 8000, 21500
Citocromo ¢ 12000
Globulina 2.3S 45 18200
Globulina 2.8S 32000
Alantoinasa 50000
75 36
Hemaglutinina 6,1 110000
Lipoxigenasa 5,4 108000
B-Amilasa 5,8 61700
Globulina 7S (186-210)x10°
11S 31
Globulina 11S 4.8 350000
15S 11 4.8 600000

Fuente: Badui, 2006

La globulina 7S o B-conglicinina es una glicoproteina trimérica con una

masa molecular de 150 + 200 kDa, formada por tres subunidades: a, a’ y B (68,
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72 y 52 kDa, respectivamente) que se caracterizan por poseer determinantes
antigénicos comunes (Afion y col., 2009; Fukushima, 2004). Los trimeros de (-
conglicinina causan asociacion o disociacion dependiendo del pH vy la fuerza

i6nica de la solucion (Fukushima, 2004).

La figura 1.1 nos muestra la estructura del trimero de globulina 7S.

Figura I.1 Estructura del trimero de la globulina 7S de soja (B-conglicinina.
Los mondémeros se muestran en rosa, verde y azul. Las posiciones glicosiladas sefialan en
color amarillo. a) y b) son vistas de la molécula rotadas entre si 90°

La glicinina o globulina 11S, con una masa molecular 300 + 380 kDa, es
una proteina hexamérica (AB6), formada por cinco clases diferentes de
subunidades AB (PM 58-69 kDa) (Afion y col., 2009) como se puede observar
en la figura 1.2. Cada subunidad se compone de (~20 kDa) polipéptidos acidos
y (~35 kDa) basicos, que estdn unidos entre si por un enlace disulfuro.
(Fukushima, 2004).
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Figura 1.2 Estructura del homohexamero de la globulina 11S: glicinina A3B4.
Los seis protomeros de la glicinina hexamérica se muestran en: naranja (Al), rosa (A2), rojo
(A3), verde (B1), celeste (B2), azul (B3). A) y b) son vistas de la molécula rotadas entre si 90°
(Adachi y col., 2003)

Propiedades funcionales de las proteinas de soja

Las propiedades funcionales se pueden clasificar de acuerdo con el
mecanismo de accién en tres grupos principales. Estos grupos son (1) las
propiedades relacionadas con la hidratacion (absorcion de agua/aceite, la
solubilidad, engrosamiento, humectabilidad) influenciada por el balance entre
hidrofilicidad/hidrofobicidad, que depende de la composicion amioacidica,
particularmente de la proteinas de la superficie (Moure y col., 2006); (2) las
propiedades relacionadas con la estructura de la proteina y las caracteristicas
reologicas (viscosidad, elasticidad, adherencia, agregacion y gelificacion) y (3)
las propiedades relacionadas con las proteinas de superficie (emulsionantes y
actividades espumantes, formacion de peliculas de lipido-proteina en el batido).
Estas propiedades varian con el pH, la temperatura, la concentracion de
proteinas, fraccion proteica, el tratamiento previo, la fuerza idnica y la constante
dieléctrica del medio, asi como otros tratamientos, como la interaccién con
otras macromoléculas en el medio, tratamientos de elaboracion vy

modificaciones, fisica, quimica y enzimatica (Jideani, 2011).

Las proteinas de soja se insolubilizan rapidamente por el calor. La
solubilidad de la proteina es una medida del porcentaje de proteina total que es
soluble en agua bajo condiciones controladas y es una medida del grado de
tratamiento térmico al que la harina de soja ha sido sometida. La harina de soja
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con enzima activa tiene una solubilidad en agua minima de 70 % (Jideani,
2011).

La funcionalidad de las proteinas depende de la estructura de la
molécula. Por ejemplo, la presencia de grupos lipofilos e hidréfilos en la misma
cadena del polimero facilita la asociaciéon de la proteina tanto con la grasa
como con el agua; la asociacion de la proteina con la grasa y el agua, da lugar
a una solucion acuosa, una proteina de soja relativamente insoluble absorbe el
agua y, cuando absorbe la cantidad maxima, forma una suspensién en el
exceso de agua (Endres, 2001b). La multiplicidad de grupos unidos a la cadena
del polimero de proteina, tales como lipdfilo, polar, no polar, y grupos
negativamente y positivamente cargados, permite a las proteinas de soja
asociarse con muchos tipos diferentes de compuestos (Singh y col., 2008).
Lipidos

Dentro de los cotiledones, los esferosomas se intercalan con los cuerpos
proteicos, los cuales miden alrededor de 0,2 y 0,5 micras de diametro. El
contenido de lipidos en la soja oscila entre el 18 al 23% (Salunkhe y col.,
1992).La fraccion lipidica esta integrada por triacilglicéridos, llamados
comunmente triglicéridos, que contienen aproximadamente un 12% de acidos
grasos saturados, 20% de acido oleico, 60% de &cido linoleico y 4% de &cido
linolénico, con un punto de fusién de -16 °C y un indice de yodo de 130.
También se encuentran fosfolipidos, esteroles y tocoferoles. Asimismo, de la
refinacion del aceite se obtiene la lecitina, ampliamente utilizada por sus
propiedades funcionales. La acumulacion de lipidos en las oleaginosas va
acompafnada de un decremento de los hidratos de carbono, lo que significa que

es muy probable que éstos sean los precursores en la sintesis del aceite
(Badui, 2006).

Hidratos de carbono

La soja contiene ~ 35% de carbohidratos, la mayoria de los cuales son
polisacaridos no amilaceos (Dixit y col., 2011).

Componentes minoritarios
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La Soja contiene una amplia gama de minerales (Calcio, Hierro, Cobre,
Fosforo y Zinc). Las vitaminas que componen la soja son, fundamentalmente:
Tiamina (B1), Riboflavina (B2), Piridoxina (B6), Niacina, Acido Pantoténico,
Biotina, Acido Félico, caroteno (provit- A), Inositol, Colina y Acido ascérbico (vit-
C) (Ridner y col., 2006).

Ademas la soja contiene isoflavonas que forman parte de una subclase
de un grupo mayor de fitoquimicos, llamados flavonoides que se hallan en una
gran variedad de vegetales, especialmente en la soja. Las isoflavonas se
encuentran en las formas de glicosidos: genistina, daidzina, y glicitina en sus
correspondientes formas agliconas, la genisteina y principalmente daidzeina
son particularmente notables, porque la soja es la Unica fuente significativa en
la dieta de estos compuestos (Fukushima, 2004). Otros componentes
minoritarios son las saponinas, inhibidores de tripsina, acido fitico y lectinas

entre otros (Ridner y col., 2006).

1.2 PASTA
Las pastas alimenticias ocupan el primer lugar en el listado de las diez

comidas favoritas 0 mas populares del mundo. Esta aceptacion global de las
pastas tiene que ver con su bajo costo relativo, versatilidad y conveniencia
(Lezcano, 2012). La pasta es facil de cocinar, tiene un buen sabor, es
saludable y se pueden preparar una extensa variedad de platos usando las
diversas formas y tamafos disponibles de las pastas (Marchylo y Dexter,
2001).

Segun el CAA en el Capitulo IX, Alimentos Farinaceos — Cereales,
Harina y Derivados, en el apartado de Productos de Fideeria, Articulo 706 (Res
866, 30.4.79): “Con la denominacién genérica de Pastas alimenticias o Fideos,
se entienden los productos no fermentados obtenidos por el empaste y
amasado mecénico de: sémolas o semolin 0 harinas de trigo ricos en gluten o
harinas de panificacion o por sus mezclas, con agua potable, con o sin la
adicion de substancias colorantes autorizadas a este fin, con o sin la adicion de
otros productos alimenticios de uso permitidos para esta clase de productos”
(CAA/2009 10a).
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El consumo de pastas en Argentina en 2013 fue de 8,27 kg/hab./afio,
cifra que ubica al pais entre los principales consumidores de la region (IP
profesional 2014). La industria de pastas alimenticias en Argentina contaba en
2011 con 28 empresas elaboradoras de pastas, con una capacidad de
produccion mayor a una tonelada diaria. El sector de pastas esta conformado
por mas de 1.500 empresas, el 95% de las cuales son PyMES, que se dedican
a fabricar productos frescos. El mercado de la variedad seca se concentré en
los ultimos afios y, actualmente, participan en él unas 80 firmas (Lezcano,
2012).

La calidad de la pasta esta determinada por cuatro factores principales,
las materias primas, la receta, el proceso de elaboracién y el comportamiento
de esta durante la coccion. La pasta después de la coccion debe mantener su
textura y no convertirse en una masa pegajosa y espesa. La textura mecanica
se describe tipicamente por una serie de términos (firmeza, masticabilidad,
pegajosidad, elasticidad, y volumen) (Sisson, 2008). La pasta durante la
coccion debe aumentar su volumen de manera adecuada, sin dejar mucho
residuo en el agua de coccién, y conservar la firmeza al permanecer en agua
caliente después de la coccion, hasta el momento de ser servida (Marchylo y
Dexter, 2001).

La pasta, como la mayoria de los cereales, es esencialmente rica en
hidratos de carbono y la mayor parte de su valor energético se deriva de esto y
de su contenido proteinico (Kill, 2001); tiene un excelente perfil nutricional, es
buena fuente de carbohidratos complejos y una fuente moderada de algunas
vitaminas, tienen baja respuesta glucémica es decir las pastas al ser ingeridas
retardan el vaciamiento gastrico provocando que la respuesta glucémica sea
menor en comparaciéon con otros alimentos como el pan. Un alimento con baja
respuesta glucémica se considera saludable particularmente en la prevencion
de obesidad, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Marchylo y
Dexter, 2001).

1.2.1 TIPOS DE PASTAS SECAS
El CAA, denomina a las Pastas alimenticias o Fideos secos, a aquellos

productos que han sido sometidos a un proceso de desecacion con
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posterioridad a su moldeo y con una acidez maxima de 0,45/g %, e expresada
en &cido lactico (CAA/2009 10a). Si bien el CAA especifica un contenido en
agua menor a 14% en peso, en la industria este no debe superar el 12,5%,
dado que la actividad de agua a contenidos de agua superiores permitiria el
crecimiento de diferentes microorganismos, lo que afectaria indefectiblemente

la vida util del producto (Calvelo, 2008).

Las pastas pueden clasificarse en: fideos de sémola (s6lo sémola),
fideos semolados (partes igual de sémola o semolin y harina), fideos (solo
harina). Los fideos pueden ser con huevo o al huevo, los fideos con espinaca,
acelga u otros vegetales verdes no admite colorantes. A su vez, de acuerdo al
modo de elaboraciéon, los hay laminados, que implica un empastado, un
amasado, para finalmente ser laminados; y también los hay prensados, donde
hay un empastado, un amasado y posteriormente son formados por extrusion.
A su vez existen pastas cortas, que pueden ser fideos soperos o guiseros,
pastas largas y nidos (Calvelo, 2008). A nivel internacional, los productos
largos mas conocidos son los espaguetis (de diferentes diametros), fettuccini y
linguini. Dentro de las pastas cortas se elaboran fideos con forma de codo,
macarrones y muchos tipos de conchas (Marchyelo y Dexter, 2001). Las pastas
secas laminadas largas y los nidos se hallan entre los productos mas

sofisticados que puede brindar la industria de pastas (Lezcano, 2009).

1.2.1.1 NOODLES
Dentro de las pastas se encuentran los noodles; estos se caracterizan

por ser tiras delgadas a partir de una masa laminada elaborada a partir de
Triticum aestivum, agua y sal. Los noodles también suelen consumirse en
sopas (Kim y col., 2006). Los noodles asiaticos no estan compuestos
exclusivamente de trigo, muchos se hacen a partir de arroz, trigo sarraceno y
almidones derivados del frijol mungo y la papa. Los noodles se clasifican
comunmente de acuerdo a (1) la forma de las hebras, (2) la naturaleza de las
materias primas utilizadas en su fabricacién, el pH y las cualidades
organolépticas, (3) el método de preparacion, y (4) la forma del producto
disponible en el mercado (Kim y col., 2006). Existen noodles de harina de trigo

de dos categorias a partir de la presencia o ausencia de sal o sales alcalinas
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(principalmente Na,CO3 y/o K,CO3). La sal alcalina tiene un gran impacto en el

color, el sabor y la textura de los noodles (Fu, 2008; Hatcher, 2001).

1.2.2 HARINA DE TRIGO
Todos los trigos pertenecen al género Triticum de la familia de las

gramineas. La mayor parte del trigo cultivado en el mundo para la alimentacion
pertenece a dos especies botanicas, el trigo comdn o trigo pan Triticum
aestivum L. subsp. aestivum, también llamado triticum vulgare y el trigo duro o
trigo candeal (Triticum turgidum L. subsp. Durum (Desf.) Husn.). Una tercera
especie, el trigo club (Triticum aestivum L. subsp. compactum (Host) Mackey),
incluye los Trigos Club y es un grupo relativamente menor (Lukow, 2006). La
dureza de los trigos es una caracteristica molinera relacionada con la forma en
que el endosperma se rompe; se trata de una cualidad genética relacionada
con su capacidad molinera y no con su calidad panadera, aunque normalmente
a mayor dureza del grano mayor sera el contenido proteico (Pallares y col.,
2007).

Pincel e

Pericarpio

Endospermo

salvado et

Germen

Figura 1.3 Estructura del grano del Trigo
Los granos de trigo son cariépsides, presentan forma ovalada con sus
extremos redondeados. Estan formados por cuatro partes principales: el
salvado, el germen o embrion, el endosperma y el pericarpio (Figura 1.3). El
endosperma, es un deposito de alimentos para el embrion que representa el
82% del peso del grano esta formado principalmente por almiddn, proteinas v,

en menor medida, celulosa, y presenta un bajo contenido de vitaminas y
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minerales. La harina blanca esta formada predominantemente por el

endosperma (Pallares y col., 2007; Box, 2005).

En la tabla 1.4 se muestra la composicidén quimica del grano del trigo (Pallares y
col., 2007).

Tabla .4 Composicion quimica del grano del trigo % (p/p)

Componentes | Minimo Maximo

Humedad 8,0 18,0
Almidén 60,0 68,0
Proteina 7,0 18,0
Lipidos 15 2,0
Fibra cruda 2,0 2,5
Cenizas 1,5 2,0

Fuente: Pallares y col., 2007

Los tres factores principales que definen el uso final del trigo son la
dureza del grano, el contenido de proteinas y la fuerza de la masa. En general,
los trigos con una débil fuerza de la masa se utilizan en la fabricacion de tartas,
pasteles y galletas; los que tienen una mayor fuerza de la masa se utilizan para

panes de molde, panes planos, noodles y pastas (Lukow, 2006).

1.2.2.1 CARACTERISTICAS DE LA HARINA DE TRIGO PARA LA
ELABORACION DE PASTAS
En la eleccion de las materias primas, la distribucion del tamafio de

particula de la harina, el contenido y la calidad de las proteinas y las
propiedades del almidén (nivel de almidon dafiado y poder de hinchazén) son
pardmetros importantes que determinan la calidad de la pasta (Brunnel y col.,
2010).

En la elaboracion de las pastas, las propiedades de la masa, son un
aspecto importante para la calidad y son, las proteinas de reserva del
endosperma del trigo, las principales determinantes de las propiedades de la
masa, tales como la fuerza, la extensibilidad y la estabilidad de la masa. Otros
factores adicionales que también puede contribuir en las propiedades de la
masa son el almidén, los polisacaridos no amilaceos y las proteinas no

formadoras de gluten (Sisson, 2008).
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El contenido de proteinas se correlaciona positivamente con la firmeza
de las pastas y a veces negativamente con la elasticidad. Por lo tanto, un
correcto rango de la cantidad de proteinas es importante para las
caracteristicas de textura (Fu, 2008). Un contenido minimo de proteinas para la
fabricacion de las pastas es aproximadamente de 13 a 14% de la sémola en

materia seca (Marchyelo y Dexter, 2001).

La calidad de las pastas también esta relacionada con la granulometria,
250 um para la sémola, es el 6ptimo para la absorcion de agua (Guerrieri,
2004). Un tamafio de particula de harina relativamente fina permite la
hidratacion durante la mezcla y el desarrollo 6ptimo y uniforme del gluten
durante el laminado. Un tamafio de particulas de harina muy pequefias puede
ser indicativo de un alto contenido de almidén dafiado, el que debe ser evitado
debido a su competencia con el gluten por el agua durante el proceso de
mezclado (Fu, 2008; Hatcher, 2001).

Proteinas

Generalmente, cuanto mayor sea el contenido de proteinas mas fuerte
sera la pasta, dando una mejor textura y una menor lixiviacion del almidén
durante la coccién (Turnbull, 2001). Las proteinas de los granos de trigo se
pueden dividir en dos grandes grupos: las proteinas formadoras de gluten y
aquellas que no forman gluten. Las primeras se denominan proteinas de
almacenamiento y constituyen alrededor del 75-80% del total. Entre las
proteinas no formadoras de gluten, que representan el 20-25% del contenido

total, se encuentran la mayoria de las enzimas (Pallares y col., 2007).

La clasificacion de las proteinas de almacenamiento se basa en la extraccion
secuencial de Osborne (1907). Las proteinas de los cereales se han clasificado
en cuatro clases: las albuminas solubles en agua, las globulinas solubles en
soluciones salinas, las prolaminas solubles en mezclas de alcohol/agua y es a
quienes se le atribuye el comportamiento elastico de la masa, y las gluteninas
solubles en acidos o alcalis diluidos (Guerrieri, 2004; Calvelo, 2008). Los
términos gliadinas y gluteninas son usados comunmente para designar las
proteinas de almacenamiento del trigo, aunque Osborne (1907) sugirié los

nombres genéricos, prolaminas y glutelinas, para las fracciones equivalentes
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de otros cereales. Estas proteinas s6lo se encuentran en el endosperma
(Pallares y col., 2007). Desde el punto de vista de las proteinas presentes en la
harina de trigo, hay 3 amino&cidos que merecen una mayor atencion: el acido
glutamico con 36%, la prolina con 11% y la cistina cerca de un 2% (porcentaje
de aminoacidos que componen el trigo). Las uniones que se dan entre
proteinas son: uniones salinas, uniones puente de hidrogeno, fuerzas de Van
der Waals y uniones disulfuro asociadas a la cistina, que permiten la formacion

de polimeros de proteinas con mas de 180 aminoacidos.

a) Proteinas que forman el gluten

El grupo de las proteinas del trigo que ejercen mayor influencia en la
resistencia y las propiedades elasticas de la masa, son las gluteninas y
gliadinas. La relacién Glutenina/Gliadina para unas pastas de buena calidad
debe ser alta, ya que forma un gluten mas tenaz y elastico (Calvelo, 2008).

v' Gluteninas

La glutenina es un polimero cuya masa molecular puede superar los 100
millones de Dalton y cuando se reduce, se separa en subunidades de diferente
tamafio molecular. La mayoria de las subunidades (60-80% de la glutenina)
son LMW-GS, con una masa molecular entre 30.000-50.000 Da. Las LMW-GS
han sido subdivididas en subunidades B y C, en funcion de sus puntos
isoeléctricos y de sus pesos moleculares. Las otras subunidades de mayor
tamafio son HMW-GS, poseen una masa molecular de 80.000-120.000 Da
(Sissons, 2008).

La relacidn que existe entre las gluteninas de bajo y alto peso molecular
en base masica es alrededor de uno. En las gluteninas HMW-GS se observan
altos contenidos de glutamina, glicina y prolina y bajo contenido de lisina
formando cadenas de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos que se
caracterizan por tener grupos sulfihidrilos en los extremos, capaces de formar
puentes disulfuro con otras proteinas y formar largas cadenas que constan de
un dominio central repetitivo y dos dominios terminales no repetitivos que
contiene los residuos cisteina. EI dominio central es hidrofilico y los dominios C
y N terminal son hidrofobicos. Por IR se han visto dos tipos de estructuras; [3-
sheet y B-turn, la relacién entre ambas se gobierna con el contenido de agua.

Las HMW-GS son componentes minoritarios, pero son determinantes en la
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elasticidad del gluten, correlacionandose positivamente con la fuerza de la
masa (Guerrieri, 2004; Shewry y col., 2002). Las LMW-GS tienen los grupos
sulfihidrilo en uno solo de los extremos, por lo que no son proclives a formar
cadenas entre si, suelen ser terminadores de cadenas, o cadenas laterales o

unirse entre si y formar clusters (Calvelo, 2008).

La figura 1.4 nos muestra la estructura de la glutenina.
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Figura 1.4 Estructura de la glutenina
A: Modelo de la estructura predicha de glutenina (Rasheed y col., 2014) B: Modelo molecular
desarrollado para la estructura $-espiral basada en la secuencia de aminoécidos repetitivos
presentes en las subunidades de glutenina HMW. Los 4&tomos que se muestran en blanco
(carbono), azul (nitr6geno), rojo (oxigeno) y gris (hidrégeno) (Parchement y col., 2001).

Al observar una molécula de glutenina se pueden ver las HMW-GS con los
arrollamientos B y cerca de los extremos los arrollamientos a, los grupos
disulfuro que van uniendo las HMW-GS formando una estructura principal y las
LMW-GS como cadenas laterales o actuando como terminadores de cadena.
Las gliadinas suelen quedar atrapadas dentro de esta configuraciéon de

gluteninas (Calvelo, 2008).

v' Gliadinas
El otro grupo principal de las proteinas en el gluten son las gliadinas. La
figura 1.6 nos muestra la estructura de la gliadina. Solo contienen enlaces
disulfuro intra-molecular e interactian con el polimero de gluten a través de
fuerzas no covalentes. Hay cuatro tipos de gliadinas clasificadas sobre la base

de su movilidad en la electroforesis en gel acido de poliacrilamida: a y B que
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poseen 6 SH y, forman 3 enlaces disulfuro S-S intracadena; y que poseen 8 SH
y forman 4 enlaces disulfuro S-S intracadena, w que poseen menor movilidad y
carecen de SH (Sissons, 2008).Todas ellas tienen un peso molecular de
32.000-42.000, excepto las a gliadinas cuyo masa molecular es 47.000 Dalton.
Las del grupo w carecen de aminoacidos azufrados, o los poseen en una
cantidad muy baja. Las demas contienen dos restos de cisteina y uno de
metionina (Wong, 1994; Calvelo 2008).

Todas las gliadinas tienen contenidos excepcionalmente elevados de acido
glutamico (38-56%, en su mayoria en forma de glutamina), prolina (15-30%) y
fenilalanina y bajos en aminodcidos basicos, lisina, arginina e histidina (Wong,
1994).

La estructura secundaria de las gliadinas a, B y y tiene un contenido a-
helicoidal del 30-35% y en hojas B del 10-20%. Las gliadinas w no tienen
contenido a-helicoidal o en hojas B, en cambio, tienen plegamientos . Las 3
gliadinas se hallan estabilizadas por interacciones hidrofébicas fuertes. En la
estabilizacion del resto de las gliadinas, participan ademas enlaces disulfuro

intramoleculares (Wong, 1994).

Figura I.5 Modelo de estructura predicha de gliadina
(Quester y col. 2014)
b) Gluten

Cuando la harina se mezcla con agua, la masa formada se compone de una
red de moléculas muy grandes de proteinas que rodean los granulos de
almiddén y otros componentes de la harina. Cuando el almidon y las proteinas

solubles en agua (albuminas y globulinas) se lavan de una masa, las fracciones
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de proteinas insolubles en agua (las gliadinas y gluteninas) permanecen en una
masa viscoelastica llamada gluten. Cabe sefialar que el gluten es un artefacto
de procesamiento y no existe como tal en el grano de trigo (Cauvain y Young,
2006).

El gluten es definido como un gel formado por las proteinas de
almacenamiento del grano de trigo. El gluten esta formado por un 80% de
proteinas y un 8% de lipidos (en base seca), con un resto de hidratos de
carbono y cenizas. Las propiedades reoldgicas de la masa son gobernadas por
la estructura del gluten y las interacciones que se establecen entre las
proteinas que lo componen (Pallares y col., 2007). Las interacciones de tipo
covalentes y no covalentes entre los polipéptidos mas grandes que forman la
masa producen una matriz elastica y extensible. Los elementos estructurales
responsables de esta propiedad particular son los puentes disulfuro, las
interacciones idnicas e hidrofébicas y las secuencias ricas en glicina. Tanto los
enlaces covalentes, puentes disulfuro intermoleculares, como las interacciones
no covalentes son importantes en la formacion y el comportamiento de la masa.
Cada una de las proteinas que forman el gluten tiene una funcién especifica
(Pallares y col., 2007). Las gliadinas son algo pegajosas y contribuyen a las
propiedades viscosas del complejo de gluten (Cauvain y Young, 2006). Las
gluteninas se encuentran formando grandes agregados proteicos, unidos por
puentes disulfuro y fuerzas no covalentes intermoleculares, que determinan la
fuerza y la elasticidad del gluten. A las gluteninas, sobre todo a las de alto peso
molecular, se les asigna la capacidad de conferir a la masa las propiedades

viscoelasticas (Pallares y col., 2007).

v' Importancia de las proteinas formadoras de gluten en las
pastas

El gluten fuerte es universalmente reconocido como un importante requisito
previo para la buena calidad de las pastas; la masa debe tener la fuerza
suficiente para ser laminada repetidas veces sin que se rompa, pero
manteniendo la elasticidad para evitar una contraccién excesiva después del
laminado (Hatcher, 2001). En comparacion con las variedades de gluten débil
de semejante contenido de proteinas, las variedades de gluten fuerte exhiben

una masa menos pegajosa, con mejores propiedades de extrusion y de textura
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en las pastas cocidas. Evidencia cientifica (Ames y col., 1998) indica que la
continuidad y la fuerza de la red de proteinas estan directamente relacionadas
con las caracteristicas de textura de las pastas cocidas. Estas caracteristicas
estan influenciadas por el contenido total de proteinas, ya que al aumentar este
también lo hace la medida de la red de gluten. Se ha demostrado que ciertas
proteinas del gluten, en particular, algunas subunidades de glutenina de bajo
peso molecular, juegan un papel directo en la formacion de la red de gluten.
Ciertas subunidades son mas eficaces que otras en la formacién de una buena
red e influyen en la plasticidad, en la elasticidad de la masa resultante y en la
extension de la red de proteinas alrededor de los granulos de almidén
(Marchyelo y Dexter, 2001).

Las propiedades del gluten son fundamentales para su funcion de una
matriz continua que atrapa, encapsula e interactia con el almidon en la pasta y
mantiene la forma del producto durante la fabricacion y la coccion. El
calentamiento del gluten hidratado conduce a la formacion irreversible de
reticulaciones proteina-proteina que, cuando se controla adecuadamente,

estabilizan la estructura y dan la textura de la pasta final (Jhonston, 2001).
Almidon

Los granos de cereales almacenan energia en forma de almidon. El
almidon es el hidrato de carbono mayoritario en el grano de trigo maduro,
representando entre el 65-70% de la harina de trigo (suponiendo una tasa de
extraccion del 80% y una humedad del 14%). El almidén se acumula en forma

de granulos que se forman dentro de los amiloplastos (Pallares y col., 2007).

Los granulos de almidén de la harina de trigo y de otros cereales
muestran una distribucion de tamafio bimodal, los granulos mas pequefios
(tipo-B) son esféricos y presentan un diametro < 9,9 um, en tanto que los
grandes (tipo-A) son lenticulares y tienen un diametro > 9,9 um como se puede
observar en la figura 1.6. El interior de los granulos esta formado por regiones
cristalinas y amorfas alternas, por lo que el almidon es descrito como un
polimero semicristalino o parcialmente cristalino (Pallares y col., 2007). Sin
embargo, algunas moléculas de agua se mantienen como parte de las

cadenas, debido a los enlaces de hidrogeno que forman. No es sorprendente
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gue las harinas secas contengan entre 10 y 15 % de humedad dependiendo de
la fuente (Chiech, 2006).
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Figura 1.6 Granulos de almidon de trigo
Grande (tipo-A) y granulos pequefios (tipo-B) (Arendt y Zannini, 2013)

Las propiedades funcionales del almidon se deben esencialmente a los dos
hidratos de carbono de mayor masa molecular, amilosa y amilopectina. La
amilosa (~1000 KDa) es una molécula lineal compuesta de a-D-glucopiranosas
unidas por enlaces glicosidicos a- (1-4), aunque se ha establecido que algunas
moléculas son ramificadas a través de enlaces a-(1-6). La amilopectina, por el
contrario, es un polimero altamente ramificado con masas moleculares
superiores a 10® Da. La cadena principal esta formada por a-D-glucopiranosas
unidas por enlaces a-(1-4) y eslabonadas con cientos de pequefias cadenas
mediante enlaces a-(1-6) en los puntos de ramificacion. El enlace a-1,4 imparte
a la molécula un giro natural, con lo que la conformacion de las cadenas es

helicoidal (Pallares y col., 2007).

Cuando el almidon se calienta con agua los granulos insolubles se
interrumpen por la energia suministrada, resultando en una pérdida de la
organizacion molecular responsable de la cristalinidad por la penetracion de
agua (Cornell, 2004). Las moléculas de agua polares buscan moléculas o iones
hidréfilos, especialmente aquellos que tienen la capacidad de formar enlaces
de hidréogeno. El almidén esta formado por tales moléculas, cuyas
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caracteristicas propias atraen a las moléculas de agua (Chiech, 2006). El
hinchamiento de los granulos resulta en un aumento en la viscosidad y una
completa pérdida de cristalinidad y con ello de la birrefringencia, que se
produce al continuar el calentamiento. La temperatura en la que se pierde la
birrefringencia se llama temperatura de gelatinizaciéon. En cuanto al trigo, el
rango de temperaturas en la que esto ocurre es 53-64°C. El aumento de la
viscosidad continda hasta un maximo cuando la mayoria de los granulos se
rompen y forman una red de cadenas entrelazadas. Tras el enfriamiento, las
cadenas de amilosa, forman un gel. Este proceso se conoce como gelificacion
(Cornell, 2004). Durante el enfriamiento ocurre la retrogradacion del almidén
gelatinizado, que implica cambios tales como la re-asociacion molecular del
almidon, la cristalizacion y la gelificacion. Una de las propiedades mas
importantes del almidon es su capacidad para formar geles (Sasaki y col.,
2008).

v' Importancia de las propiedades del almidén en las pastas
La funcionalidad del almidén en la pasta es menos estudiada que la de las
proteinas (Maningat y col.,, 2009). Si bien el almidon (por debajo de
aproximadamente 55 °C), se comporta, como una carga inerte que tiene una
capacidad muy limitada para absorber agua, tras el calentamiento, el almidon
pierde la integridad de su estructura rigida y puede absorber una cantidad casi
ilimitada de agua. La absorcion de agua va acompafada de un aumento de la
viscosidad causada por la hinchazén de los granulos y por una liberacion de
material soluble a partir de los granulos (Jhonston, 2001). Las propiedades del
gel y / o su capacidad de romper la red de gluten durante la coccién son
importantes para la calidad de las pastas. Aunque el gluten, es un agente de
formacion de la ultraestructura, y es un factor muy importante para la calidad de
las pastas; en esta década, los cambios en el almidon durante el secado de las
pastas han ganado mas atencibn en cuanto a sus efectos sobre la
comportamiento durante la coccion de las pastas, ya que contribuyen a su
calidad (Sung y Stone, 2003; 2005).
Se especula que tanto el estado del almidén y la estructura de la superficie
contribuyen al desarrollo de la textura elastica y a la pegajosidad de la pasta. Al
medir la capacidad de hinchamiento del almidén de la harina de trigo, se
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encontr6 que la textura deseada de las pastas cocidas se correlaciona

positivamente con el poder de hinchamiento (Maningat y col., 2009).

Las interacciones entre el almidén y la matriz proteica que lo rodea, son
evidentes en la capa exterior y en la intermedia; en el centro de la pasta cocida,
los granulos de almidon de trigo conservan su forma debido a la difusion
limitada del agua, y la red de proteinas sigue siendo compacta (Maningat y col,
2009).

1.2.3 COMPORTAMINENTO DEL ALMIDON Y LAS PROTEINAS DURANTE
EL PROCESO DE ELABORACION DE PASTAS
A pesar de la gran variacion de la formulacion, el tamafio, y la forma de

las pastas, el proceso para formar las hebras de pasta es notablemente
constante para los diferentes tipos de pasta. Tipicamente comprende la
mezcla, la formacién de las laminas de masa, los dobleces de la lamina de
masa, la reduccién del espesor por laminacién y la formacién de la hebra de
pasta, haciendo pasar la lamina de masa a través de un par de rodillos de corte
(Fu, 2008).

Mezcla

La mezcla es la primera etapa en el procesamiento de las pastas. La
harina de trigo se pesa, se coloca en un mezclador y se afiade la cantidad
correcta de agua a la mezcla. En la fabricacion de las pastas, el principal
objetivo de la mezcla es distribuir los ingredientes de manera uniforme e
hidratar las particulas de harinay evitar que exista diferencia de humedad entre

las particulas (Fu, 2008).

No hay grandes cambios a un nivel microscépico, es decir los granulos
de almidon son todavia claramente visibles y estan sujetos firmemente dentro
de la matriz de proteinas. Como la absorcion de agua se lleva a cabo por
debajo de 50°C, los granulos de almidon no muestran importantes cambios
estructurales, y no hay evidencia de la formacion de la red de gluten, debido al
nivel de hidratacion limitado y la baja entrada de energia. En una escala menor,
un ligero aumento (~3 %) de proteinas solubles en Dodecil Sulfato de Sodio (el

SDS interrumpe interacciones electrostaticas, hidréfobas e hidrofilas) se
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observa durante el mezclado, afectando principalmente a las proteinas del
gluten (Petitot y col., 2009).

El proceso de mezclado es generalmente seguido por un tiempo de
reposo de la masa. Este tiempo de descanso permite acelerar la hidratacion de
las particulas de la harina y favorece la redistribucion del agua en el sistema de
la masa lo que produce una relajacion de la estructura del gluten, y resulta en
una masa suave y lisa después del laminado. La etapa de descanso también
mejora las propiedades de la masa durante el procesamiento y facilita la
formacion del gluten durante el laminado (Fu, 2008; Twonbly y Manthey, 2006).
En sintesis, son cuatro las funciones del reposo en la masa: (1) ayuda a
distribuir la humedad de una manera mas uniforme, (2) mejora la formacion de
enlaces disulfuro, (3) posibilita que se formen enlaces entre el gluten y los
lipidos, y (4) el gluten se relaja facilitando la reduccién en los laminados

subsiguientes (Twonbly y Manthey, 2006).

Laminado

Después de descansar, la ldmina compuesta se reduce en espesor al
hacer pasar la lamina de masa a través de una serie de rodillos que tienen un
espacio gradualmente menor entre ellos. La matriz de gluten en la masa queda
alineada a lo largo de la direccion de la laminadora (Fu, 2008; Petitot y col.,
2009). Las laminas de masa recién comprimidas, por lo general tienen una
superficie con una textura no uniforme, pero al plegarse las laminas o al juntar
dos hojas de masa, a medida que se suceden las diferentes instancias de
reduccion, se logra el desarrollo de una ldmina de masa lisa con una matriz de

gluten uniforme (Fu, 2008).

Aungue las particulas de harina se hidratan lo suficiente después del
mezclado y el reposo, el desarrollo de la matriz de gluten esta lejos de ser
completa y se encuentra sin continuidad. El proceso de laminado tiene el
propésito de lograr una lamina de masa suave, con el espesor deseado y una

matriz de gluten continua y uniforme (Fu, 2008).
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Corte

Una vez que la lamina de masa se reduce al espesor deseado, la hoja
se corta en hebras de pasta a lo largo de la direccion del laminado. El ancho y
la forma de las hebras de pasta se determinan por los rodillos de corte. El
dispositivo de corte se compone de un par de rodillos ranurados con surcos de
idéntico ancho (Fu, 2008).

Secado

El objetivo del secado es reducir el contenido de humedad de la pasta a
menos del 13 %, sin crear tensiones indebidas en el complejo de la estructura
proteina - almidon. El secado se produce mediante la regulacion del flujo de
aire, la temperatura del aire; y la humedad relativa. La pasta es un producto
muy dificil de secar; tiene una superficie relativamente lisa; lo que limita los
capilares disponibles para transmitir la humedad a la superficie del producto, y

tiene una difusividad muy baja (Twonbly y Manthey, 2006).

La humedad de las pastas puede ser eliminada por secado al aire, por
fritura, o por secado al vacio. El secado al aire puede ser clasificado como
secado por aire caliente (> 70 °C) y secado por aire no caliente (< 50°C),
basado en la temperatura maxima utilizada en el proceso de secado de las

pastas.

La superficie de la pasta seca presenta numerosos granulos de almidén
de diferentes tamafos, los que ademas, parecen estar asociados a una
pelicula de proteina. La estructura interna de la pasta seca se caracteriza por
presentar los granulos de almidon profundamente embebidos en una matriz de

proteinas (Petitot y col., 2009).

El reticulo proteico se consolida durante la etapa de secado. Las
transformaciones que ocurren durante este proceso son una cierta
desnaturalizacion de las proteinas, una polimerizacion y una agregacion,

producto de esa misma desnaturalizacion (Calvelo, 2008).
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1.2.4 COMPORTAMIENTO DEL ALMIDON Y LAS PROTEINAS EN LA
COCCION DE LA PASTA
Para que la pasta cocida sea aceptada por el consumidor esta debe ser

firme, elastica y no pegajosa (Urgacic- Hardi y col., 2007).

La coccidén es un proceso simple, pero muy critico en términos de
calidad del producto terminado. Hay una serie de factores asociados con el
comportamiento durante la coccidn, incluyendo la masticabilidad, la
pegajosidad, la resistencia a la sobre coccion, la apariencia, el sabor y los
residuos en el agua de coccion (Hatcher, 2001). Los factores claves para la
coccion son la relacion de las pastas con el agua, el tiempo de ebullicion y la

calidad del agua de coccién (Fu, 2008).

En la pasta seca los granulos de almidén se encuentran envueltos por
una capa de proteinas; de esta manera al ponerse en contacto con el agua de
coccion, esta red de proteinas protege la entrada de agua a los granulos de
almidén, limitando asi su gelatinizacion. De modo que primero se hidrata el
reticulo proteico formando enlaces proteina-proteina y al mismo tiempo evita la
libre difusion del agua. A medida que la hebra de pasta absorbe agua y se
expande en volumen, se generan tensiones sobre ese film proteico superficial
generando roturas adicionales, aun a tiempos tan cortos como tres minutos de
coccion (Calvelo, 2008). La red de proteinas constituye la columna vertebral de
la estructura de la pasta y atrapa los granulos de almidén gelatinizados y en
parte hinchados (Fardet y col., 1998b).

El grado de hinchamiento de los granulos de almidon depende de la
ubicacion de estos en la pasta (Fardet y col., 1998a). En la zona superficial
(gelatinizada) se observa una estructura filamentosa con poros que se van
achicando al acercarse a la zona central sin coccion; a mayores tiempos de
coccion, la red filamentosa cercana a la superficie se vuelve aiun mas abierta
(efecto del hinchamiento y el pasaje del almidon al agua de coccion). Esto
muestra que la estructura de la zona gelatinizada cambia radial y
temporalmente. Se ha observado que aun a tiempos mayores de coccién que
“al dente”, la hebra de pasta presenta una pequefia zona central sin gelatinizar
(Calvelo, 2008).
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Paralelamente con la absorcion de agua, existe una transferencia de
masa, desde la pasta al agua de coccion, llamado lixiviacion (leaching). Para
tiempos normales de coccidn este proceso difusivo se limita a una estrecha
zona cercana a la superficie del fideo. Es un fendmeno superficial en donde
parte de la amilosa y de la amilopectina que estan en la superficie migran al
agua de coccion, aportando al denominado residuo de coccion (Calvelo, 2008).
Las transformaciones estructurales en el almidon y las proteinas se suceden en
el mismo rango de temperatura y humedad; aunque las proteinas parecen
reaccionar a un nivel de humedad ligeramente inferior. Ambas
transformaciones son competitivas (compiten por el agua) y antagonistas (la
hinchazon de los granulos de almidén se opone a la formacion de la red de
proteinas) (Petitot y col., 2009).

1.3 PASTAS FORTIFICADAS CON SOJA
El agregado de harina de soja a productos elaborados a base de

cereales mejora significativamente sus propiedades nutricionales (Pyler, 1988).
La soja es una buena fuente de proteina y la Unica fuente de isoflavonas en la
dieta junto con otras legumbres, ademas de poseer niveles de calcio y fosforo
considerablemente mas elevados que el de los cereales. Su composicion
aminoacidica balanceada la convierte en un ingrediente potencial para
complementar proteinas de carne o de productos lacteos (Rekema, 2001). La
soja es rica en proteinas de alta calidad, contiene aminoacidos esenciales,
similares a los encontrados en la carne, pero también tiene componentes
menores, indeseables, tales como inhibidores de tripsina y quimotripsina, y
uniones lecitina-azucar. Los inhibidores y lecitinas se inactivan generalmente
por tratamiento térmico (Nikolic y Lazic, 2011). La disminucién o eliminacion de
inhibidores de tripsina conducen a una mejor calidad nutricional (Peri¢ y col.,
2009).

Desde la década de 1960, los productos de proteina de soja se han
utilizado como ingredientes nutricionales y funcionales de los alimentos
(Endres, 2001b). A diferencia de otras proteinas, los beneficios para la salud de
la proteina de soja van mucho mas alla de limitarse a proporcionar
aminoacidos. Se han realizado numerosos estudios sobre este tema en las

tltimas décadas; concluyendo que el consumo de proteina de soja en lugar de
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la proteina animal disminuyé significativamente las concentraciones séricas de
colesterol LDL y de los triglicéridos. Su mecanismo esta bajo estudio extenso.
También se estableci6 la vinculacion directa de las isoflavonas de la sojay la
reduccion del colesterol total y del LDL colesterol (He y Chen, 2013)

El consumo de cereales y leguminosas en un solo alimento aumenta la
calidad de la proteina consumida gracias a la complementacién aminoacidica
que se produce. Si bien las proteinas de soja poseen una alta proporcion de
lisina, son deficientes en aminoacidos azufrados (cisteinas y metionina). Por el
contrario, las proteinas del trigo son pobres en lisina pero ricas en cisteinas (la
cual puede convertirse en metionina en el organismo). Por ello, la combinacion
de las dos fuentes de proteinas genera un mejor balance de estos dos
aminoacidos esenciales, los cuales deben ser incorporados en la dieta
(Stauffer, 2004, Endres, 2001a; Nawab, 2010); esta complementaciéon no solo
ocurre a nivel de las proteinas, sino también de las vitaminas y los minerales
(Granito y col., 2003).

La soja desgrasada, rica en lisina e isoflavonas (antioxidantes), se ha
utiizado en la formulacion de diversos alimentos y, recientemente, en
productos como las pastas, esta harina puede ser un ingrediente valioso para
la produccion de pastas como fuente de proteina (Ansari y col., 2013). La
harina de soja desgrasada o harina de soja entera son las mas utilizadas en la
elaboracién de pastas; alimentos de este tipo han sido aceptados por los
militares de EEUU, en los programas de alimentacion del gobierno, y en el

programa Nacional de Almuerzos Escolares (Endres, 2001b).

De acuerdo a las investigaciones se sabe que el contenido de proteinas
afecta las propiedades de coccién y la firmeza del gluten. Todos los productos
elaborados con proteina de soja aumentan la absorcién de agua de la pasta y
afectan sus condiciones de procesamiento (Endres, 2001b). La harina de soja
desgrasada mejora la capacidad de retencién de agua y las propiedades de
laminado. La fuerza durante el laminado produce una mejor estratificacion
durante el proceso de despliegue, logrando un mejor producto terminado. Estas
propiedades dependen principalmente del grado de desnaturalizacion de las
proteinas de soja y del tamafio de particula. Los productos con proteinas de
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soja promueven la firmeza; ventaja que resulta importante para las pasta que

se someten a largos tiempos de coccion (Singh y col., 2008).

Las proteinas de soja al mezclarse con la harina de trigo diluyen las
proteinas del gluten y el almidén, al tiempo que exhiben un fuerte poder de
retencion de agua y, proporciona una cierta resistencia a la expansion de la
masa; efecto que resulta proporcional a la cantidad de harina de soja empleada
(Jideani, 2011).

La fortificacion de las pastas con diferentes fuentes de proteina es una
herramienta importante para mejorar la calidad y el valor nutritivo de la pasta.
Las caracteristicas de las proteinas del gluten y del almidén son determinantes
en la estructura que definird el comportamiento de la pasta durante la

elaboracion y coccion.
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1.4 HIPOTESIS
La sustitucion de la harina de trigo por harina de soja en la elaboracion de

pastas modifica la estructura de la red proteica y el comportamiento del

almidon, afectando la calidad del producto final.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la sustitucién de la harina de trigo por harina de soja sobre
la red proteica responsable de la estructura de las pastas, el comportamiento

del almidén y la calidad tecnoldgica de las pastas resultantes.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar los efectos de la sustitucion de harina de trigo pan por harina de

soja sobre los parametros de calidad tecnolégica de las pastas.

e Analizar los efectos de la sustitucion de harina de trigo pan por harina de
soja sobre el comportamiento del almidén y sus cambios estructurales
durante el proceso de elaboraciéon y coccion.

e Evaluar los efectos de la sustitucion de harina de trigo pan por harina de
soja sobre las propiedades viscoelasticas y los cambios estructurales en
las masas de las pastas.

e Evaluar el comportamiento de las proteinas y su relacion con el almidén

durante el proceso de elaboracion y coccién de las pastas.
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Il MATERIALES Y
METODOS
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2.1 MATERIALES
Las harinas utilizadas fueron harina de trigo pan (Triticum aestivum L.)

(HT), Molino Tiranti, Argentina, y harina de soja (Glycine max L.), micronizada
(100 um), (Argensoja, Bahia Blanca, Argentina), activa (A) e inactiva (1), las que
fueron usadas como tal, enteras (E) y también desgrasadas (D), de manera
qgue resultaron cuatro harinas de soja diferentes: harina de soja activa entera
(AE), harina de soja activa desgrasada (AD), harina de soja inactiva entera (IE)

y harina de soja inactiva desgrasada (ID).

El desgrasado de las harinas se realiz6 por el método Soxhlet, utilizando
como solvente de extraccion hexano (Sigma Aldrich), durante 15 horas. Para
eliminar el solvente residual las harinas fueron colocadas en una estufa
Memmert Modelo 600 D060602 (Alemania) a 45°C durante 45 min (Ribotta y
col., 2005).

2.2 FORMULACION
Para la elaboracion de las pastas, se reemplazo la harina de trigo pan

con las harinas de soja a tres niveles de sustitucion: 15, 30 y 40 g/100 g harina,
(AE-15, AE-30, AE-40; AD-15, AD-30, AD-40; IE-15, IE-30, IE-40; ID-15, ID-30,
ID-40). Ademéas se prepar0 una muestra control solo con harina de trigo pan
(HT). Se elaboraron dos lotes diferentes a partir de 50 g de la mezcla de las
harinas, una cantidad de agua 6ptima determinada experimentalmente y 500
mg de NaCl. Las hebras de 2 mm de ancho fueron secadas hasta 10 + 1% p/p
de humedad determinada de acuerdo a AOAC 926.07 B (AOAC 2000).

2.3 ELABORACION
Se prepararon las mezclas de las harinas de acuerdo al nivel de

sustitucion (harina de trigo mas harina de soja) (Figura Il.1.A), posteriormente
se procedié a tamizar dichas mezclas, se agregé el agua donde previamente se
disolvié la sal (Figura 11.1.B), e inmediatamente se amas6 con una amasadora
manual Liliana® (Argentina), a maxima velocidad durante 3 min (Figura 11.1.C).
Luego, por medio de un amasado manual, se terminé de conformar el bollo de
masa, el cual se dejo reposar por el lapso de 16 min en una bolsa cerrada para
evitar la pérdida de humedad (Figura 11.1.D). Pasado el tiempo de descanso, el
bollo fue estirado con un palote (Figura Il.1.E), para posteriormente ser
laminado en una laminadora Pastalinda® (Argentina), de 20 cm de ancho de
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lamina, con apertura regulable de los rodillos del 1 al 9, de mayor a menor
grado. La masa se lamind primero con la maxima abertura de rodillos (N°1)
(Figurall.1F), se realiz6 luego un doblez por la mitad y se volvié a pasar de
manera que el doblez quedara perpendicular a los rodillos. Esta operacion se
repitié seis veces en esta abertura (Figura I1.1G) y luego se lamino una sola vez
en aberturas progresivamente menores, N°2, N°3, N°4, N°5, N°6, N°7 y N°8,
con el objetivo de reducir el espesor de la lamina, finalizando con una ultima
pasada mas por la apertura N° 8 sin hacer ningun doblez previo (Figura II. H).
Para realizar el corte, se pasé la lamina de masa por la Pastalinda®, en
posicion de corte en abertura N°4, por lo que se obtuvieron fideos de = 2 mm
de ancho (Figura II.1.1). Finalmente éstos se colgaron en un soporte disefiado
para tal fin, evitando su superposicion, de manera de favorecer el secado

parejo de las hebras (Figura 11.1.J).

Secado

Las pastas fueron secadas hasta 10+1% (p/p) de humedad, por medio
de dos ciclos de secado; un pre-secado, en una estufa corriente de aire,
Memmert Modelo 600 D060602 (Alemania) a 30°C, durante 30 min, con una
humedad relativa ambiente, HR, entre 30 y 40% (Figura 11.1.K), seguido de un
secado en una estufa, sin corriente de aire, FAC (Argentina), a 40°C con una
HR de 65-75% durante 17 h (Figura 1l.1.L). Una vez secos, los fideos se

conservaron en bolsas plasticas selladas herméticamente hasta su uso.
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Figura ll.1 Elaboracién de pastas secas
A) Preparacion de los ingredientes, B) incorporacion del agua a la mezcla de harinas o harina,
C) Amasado, D) conformacion del bollo y reposo del bollo, E) estirado con el palote, F) paso de
la masa por la apertura N°1, G) doblez de la masa y paso nuevamente por la laminadora, H)
ultimo laminado, 1) cortado de la masa, J) acomodado de los fideos en el soporte, K) primer
ciclo de secado (pre-secado), L) segundo ciclo de secado.

2.4 COCCION
Para la coccion de las pastas se utilizd agua destilada en ebullicién, en

una relacion de una parte de pasta en diez partes de agua (1:10). Las pastas
se cocinaron hasta alcanzar los tiempos 6ptimos de coccién (TOC) especificos
de cada muestra, luego se retiraron, y se enjuagaron con 50 ml de agua
destilada y dejaron escurrir en un colador inclinado hacia un lado durante 20 s 'y
otro tiempo igual, hacia el lado contrario.

Figurall.2 Coccion de las pastas
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2.5 EVALUACION TECNOLOGICA DE LAS PASTAS
2.5.1 HUMEDAD DE LOS FIDEOS SECOS

El contenido de humedad de los fideos secos se determin6 de acuerdo a
AOAC 926.07 B (AOAC, 1998); 2-3g de fideos secos, en trozos de
aproximadamente 1 cm, se colocaron en una capsula de Petri, previamente

secada y tarada, a 130°C durante 2 h.

Figura 1.3 Determinacion de humedad

2.5.2 TIEMPO OPTIMO DE COCCION (TOC)
El tiempo 6ptimo de coccion (TOC) se determind de acuerdo a AACC

66-50 Cooking Time (AACC, 2000). Una vez colocada la pasta en el agua
destilada a ebullicién, tiempo cero, se tomaron sucesivas porciones de
muestra, cada 30 s, a las cuales se las presionaba suavemente entre dos porta
objetos hasta la desaparicion del centro blanco que presentaba inicialmente el

fideo, momento que se tomo6 como el tiempo optimo de coccion.

Figura 1.4 Determinacion del tiempo 6ptimo de coccién
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2.5.3 RESIDUO DE COCCION
El residuo de coccién se determin6 de acuerdo a AACC 66-50 Cooking

Loss (AACC, 2000). Se pes6 = 4 g de muestra, la que se colocé en 150 ml de
agua destilada a ebullicion. Una vez alcanzado el TOC de la muestra, esta se
retir6 y el agua de coccion resultante se evapord6 a 100°C hasta peso
constante. El peso de los solidos obtenidos se expres6 como residuo de

cocciéon % (p/p) de muestra.

Figura 1.5 Determinacion de residuos de coccién

2.5.4 ABSORCION DE AGUA
La absorcién de agua se determiné de acuerdo a Tudorica y col. (2002).

Cinco gramos de muestra, cortada en segmentos de 5 cm de longitud, se
cocinaron hasta su TOC en 200 ml de agua destilada a ebullicion, se
enjuagaron con 50 ml de agua destilada, se escurrieron durante 20 s por lado,
y se colocaron en un envase de cierre hermético previamente tarado hasta
alcanzar temperatura ambiente. Se tomd entonces el peso de la pasta
escurrida y se calculé la absorcion de agua como [(Peso de la muestra cocida -

peso de la muestra cruda) / (peso de muestra cruda)] X 100.

Figura 1.6 Determinacion de absorcion de agua
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2.5.5 INDICE DE HINCHAMIENTO (Swelling Index)
El indice de hinchamiento fue determinado de acuerdo a Tudorica y col.

(2002), de manera semejante a la absorcion de agua, pero calculado como:
[(Peso de la pasta cocida-Peso de la muestra cocida secada) / (Peso de

muestra cocida secada)] X 100.

2.5.6 FRACTURABILIDAD DE LAS PASTAS SECAS
La fracturabilidad fue determinada por medio de un TexturOmetro

INSTRON (Universal Testing Machine, EUA), con una celda de compresion de
50 N y una velocidad de desplazamiento del cabezal de 0,5 mm/s. A un
segmento de pasta de 5 cm de largo se aplic6 una compresion de 50 N, y se

midio la fuerza necesaria para fracturar la pasta.

2.6 EVALUACION DE LA GELATINIZACION DEL ALMIDON A
DIFERENTES TIEMPOS DE COCCION
Con el propdésito de estudiar el progreso de la gelatinizacion del almidon

a los diferentes tiempos de coccion, se evalud la estructura de las pastas
mediante un microscopio Optico como se describe a continuacién: La
evaluacion se realizd sobre las pastas cocidas a seis diferentes tiempos de
coccion 50%, 75%, 100%, 125%, 150% y 200% de sus TOC (tomando como
100% el TOC determinado para cada muestra). Una vez retirada la pasta del
agua de coccién, estas fueron colocadas entre dos portaobjetos para su
posterior visualizacion. Las observaciones se realizaron en un microscopio de
polarizacion Leica DM EP 4X (USA), con iluminacion externa 12/100 W,
utilizando un ocular estandar 10X.

La captura de las imagenes se realizaron con una camara Cannon
Powershot S70, y el software utilizado fue Cannon Utilitier zoom Browser EX
5.0, version 5.00142.

2.7 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES VISCOELASTICAS DE LAS
MASAS
Principio
La reologia es la ciencia de la deformacion y el flujo de la materia. Las
propiedades reologicas de un material proporcionan informacién relevante
sobre su estructura, su comportamiento durante un proceso, y sus propiedades

para el uso final (Vergnes, 2003).

35



Materiales y Métodos

La formacion de una masa abarca varias fases, que en la practica
suceden una tras otra. La primera fase es la humectacion donde la adsorcién
de agua de las particulas de harina induce a altas fuerzas de adhesion.
Entonces ocurre la solubilizacién y la hinchazon de las albuminas, globulinas,
arabinoxilanos y granulos de almidén dafiados, seguido por la reestructuracion
de una red de gliadinas y gluteninas. Este Ultimo paso implica un continuo
solapamiento y desglose molecular, que ocurre de manera simultanea durante
el mezclado. Por lo tanto, la consistencia aumenta hasta un maximo y luego
cae (Vergnes, 2003).

Numerosos alimentos, entre ellos las masas, se denominan visco-
elasticos por su caracter combinado de viscosidad con un alto nivel de
elasticidad, y son muy sensibles a la temperatura, al contenido de agua, y la
composicién (el origen del almidon, la presencia de lipidos, etc.) (Rodriguez, y
col., 2005; Vergnes, 2003). Las propiedades de los materiales visco-elasticos
se pueden determinar utilizando experimentos que involucran la aplicacion de
esfuerzos en estado no estacionario. Las medidas fuerza de cizalla o corte en
estado no estacionario suministran resultados dindmicos que se utilizan para

evaluar la visco-elasticidad de los materiales (Rodriguez, y col., 2005).

Cuando se aplica una pequefia deformacién (o esfuerzo) sinusoidal, y se
mide el esfuerzo (o deformacion) resultante, se hace referencia a una prueba
dinamica oscilatoria. Estas pruebas se utilizan para determinar las propiedades
reolégicas de los alimentos visco-elasticos. Los mddulos resultantes de las
medidas dindmicas oscilatorias se denominan: modulo de almacenamiento
(G’), el cual mide la energia almacenada por ciclo y relaciona los eventos
moleculares de naturaleza elastica, y el modulo de pérdida (G”), mide la
energia disipada como calor por ciclo y relaciona los eventos moleculares de
naturaleza viscosa. La razén de G” sobre G’ se ha definido como la tangente
del angulo de fase (tan &) también conocida como tangente de pérdida, y
describe los efectos de los componentes viscosos y elasticos en el
comportamiento visco-elastico (Rodriguez, y col., 2005; Costas, 2009). Esta
relacion es un indicador mas sensible que G’ y G” a los cambios en el caracter

viscoelastico de una estructura de red polimérica; una baja tangente de pérdida
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significa que el material se comporta mas como un sélido que como un liquido
(Costas, 2009).

Ensayo

Los perfiles reoldgicos de las pastas cocidas fueron obtenidos usando un
redmetro (Anton Paar, Physica MCR 301, Austria) y una geometria plato/plato
de 25 mm de diametro. Inicialmente se determiné el rango de visco-elasticidad
lineal. Los barridos de deformacion mostraron que este rango se encontrd para
deformaciones menores al 1%. Las determinaciones se realizaron sobre piezas
de masas laminadas; una vez colocada sobre la base del redmetro y alcanzada
la distancia entre plato (1,3 mm para las muestras elaboradas con IE, IDy HT y
1,5 mm para AE y AD), se cortd el exceso de masa copiando la forma de los
platos y se cubri6 la superficie expuesta de la muestra con aceite mineral para
evitar su deshidratacion durante el ensayo. Se realizaron barridos de frecuencia
entre 0,5 y 10 Hz para una deformacion de 0,05%. Finalizado los barridos de
frecuencia, se calcularon los datos de G’, G” y tan 6 mediante el programa
Rheoplus/32 V3.10.

2.8 DETERMINACION DE PROPIEDADES DE PASTING (RVA)
Principio

El Rapid Visco Analyzer (RVA) es un viscosimetro de rotacion capaz de
grabar de forma continua la viscosidad de las muestras bajo condiciones de
temperatura y velocidad de cizallamiento controladas. EI RVA ha sido
empleado como un método estandar en la industria de cereales, incluyendo un

método para medir las propiedades de pasting de harinas (Gamel y col., 2012).

La combinacion de cizallamiento, calefaccion y refrigeracion, aplicada a
través del tiempo, crea una curva de viscosidad para el material. Durante un
andlisis estandar de almidon, este es calentado en un entorno acuoso. El
granulo de almidon absorbe agua y se hincha, se funde la estructura cristalina
interna (gelatinizacioén), el propio granulo se rompe y se forma un gel continuo.
Los cambios de viscosidad producidos por el calentamiento y enfriamiento del
almidén en agua generalmente proporcionan una curva de las caracteristicas

de pasting (Perten Instrument, 2012). Las curvas de pasting muestran puntos
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gue son generalmente reconocidos y utilizados para comparar las muestras
(Costas, 2009) (Figura 11.7).
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Figura Il.7 Curva tipica de pasting del almidon
(Perten Instrument, 2012)

Temperatura de empaste (Pasting temperature): inicio de la formacion
de la pasta; proporciona una indicacion de la temperatura minima
requerida para cocinar una muestra dada (Perten Instrument, 2012).
Esta temperatura es generalmente mas alta que la temperatura de
gelatinizacion medida por la pérdida en la birrefringencia (Costas,
2009).

Viscosidad méxima (peak viscosity): la viscosidad aparente mas alta
obtenida. Indica la capacidad de retencion de agua del almidén o de la
mezcla; a menudo se correlaciona con la calidad del producto final,
ademas de proporcionar una indicacion de la carga viscosa probable
gue se encuentra en una mezcla durante la coccién (Perten Instrument,
2012; Costas, 2009).

Breakdown (peak viscosity — holding strength): depende de Ia
temperatura, a la velocidad a la cual se realiza la mezcla o a la tension
de cizallamiento aplicada a la mezcla y de la naturaleza del propio

material. La capacidad de una muestra para soportar el calentamiento y
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la tension de corte es un factor importante para muchos procesos
(Perten Instrument, 2012).

e Setback (final viscosity — peak viscosity): la re-asociacion entre
moléculas de almidén durante el enfriamiento se conoce comunmente
como setback; se trata de la retrogradacion o reordenacion de las
moléculas de almiddén, y se correlaciona con la textura de diversos
productos (Perten Instrument, 2012).

e La viscosidad final (final viscosity): es el parametro mas comunmente
utilizado para definir la calidad de una muestra particular, ya que indica
la capacidad del material para formar una pasta o gel viscoso después
de la coccion y del enfriamiento (estabilidad de la pasta cocida) (Perten
Instrument, 2012; Costas, 2009).

Ensayo

Las propiedades de pasting se evaluaron en la harina de trigo (HT), en
las mezclas de harina (AE-15, AE-30, AE-40, AD-15, AD-30, AD-40, IE-15, IE-
30, IE-40, ID-15, ID-30, ID40) y en las pastas secas previamente molidas (PS-
AE-15,PS-AE-30, PS-AE-40, PS-AD-15, PS-AD-30, PS-AD-40, PS-IE-15, PS-
IE-30, PS-IE-40, PS-ID-15, PS-ID-30, PS-1D40).

Para su determinacién se utilizé6 un Rapid Visco Analyser (RVA 4500,
Perten Instrument, Suecia). A una muestra de 3 g se le agreg6 25 ml de agua y
se coloc6 en la torre del equipo previa agitacion de la suspension. Las
propiedades de pasting fueron determinadas de acuerdo al método estandar
Newport Scientific, para lo cual se realiz6 un ciclo de calentamiento a 50°C
durante 1 min, luego se calentd hasta 95°C en un tiempo de 5 min, se mantuvo
a 95°C durante 2,5 min y finalmente se enfri6 hasta 50°C en 5 min. Por medio
del software TCW3.11.298, se obtuvieron a partir de la curva de pasting los
valores de viscosidad de pico, viscosidad media, viscosidad final, breakdown y

setback.
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2.9 CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS
2.9.1 ELECTROFORESIS EN SDS PAGE
Principio

Los geles de poliacrilamida constituyen un excelente medio de soporte
para separaciones electroforéticas, dado que reunen una serie de propiedades
idoneas: transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con
una gran variedad de compuestos quimicos. La poliacrilamida se forma por
copolimerizacion de dos compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida (N,N'-
metilén-bis-acrilamida), en una reaccion iniciada por la tetra-metil-etilén-
diamina (TEMED) y el persulfato de amonio. El radical persulfato activa al
TEMED, el cual a su vez activa al monémero de acrilamida para que
polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la
bisacrilamida, formandose asi una red de porosidad bastante uniforme, que
puede ser regulada variando las condiciones de la reaccion y las
concentraciones de los monomeros (Lomonte y Rojas, 1996).

En esta técnica de SDS-PAGE, se mezclan las proteinas con el
detergente anidénico SDS (Sodium dodecyl sulfate) para formar complejos
desnaturalizados, cargados negativamente. La cantidad de SDS unido a las
proteinas es proporcional a su tamafo: el SDS se une en una proporcion
aproximada de 1,4 g SDS/g proteina. Los complejos proteina/SDS poseen una
estructura elipsoide o de bastdén, donde la cadena proteica es distendida y
solubilizada por el detergente. Dado que la relacién final carga/masa queda
constante para las distintas proteinas (se anula su carga intrinseca), estas van
a ser separadas en el gel poroso fundamentalmente con base en sus
diferencias de peso molecular (PM): a menor tamafio, mayor movilidad de la

proteina, y viceversa (Lomonte y Rojas 1996).

El SDS-PAGE posee un alto poder de resolucion debido al uso de un
sistema electroforético discontinuo, formado de dos geles de distinta porosidad
y pH, que primero compactan las muestras (en el gel superior o compactador

“stacking”) y luego las separan (en el gel inferior o separador; Figurall.8).
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LT LI LT .
e—I— gel compactador (superior)
e——— 9el separador (inferior)

Figura 1.8 Partes de un gel de SDS-PAGE
(Lomonte y Rojas, 1996).
En el gel separador, la movilidad es restringida por el tamafio del poro, el

cual depende de la concentracion de monomeros del gel (Lomonte y Rojas,
1996).

2.9.2 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS
A partir de las diferentes harinas (harina de trigo, y las mezclas de las

distintas harinas de soja con la harina de trigo), de las pastas secas
previamente molidas, de las pastas cocidas y de las aguas de coccion; se
realizd una extraccion secuencial sobre la base de la afinidad de las diferentes
fracciones proteicas por los distintos solvente de extraccion. A partir de 100 mg
de muestra se realizaron tres extracciones de manera secuencial de acuerdo a
Ribotta (2005), con algunas modificaciones. A 100 mg de muestra se le agregé
1 mL de buffer fosfato pH 7,6 y se agité por 2 h mediante un agitador orbital
(Agitador, Vicking, M23). Posteriormente se centrifugd a 18000 x g durante 10
min 20+2°C (Centrifuga, Cavour, VT 3216, Argentina). Luego de recuperar el
primer sobrenadante (PB), correspondiente a la primera fraccion
(principalmente albuminas y globulinas), se le agregé al precipitado 1mL de
buffer fosfato + dodecil sulfato de sodio (SDS) y se agité por medio de un
agitador orbital durante 2 h para posteriormente ser centrifugados a 18000 x g
por 10 min a 20+2°C. Después de extraer el segundo sobrenadante (PB+SDS);
se le agreg¢ al precipitado PB + SDS + B mercapto-etanol (BME), se someti6 a
agitacién en un agitador orbital por 2 h, se centrifugd a 18000 x g por 10 min a
20+2°C y se obtuvo el tercer sobrenadante (PB+BME). Todas las fracciones
extraidas, incluyendo el precipitado final donde quedaron las proteinas

insolubles, fueron colocadas en agua en ebullicion durante 5 min.
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A una alicuota de cada extracto se le agregaron 3 mL de acetona y se
colocaron en un congelador a -20°C por al menos 12 h. Luego, se centrifugaron
a 2000 x g por 10 min a 20°C y se secaron en estufa a 45°C. A los residuos
resultantes se le agregaron 500 pL de buffer muestra (Tabla Il.1), se agitaron
por 2h y luego de ser trasvasados a tubos tipo ependorfs®, se colocaron en

agua en ebullicién por 5 min. Finalmente se almacenaron en freezer a -20°C.

El agua proveniente de la coccion de las pastas se sometio a un secado
previo en una estufa a 45°C con el propdésito de reducir su volumen, para ser
luego llevada a un volumen final de 35 mL. De cada muestra obtenida, se tomo
una alicuota de 2 mL, a los que se le agregd 6 mL de acetona y se llevo a un a
-20°C por 12 h. Las muestras se centrifugaron a 200 x g por 10 min a 20+2°C, y
se secaron en estufa a 34°C a fin de eliminar la acetona. A los residuos
resultantes se les agregaron 500 pL de buffer de muestra (Tabla I1.1), luego
fueron agitados durante 2 h por medio de un agitador oscilatorio horizontal
(FBR, Decalab SRL, Argentina) y una vez trasvasados a tubos tipo ependorf®,
se colocaron en agua en ebullicién por 5 min. Finalmente, las muestras fueron
centrifugadas a 18000 x g por 10 min a 20+2°C, y una vez recuperado los
sobrenadante asi obtenidos en sendos tubos tipo ependorf®, se conservaron a

-20°C para su posterior analisis.

Previo a ser sembradas en el gel de electroforesis, las muestras fueron
colocadas en agua en ebullicibn por 5 min y una vez que estas se enfriaron

hasta temperatura ambiente, se colocaron entre 2 a 20 puL en cada carril del gel

concentrador.
Tabla II.1 Buffer de Muestra x 3*
Componente Cantidad para 100 ml
Buffer de gel compactador 37,5 ml
Glicerol 30 ml
Solucion de SDS 20% p/v 22,5 ml
B-mercapto-etanol 9 ml
Azul de bromo fenol 0,01 g/pl

1'X3: 3 veces concentrada.
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Ensayo

Las electroforesis en placa (70x80 mm) sobre geles de poliacrilamida
con SDS (SDS-PAGE), se realizaron de acuerdo al sistema de buffer
discontinuo de Laemmli (1970). En este ensayo la concentracion de
acrilamida/bisacrilamida utilizada fue 4% y 12% p/v y los pHs 6,8 y 8,8 para el
gel compactador y separador respectivamente. Los componentes de cada gel

se detallan en la Tabla I1.2

Tabla 1.2 Composicion de los geles de SDS-PAGE

Componente Gel compactador 4% Gel separador 12%(p/v)
(p/v)

Agua destilada 6,1 ml 3,5 ml

1,5 M Tris-HCL pH 8,8 2,5ml 2,5 ml

SDS 100 ul 100 ul

Acrilamida 1,3 ml 4 ml

Persulfato de amonio 100 pl 75 ul

TEMED 25 pl 15 ul

Volumen total 10,125 ml 10,19 ml

Fuente: Elaboracion propia

La camara electroforética utilizada fue Mini Protean Il Dual SlabCell (Bio-
Rad Laboratories, Estados Unidos). Las corridas se hicieron con voltaje
constante (150 V), hasta que el marcador del frente de corrida alcanzé el final

del gel (aproximadamente 90 min).

Como marcador de peso molecular se utilizd una mezcla constituida por
Miosina (200,00 kDa), B-galactosidasa (116,25 kDa), fosforilasa b (97,40 kDa),
albumina sérica (66,20 kDa), ovoalbumina (45,00 kDa), Anhidrasa carbdnica
(31,00 kDa), Inhibidor de tripsina (21,50 kDa), Lizosima (14,40 kDa), Aprotinina
(5,50 kDa) (Bio-Rad Laboratories, 161-0317, Estados Unidos).

Los geles fueron tefiidos con Comassei Brillant R 0,25%, usando como
solvente metanol/agua/acido acético (4:5:1 v/v), y luego destefidos con el

mismo solvente.
2.10 MICROSCOPIA CONFOCAL DE BARRIDO (CLSM)
Principio
Las investigaciones de los cambios microestructurales en los alimentos

son cada vez mas comunes, especialmente con la creciente disponibilidad de

nuevas técnicas microscopicas, tales como la microscopia de barrido laser
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confocal (CLSM) que puede sondear cambios in situ en la microestructura sin
perturbar la muestra (Rincon y col., 2013). La microscopia confocal de barrido
laser (CLSM) es una herramienta Optica relativamente nueva que se aplica
cada vez mas en los alimentos. El aporte primario de la CLSM a la
investigacion es su capacidad para producir secciones oOpticas a través de una
muestra tridimensional (3-D) (Figura 11.9). Una seccion Optica contiene
informacion a partir de un solo plano focal. Por lo tanto, moviendo el plano focal
del instrumento por pasos de distancia definida (rango-um) a través de la
profundidad de la muestra, se puede grabar una variedad de secciones épticas.
Para iméagenes en el CLSM, generalmente se utiliza la epifluorescencia o el
modo de epireflexion (Durrenberguer, 2001). En este instrumento, la formacion
de la imagen no depende de la transmision de luz a través de la muestra, y no

requiere la fijacion o deshidratacion de la muestra (Rincon y col., 2013).

Figura 1.9 Secciones 6pticas de diferentes planos focales de una muestra que

ofrece laimagen en tres dimensiones del objeto

Las muestras deben ser tefiidas con tintes fluorescentes. Un detector
sensible a la luz, tal como se presenta en la Figura 11.10, colocado detras de la
abertura confocal, registra la informacién de enfoque de cada punto de la
muestra, y la sefial de salida analdgica es digitalizada y se introduce en un

ordenador para generar una imagen en un monitor (Durrenberguer, 2001).
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Figura 11.10 Elementos del microscopio confocal.
El nimero de elementos son: 1) laser, 2) espejo dicroico, 3) lente objetivo 4) la muestra, 5)
confocal pinhole, 6) fotomultiplicador

Ensayo

Las muestras fueron preparadas de acuerdo a Kim y col. (2008), usando
dos colorantes fluorescentes: Fluoresceina de sodio (Sigma-Aldrich, CAS: 518-
47-8) para la observacion del almidéon de color verde y Rhodamina B (Sigma-
Aldrich, CAS: 509-34-2) para la identificacion de las proteinas de color rojo.
Ambos compuestos fueron evaluados simultaneamente a través de un
microscopio Nikon ECLIPSE Ti (Estados Unidos). La longitud de onda usada
para la excitacion de la fluoresceina fue 488 nm y para la rodamina 543 nm. La
visualizacion de las imagenes se realizé por medio del software EZ-C1 para

microscopio confocal Nikon.

2.11 ANALISIS ESTADISTICO
Todos los ensayos fueron realizados al menos por duplicado sobre los

lotes obtenidos y los resultados se expresaron como la media de los replicados
+ desviacion estandar. El analisis estadistico se efectué mediante el software
InfoStat (Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de
Codrdoba, Argentina). Las herramientas estadisticas empleadas fueron ANOVA

y test de comparacion multiple DGC, todos a un nivel de significancia del 5%.

45



Resultados y Discusion

Il RESULTADOS Y
DISCUSION
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Resultados y Discusion-Primera Seccion

3.1 Primera Seccién: Evaluacion de los efectos de la
sustitucion de harina de trigo pan por harina de
soja sobre los parametros de calidad tecnolégica

de las pastas.
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Para evaluar los efectos de la sustitucion de la harina de trigo pan por harina de
soja sobre los pardmetros de calidad tecnoldgica de las pastas, se estudiaron
las propiedades de coccién de las pastas. Ademas se evaluaron la resistencia
a la manipulacién y transporte de las pastas secas obtenidas, por medio de un
ensayo de fracturabilidad.

3.1.1 ELABORACION DE LAS PASTAS
Las harinas utilizadas para la elaboracion de pastas presentaron la

siguiente composicion centesimal.

Tabla lll.1 Composicién centesimal de las harinas (g/100g de harina)

Componente Harina de soja | Harina de soja
Activa Inactiva

Proteinas 36,4 36,7
Cenizas 47 45
Lipidos 19,8 22,1
Fibra cruda 2,8 2,3
Humedad 5,95 4.5
Carbohidratos 30,3 29,9

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla se puede observar que tanto la harina de soja inactiva como
la activa presentan, como era esperable, un contenido de proteinas mucho
mayor al de la harina de trigo, estas harinas presentan alrededor de 36% p/p en
cambio la harina de trigo presento solo 9,7% p/p.

Inicialmente se ensayd el nivel de agua adecuado para elaborar las
pastas con las diferentes mezclas de harina de trigo y harina de soja. El
contenido de agua Optimo que fue necesario agregar a 50 g de harina o mezcla
de harinas para elaborar cada una de las muestras se presenta en la Tabla
l.2.
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Tabla lll.2 Cantidad de agua incorporada para elaborar las pastas

Harina o Mezclade | Agua (mL)
Harinas/50 g

HT 20
AE-15 20
AE-30 18
AE-40 18
AD-15 20
AD-30 20
AD-40 20
IE-15 20
IE-30 24
IE-40 26
ID-15 22
ID-30 26
ID-40 28

AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa desgrasada, IE:
harina de soja inactiva entera e ID: harina de soja inactiva desgrasada. 15, 30 y
40 g harina de s0ja/100 g mezcla de las harinas.

Se puede observar que las masas elaboradas con soja inactiva
absorbieron mayor cantidad de agua que las muestras preparadas con soja
activa. Ademas cuando los niveles de sustitucién estuvieron entre 30 y 40 %,
las harinas desgrasadas necesitaron mayor contenido de agua que sus pares

enteras, tanto para la harina activa como para la inactiva.

3.1.2 EVALUACION TECNOLOGICA DE LAS PASTAS
En la Tabla Ill.1 se presentan los resultados encontrados para las

propiedades tecnoldgicas de las pastas. Las pastas elaboradas con harina de
soja Activa Desgrasada presentaron mayores tiempos de coccion, TOC, que
las preparadas con harina de soja Activa Entera, las cuales resultaron con TOC
igual a la pasta control. Para aquellas preparadas con harina de soja inactiva,
tanto entera como desgrasada, se observaron TOC decrecientes conforme

aumentaba el nivel de sustitucion.

El residuo de coccion es un parametro usado comunmente como
indicador de la calidad de la pasta cocida, tanto por los consumidores como por
las industrias (Tudorica y col., 2002). De acuerdo a Dick y Youngs (1988) y Wu
(2001), si se pretende un producto final de buena calidad, los valores de
pérdida por coccion deberian ser proximos a 7% y no deben superar los 8%
cuando se trata de pastas preparadas con sémola de trigo candeal. Mas alla de

diferencias de comportamiento que puede presentar las harinas de trigo pan
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respecto a la sémola de trigo candeal, los valores de residuo de coccion
medido en la muestra control HT fue inferior a los limites sugeridos. Sin
embargo las muestras elaboradas con harina de soja presentaron mayores
residuos de coccion que la muestra control (HT). En general, se observaron
valores mas altos a medida que la incorporacion de harina de soja fue mayor,

especialmente para aquellas pastas elaboradas con 30 y 40% de IE e ID.

Asimismo, las muestras elaboradas con 15% de harina de soja, también
resultaron con residuos de coccion aceptables, a excepcion de aquellas
elaboradas con ID, la que mostré un valor ligeramente superior a 8%. Sin
embargo, cuando el nivel de sustitucién con harina de soja fue 30 y 40%, todas
las muestras presentaron valores mayores a 8,6%. Esto indica que la harina de
soja generd una mayor pérdida de sélidos al agua de coccion, que puede ser
atribuido a un debilitamiento de la estructura de la pasta por efecto de la
sustitucion. Si bien una matriz de proteina coagulada y un almidén gelatinizado
limita la lixiviacion de material soluble en el agua de coccién (Sung y Stone,
2003), a partir de los resultados obtenidos, el mayor contenido de proteinas
aportado por la harina de soja, nho mejor6 la matriz proteica. Segun Ammar
(2011), la adicion de proteinas que no forman gluten provocoé un efecto de
dilucion y por lo consiguiente un debilitamiento de la masa de trigo. Sung y
Stone (2003), mencionan varios factores que causan este efecto, como la
competencia entre las proteinas de soja y el gluten por las moléculas de agua,
la disrupcion del complejo proteina-almidon y la alteracién del intercambio -S-S-

entre las proteinas.

En este trabajo se encontr6 que las pérdidas por coccion fueron mayores
para harinas inactiva que activas a niveles de sustitucion entre 30 y 40%. Wang
y col. (2001), mostré que el tratamiento térmico que se aplica durante la
inactivaciéon de compuestos anti nutrientes de la soja insolubiliza rapidamente
sus proteinas. Sin embargo, en otro estudio se observé que las proteinas
desnaturalizadas pueden presentar altas solubilidades (Arrese, 1991). Shen
(1976) y Hermansson (1986), indican que no es factible correlacionar la baja

solubilidad con la desnaturalizacién de la proteina en la soja.
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Ademas, se observd que la presencia de materia grasa en las harinas
enteras no modificé los valores de residuos de coccidn respecto a sus pares

elaboradas con harina de soja desgrasada.

Tabla Ill.3 Propiedades tecnoldgicas de las pastas

Residuo de Absorcion

TOC -, indice de
Pastas (min) coccién de agua hinchamiento
(9/100g)" (9/100g)"
PS-HT 8+0d 58+04a 148+t1c 2,0+00Db
PS-AE-15 8+0d 7,1+02b 133+4b 1,8+0,la
PS-AE-30 8+0d 82+02c 124+l1a 1,7+00a
PS-AE-40 8+0d 86+05c 127+0a 1,8+00a
PS-AD-15 11+0g 7,1+05b  143+5b 2,0+0,0b
PS-AD-30 10+0f 84+05c 124+2a 18+00a
PS-AD-40 10+0f 9,3+0,7d 120+3a 1,8+0,la
PS-IE-15 8+0d 7,7+00b  138+2b 1,9+00b
PS-IE-30 55+0b 102+05e 147+2c 2,1+00c
PS-IE-40 4+0a 105+00e 138+1b 20+00Db
PS-ID-15 9+0e 83+00c 138+1b 19+00Db
PS-ID-30 6,5+0c 10,1+02e 140+1b 1,9+00Db
PS-ID-40 55+0b 11,8+0,3f 139+8b 20+0,1b

PS: Pasta Seca, AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa desgrasada, IE:
harina de soja inactiva entera e ID: harina de soja inactiva desgrasada. 15, 30 y 40 g harina de
s0ja/100 g mezcla de las harinas. * Valores con la misma letra dentro de una misma columna
no presentan diferencias significativas (p < 0,05), de acuerdo a DGC.

Un valor adecuado de absorcion de agua para pastas de trigo candeal
debe ser tres veces mayor al de su peso seco (Dick y Youngs, 1988; Wu,
2001), mientras que en investigaciones previas realizadas con pastas
elaboradas con trigo pan (Martinez y col., 2013), se encontraron valores de
absorcion de agua ligeramente superior a 1,5 veces en relacion al peso de la
pasta seca. En este estudio, la muestra control también mostr6 un valor de
absorcién de agua cercano a 1,5 veces en relacion al peso de la pasta seca, en
tanto que las muestras elaboradas con las diferentes harinas de soja
presentaron, en general, valores mas bajos que HT. La absorcién de agua en la
pasta depende de la cantidad de proteinas y de almidén, del contenido de
almidon dafnado y de la difusividad del agua al centro de la pasta. Las proteinas
de soja tienen la capacidad de absorber agua (Wang y col., 2001), sin embargo
la variacion de la absorcion puede deberse a la dilucién del almidén y las

proteinas de gluten en las muestras. De acuerdo a Ryan y Brewer (2007), las
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proteinas de soja, ejercen un efecto perjudicial al competir con las proteinas de

trigo y el almidén por el agua, disminuyendo la hidratacion de estos ultimos.

Las mayores diferencias en la absorcion de agua de las pastas se
observaron para aquellas elaboradas con harina de soja activa, tanto AE como
AD, a los niveles de 30 y 40% de sustitucion, con la particularidad que AD30 y
AD40, dado sus mayores TOC, estuvieron en el agua de coccion por un tiempo
mas prolongado que el resto de las muestras. Segun Ansari y col. (2013) la
adicion de proteinas que no forman gluten, tales como las proteinas de soja,
puede romper los enlaces -S-S- durante la formacién de gluten cuando se
elabora la masa, lo que reduce la capacidad de la masa para retener el agua y

afecta el peso de la pasta cocida.

En general las muestras con harina inactiva presentaron mayores
valores de absorcién de agua que las pastas con harina activa, lo que puede
atribuirse a la desnaturalizacién parcial de las proteinas al ser inactiva la
harina. Gonzalez y col. (2001), observaron que los aislados proteicos con
mayor contenido de proteinas desnaturalizadas mostraron escasa solubilidad

pero mayor capacidad de absorcion de agua.

Los valores de indice de hinchamiento medido en las pastas
elaboradas con las distintas harinas de soja, en los diferentes niveles de
sustitucion, resultaron en general, similares a la muestra elaborada solo con
harina de trigo. Se distingui6 una ligera tendencia en aquellas muestras
preparadas con harina de soja entera, tanto activa como inactiva, que
presentaron valores ligeramente inferiores a HT, a excepcion de AD-15 que

resulté similar a la muestra control.

La fracturabilidad de las pastas secas es una forma de evaluar la
resistencia a la manipulacion y transporte necesarios para que el producto
alcance su destino final (Martinez y col., 2013). La incorporacion de harina de
soja afectd la resistencia a la fractura (Figura Ill.1). En general la resistencia a
la fractura medida en las pastas elaboradas con las harina de soja fueron

menores al de la muestra control (p<0,05), particularmente para las pastas
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elaboradas con IE30 y IE40. La muestra ID15 mostré el mayor valor de

resistencia a la fractura.
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Figura lll.1 Fracturabilidad de las pastas secas.

AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa desgrasada, IE: harina de
soja inactiva entera e ID: harina de soja inactiva desgrasada. 15, 30 y 40 g harina de
s0ja/100 g mezcla de las harinas. * Valores con la misma letra en las columnas no
presentan diferencias significativas (p < 0,05), de acuerdo a DGC.

La calidad tecnoldgica de las pastas durante el proceso de coccién fue
afectada negativamente por la incorporacion de harinas de soja, siendo este
cambio mas notable en los altos niveles de sustitucion. El detrimento de la
calidad fue mas pronunciado para las pastas elaboradas a partir de la
sustitucion con harina de soja inactiva, respecto a aquellas muestras con

harinas activas de soja.

El analisis de los resultados mostré que las pastas elaboradas con
harinas de soja enteras tuvieron un mejor comportamiento general que aquellas
en las que se usO harinas las desgrasadas, en especial para las muestras

preparadas con harina activa de soja.
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3.2 Segunda Seccion: Analisis de los efectos de la
sustitucion de harina de trigo pan por harina de
soja sobre el comportamiento del almidén y sus

cambios estructurales durante el proceso de
elaboracion y coccion.
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Para analizar los efectos de la sustitucion de harina de trigo pan por harina de
soja sobre el comportamiento del almidén y sus cambios estructurales se
evaluo el progreso de la gelatinizacion del almidén durante el proceso de
coccion de las pastas. Ademas se estudio la viscosidad de las harinas, de las

pastas secas y de las pastas cocidas por medio de un visco-analizador (RVA).

3.2.1 EVALUACION DE LA GELATINIZACION DEL ALMIDON EN FUNCION
DE LOS DIFERENTES TIEMPOS DE COCCION
Por medio del microscopio (10x) se obtuvieron imagenes de las pastas,

a diferentes tiempos de coccidn, con el propésito de evaluar el progreso de la
coccion y sobrecoccion a través de la desaparicion del centro blanquecino que

se puede observar a partir de un corte transversal de éstas (Figura 111.2).

El tiempo o6ptimo de coccion (TOC) esta definido como el tiempo
necesario para obtener un producto al dente, definiéndose este como el
momento en el cual desaparece la zona blanquecina del centro de la pasta,
correspondiente al almidon que aun permanece sin gelatinizar (Ansari y col.,
2013).

A un tiempo de coccion correspondiente al 50% del TOC, a partir de las
imagenes capturadas se puede observar que permanecio el centro blanco de

almidon no gelatinizado.
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Figura lll.2 Im&genes de las pastas tomadas a diferentes tiempos de coccion.
PC: Pasta Cocida, AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa
desgrasada, IE: harina de soja inactiva entera e ID: harina de soja inactiva
desgrasada. 40 g harina de soja/100 g mezcla de las harinas. 50, 100 y 200% del

tiempo 6ptimo de coccién (TOC).

Comparando con las imadgenes tomadas al 100% del tiempo 6ptimo de

coccibn, se encontré que el centro blanco habia disminuido considerablemente

para las pastas elaboradas con HT y AD40 y desaparecido para el resto de las

muestras, mostrando el progreso de la gelatinizacion del almidén en funcién del
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tiempo. Al alcanzar el 200% del TOC, no se observaron mayores diferencias
respecto a lo encontrado para sus TOC, para las pastas elaboradas con las
diferentes harinas de soja. Solo para la muestra control se observé una
desaparicion total del centro blanquecino, indicando una completa
gelatinizacion del almidon. Ansari y col. (2013) observaron que las capacidades
de retencién de agua del almidon y de la proteina del gluten no son iguales en
todo el proceso de coccion. Las matrices débiles y discontinuas de proteinas
permiten la liberacibn de una mayor cantidad de almidéon durante la

gelatinizacion del almidén.

Estas imagenes nos muestran que la coccion de las pastas es
concéntrica, parte de los bordes externos y lentamente avanza hacia el centro.
Segun Fardet y col. (1998a), el grado de hinchamiento de los granulos de
almidon depende de la ubicacion de estos en la pasta. La red de proteinas
limita la difusion del agua a los granulos de almidon, lo que restringe la
hinchazén en la zona central de la pasta. Esto muestra que la estructura de la
zona gelatinizada cambia radial y temporalmente.

3.2.2 DETERMINACION DE PROPIEDADES DE PASTING (RVA)
El almidéon es el componente responsable de las propiedades de

espesamiento de las harinas. La soja se caracteriza por la escasa presencia de
granulos de almidon en la semilla madura (Stevenson y col.,, 2007). El
contenido de almidon en estas semillas es de 0,19-0,91%; mientras que en la
harina de soja; el almidén constituye sélo 0,56-0,58%, y la amilosa representa
entre el 15-20%, es decir menor a 0,1% respecto de la harina de trigo (Wilson y
col., 1978).

Por otro lado, las propiedades de pasting del almidén también dependen
del contenido de amilosa y amilopectina de la harina, de la cantidad de otros
componentes tales como las proteinas y grasas y de las técnicas de
procesamiento. Las proteinas pueden afectar el proceso de gelatinizacion de
diferentes maneras dependiendo de su capacidad para retener agua y su
capacidad de interaccion con las moléculas de almidén y la superficie de los

granulos (Sciarini y col., 2011).
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Como era de esperar, se observd una disminucion de todos los valores
medidos, viscosidad pico, viscosidad final, breakdown y setback (Tabla III.4),
proporcional a los mayores niveles de sustitucion de la harina de trigo con las
harinas de soja (p<0,05): La disminucion progresiva del contenido de almidon
en las mezclas de las harinas con mayor proporcion de harina de soja fue el
responsable de la reduccion de la viscosidad medida en las muestras. En
efecto la correlacidon entre la reduccion de la viscosidad de la pasta y el grado

de sustitucion fue r=0,98.

Las harinas de soja desgrasadas presentaron mayores valores en los
parametros de RVA que las harinas ricas en grasa, lo que se relacion6 con el
mayor contenido proporcional de proteinas y la menor capacidad lubricante que
pudo ejercer el aceite de soja en la matriz de aquellas pastas elaboradas con
harina de soja entera. Ademas, los lipidos al formar complejos con la amilosa

provoca una reduccion de la viscosidad de pico (Dapcevic y col., 2011).

Por otro lado, los resultados mostraron que las mezclas preparadas con
harinas inactivas, ya sea enteras y desgrasadas, presentaron mayor viscosidad
de pico que sus pares activas.

Tabla lll.4 Propiedades de pasting de la harina de trigo, la harina de sojay de las

mezclas usadas para elaborar las pastas

Harinas Viscosidad pico Viscosidad final Breakdown  Setback

HT 2721+ 81 2748 + 16 | 1136+ 71 1434 46 |
AE-15 1600 + 15 h 2140 + 61 f 613+1h 1153 +45f
AE-30 736 +6Db 1293 +11d 159+3c 716+1le
AE-40 436+1a 942 +23 a 50+4a  556+17c
AD-15 2050 + 14 2450 + 19 h 811+6] 1211+1lg
AD-30 1322 + 26 f 1542 + 4 e 517+23h 737+7e
AD-40 938 +20C 1055 + 3 b 363+13e  480+4b

IE-15 1741 £ 3] 2373+ 1g 644+1i 1275+3h
IE-30 1014 +6d 1544 + 59 e 231+13d 760+40e
IE- 40 753+ 1b 1240 + 14 d 11+3b  500+12c
ID-15 2158 + 8 K 2495 + 16 h 889+4k 1225+1l1g
ID-30 1450 + 10 g 1601+ 12 e 514+1g  665+4d
ID-40 1146 + 33 e 1144 +1c 431+28f 429+6a

HT: harina de trigo, AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa
desgrasada, IE: harina de soja inactiva entera, ID: harina de soja inactiva desgrasada.
15, 30 y 40 g harina de soja /100 g mezcla de las harinas. * Valores con la misma letra

dentro de una misma columna no presentan diferencias significativas (p <0,05), de
acuerdo a DGC.
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Los perfiles de viscosidad para cada una las harinas y de las mezclas de

ellas se muestran en la Figura II1.3.

Todas las harinas de soja mostraron un perfil similar, los cuales fueron
practicamente una linea recta paralela al eje de las abscisas, desde luego,
esperable por la carencia de almidén en estas harinas. Sin embargo, las
harinas desgrasadas presentaron un leve aumento de la viscosidad durante el
proceso de calentamiento, el que fue mayor para la harina activa. Este proceso
sugiere la hidratacion y gelificacion de las proteinas de soja, fenbmeno no
observado en harinas enteras, probablemente por el menor contenido relativo

de proteinas y la presencia de materia grasa

Consecuentemente, a medida que el contenido de harina de soja fue
menor dentro de las mezclas, el perfil de viscosidad fue méas parecido al de la
harina de trigo; resultados acordes a lo observado por Dick y Youngs (1988) y
por Nikolic y Laczim (2011).

La incorporacién de harina de soja inactiva aumento el perfil de RVA en
comparacion con las muestras con harina de soja activa. La desnaturalizacion
de proteinas de soja es un requisito previo para la formacion del gel, esta
desnaturalizacion provoca un despliegue de las proteinas de soja, donde
grupos funcionales, tales como grupos sulfhidrilo y grupos hidréfobos, quedan
expuestos e inmediatamente interactian conduciendo a la agregacion de
proteinas y la formacion irreversible de la red (gelificacion) (Renkema Vliet,
2002).
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Figura lll.3 Perfiles de RVA de las diferentes mezclas de harinas.

A: Harinas sustituidas con harina de soja activa entera AE. B: Harinas sustituidas con
harina de soja activa desgrasada AD. C: Harinas sustituidas con harina de soja
inactiva entera IE. D: Harinas sustituidas con harina de soja inactiva desgrasada ID.
Harina de trigo HT. 15, 30 y 40 g harina de s0ja/100 g harina.

La Figura Ill.4 muestra los perfiles de viscosidad obtenidos para las
pastas elaboradas con HT y con 40% de las diferentes harinas de soja, en

relacion a sus homélogos obtenidos a partir de las mezclas de las harinas

utilizada para elaborar las pastas. Al comparar los perfiles, se encontré que el

proceso de elaboracion, incluyendo el amasado y el laminado, redujo la

viscosidad pico, viscosidad final, breakdown y setback. Si se considera que la

estructura interna de la pasta seca se caracteriza por presentar los granulos de

almidon profundamente embebidos en una matriz de proteinas (gluten)

desarrollada durante la laminacion (Petitot y col., 2009), al ponerse la pasta en
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contacto con el agua, la red restringe la entrada de agua a los granulos de

almiddn, limitando asi su gelatinizacion (Calvelo, 2008).
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Figura lll.4 Perfiles de RVA de pastas secas (PS) y harinas.

A: Con soja activa AE. B: Con soja desgrasada activa AD. C: Con soja inactiva entera
IE. D: Con soja desgrasada inactiva ID. Harina de trigo (HT). 40 g harina de s0ja/100 g
mezcla de las harinas.

Estos resultados parciales permiten concluir que la incorporacién de

harina de soja cambid el comportamiento de las pastas durante la coccion y la
sobre coccion en comparacion con las pastas elaboradas so6lo con harina de
trigo; observandose una rapida gelatinizacion del almidon y la desaparicion del

centro blanquecino.

La reduccion de la viscosidad durante el proceso de pasting de las

mezclas de harina se atribuyé al efecto de dilucion del almidén conforme
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aumento el contenido de soja en las mezclas de las harinas. De igual manera
se corrobor6 que la matriz proteica presente en pastas secas restringio el
proceso de hidratacion lo que se verific6 en menores valores de viscosidad

durante el proceso de pasting en relacion a las harinas y sus mezclas.
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3.3 Tercera Seccion: Evaluacion de los efectos de la
sustitucion de harina de trigo pan por harina de
soja sobre las propiedades viscoelasticas y los

cambios estructurales en las masas de las pastas.
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Para evaluar los efectos de la sustituciéon de harina de trigo pan por harina de
soja sobre las propiedades viscoelasticas de las pastas y los cambios
estructurales, se analizaron por medio de un redbmetro la visco-elasticidad de

las masas de las muestras.

3.3.1 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES VISCOELASTICAS DE LAS
MASAS
Se realizé la evaluacion de las propiedades viscoelasticas de las masas,

para poder observar como las diferentes harinas de soja tuvieron influencia

sobre el comportamiento de las masas laminadas.

Los espectros mecanico dinamico de las masas, mostraron que el
modulo de almacenamiento (G’) fue mayor que el modulo de pérdida (G”)
(Figura 1.5, Figura 1.6, Figura 11l.7 y Figura 111.8) en todo el rango de
frecuencias analizado, lo que indica que hubo una prevalencia de
caracteristicas elasticas sobre las viscosas. En efecto, los valores de Tan &
fueron inferiores a 1; puesto que G’ fue mayor con el aumento de la frecuencia
durante todo el ensayo. Ademas se observo que, los valores de Tan 0

obtenidos para todas las muestras estuvieron entre 0,44 y 0,29.
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Figura lll.5 Médulo elastico, G’, para las diferentes masas (M).

A: Médulo G’ de masas con harina de soja activa entera (M-AE). B: Médulo G’ de
masas con harina de soja activa desgrasada (M-AD). C: Médulo G’ de masas con
harina de soja inactiva entera (M-1E). D: Médulo G’ de masas con harina de soja
inactiva desgrasada (M-ID). M-HT: Masas con harina de trigo. 15, 30 y 40 g harina/100
g mezcla de las harinas.
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Figura lll.6 Variaciéon del médulo elastico (G’), viscoso (G”’), la tangente del
angulo de fase (tan &) y el médulo complejo (G*) de las masas con la
incorporacién de los derivados de soja (f=1,26 Hz).

AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa desgrasada, IE: harina de
soja inactiva entera e ID: harina de soja inactiva desgrasada. 15, 30 y 40 g harina de
s0ja/100 g mezcla de las harinas. * Valores con la misma letra en las columnas no
presentan diferencias significativas (p < 0,05), de acuerdo a DGC.
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El efecto de la incorporacion de derivados de soja sobre el perfil de

viscoelasticidad de las masas cambié con el tipo de harina utilizada. La

incorporacion de harina entera activa redujo los valores de G’, G” y G* con

respecto a la masa sin agregado. Por otro lado, la harina desgrasada activa

incrementd estos parametros. En ambos casos, G’, G” y G* incrementaron con

el grado de sustitucion.
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Figura lll.7 Médulo viscoso G”, para las diferentes masas (M).
A: Médulo G” de masas con harina de soja activa entera (M-AE). B: Mddulo G” de
masas con harina de soja activa desgrasada (M-AD). C: Médulo G” de masas con
harina de soja inactiva entera (M-1E). D: Médulo G” de masas con harina de soja
inactiva desgrasada (M-1D). M-HT: Masas con harina de trigo. 15, 30 y 40 g harina de
s0ja/100 g mezcla de las harinas.

La incorporacion de harina inactiva entera mostré los mayores valores

de G’, G” y G* que la muestra control con el menor grado incorporacion (IE15),

la incorporacion de mayor proporcion de esta harina de soja redujo
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significativamente estos parametros. Por otro lado, La incorporacion de harina
inactiva desgrasada produjo los mayores valores de G’, G” y G* observandose

un leve incremento con el grado de sustituciéon

La tan & indica la relacién entre el médulo de almacenamiento y el de
pérdida, es decir representa la relacion entre la respuesta viscosa y elastica de
un material viscoelastico, en otras palabras el potencial de disipacién de la
energia del material. El perfil general mostr6é una disminucién del valor de la tan
0 en todas las muestras entre 0,05 Hz y alrededor de 1 Hz, relacionado a un
mayor incremento de G' sobre G", lo que indica un aumento mas marcado de
las propiedades elasticas. A mayores frecuencias, la tan & aumenté en todas
las muestras, lo que denota un comportamiento mas viscoso. Este

comportamiento también fue presentado por Gonzales y col. (2014).

A partir de 1,26 Hz los valores de Tan & aumentaron linealmente con la
frecuencia, observandose valores superiores a los iniciales para las muestras
con soja activa entera, lo que indica un menor comportamiento elastico en

estas muestras.

Con respecto a los valores de tan &, las muestras con soja activa entera
presentaron los mayores valores (Figura I11.8A, Figura IIl.8B y Figura II1.6),
estos valores fueron aumentando conforme aumentaba el nivel de sustitucion,
observandose el valor mas bajo al 15% (0,38), el cual fue superior al de HT
(0,36, a 1,26 Hz).

Un comportamiento inverso se observé con las masas elaboradas con
soja inactiva desgrasada y entera, donde el valor mas bajo de Tan & se
encontré en las muestras con un 40% de sustitucion. Los valores de Tan d para
los diferentes niveles de sustituciébn de las muestras con soja desgrasada

inactiva fueron menores gue el control M-HT.
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Figura 1.8 Tang & de las diferentes masas (M).

A: Tang & de masas con harina de soja activa entera (M-AE). B: Tang & de masas con
harina de soja activa desgrasada (M-AD). C: Tang & de masas con harina de soja
inactiva entera (M-IE). D: Tang & de masas con harina de soja inactiva desgrasada (M-
ID). (M-HT) Masas con harina de trigo. 15, 30 y 40 g harina/100 g mezcla de las
harinas.

El comportamiento viscoelastico de la masa se atribuye principalmente a
las proteinas del gluten. La masa que tiene una alta calidad de proteinas tiene
un mayor G'y menor Tan & que una masa deébil (Mirsaeedghazi, y col., 2008).
El almiddn, es capaz de formar una red continua de particulas junto con la red

macromolecular de gluten hidratado. Estas dos redes independientes y su
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interaccion dan lugar a las propiedades reolégicas de las masas. Aunque la
interaccion juega un papel importante, las contribuciones relativas de las dos
fuentes son dificiles de resolver. Las interacciones de los componentes
dependen del nivel de esfuerzo. Las interacciones almidon — almidéon dominan
sobre las interacciones proteina - proteina a bajos esfuerzos, mientras que las
interacciones proteina - proteina desempefian un papel dominante a grandes
deformaciones. Cuando los granulos de almidon se dispersan en forma
homogénea en la red de gluten, aparentemente, un aumento del contenido de
almidén da lugar a un aumento en el valor G' y G” mejorando asi la elasticidad

y la viscosidad (Rodriguez, y col., 2005; Rizwan, y col., 2013).

Es conocido que la materia grasa posee varias funciones en los
alimentos, entre las mas importantes se encuentran la de producir un efecto
lubricante en la matriz y la de modificar las propiedades gustativas de los
productos. El tipo y cantidad de grasa afadida tiene un fuerte efecto en el
comportamiento viscoelastico de las masas, actian como un lubricante y
contribuyen a la plasticidad de las masas. En este trabajo se observaron
valores mayores de G’ y de G” en masas elaboradas con soja desgrasada, ya
sea activa e inactiva. Es posible que la ausencia de grasa tenga dos efectos
importantes, reducir el efecto lubricante y/o facilitar la interaccion entre
proteinas de soja y de trigo, o entre las proteinas de soja y los granulos de
almidén, generando mayores valores de elasticidad y viscosidad en las

matrices en relacion a las muestras elaboradas sélo con harina de trigo HT.
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3.4 Cuarta Seccion: Evaluacion del comportamiento de
las proteinas y su relacion con el almidén durante
el proceso de elaboracion y coccion de las pastas.

71



Resultados y Discusion- Cuarta Seccion

La evaluacion del comportamiento de las proteinas de trigo y las de soja se
realiz6 a partir del analisis de los perfiles electroforéticos de las distintas
fracciones proteicas obtenidas de las harinas, de las pastas cocidas y del agua
utilizada para su coccion. Ademas, por medio de un microscopio confocal de
barrido, se estudio la estructura de las masas y de las pastas cocidas con el
objetivo de evaluar el comportamiento de las proteinas y su relacién con el

almiddn durante la elaboracién y la coccién.

3.4.1 CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS
Sobre la base de la afinidad de las diferentes fracciones proteicas por los

distintos solventes de extraccion, se realizd una extraccion secuencial para las

harinas, las pastas cocidas y las aguas de coccion.

Para obtener informacion sobre la interaccion de proteinas de trigo y los
derivados de soja, se llevd a cabo un procedimiento de extraccién secuencial
con diferentes soluciones. El buffer sencillo (PB) puede disolver proteinas en
sus estados nativos; el tampon que contiene SDS interrumpe todos los enlaces
no covalentes de proteinas y disuelve pequefios agregados unidos por este tipo
de interacciones. La solucion que contiene PB+SDS+BME puede escindir los
enlaces no covalentes y puentes disulfuro a grupos sulfhidrilo y facilita la

solubilizacion de grandes agregados de proteinas en sus subunidades.

Esto permitié visualizar las diferentes proteinas de acuerdo a su masa
molecular con el propésito de evaluar el comportamiento de las proteinas de

trigo y las de soja durante las distintas etapas de elaboracién y coccion.

En la Figura I11.9 A muestra las fracciones de albuminas y globulinas de
la harina de trigo y de la mezcla con las harinas de soja al 40% de sustitucion,
obtenidas a partir de la extraccion con buffer fosfato (pH 7,6). Todas las
fracciones obtenidas con la mezcla de las harinas de soja presentaron mas
bandas que el perfil obtenido para la harina de trigo. Las mezclas con las
harinas de soja IE e ID mostraron bandas a los ~21,5 kDa y entre los ~31,0 y
~66 kDa. Un perfil similar se encontré para la mezcla con la harina de soja AE,
en tanto que para la mezcla con harina de soja AD, la mayoria de las bandas

se ubicaron a partir de los 31,0 kDa en adelante.

72



Resultados y Discusion- Cuarta Seccion

A 2000 g
1162
97.4
66,0
45,0
31,0
215
| — 14.4
6.5
g ID-40
IE-40  p4o 7 AE-40 |5 AD=40 MPM  KDa HT
KDa MPM HT
AE-40  |E40  ap_ao
200,0
~
116,2
HMW
p
66,0 p <
450
LMW }(
31,0
14,4 \ p

6,5

AD-40

C

ID-40
T —

IE-40

200,0

AE-40 MPM

116,2
97,4

66,0

45,0

31,0

14,4
6,5
KDa

B-Conglicinina

A2A4
Al

B1-B4

Glicinina

Figura Il.9 Perfil electroforetico de las proteinas de la harina de trigo (HT) y de
las mezclas con las harinas de soja al 40% de sustitucion.

A: Fraccion solubilizada por PB. B: Fraccion solubilizada por PB+SDS. C: Fraccion
solubilizada por PB+SDS+BME. HT: harina de trigo, AE: harina de soja activa entera,
AD: harina de soja activa desgrasada, IE: harina de soja inactiva entera, ID: harina de

soja inactiva desgrasada. MPM: Marcador de peso molecular.

En la Figura 111.9 B se observa el perfil electroforético obtenido para las

extracciones PB + SDS. Las mezclas con las distintas harinas de soja a un

nivel de sustitucion del 40% mostraron perfiles similares, en general, para todas

las muestras. La mayoria de las bandas se ubicaron entre los 45,0 y 97,4 kDa.
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En cuanto a la harina de trigo, se encontraron bandas muy tenues en todo el

carril.

En la Figura 111.9 C se observa el perfil electroforético correspondiente a
la extraccion con PB+SDS+p-mercaptoetanol. La mezcla con las harinas de
soja activa, presentaron un perfil similar a las fracciones provenientes de las
harinas de soja inactivas, IE e ID. Para todas las muestras con harina de soja,
se encontraron bandas a los 14,4 kDa, entre los 31,0 y 45,0 kDa,
correspondiente a las subunidades A; y B; de las glicininas. Ademas se
observaron bandas entre los 66,0 y 97,4 kDa correspondientes a las
subunidades de a, a’ y B de las B- conglicininas. La muestra de harina de trigo
presentd bandas entre los 31,0 y 66,0 KDa correspondientes a las subunidades
de gluteninas y gliadinas de bajo peso molecular (LMW) y entre los 66,0 y
116,2 kDa correspondiente a las subunidades de alto peso molecuales (-
HMW).

Segun Mirojlub y col. (2005) los patrones de SDS de proteinas
provenientes de la harina de soja contienen cinco bandas principales, tres de
las cuales (49 kDa, 74 kDa y 81 kDa) fueron identificadas como subunidades
de B-conglicinina, mientras que las otras dos (25,5 kDa y 36,3 kDa) se
identificaron como subunidades de glicinina. Todas ellas pueden observarse en
la Figura 111.9-C.
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Figura 111.10 Perfil electroforético de las proteinas provenientes de las pastas

cocidas (PC).

A: Fraccion solubilizada por PB. B: Fraccion solubilizada por PB+SDS. C: Fraccién
solubilizada por PB+SDS+BME. HT: harina de trigo, AE: harina de soja activa entera,
AD: harina de soja activa desgrasada, IE: harina de soja inactiva entera, ID: harina de

soja inactiva desgrasada. MPM: Marcador de peso molecular

En el perfil electroforético observado en las figura 111.10 que corresponde
a las extracciones secuenciales a partir de las pastas cocidas. Los geles A
(proteinas solubles en PB) y B (proteinas solubles en PB+SDS), mostraron una
cantidad considerablemente menor de bandas en comparacion a las

observadas en las Figuras I11.9 A y B. En cuanto al perfil electroforético de la
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pasta cocida elaborada con harina de trigo, se encontro sélo una banda entre la

region de los 31,0 a 45,0 KDa observado en la Figura I11.10 A.

El perfil correspondiente a la fraccion de proteinas extraidas con
PB+SDS+BME a partir de las pastas cocidas (Figura 111.10 C), mostré bandas
correspondientes a las subunidades de peso molecular entre los 31,0 kDa y
66,0 kDa equivalentes a las LMW del trigo y la fraccion glicinina de las
proteinas de soja. También se identificaron bandas entre los 66,0 kDa y 97,4
kDa correspondientes a las subunidades de HMW y (3-conglicinina, la presencia
de estas bandas sugiere que estas proteinas estdn comprometidas indicando
gue en la matriz proteica existe una interaccion con las proteinas de soja, lo
que limitdé su difusién al agua de coccion; puesto que no se observan estas

bandas en el perfil electroforético de las aguas de coccidn.

Segun Nikolic y Lazic (2011) y Ribotta y col. (2005), las proteinas de soja
se asocian a las proteinas de trigo a través de una interaccion fisica, covalente
y no covalente, durante la mezcla y el descanso de la masa, lo que genera

polimeros medianos y grandes.

El proceso de formacion de la masa y coccion de las pastas disminuyo la
solubilidad de las proteinas de soja y trigo en las soluciones de PB y PB+SDS,
como puede observarse en el menor nimero de bandas de proteinas y en el
menor grado de tincion de los geles obtenidos de las mezclas de las harinas y
las pastas cocidas. El efecto contrario se observd en la fraccion extraida con
PB+SDS+BME donde el numero y tipo de banda y el grado de tincién son
similares. Estos resultados indican que los procesos de formacion y coccién de
las pastas redujo la solubilidad de las proteinas principalmente por formacion

de interacciones covalentes, puentes disulfuro entre los polipéptidos.

Ademas, se analizo el perfil electroforético de las proteinas recuperadas

de las aguas de coccion (Figura I11.11).

76



Resultados y Discusion- Cuarta Seccion

200,0

116,2 -
97,4 -
B-Conglicinina
66,0 o
45,0 -
Glicinina
31,0
21,5
14,4
6,5
KDa Ac-AE-40 AC-IE-40  AC-AD-40 MPM AC-ID-40 AC-HT

Figura lll.11 Perfil electroforético de las proteinas recuperadas del agua de
coccion (AC) de las pastas.
AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa desgrasada, IE: harina de
soja inactiva entera, AC-ID: harina de soja inactiva desgrasada. HT: harina de trigo.
40: nivel de sustitucién. MPM: Marcador de peso molecular.
En las aguas provenientes de la coccion de las pastas elaboradas con

IE, ID, AE y AD so0lo se encontraron bandas con pesos moleculares entre los
31,0 a 45,0 KDa, lo que sugiere la presencia gluteninas y gliadinas de bajo
peso molecular y de polimeros de glicinina. También se observaron bandas
entre los 66,0 y 97 kDa, posiblemente correspondientes a la fracciéon de [3-
conglicinina. Asimismo, en el carril del agua de coccién de la pasta elaborada

solo con harina de trigo, no se observo ninguna banda.

La presencia de bandas correspondientes a las subunidades de HMW,
LMW, glicinina y B-conglicinina en los perfiles de las fracciones extraidas con
PB+SDS+BME a partir de las pastas cocidas y la ausencia de bandas
correspondientes a subunidades de HWM y [(-conglicinina en las aguas de
coccion sugiere que las proteinas de mayor peso molecular estan mas
comprometidas en la matriz proteica de las pastas que las proteinas de menor
peso molecular (entre 45 y 31 kDa). La presencia de bandas en las aguas de
coccion de muestras elaboradas con harina de soja induce a considerar una

lixiviacion predominante de estas proteinas al agua de coccidon, como
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consecuencia de una estructura debilitada de las pastas elaboradas con dichas
harinas. Estos resultados son concordantes con los residuos de coccion
elevados encontrados en estas muestras (Seccion uno /capitulo [ll) mostrados

anteriormente

La interaccion de las proteinas de trigo y soja limita la difusion de las

proteinas de soja al agua de coccion.

3.4.2 EVALUACION DE LA MICROESTRUCTURA DE MASAS Y PASTAS
COCIDAS
La microscopia confocal de barrido nos permiti6 observar la micro

estructura de las masas y de las pastas cocidas elaboradas con las diferentes
harinas de soja. El propésito de realizar este ensayo fue observar las proteinas,
el almidén y la posible interaccion entre ambos en la masa y en las pastas
cocidas. Las observaciones se realizaron en masas y pastas cocidas a los
niveles de sustitucion de 15 y 40% p/p. Como consecuencia de los colorantes
utilizados, las proteinas resultaron de rojo al ser tefiidas con Rhodamina B,
mientras que el almidén quedd tefido de color verde con el colorante

Fluoresceina de Sodio.

En las muestras elaboradas con harina de soja se observdO menor
presencia de granulos de almidén que en la muestra control HT (Figura 111.12),
esto es entendible debido al efecto de dilucion dado por el porcentaje de
sustitucion con las harinas de soja; de igual manera se pudo observar que los
granulos de almidén se encontraban en su forma nativa. En cuanto a la red
proteica que rodea el almidén, se encontré que todas las muestras con harina
de soja presentaron una discontinuidad de la red. El estado nativo de las
proteinas de soja posiblemente facilito la interaccion con las proteinas del trigo,
disminuyendo el deterioro de la estructura general de las pastas,
contrarrestando en cierto modo la incorporaciébn de una harina carente de

gluten como lo es la de soja.

El desgrasado de las harinas tanto activa como inactiva provoco una
estructura proteica mas aun mas debil al encontrarse espacios vacios entre la

red proteica y el almidén. Ademas, en las muestras con harina inactiva los
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granulos de almidon se encontraron mas libres que en las muestras con harina

activa.

Figura lll.12 Microscopia de masas (M).

HT: Harina de trigo, AE: Harina de soja activa entera, AD: Harina de soja activa
desgrasada, IE: Harina de soja inactiva entera, ID: Harina de soja inactiva desgrasada.
15y 40 g harina de s0ja/100 g mezcla de las harinas.

Al evaluar las pastas cocidas (Figura 111.13), se observé una deformidad

de los granulos de almidén provocada por el proceso de gelatinizacién sufrido
por éstos. En las pastas con soja los granulos de almidén se encontraban
totalmente libres y gelatinizados. La red de proteinas de las pastas cocidas con

soja resulté mas débil, presentando una mayor discontinuidad.

En las muestras con harinas de soja sustituidas al 15% se encontré una
red de proteinas mas continua que protegié en mayor medida a los granulos de
almidon, a diferencia de las muestras con harinas de soja al 40% en donde el

almidon estaba totalmente gelatinizado y la red proteica discontinua.
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Figura Ill.13 Microscopia de pastas cocidas (PC).

HT: Harina de trigo, AE: Harina de soja activa entera, AD: Harina de soja activa
desgrasada, |IE: Harina de soja inactiva entera, ID: Harina de soja inactiva desgrasada.
15 y 40 g harina de s0ja/100 g mezcla de las harinas.

Definitivamente la adicion de proteinas de soja afecté la estructura de las

pastas. Lorimer y col. (1991) notaron que la adicién de proteinas que no forman
el gluten (por ejemplo, proteinas de leguminosas) provoca un efecto de dilucién
y un consecuente debilitamiento de la masa de trigo. Ammar y col. (2011)
sugirieron varios factores responsables del debilitamiento, tales como; la
competencia entre las proteinas de las leguminosas y el gluten por moléculas
de agua, la alteracion de los complejos proteina-almidén por las proteinas
extrafias y alteracion del intercambio S-S por las proteinas que no forman el

gluten.

A partir de las imagenes obtenidas, se pudo observar que la estructura de las
masas (Figura lll. 12) y de las pastas (Figura I11.13) fue menos afectada al
menor nivel de sustitucién; respecto al encontrado en las muestras con
mayores porcentajes de harina de soja.
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PC-AE-40-C

PC-AD-40-B A A 7 PC-AD-40-C

-

PCAE-40-B} "% k& PRV 9 PC-IE-40°C

PC-ID-40-B

HT-B PC-HT-C

Figura lll.14 Microscopia del centro y borde de pastas cocidas (PC)

HT: harina de trigo, AE: harina de soja activa entera, AD: harina de soja activa
desgrasada, IE: harina de soja inactiva entera, ID: harina de soja inactiva desgrasada.
40 g harina/100 g mezcla de las harinas. B: Borde de las pasta cocida. C: Centro de la

pasta cocida.

Adicionalmente, se obtuvieron imagenes del borde (Figura 111.14-B) y del
centro (Figura 111.14-C) de las muestras cocidas, a fin de comparar el efecto de
la difusion del agua durante la coccion y su relacion con la estructura en las

diferentes zonas de la pasta.

En todas las muestras el almidon presenté un alto grado de
gelatinizacion en el borde de las pastas facilitado por mayor disposicion para la
interaccion con el agua de coccion. Ante una estructura proteica debilitada, la
contencion de los granulos de almidén resultdé practicamente nula, por lo que
estos pudieron completar su gelatinizacion durante el proceso de coccion

favoreciendo de ese modo la ruptura de la red de proteinas que los rodeaba.
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En tanto que en el centro de las pastas cocidas se encontraron mayormente
granulos de almidon parcialmente gelatinizados e inmersos en la red de
proteinas. La coccion de las pastas se da en forma radial, parte de los bordes
hasta llegar al centro y la red proteica limita la difusion del agua de coccion
hacia el centro. En funcion de cuan integra esté la red de proteinas, la difusion
del agua durante la coccion sera mas limitada y por consiguiente la
gelatinizacion del almidén serd menor. De este modo, es esperable que la
estructura en el centro de la pasta sufra menos modificaciones que en la
superficie, ya que esta Ultima esta mas expuesta al agua de coccion. Si bien la
adicion de harinas de soja provocé un debilitamiento de la estructura proteica,
este efecto fue menos acentuado en las pastas cocidas con soja inactiva

desgrasada.

Segun Fardet y col. (1998a), en la region externa, las finas fibrillas de la
red de proteinas son separadas por grandes zonas verdes; debido a que las
fibrillas de proteina forman una estructura mas gruesa en la zona central y
existe menor acceso al agua. De igual manera Fadet (1998-b), observo que en
el borde exterior el almidon y la matriz proteica que rodea parecian interactuar
estrechamente, que los granulos de almidon ya eran visibles en el borde
externo por haber perdido su forma y que hacia el centro de los espaguetis, los

granulos de almidén estaban parcialmente gelatinizados.

Petitot y col. (2009); Sung y Stone (2005) revelaron que la fraccién de
almidon en el borde, presenta una pérdida completa de la birrefringencia

cuando la pasta se cocina con el tiempo de coccion optima.

A partir de los ensayos realizados se encontré que las proteinas de soja
presentaron una cierta interaccion con las proteinas de trigo, hecho que se
evidencio en las electroforesis de pastas cocidas al observar la presencia de
proteinas de soja indicAndonos menor solubilizacién de las proteinas de alto
peso molecular. Ademas se observé que el agregado de harina de soja genero
un debilitamiento de la estructura de la red proteica, liberando proteinas al agua
de coccion. La estructura de las masas de las pastas y de las pastas cocidas
se vio menos afectada con la incorporacion de harina de soja al 15% de

sustitucion, lo que se manifestd con la presencia de una red mas continua
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rodeando los granulos de almidon que presentan menor hinchamiento de los

granulos.
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Conclusiones

El uso de harina de soja para complementar a la harina de trigo favorece
el perfil de aminoacidos esenciales debido a que las proteinas de trigo aportan
cisteina, pero son deficientes en lisina. Al combinarse éstas con harina de soja,
rica en lisina, generan un producto de mayor valor biolégico. Al mismo tiempo,
los derivados de soja estan ganando importancia, no sélo como alimentos
nutritivos, sino también como fuente de fitoquimicos y nutracéuticos, los que se
relacionan con la menor prevalencia de enfermedades coronarias, Yy
osteoporosis, entre otras. Es de tal importancia el consumo de soja, que en el
afo 1999 la FDA autoriz6 una alegacion de salud (health claim) para la
rotulacion de alimentos que contengan proteina de soja dado el rol de esta
proteina en la reduccién del riesgo de enfermedades coronarias. Sin embargo
la sustitucion de harina de trigo pan por harina de soja causa un efecto sobre
los principales componentes (proteinas y almidén) de la estructura de las

pastas.

En este trabajo se evalud el efecto de los diferentes niveles de sustitucion
de harina de trigo pan por harina de soja activa entera y desgrasada e inactiva
entera y desgrasada sobre las diferentes propiedades de la estructura de las
pastas, haciendo hincapié en el comportamiento del almidén y de las proteinas.
El desarrollo de las actividades propuestas permitidé obtener las siguientes

conclusiones:

e Los efectos causados debido a la sustitucion de harina de trigo pan por
las diferentes harinas de soja afectd los parametros de calidad de las
pastas. Se observé un detrimento de la calidad tecnoldgica de las pastas
conforme se aumento el nivel de sustitucion. De igual manera la textura
de las pastas secas, medida en términos de fracturabilidad, se vio
modificada, encontrandose menores valores de resistencia a la fractura
gue la muestra control.

Si bien se observé un detrimento de la calidad de las pastas con la
incorporacion de harinas de soja, se encontraron valores aceptables en
cuanto a parametros de calidad se refiere, en pastas elaboradas con

soja activa tanto entera como desgrasada al 15% de sustitucién.
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Conclusiones

La incorporacién de harina de soja cambid el comportamiento de las
pastas durante la coccion y la sobre coccién, observandose una menor
tolerancia de las pastas elaboradas con diferentes harinas de soja en
comparacion con las muestras de trigo. En este sentido, a valores
crecientes de sustitucion, se obtuvieron menores valores de viscosidad
durante el proceso de pasting, atribuible a la dilucién progresiva del
almidon. Sin embargo, la muestra elaborada con harina de soja
desgrasada inactiva al 15% de sustitucibn mostré valores cercanos al
control.

El efecto de la incorporacion de derivados de soja sobre el perfil de
viscoelasticidad de las masas cambid con el tipo de harina utilizada en
su elaboracion; observandose un aumento de las -caracteristicas
elasticas y viscosas en los sistemas donde se utiliz6 soja desgrasada ya
sea inactiva o activa. El analisis de los resultados sugiere que la
ausencia de grasa redujo el efecto lubricante en la matriz y al mismo
tiempo, facilitod la interaccion de las proteinas de soja y los granulos de
almidon generando asi mayores Vvalores de las propiedades
mencionadas.

La evaluacion realizada sobre el comportamiento de las proteinas
mediante SDS-PAGE mostré que durante el proceso de formacion de las
masas Yy coccion de las pastas, las proteinas de soja y de trigo
interaccionaron mediante enlaces no covalente y covalentes (puentes
disulfuro). Los resultados sugieren un mayor compromiso de las
proteinas de alto peso molecular en la matriz proteica en comparacion
con las de bajo peso molecular, quienes mostraron una mayor lixiviacién
como consecuencia de una estructura de las pastas menos compacta. .
La observacién de la microestructura de las masas y pastas cocidas
mediante CLSM, mostré una pérdida de la organizacion en la estructura
de las pastas elaboradas con las diferentes harinas de soja. Sin
embargo las muestras con harinas de soja al 15% de sustitucion
presentaron un menor grado de hinchamiento de los granulos de

almidon y una red proteica mas continua.
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A pesar de que la incorporacion de soja afecto la estructura y la calidad de las
pastas resultantes, la sustitucion hasta un 15 % mostraron pardmetros de
calidad cercanos a la muestra control. Particularmente, las pastas elaboradas
con soja activa desgrasada al 15% presentaron las mejores cualidades en

cuanto a la calidad tecnologica y a las propiedades estructurales.
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