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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de ingredientes y aditivos libres de
gluten (LG) en las propiedades de masas y la calidad tecnoldgica de productos de
estructura laminada. En una primera etapa se estudid un sistema elaborado con
harina de trigo, para establecer relaciones entre las caracteristicas de las harinas y
muestras de materia grasa y el comportamiento de la masa y la calidad de los
productos. Seguidamente se incorporaron hidrocoloides (goma xantica, psyllium y
HPMC) en un sistema elaborado con harinas LG. Las interacciones hidrocoloide-
agua y los cambios en la fraccion proteica debido a la presencia de hidrocoloides
permitieron la formacion de masas con mayor resistencia a la deformacion. Durante
el calentamiento, la formacion de una estructura tipo gel y el retraso de la
gelatinizacion del almidén, impartieron un comportamiento reoldgico a la masa que
promovio la preservacion de la integridad de las capas y por lo tanto de la
estructura. Concomitantemente hubo una mejora en la calidad tecnoldgica de los
productos con hidrocoloides, los cuales fueron mas altos, de estructura laminada y
mayor firmeza. Ademas se evalud la incorporacion de otros aditivos, como enzimas
(glucosa oxidasa y ciclodextrina glucano tranferasa) y emulsionantes (SSL vy
DATEM). A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron tres aditivos y se
optimizo su concentracion para obtener un producto de buena calidad tecnoldgica.
Finalmente la formulacidn 6ptima obtenida fue utilizada para la evaluacion de dos
metodologias de conservacion, masas precocidas y congeladas.

The aim of this work was to evaluate the effect of gluten-free (GF) ingredients and
additives on dough properties and the technological quality of laminated structure
baked products. In a first stage, a system developed with wheat flour was studied to
establish relationships between the characteristics of flours and fat samples and the
dough behavior and the quality of the products. Subsequently hydrocolloids
(xanthan gum, psyllivm and HPMC) were incorporated into a system made with GF
ingredients. Hydrocolloid-water interactions and changes in the protein fraction due
to the presence of hydrocolloids allowed the obteinment of dough samples with
greater resistance to deformation. During heating, the formation of a gel-like
structure and a delay in the starch gelatinization imparted a rheological behavior to
the dough sample, which promoted the preservation of the layers integrity; and
therefore of the structure. Concomitantly there was an improvement in the
technological quality of the products with hydrocolloids. They were higher, with a
laminated structure and greater firmness. In addition, the incorporation of other
additives, such as enzymes (glucose oxidase and cyclodextrin glucan tranferase) and
emulsifiers (SSL and DATEM) were evaluated. From the results obtained, three
additives were selected and their concentration was optimized to obtain a product
of good technological quality. Finally the optimized product was used to evaluate
the effect of conservation methodologies, part-baking and freezing process.



L'objective de cette étude était d'évaluer I'effet de différents ingrédients sans
gluten (SG) et additifs dans les propriétés de pate et la qualité technologique des
produits de boulangerie laminés. Dans une premiére étape, un systéme a base de
farine de blé a été étudié pour établir des relations entre les caractéristiques de la
farine et de différentes matiéres grasses dans le comportement de la pate et la
qualité des produits cuits. Postérieurement, I'effet des hydrocolloides (xanthane,
psyllium et HPMC) dans un systéme a base de farine SG a été étudié. Les résultats
obtenus indiquent que les interactions hydrocolloides-eau et les changements dans
la fraction protéique due a la présence d'hydrocolloides ont permis la formation
d’'une pate avec une plus grande résistance a la déformation. Pendant le
chauffagement, la formation d'une structure de type gel et le retard de la
gélatinisation de I'amidon, ont donné a la pate un comportement rhéologique qui a
favorisé la préservation de l'intégrité des couches et, par conséquent, la structure
du produit. Concomitamment, il y a eu une amélioration de la qualité
technologique des produits avec des hydrocolloides, ils étaient, plus élevés, la
structure plus laminé et plus ferme. En outre, l'incorporation d'additifs tels que des
enzymes (glucose-oxydase et cyclodextrine-transférase glucane) et d'émulsifiants
(DATEM et SSL) a été évaluée. A partir des résultats obtenus, trois additifs ont été
sélectionnés et sa concentration a été optimisée pour obtenir un produit de bonne
qualité technologique. Enfin, la formulation optimale obtenue a été utilisée pour
I'évaluation des deux méthodes de conservation, c’est-a-dire, la pate précuite et
congelée.



Introduccion

En los Ultimos anos la comunidad cientifica ha reportado la existencia de un amplio
espectro de trastornos relacionados a la ingesta de gluten. Segun las definiciones
propuestas en el XIV International Coeliac Disease Symposium (2011, Oslo) y por
Ludvigsson et al. (2012) los trastornos relacionados a la ingesta de gluten son todas
aquellas enfermedades desencadenadas por el gluten. Estos incluyen la dermatitis
herpetiformis, la ataxia por gluten, la sensibilidad al gluten no celiaca y la enfermedad
celiaca (EC). La EC es definida como una enteropatia crénica del intestino delgado
inmuno-mediada y promovida por la exposicion a una dieta con gluten en individuos
genéticamente predispuestos. La interaccion de factores genéticos y ambientales
lleva a la pérdida de tolerancia a ciertas proteinas presentes en algunos cereales, en
particular a las prolaminas del trigo (gliadinas), cebada (hordeinas), centeno
(secalinas) y otras especies como el triticale y la avena (aveninas). Este conjunto de
prolaminas presentes en diversos cereales es referido en general en la bibliografia bajo
el término de “gluten”. Como consecuencia de la intolerancia a las prolaminas se
produce una lesion intestinal, con repercusion clinica y funcional variable. En general
se caracteriza por un aumento de linfocitos en el epitelio y [amina propia, pérdida de
vellosidades, apoptosis de enterocitos y remodelacion de la mucosa, y la presencia de
anticuerpos anti-transglutaminasa.

Inmunopatogénesis de la enfermedad celiaca

La susceptibilidad a la enfermedad celiaca, su activacion y perpetuacion conllevan una
combinacion de factores genéticos y ambientales, y de mecanismos inmunoldgicos.

El rol de las proteinas de la dieta en la EC

La gran mayoria de las proteinas ingeridas en la dieta son hidrolizadas en la luz del
intestino, mediante peptidasas gastricas, pancreaticas y del borde en cepillo
intestinal, dando lugar a péptidos mas pequefios o a aminoacidos aislados. Los
péptidos y/o aminoacidos son absorbidos a través del epitelio intestinal mediante
transporte transcelular. La digestion del gluten es escasa tanto en intestinos que
poseen la EC como en intestinos sanos. El alto contenido de glutamina y prolina de las
proteinas de ciertos cereales las vuelve resistentes a una completa protedlisis
enzimatica (Hausch et al. 2002, Shan et al. 2002). Por lo tanto se originan fragmentos
residuales de gran tamaio que no se absorben facilmente a través de los mecanismos
normales que siguen las proteinas de la dieta. Aunque la digestion incompleta de
estas proteinas no es suficiente como para generar la EC, en individuos con la EC
activa esta digestion incompleta se da de manera exagerada en el intestino delgado y
produce lesiones en el borde en cepillo de las células epiteliales (figura 1).

Mecanismos inmunoldgicos

El organismo humano presenta ciertos mecanismos de inmunidad frente a las
agresiones que recibe del medio. La respuesta inmune innata constituye la primera
barrera de defensa y esta constituida por ciertos componentes, como células
fagociticas, NK, dendriticas y endoteliales y los mastocitos, entre otros; encargados
de desarrollar los mecanismos de defensa. Las células de inmunidad reconocen un
grupo reducido de estructuras presentes en los patdgenos a través de receptores. La
activacion de la inmunidad innata se inicia con la captura de los antigenos microbianos

Figura 1 Biopsias de mucosa del
intestino delgado. a. Biopsia de un
intestino normal con numerosas
vellosidades. b. Biopsia de un
individuo con la EC. En lugar de
vellosidades se observan numerosas
aberturas superficiales a las criptas
subyacentes y los bordes de la
superficie. (Adaptado a partir de
Kagnoff 2007).



en los tejidos periféricos, piel y mucosas, por parte de las células dendriticas. Estas
células capturan el antigeno en la periferia, lo procesan y, en respuesta a sefales
indicativas de estrés tisular, migran hacia los drganos linfaticos secundarios donde
presentan el antigeno a los linfocitos T CD4" y T CD8". De esta manera se inicia la
respuesta inmune adaptativa.

Los elementos celulares de la respuesta inmune adaptativa son los linfocitos T y B.
Estos elementos reconocen secuencias aminoacidicas cortas y especificas presentes
en las proteinas microbianas a través de receptores antigénicos (TCR y BCR). Es decir,
cada linfocito T o B reconoce un Unico antigeno. Una vez que el linfocito reconocié a
su antigeno se activa y sufre un proceso de expansion clonal que genera una progenie
compuesta de miles de células con idéntica especificidad antigénica. La existencia de
centenares de clones diferentes brinda un repertorio adecuado para el reconocimiento
de diferentes antigenos microbianos. Por otro lado, en la respuesta inmune innata
cada receptor posee una especificidad determinada genéticamente. Por seleccion
natural, los receptores evolucionan para reconocer microorganismos infecciosos.

Los linfocitos B y T presentan mecanismos diferentes de reconocimiento de
antigenos. Los linfocitos B reconocen al antigeno en su conformacion nativa y no
requieren la participacion de células presentadoras del antigeno (CPA). Mientras que
los linfocitos T no reconocen el antigeno nativo. De modo que los linfocitos T solo son
capaces de reconocer péptidos derivados del procesamiento del antigeno,
presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de
clase | (para los linfocitos T CD8") o de clase Il (para los linfocitos T CD4"), expresadas
sobre la superficie de las CPA. Se deduce entonces que la principal funcion del CMH es
la presentacion de péptidos antigénicos. EIl CMH en humanos recibe el nombre de
Antigeno Leucocitario Humano (HLA, por sus siglas en ingles). EI HLA es un superlocus
localizado en el brazo corto del cromosoma 6 y contiene un gran numero de genes.
Estos genes codifican las proteinas presentadoras de antigenos que se expresan en la
superficie de la mayoria de las células del ser humano y constituyen una pieza
fundamental en la capacidad de discernir entre lo propio y lo extrafo. Los linfocitos B
son células especializadas, cuya una Unica funcidon es la de generar anticuerpos.
Mientras que los linfocitos T presentan diferentes perfiles fenotipicos y funcionales.
En funcion de la expresion de las moléculas CD4 y CD8, se distinguen dos
subpoblaciones diferentes: T CD4" y T CD8". Los linfocitos T CD4" no constituyen una
poblacidn homogénea y de acuerdo a su perfil funcional se distinguen tres grupos de
linfocitos: Th1, Th2 y T requladores (Geffner 2008).

En condiciones normales, la respuesta frente a las proteinas de la dieta es de
tolerancia oral. La tolerancia oral se define como la falta de respuesta inmunoldgica
sistémica frente a determinados antigenos ingeridos, tras su administracion posterior
por via sistémica (Chehade y Mayer 2005). Sin embargo, en la EC hay una pérdida de
tolerancia frente al gluten y proteinas similares. La capacidad del sistema
inmunoldgico del tracto digestivo para distinguir entre antigenos de la dieta y
microorganismos patdgenos podria explicarse porque éstos proporcionan un estimulo
persistente, asocian otras sefiales de peligro, o invaden tejidos linfoides alejados de la
mucosa. Se han descripto varios mecanismos responsables de la tolerancia oral:
delecion (apoptosis), anergia clonal (inactivacidn funcional de las células efectoras), e
induccién de los linfocitos T reguladores, que actuan mediante citosinas. Sin
embargo, actualmente el modelo inmunopatogénico mas aceptado establece que el
gluten tiene un efecto doble mediado por la inmunidad innata (efecto tdxico directo
del gluten sobre el epitelio) y la inmunidad adaptativa (a través de los linfocitos T CD4*
de la [dmina propia o tejido subyacente) (Brandtzaeg 2006).



Respuesta innata frente al gluten.

Algunos fragmentos del gluten, como p31-49 o 31-43 de la a-gliadina, inducen una
respuesta inmunoldgica inmediata de tipo innato, no relacionada con los linfocitos T,
ni con la presentacion antigénica dependiente de moléculas HLA-DQ2/8. Aunque los
mecanismos aun no estan completamente dilucidados, en estudios realizados sobre
modelos de cultivo ex vivo de muestras de biopsia de pacientes con la EC, se ha
observado que la respuesta inmediata inducida por el péptido 31-49 se asocia a la
expresion de la IL-15, la ciclooxigenasa (COX-2) y los marcadores de activacion CD25y
CD83 por células mononucleares de la lamina propia (figura 2). La IL-15 activa a su vez
al factor de transcripcion NF-kB en las células adyacentes, que aumenta la produccion
de IL-15, y la induccién de la enzima Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOS, por sus
siglas en ingles), responsables de una situacion de estrés oxidativo, y de la
retroalimentacion de la respuesta innata. La expresion de moléculas como MICA y/o
HLA-E estd aumentada en los enterocitos y la IL-15 desencadena fendmenos de
citotoxicidad (apoptosis) sobre estas células, al inducir la expresion de moléculas
NKG2D y NKG2C (ligandos de MICA y HLA-E respectivamente) en los linfocitos
intraepiteliales. Finalmente, la IL-15 puede debilitar las uniones tight-junctions entre
los enterocitos (Arranz et al 2012).

Respuesta innata Respuesta adaptativa
18-mer LGQQQPFPPQQPYPQPQPF 33-mer LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF

Péptido 19-mer  péptido 33-mer  Péptido 33-mer  Transglutaminasa

desaminado tisular
o ® ) A
HLA-DQ2/8 Linfocito Enterocito  Célula dendritica

Figura 2 Respuesta innata y adaptativa frente al gluten. (Adaptado a partir de Arranz et al 2012).

Interaccion IL-15 /IL-15 Rx

Si bien los efectos de la IL-15 se consideran tradicionalmente asociados la inmunidad
innata, también presentan cierta asociacion con la induccion de la inmunidad
adaptativa. En la EC el efecto de la IL-15 puede actuar también como un claro nexo de
union entre ambos tipos de respuestas inmunoldgicas al ser un potente activador de
las células dendriticas y, con ello, de los linfocitos T CD4+ especificos (Mattei et al.
2001). La IL-15 se convierte asi en iniciador de la expansion clonal y de la respuesta
inmunoldgica de tipo Tha que se manifestara por linfocitosis intraepitelial, hiperplasia
de las criptas y aplanamiento de las vellosidades.



Proteina-(CH,),-C(0)-NH, + H,0

TG2 Ca

Proteina-(CH,),-C(0O)-OH + NH,
Figura 3 Accién catalitica de
deaminacion de la  enzima
transglutaminasa tisular (TG2).

Respuesta adaptativa frente al gluten.

El modelo inmunopatogénico de la EC integra varios elementos presentes en la
mucosa del intestino delgado, como lo son la presencia de péptidos de gluten (tdxicos
e inmunogénicos), el efecto de alguno de estos péptidos sobre el epitelio, la actividad
del enzima TGz, la presencia de las CPA que expresan moléculas HLA-DQ, y de
linfocitos T CD4" reactivos al gluten (figura 2). Este mecanismo mediado por los
linfocitos T se divide en tres etapas (Kagnoff 2007).

En una primera fase, un individuo ingiere gluten, el cual debido a su alto contenido de
prolina es resistente en gran parte y se da una digestion incompleta, lo cual origina
fragmentos residuales de gran tamafio que no se absorben facilmente a través de los
mecanismos normales. Estos fragmentos son transportados a través de la barrera
epitelial como péptidos. Las principales teorias establecen que los péptidos de gluten
podrian alcanzar la ldmina propia donde tiene lugar la respuesta inmunoldgica
adaptativa a través de varias rutas principales. Estas vias pueden ser la transcelular a
través de los enterocitos, la ruta paracelular a través de las tight-junctons entre los
enterocitos y la via que implica el acceso directo a la ldmina propia gracias a la
captacion directa realizada por las células dendriticas. Sin embargo, no estan claras
aun las razones por las cuales los péptidos inmunogénicos de gliadina ingresan desde
la luz intestinal hasta la ldmina propia en los primeros estadios de la EC. Algunos
estudios sostienen que los péptidos pueden ser transportados durante un incremento
de la permeabilidad intestinal secundaria o una infeccién virica del intestino o por
retrotranscitosis mediada por lainmunoglobulina A.

Una vez que los péptidos han ingresado a la lamina propia constituyen los sustratos de
la enzima transglutaminasa tisular (TG2). La TG2 es una enzima cuya principal funcion
es catalizar la modificacion de proteinas mediante transamidacion o deamidacion
(figura 3). En la EC, la TG2 tiene un papel fundamental en el mecanismo patogénico
mediante la modificacion enzimatica de los péptidos inmunodominantes de gliadina.
El principal substrato exdgeno de la TG2 es la gliadina, que contiene aminoacidos de
carga positiva. La TG2 induce la sustitucion ordenada y especifica de residuos de
glutamina por otros de acido glutamico con carga negativa, lo que favorece la
interaccion con otros aminoacidos basicos localizados en posiciones de anclaje de las
moléculas HLA-DQ2 y DQ8, y aumenta su capacidad de estimular a los linfocitos T
CD4". En los pacientes con la EC en actividad, la TG2 se expresa en el borde en cepillo
epitelial y en la zona subepitelial de la lamina propia. En la lesion celiaca en fase
activa, se observa un aumento de las CPA, principalmente de las células dendriticas,
que expresan marcadores de activacion en su superficie. Los heterodimeros con
fenotipo HLA-DQ2 y DQS8 presentes en las CPA se unen con fragmentos de gluten
deaminados.

Una vez que se han formado los complejos entre los fragmentos de gluten
deaminados y las moléculas HLA-DQ comienza la etapa de activacion de las células T.
Los linfocitos T CD4" reconocen péptidos de gliadina en el contexto de las moléculas
DQ2/DQ8. Las CPA juegan un papel central en la activacion de los linfocitos T de
memoria y reactivos al gluten que se acumulan en el intestino delgado de los
pacientes con la EC, y que son responsables en Ultima instancia de la lesion tisular. Las
CPA pueden ser activadas también como consecuencia de la IL-15 liberada durante la
respuesta innata inducida por el gluten. La activacion de las células T de la mucosa es
probable que sea mas pronunciada en aquellos individuos que son homocigotos para
HLA-DQz2 o en aquellos que son heterocigotos, de modo que poseen una dosis doble
de laHLA-DQB1 * 02 alelo.

En una tercera fase, el reconocimiento de ciertos péptidos de gliadina por los
linfocitos T CD4" da lugar a una respuesta dominada por citocinas de perfl Th1, con



predominio de IFNy y otras citocinas pro-infamatorias (TNFaq, IL18, entre otras) y un
descenso proporcional de citocinas reguladoras o de funcion anti-infamatoria (IL-10 y
TGFp). Esto altera las funciones claves de la mucosa, incluyendo la permeabilidad
intestinal, también puede resultar en la activacion y liberacion de enzimas que pueden
dafar la mucosa, lo que conduce a una pérdida de la estructura vellosa y a la
hipertrofia de las criptas.

Factores genéticos

Aunque el modelo de herencia de la EC es aun desconocido, hace tiempo que se sabe
que la herencia participa en la predisposicion a la enfermedad. La proporcion del
riesgo de padecer la EC que es atribuible a factores genéticos, frente a los ambientales
es aproximadamente del 87 % (Greco et al. 2002). Estudios moleculares han
evidenciado que los factores directamente implicados son los genes HLA de clase Il
que codifican para las moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQS8. La asociacion de HLA-DQ2
con la enfermedad es la mas fuerte, por lo que alrededor del 9o % de los pacientes
celiacos presentan al menos una copia del heterodimero HLA-DQz2.5 (formado por la
combinacion de los alelos DQA1*o5 y DQB1*02, encargados de codificar las cadenas
a y B del heterodimero, respectivamente). Por otro lado, un 20-30 % de la poblacién
no celiaca también es portadora de esta variante de riesgo, lo que demuestra que aun
siendo muy importante, la molécula HLA-DQ2 es por si sola insuficiente para
desarrollar la enfermedad. La gran mayoria de los pacientes con la EC que carecen de
HLA-DQz2 son portadores de la variante DQ8, presente en el haplotipo formado por
los alelos DQA1*0301 y DQB1*0302. Una proporcidn muy pequefia de los pacientes
son negativos tanto para DQ2 como para DQ8, pero se ha observado que en la
mayoria de los casos, estos individuos presentan al menos uno de los dos alelos que
codifican para la molécula DQz2, es decir, DQA1*o5 o DQB1*02 (Karell et al. 2003,
Vartdal y Thorsby 1992).

La fuerte asociacion de los genes HLA de clase Il con la EC se explica a través del rol
que juegan los linfocitos T CD4" en la patogenésis de la enfermedad. De hecho,
existen células T CD4" que reconocen los péptidos del gluten en la mucosa intestinal
de pacientes celiacos, pero no en la de individuos sanos. Estas células T CD4"
presentes en el intestino de los celiacos, estan normalmente caracterizadas por las
moléculas HLA-DQ2 o -DQ8 (Ploski et al. 1993). Cuando individuos genéticamente
susceptibles (que expresan las moléculas HLA-DQ2 o -DQ8) son expuestos a ciertos
epitopes del gluten, estos epitopes son presentados por las células CPA, estimulando
la proliferacion de células T CD4" gluten-especificas.

Factores ambientales

Entre los factores ambientales que tienen un papel fundamental en la EC se
encuentran la exposicion diaria al gluten, la microbiota del individuo (Forsberg et al.
2004), la incorporacion temprana y tardia del gluten en la dieta de los nifios (Ivarsson
et al. 2000, 2003) y la falta de lactancia materna (Akobeng et al. 2006), entre otros.

Prevalencia de la enfermedad celiaca

La prevalencia de una enfermedad es definida como el nimero de casos presentes en
una poblacion en un momento dado. En el caso de la EC, en 1950 la prevalencia era
estimada en 1 en 8000 en la poblacion general y se diagnosticaba por sintomas
gastrointestinales, estudios de absorcion, y atrofia de las vellosidades del intestino
delgado mediante una biopsia (Davidson y Fountain 1950). A partir de 1980, la
serologia aplicada a estudios poblacionales, permitié seleccionar individuos
asintomaticos o silentes, a quienes se les realizaba la biopsia intestinal, confirmando la
EC y revelando una prevalencia de la enfermedad mas alta de la esperada. En Suecia,
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Figura 5 Prevalencia en
Argentina de la EC. (Adaptado a
partir de Mora et al 2009).

en 1991 mediante estudios seroldgicos en donantes de sangre se obtuvo una
prevalencia de 1:256 (Grodzinsky et al. 1992). A este estudio le siguieron otros de
diferentes paises, con metodologia similar en poblaciones adultas.
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Figura 4 Prevalencia mundial de la EC. (Adaptado a partir de Abadie et al. 2011).

Un estudio mas reciente establecié que a nivel mundial la prevalencia es de un 1 %
(Lionetti y Catasssi 2011), pero se han demostrado grandes variaciones entre los
paises (figura 4) (Mustalahti et al. 2010). Anteriormente se sostenia que la prevalencia
en América era baja, lo cual no resultaba concordante con el hecho de que los
pobladores de paises como Argentina, Chile, Canada y Uruguay comparten ancestros
de paises europeos donde la EC es frecuente. Datos actuales demuestran que la EC
también puede estar presente entre individuos con ancestros indo-americano ya que
poseen una base genética (HLA-DQ2) similar, como se observd en Brasil, Chile y
Argentina (Pérez-Bravo et al. 1999, Silva et al. 2000, Herrera et al. 1994). En América
Latina, Brasil posee una prevalencia de la EC que va desde 1:681 en Brasilia hasta 1:273
en San Pablo (Gandolfi et al. 2000) y Méjico de 1:200 (Mendez-Sanchez et al. 2006).

En Argentina se han realizado varios estudios que permiten describir el estado de la
EC en el pais. Gomez et al. (2001) reportaron una prevalencia del 0,6 % (1:167) en una
poblacidn adulta joven, mediante un estudio que se realizé durante el periodo 1998-
2000 en examenes prematrimoniales. Durante el periodo 2010-2011 se llevé a cabo un
estudio sobre 175 nifos y se observd una prevalencia del 1,7 % (Maidana et al. 2014).
Lopez et al. (2013) realizaron un estudio durante el afo 2013 sobre una poblacion de
1755 individuos (nifios y adultos), e informaron una prevalencia del 8,38 %. Mora et al.
(2009) realizaron el primer estudio multicéntrico poblacional de prevalencia de la EC
en pacientes pediatricos en Argentina. La prevalencia hallada fue de 1,26 % (1:79) para
casos diagnosticados por histopatologia compatible y de 1,612 % (1:61) para
diagndsticos por serologia. Se encontré una prevalencia significativamente mayor del
sexo femenino sobre el masculino. Por otro lado, este estudid permitié evaluar la
existencia de diferencias regionales dentro del pais (figura 5). El estudio fue
representativo de las regiones mas densamente pobladas del centro y norte del pais.
Salta y Cérdoba fueron las regiones con mayor prevalencia, seguidas del Conurbano
Bonaerense y Santa Fe.

Funcién estructural de la red de gluten

Las proteinas que forman parte de la composicion de los granos de trigo se pueden
dividir en dos grupos, las proteinas capaces de formar el gluten y aquellas que no lo
forman. Las primeras son proteinas de almacenamiento y representan
aproximadamente el 75-80 % del total de las proteinas. Por otro lado, las proteinas
que no son capaces de formar gluten representan entre un 20-25 % del contenido



total de las proteinas, y la mayoria posee actividad enzimatica (Pomeranz 1988). Las
proteinas de trigo se clasifican segun su solubilidad en cuatro fracciones: albuminas,
proteinas solubles en agua; globulinas, solubles en soluciones salinas diluidas;
gliadinas, solubles en alcohol; y glutelinas, solubles en soluciones acidas o basicas
diluidas (Osborne 1907). Chen y Bushuk (1970) revelaron que sélo una parte de las
gluteninas son solubles en acido acético diluido, y asi diferenciaron dos fracciones
proteicas: una soluble y una insoluble. Posteriormente, Orth y Bushuk (1972)
encontraron una correlacion positiva entre la cantidad de gluteninas insolubles en
acido acético y el volumen de pan, por lo que ésta fraccion se transformé en la clave
para explicar diferencias en la fuerza de la masa y en la calidad panadera (Khan y
Bushuk 1979). El uso de detergentes (Graveland et al. 1980) y solventes organicos
permitié una mejor separacion, a partir de lo cual se concluy6 que la insolubilidad de
las proteinas estaba determinada por el tamano y el alto grado de polimerizacion de
los agregados proteicos.

Inicialmente, Finney y Barmore (1948) observaron una correlacion positiva entre el
contenido de proteinas de la harina de trigo y el volumen de pan. Sin embrago,
posteriormente se observo que el volumen de pan dependia mayormente de la calidad
de las proteinas de la harina mas que de la cantidad propiamente. Por lo tanto, la
calidad proteica se refiere no sélo al tipo de proteinas identificadas segun Osborne,
sino también a la influencia de cada fraccion en la funcionalidad de la masa, y
consecuentemente, en las caracteristicas de la red de gluten y la calidad del pan. En
base a estos hechos, comUnmente se clasifica a las proteinas de la harina de trigo en
proteinas que no forman gluten y proteinas formadoras de gluten

Las proteinas no formadoras de gluten son solubles en soluciones salinas diluidas y
por lo tanto corresponden a las albuminas y globulinas del fraccionamiento de
Osborne. Son proteinas monomeéricas, metabolicamente activas o estructurales que
se ubican en las capas mas externas del grano de trigo. Su funcidn en la panificacion
no esta clara aun (Veraverbeke y Delcour 2002).

Las proteinas formadoras de gluten son denominadas también proteinas de
almacenamiento (Kasarda et al. 1976), constituyen la mayor parte del total de las
proteinas del trigo y sirven como fuente de aminoacidos durante la germinacion de la
semilla (Larroque et al. 2000). Se encuentran en el endospermo del grano de trigo
maduro donde forman una matriz continua alrededor de los granulos de almidon. Las
proteinas del gluten son insolubles en agua o en soluciones salinas diluidas y pueden
ser divididas en dos grupos de acuerdo a su funcionalidad: las gliadinas monoméricas
y las gluteninas poliméricas (extraibles o no extraibles). La composicion de
aminoacidos de las gliadinas y de las gluteninas es similar, se caracterizan por tener
altas concentraciones de glutamina (un tercio o mas del residuo total de aminoacidos)
y de prolina (una séptima parte o mas del residuo total de aminoacidos). Las gliadinas
constituyen un tercio de las proteinas de la harina y son clasificadas en a-, B-, y- y w-
gliadinas (Shewry et al. 1986). Estas proteinas poseen una masa molecular entre
30000-80000 Yy estan formadas por un dominio no repetitivo rico en estructura
secundaria a-hélice y por un dominio repetitivo heterogéneo rico en estructura B-turn
(Tatham y Shewry 1985). Las a- y y-gliadinas son ricas en residuos de prolina y
glutamina, y un dominio C-terminal no repetitivo que posee residuos de cisteinas
(Shewry y Tatham 1990). Las y-gliadinas poseen ocho residuos de cisteinas que se
encuentran localizados en el dominio C-terminal y forman cuatro enlaces disulfuro
intramoleculares, por lo que no son capaces de formar nuevos enlaces covalentes con
otras proteinas del gluten. Las w-gliadinas no contienen residuos de cisteina, por lo
que estan limitadas para formar interacciones covalentes (Tatham 1995). Las o-
gliadinas poseen seis residuos de cisteinas ubicados de igual forma que en las y-
gliadinas y forman tres enlaces disulfuro intramolecularmente. Estos enlaces disulfuro
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son importantes para retener el plegado de la estructura de las gliadinas que
determina la naturaleza de las interacciones no covalentes con la red de gluteninas
(Wrigley et al. 1998). Algunos investigadores proponen que las gliadinas son las
responsables de la cohesividad de las masas (Hoseney 1994), aunque otros sugieren
que controlan el potencial de volumen de pan (Khatkar et al. 2002).

Las gluteninas se encuentran formando agregados proteicos unidos por puentes
disulfuro y fuerzas no covalentes intermoleculares. Su masa molecular varia desde
500000 a mas de 10 millones (Wieser, 2006). Luego de la reduccion de los puentes
disulfuro las subunidades de gluteninas resultantes pueden ser divididas en dos tipos:
las subunidades de alta masa molecular (HMW-GS, por sus siglas en ingles) y las
subunidades de baja masa molecular (LMW-GS, por sus siglas en inglés) (Shewry et al.
1992). Las HMG-GS con masas moleculares entre 95000-136000, y las LMW-GS con
masas moleculares entre 42000-51000 y 31500-35500 (Payne y Corfield 1979). Las
subunidades de gluten de baja masa molecular (LMW-GS) son un grupo complejo de
proteinas que poseen la habilidad de formar enlaces disulfuro que permiten su
incorporacion dentro de los polimeros de gluteninas. La mayoria de las LMW-GS
contienen entre siete y ocho residuos de cisteinas (Wieser 2003, Grosch y Wieser
1999), seis residuos estan en una posicion homologa a las gliadinas, y por lo tanto
tienden a formar puentes disulfuro intramoleculares. Los residuos de cisteinas
adicionales no son capaces de formar puentes disulfuro intramoleculares,
probablemente por impedimento estérico, por lo que forman puentes disulfuro
intermoleculares formando agregados proteicos entre ellas y con las HMW-GS (Pogna
et al. 1994). Aunque HMW-GS son el grupo principal de proteinas del gluten que
determinan las caracteristicas panaderas de la masa, las LMW-GS también cumplen
un rol importante. En general, las LMW-GS se relacionan con la resistencia y la
extensibilidad de la masa (Cornish et al. 2001, Andrews et al. 1994, Metakovskii et al.
1990) e incluso algunas formas alélicas causan mayores efectos sobre las propiedades
de la masa que las HMW-GS (Gupta et al. 1994, 1989, Payne et al. 1987).

Las subunidades de gluteninas de alta masa molecular (HMW-GS) presentan fuertes
similitudes estructurales entre ellas, pero también diferencias caracteristicas. Una de
las diferencias es el comportamiento en la polimerizacion y se relaciona con el nimero
de grupos sulfhidrilo. En base a esta diferenciacion, HMW-GS son clasificadas en dos
subgrupos: subunidades tipo-x y tipo-y. El dominio N-terminal de las subunidades
tipo-x contienen cuatro residuos de cisteinas y el dominio N-terminal de las
subunidades tipo-y contienen cinco residuos de cisteinas (Tatham 1995). Los estudios
muestran a las subunidades de gluteninas de alto peso molecular, como moléculas
alargadas que poseen una estructura B-espiral en la region central repetitiva (figura 6).
Mientras que los dominios N- y C-terminal poseen una estructura similar a las
proteinas globulares, presentado a-hélices y estructura desordenada. En los dominios
terminales se encuentran la mayoria de los residuos de cisteinas que proveen los sitios
para la formacion de puentes disulfuro intermoleculares.

N-terminal 480-680 C-terminal
81-104res. | Residuos repetitivos | 42res.

(@B 50000080

No periddico y | B-Espiral ] No periédico y

a-hélice a-hélice
> \

Figura 6 Modelo estructural de una subunidad de glutenina de alto peso molecular. (Adaptado a partir de
Shewry et al. 2001).
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Parte de las gluteninas poliméricas pueden ser separadas como un gel, el cual se 2 —
denomina macropolimero de gluteninas (GMP). El GMP esta compuesto de agregados *

proteicos de gran tamafio formados por gluteninas de alto y bajo peso molecular @ ~7 P
(HMW-GS y LMW-GS) (Don et al. 2003). Weegels et al. (1997, 1996) analizaron esta
fraccion en detalle, y presentaron firme evidencia de una alta correlacion positiva
entre la cantidad de GMP de la harina y el volumen de pan.

H,0 lEnergla

Formacion de
enlaces disulfuros ——-2

El gluten es una red tridimensional de proteinas entrecruzadas, con una estructura
continua y compacta, la cual se mantiene mediante interacciones covalentes, puentes
de hidrégeno e interacciones hidrofdbicas. Las proteinas que integran esta red se
encuentran localizadas en el endospermo de la harina en forma de cuerpos proteicos. ~ Figura 7 Formacion de la estructura
Para que la red de gluten pueda consolidarse es necesario que estos cuerpos proteicos ~ 9€12 red de gluten.

se hinchen e hidraten debilitando asi las uniones que los mantienen inicialmente

adheridos (Verniére y Feillet 1999).

Estructuralmente la red de gluten contiene subunidades de glutenina de alta masa
molecular presentes en forma de polimeros. La importancia de tales polimeros en la
viscoelasticidad del gluten ha sido evaluada durante muchos anos, aunque su tamano,
complejidad y baja solubilidad limitan su estudio. La importancia de los puentes
disulfuro en estabilizar estos polimeros ha sido extensamente demostrada. Hay
evidencia de la formacidn de estos enlaces intermoleculares entre HMW-gluteninas, y
de estas con LMW-GS (Kasarda 1999, Shewry y Thatham 1997). Los enlaces disulfuro
son entonces considerados esenciales para la viscoelasticidad del gluten. La
composicion de aminoacidos de las proteinas del gluten muestra que
aproximadamente la mitad de los constituyentes son glutamina y prolina, por lo que
se supone que hay gran cantidad de puentes de hidrogeno en el sistema. Otro aporte
importante son las interacciones hidrofobicas, ya que aproximadamente el 35 % de los
aminoacidos poseen cadenas laterales de naturaleza hidrofébica (Hoseney 1994). Las
gliadinas, contribuyen a la viscosidad del gluten, interactUan principalmente con los
polimeros de gluteninas mediante interacciones no covalentes, y las gluteninas,
ademas participan con una gran cantidad de interacciones del tipo puente de |2
hidrogeno (figura 7). Todas las interacciones que se establecen en este complejo
sistema son muy importantes ya que contribuyen a la viscoelasticidad de la masa
(Belton 1999, Jeffrey y Saenger 1994, Ewart 1989).

Una vez formada, la red de gluten de naturaleza viscoelastica, tiene un rol principal en
el desarrollo de la estructura de productos panificados fermentados. En el caso del b
pan las caracteristicas de la red de gluten influyen en los distintos estadios de
produccion. La formacion de la masa comienza con el mezclado de los ingredientes y
posterior amasado para distribuir el agua entre los polimeros presentes en el sistema
de manera tal de lograr su hidratacion. Cuando la masa es desarrollada bajo
condiciones dptimas, las proteinas insolubles en agua de la harina forman una red
viscoelastica que posee la capacidad de retener aire y contener a los granulos de
almiddn y otros ingredientes, como el salvado (figura 8.a). El 6ptimo desarrollo de la
red de gluten durante el amasado es vital para la formacion de la estructura de la
miga.

o Granulos de almidon

Las enzimas naturalmente presentes en la harina hidrolizan los granulos de almidén | & Matriz proteina-almidon

disponible o dafiado y generan azucares. Las levaduras incorporadas en la formulacion | © Celdasde gas

fermentan los azucares y generan gases, siendo los principales productos de la

fermentacion el CO, y el alcohol etilico. Ambas sustancias se disuelven en la fase  Figura 8 Transformacion
. estructural de la masa durante el

acuosa de la masa por lo que su pH disminuye. Cuando esta fase se encuentra oroceso de elaboracion de pan, a

saturada de didxido de carbono, se produce su liberacion hacia las celdas de gas  Final del amasado. b. Final de Ia

creadas durante el proceso de amasado y, consecuentemente, su expansion y el  fermentaciéon. ¢  Final  del

aumento de volumen de la pieza (figura 8.b). En la etapa de la coccion, a medida que  horneado. (Adaptado a partir de Gan

la temperatura de la pieza de masa aumenta, hasta temperaturas menores a 100 °C en etal. 1995).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brottveit%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23588237
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el interior, y a temperaturas superiores en la superficie; la masa se expande hasta un
50 % en la primer etapa del horneado debido a un aumento en la produccion de
dioxido de carbono (hasta que las células de levaduras son inactivadas) y un aumento
en la vaporizacion de otras sustancias como etanol y mezclas de etanol-agua. A
medida que la matriz interna se cocina, la estructura de la masa cambia a una
estructura tipo esponja con celdas de gas interconectadas (figura 8.c). La viscosidad
incrementa rapidamente por arriba de 60 °C debido a la gelatinizacion del almidény la
desnaturalizacion de las proteinas del gluten, produciéndose asi la fijacion de la
estructura. En las etapas posteriores del horneado se producen las reacciones de
oscurecimiento de la corteza (Hoseney 1994).

En el caso de productos hojaldrados, la red de gluten juega un rol fundamental a la
hora de otorgar ciertas caracteristicas reoldgicas a la masa, las cuales determinan su
capacidad para formar capas y permanecer separadas de las capas de grasa para luego
del horneado obtener un producto con una estructura de ldminas discretas. La
bibliografia reporta la existencia de diferentes variantes en la formulacidn de este tipo
de productos que determinan sus caracteristicas. Por ejemplo los productos
elaborados a partir de masas danesas (Danish pastry) incluyen en su formulacién
ingredientes como materia grasa (15-20 %), azucar (18 %), huevos (18 %), sal (1,5-2,5
%), leche (6 %), levadura (7-10 %), agua (60 %) y materia grasa para realizar el
hojaldrado (20-30 %). Por otro lado, los panificados tipo puff pastry no incluyen en su
formulacion levadura y azucar, utilizan una mayor cantidad de sal (10 %) y requieren
cantidades similares de margarina o manteca, huevos y agua (Matzs 1999).

La formacion de la masa inicia con el mezclado de los ingredientes y posterior
amasado para lograr la hidratacion de los polimeros presentes en el sistema. A
diferencia de la produccidon de pan, en la elaboracion de hojaldrados el tiempo de
mezclado de los ingredientes y amasado de la masa es menor. Esto se debe a que se
espera que el mayor desarrollo de la red de gluten ocurra durante las subsecuentes
etapas de laminado de la masa (Cauvain y Young 2006). Una vez que se ha formado la
masa se incorpora la grasa en forma de capas y se procede a aplicar alguna de las
metodologias de cierre. Los métodos Scotch (Harte 2003), Blitz, Francés (Bent 1997) e
Inglés (McGill 1975) son comUnmente empleados para masas tipo puff pastry y
danesas. Actualmente también se utilizan variantes de estas técnicas.

Luego se lleva a cabo el proceso de laminado mediante una laminadora o sobadora.
Este paso tiene como objetivo reducir el espesor de la pasta antes de realizar mas
pliegues para aumentar el numero de laminas. Inicialmente se busca aumentar el
numero de laminas. Sin embargo, luego de alcanzar un valor maximo, la cantidad de
capas disminuye a pesar de sequir realizando los pasos de laminacion. La pérdida de
altura del producto con el aumento de la laminacion se produce debido a la ruptura de
la integridad de las capas de masa y grasa al permitir el escape de vapor durante el
horneado. Durante el proceso de laminado, la estructura de la red de gluten tiende a
acomodarse de manera alineada en direccion de la laminacion (figura g). Si esto por
diversas razones no tiene lugar, la pieza de masa experimenta un encogimiento a 9o °
de la direccion del Ultimo paso de laminado. Para evitar este efecto se alternan
tiempos de descanso y se reorienta la masa a 9o ° entre los pasos de laminado. En los
productos en los cuales se requiere la formacion de la estructura de la red de gluten, la
relajacion que tiene lugar durante los periodos de descanso resulta beneficiosa para la
calidad tecnoldgica del producto final. Las muestras de harina con altos contenidos de
proteinas forman redes de gluten con propiedades elasticas que contribuyen al
encogimiento de la masa después del laminado. Una de las formas de evitar esta
situacion es permitiendo el descanso de la masa entre los pasos de reduccion del
espesor. En general cuanto mas tenaz es la masa mayor es la necesidad del sistema de
experimentar un tiempo de descanso y la longitud del mismo. En el caso de masas



cortas y masas de algunos tipos de bizcochos son necesarios tiempos cortos de
relajacion antes del corte de las piezas. Por otro lado, hay que considerar el efecto de
la laminacion sobre el sistema completo de capas de masa y grasa. La presion que se
ejerce causa una mayor extension de uno de los componentes en relacion al otro, a
menos que las caracteristicas reoldgicas de la masa y la materia grasa sean idénticas,
lo cual es muy dificil de conseguir. Durante el laminado se produce la reduccion del
tamafio de las celdas de gas y la formacion de varios nucleos para la evolucion del
vapor generado por la subdivision de los espacios en donde se encuentra el aire
entrampado. Este proceso promueve la textura final del producto. La bibliografia
reporta que el producto panificado debe presentar capas de cierto espesor, por
ejemplo en el caso de productos tipo puff pastry el espesor debe ser
aproximadamente de 0,25 mm. Para obtener capas de masa con un determinado
espesor y la expresion de las [daminas en la pieza de masa final antes de ingresar al
horno se deben mantener ciertas condiciones de procesamiento. La red de gluten
debe estar desarrollada hasta el punto tal que se extienda adecuadamente durante los
pasos de reduccion. Por lo tanto, se debe considerar el hecho de que durante la
laminacion la red continta formandose y entonces resulta necesario detener en una
etapa temprana el desarrollo que tiene lugar durante el amasado. Por otro lado, la
materia grasa empleada en el hojaldrado debe ser gradualmente extendida a lo largo
de la masa para no alterar la forma de la pieza (Matzs 1999).

Durante la coccidn tiene lugar el crecimiento de la pieza de masa. En este tipo de
productos se espera que el crecimiento en direccidn vertical sea mayor al que ocurre
en direccion horizontal de manera tal de obtener un producto final de gran altura. El
grado de expansion de la masa se relaciona con sus propiedades reoldgicas, las cuales
dependen del grado de hidratacion y desarrollo de la red de gluten. Debido a la
necesidad que presenta la estructura laminada de expandirse, la red de gluten debe
presentar un grado de extensibilidad particular. Si la masa es demasiado viscosa o
demasiado elastica, la expansion del sistema se ve restringida (Cauvain y Young
2006). El equilibrio entre las propiedades reoldgicas de la masa resulta crucial para
lograr la expansion deseada.

Las diferencias en la formulacion de los panificados hojaldrados promueven
mecanismos diferentes de crecimiento del sistema laminado durante el horneado. En
masas laminadas sin levadura el crecimiento vertical del sistema se debe al vapor de
agua generado cuando, durante el horneado, el agua contenida en las capas de masa
se evapora y es atrapada en las capas de grasa en fusion; ademas de la presion del aire
(figura 10). En el caso de las masas danesas, la presencia de la levadura afecta la
estructura de las laminas de masa ya que la masa se presenta mas blanda y porosa
(Cauvainy Young 2001).

Como resultado del proceso de produccion, en el caso de masas sin levadura se
obtiene un producto de estructura abierta y crujiente y de capas escamosas. Mientras
que las masas con levadura y altos contenidos de azucar generan productos con una
estructura interna laminada pero con gran cantidad de poros y de textura suave.

Alimentos libres de gluten

Actualmente el cumplimiento estricto de una dieta sin gluten (DSG) es el Unico
tratamiento que conduce, en pocos meses, a la recuperacion rapida y completa de la
arquitectura normal (figura 11) y la funcidén de la mucosa del intestino delgado, asi
como a la remision de los sintomas y a la normalizacidon de las pruebas seroldgicas
(Cosnes et al. 2008, Zarkadas et al. 1023). Las restricciones de la DSG tienen una gran
influencia en el estilo de vida de los pacientes celiacos ya que interfieren fuertemente
en las actividades cotidianas y la vida social. Algunos autores han establecido las areas
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Figura 11 Secciones de mucosa
del duodeno. a. Mucosa antes
del tratamiento. b. Mucosa
después del tratamiento con
una DSG. (Adaptado a partir de
Brottveit et al. 2013).

que se ven afectadas por el mantenimiento de la DSG. Entre ellas se pueden
mencionar el drea emocional y de relaciones interpersonales y las actividades de la
vida diaria de los pacientes celiacos en diferentes ambitos, como el trabajo, durante
las compras, en los viajes y las comidas que se realizan afuera y dentro del hogar (Lee
y Newman 2005, Sverker et al. 2005).

La necesidad de las personas con la EC de disponer de alimentos aptos para el
consumo, seguros, ricos y baratos fue reportada por Cueto-RUa et al. (2013). Por otro
lado, hay otro sector de la poblacion que sin poseer restricciones medicas sobre el
consumo de alimentos con gluten se somete a una DSG como parte de un plan de
dieta saludable. Esta tendencia a nivel doméstico ha alcanzado al 15 % de los
consumidores en Estados Unidos de Ameérica. Por lo que se proyecta que el mercado
de productos libres de gluten (LG) crezca un 10,2 % anual hasta el afio 2018 (Markets
and Markets 2015). Esta situacion y el incremento del nUmero de enfermos celiacos
diagnosticados plantean un desafio para la industria alimenticia y la comunidad
cientifica. Encontrar la combinacidn de materias primas y procesos de produccion que
permitan obtener alimentos LG con la misma calidad tecnoldgica y nutricional que los
productos con gluten resulta prioritario para atender a la demanda de los
consumidores de este tipo de alimentos.

El Codex Alimentarius define a los alimentos LG como aquellos que estan constituidos
o elaborados Unicamente con uno o mas ingredientes que no contienen trigo (es decir,
ninguna de las especies de Triticum, como el trigo duro, la espelta y el kamut),
centeno, cebada, avena o sus variedades hibridas, y cuyo contenido de gluten no
sobrepase los 20 mg/kg en total, medido en los alimentos tal como se venden o
distribuyen al consumidor; o alimentos que estén constituidos por estos ingredientes,
pero que hayan sido procesados de forma tal para eliminar el gluten, y donde el
contenido de gluten no sobrepase los 20 mg/kg en total (Codex Alimentarius 2008).

En el caso de los productos elaborados con harina de trigo, la harina, por disposicion
de la Ley 25 630, se encuentra enriquecida con hierro, acido félico, niacina, tiamina y
riboflavina. Mientras que los productos elaborados a partir de harinas LG por lo
general no estan fortificados. Por lo tanto, el Codex Alimentarius también establece
que los productos LG que sustituyan a alimentos basicos importantes deberian
suministrar aproximadamente la misma cantidad de vitaminas y minerales que los
alimentos originales a los que sustituyen.

Los productos alimenticios que mas se ven afectados cuando deben ser elaborados
con ingredientes LG son los panificados que necesitan desarrollar la red de gluten para
exhibir buenas caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales. Entre ellos se puede
mencionar a los productos leudados en general, como el pan, pizzas, facturas,
hojaldres y galletas tipo Maria.

Estructura de productos panificados libres de gluten

La harina de trigo es la Unica matriz que puede formar una red de gluten responsable
de muchas de las caracteristicas de los productos panificados, como la naturaleza
viscosa y elastica necesaria para el procesamiento de la masa. La obtencion de
panificados LG de las mismas caracteristicas que los productos con harina de trigo es
un desafio y requiere realizar una mezcla de almidones, hidrocoloides, fibras e
ingredientes lacteos para que, en conjunto, otorguen la funcionalidad necesaria. Estas
materias primas tienen una mayor capacidad de absorcidon de agua en relacién a la
harina de trigo, por lo que el contenido de agua de las masas LG es generalmente alto.
Esto significa que la tecnologia y la metodologia empleadas a la hora de obtener
productos LG son distintas que las utilizadas en el proceso de panificacion
convencional. Las amasadoras son, en general, reemplazadas por batidoras y se
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utilizan tiempos de fermentacion mas extensos que en las masas con harina de trigo.
Luego las piezas son horneadas por tiempos relativamente mas largos, debido a la
presencia de altas proporciones de agua. Estructuralmente las masas elaboradas con
almidones, harinas y aditivos LG son muy diferentes a la masa de harina de trigo;
consecuentemente las caracteristicas y la calidad tecnoldgica y sensorial de los
panificados difieren en gran medida.

En el caso de productos como el pan se pueden encontrar en el mercado diversos
panes LG; sin embargo, éstos suelen ser de una calidad pobre (figura 12). Arendt et al.
(2002) encontraron que la mayoria de los productos LG son de calidad inferior al ser
comparados con los mismos productos a base de trigo, ademas de presentar en
general una estructura densa y seca, con un volumen bajo y una alta dureza de la miga
(Gujral et al. 2003b). Recientemente, en numerosos estudios se han investigado las
propiedades de harinas de distintos cereales sin gluten (Gujral et al. 2003b, Schober et
al. 2005), derivados lacteos (Gallagher et al. 2003 a, b), proteinas, hidrocoloides
(Moore et al. 2004, Lazaridou et al. 2007) y enzimas para mejorar el volumen, la
textura de la miga y la calidad global y la aceptabilidad de los panes LG.

Figura 12 Apariencia de panes elaborados a partir de harinas de diferentes cereales y pseudo-cereales.
a. Trigo. b. Centeno. c. Cebada. d. Avena. e. Arroz. f. Maiz. g. Trigo sarraceno. h. Sorgo. (Adaptado a partir
de Koehler et al. 2014).

Harinas y almidones libres de gluten

Los componentes principales de las harinas LG empleadas en panificacion son el
almidon, las proteinas y los lipidos. En los cereales el almiddn se acumula en forma de
granulos, los cuales se desarrollan en organelas de doble membrana llamadas
amiloplastos. Un amiloplasto puede contener uno o varios granulos de almiddn,
dependiendo de la especie de plantas o mutante genética. Cuando solo un granulo se
produce en un amiloplasto, como lo es en el caso del endospermo de trigo, se
denominan granulos simples. Sin embargo, cuando dos 0 mas granulos se producen
en un amiloplasto y estos forman las partes de un granulo se denominan granulos
compuestos, y un ejemplo de este tipo es el arroz. Los granulos en el caso de los
compuestos estan separados por una estrecha capa de estroma (Shannon et al. 2009).

El almidon es un biopolimero constituido esencialmente por dos fracciones
poliméricas de glucosa, amilosa y amilopectina (Jobling 2004). La amilosa, que
comprende alrededor del 20-30 % del almiddn, es un polimero esencialmente lineal en
el que los residuos de glucosa estan unidos por enlaces a-(1-4), con escasos puntos de
ramificacion formados por enlaces a-(1-6) (Shibanuma et al. 1994). Las cadenas de
amilosa pueden formar hélices simples o dobles (Takeda et al. 1989) y poseen un
grado de polimerizacion (GP) entre 500-6000 unidades de glucosa (Shibanuma et al.

1994).
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La amilopectina es una de las moléculas mas grandes de la naturaleza con una masa
molecular que varia desde 50-500 x 10° y a diferencia de la amilosa es un polimero
altamente ramificado. Posee una cadena central formada por 3 x 10° a 3 x 10° unidades
de glucosa unidas por enlaces a-(1-4), y ramificaciones formadas por glucosas unidas
por enlaces a-(1-6) que aparecen cada 20-25 unidades (Manners 1989, Gilliard y
Bowler 1987) (figura 13).
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Figura 13 Representacion de la estructura del almiddn en un grano de cereal. (Adaptado a partir de Gous
etal. 2015).

Las cadenas de amilopectina pueden clasificarse como cadenas externas no
ramificadas (A) o cadenas internas ramificadas (B) (French 1984). La estructura de la
amilopectina se representa comunmente por un modelo de cluster, en el que las
cadenas A de GP 12-16, que pueden formar doble hélices, estan organizadas en
clusters (Thompson 2000). Los clusters comprenden el 80-go % de las cadenas y estan
unidos a las cadenas B (que conforman el restante 10-20 %) (Hizukuri 1986).

La amilosa y la amilopectina se encuentran formando granulos que se caracterizan por
ser semicristalinos e insolubles en agua (Copeland et al. 2009). Los granulos contienen
agua y pequenas cantidades de lipidos y proteinas, y la proporcion de estos
componentes depende del origen botanico del almidon (Hoover 2001). Los granulos
de almidon nativos presentan una estructura semicristalina con un grado de
cristalinidad de 20 a 40 % (Hizukuri 1986), la cual es atribuida principalmente a la
estructura de la amilopectina. La organizacion de los granulos de almidén es radial, de
manera tal que se encuentra formado por anillos de crecimiento amorfos alternados
con anillos de crecimiento semicristalinos con un espesor radial de 120-400 nm
(Buléon et al. 1998). La amilosa y las regiones de ramificacion de la amilopectina
forman las regiones amorfas, mientras que, las capas semicristalinas estan
constituidas por cadenas externas lineales de amilopectina, las cuales conforman
doble hélices cristalinas (Perry y Donald 2000, Jenkins et al. 1993).

Las propiedades que exhiben los almidones al ser calentados en presencia de agua y
sometidos a fuerzas de cizalla, y luego enfriados guardan relacién con su potencial uso
en diferentes matrices alimenticias.

Las transformaciones que sufren los granulos de almiddn nativos bajo determinadas
condiciones de temperatura y humedad se las conoce como gelatinizacion (Atwell et
al. 1988). En funcion de las observaciones experimentales realizadas se han propuesto
varios modelos para describir el proceso de gelatinizacién; sin embargo, a pesar de
que en la actualidad existen diferentes enfoques, el primer modelo propuesto por
Donovan (1979) ha sido y continla siendo el mas aceptado por la comunidad
cientifica. El modelo formulado propone que el proceso de gelatinizacién se produce



en dos etapas, en donde inicialmente las regiones amorfas de los granulos comienzan
a absorber agua e hincharse, para finalmente producir la disrupcidn de la organizacion
radial cristalina. Segun este modelo, la hidratacion de las regiones amorfas facilita la
movilidad molecular y produce tensiones de ruptura que son transmitidas a través de
las moléculas desde las regiones amorfas hasta las cristalinas, lo que provoca la
disociacion de las dobles hélices de las cadenas de amilopectina y la ruptura
irreversible de la estructura cristalina (Tester y Debon 2000).

La gelatinizacion es un proceso que depende de la cantidad de agua disponible, siendo
necesario un nivel minimo para que se produzca este fendmeno. En condiciones
limitantes de agua (menores a ~60 % p/p de agua para mezclas almiddn/agua) el
proceso de gelatinizacion requiere de mayor temperatura que en condiciones de
exceso de agua, ya que la energia se utiliza para fundir a las regiones cristalinas que no
alcanzaron a ser desorganizadas por efecto de la hidratacion de las regiones amorfas
(Biliaderis et al. 1980, Donovan 1979). Paralelamente a la absorcion de agua y al
hinchamiento de los granulos que ocurre durante el calentamiento en presencia de un
exceso de agua, las moléculas de amilosa comienzan a migrar hacia la solucion. Como
consecuencia de estos procesos, la viscosidad incrementa hasta alcanzar un valor
maximo, en donde el numero de granulos hinchados e intactos es el mayor que puede
alcanzarse bajo las condiciones de trabajo (Hoseney et al. 1986). Si el proceso de
calentamiento continya, se produce una reduccion de la viscosidad, debido a que los
granulos tienden a romperse parcial o totalmente y las moléculas de almidon se
dispersan en la fase acuosa.

Luego de que el fendmeno de gelatinizacidn tiene lugar y los granulos de almidon
pierden completamente su estructura cristalina, el almidon mantiene aun una
estructura granular diferente a la nativa. Esta estructura granular remanente sin orden
de los polisacaridos se conoce como granulos fantasma. Estos son la porcion no
solubilizada de granulos gelatinizados, los cuales retienen su caracter particulado
después de la pérdida del contenido granular y poseen caracteristicas microscopicas
dependiendo del origen botanico y genético del almidon, sin embargo, no presentan
la organizacion estructural de los polimeros propia de los granulos nativos (Obanni y
BeMiller 19963, b; Prentice et al. 1992, Stark et al. 1983). La dispersion de los
fragmentos granulares de almidén y las moléculas dispersas derivan en una
suspension viscosa de almiddn, conocida como pasta de almidon. Las propiedades de
las pastas dependen de numerosos factores, como el volumen y la rigidez de los
granulos, las propiedades reoldgicas de la fase continua (formada principalmente por
las moléculas de amilosa liberadas del granulo) y las interacciones entre esta fase y la
fase dispersa).

Cuando una suspension de almidon gelatinizada es enfriada, la viscosidad del sistema
incrementa debido a las interacciones intermoleculares entre amilosa y amilopectina,
aunque también entre granulos y amilosa y entre granulos. Este proceso que va desde
el estado soluble o disperso a otro insoluble, no hinchado y microcristalino se conoce
como retrogradacion (Waigh et al. 2000, BeMiller y Whistler 1996, Biliaderis et al.
1986). Cuando la concentracion de almidon es aproximadamente del 6 % se forma un
gel, que consiste en granulos gelatinizados enriquecidos en amilopectina (granulos
fantasmas) alojados en una matriz continua de amilosa (Goesaert et al. 2005).

Durante el proceso de gelificacion, inicialmente se establecen puntos de unidn entre
las moléculas de amilosa (solubilizadas durante la gelatinizacion) y se desarrolla una
red continua. Luego de algunas horas, las dobles hélices forman una estructura semi
cristalina muy estable. La recristalizacion de las cadenas laterales cortas de
amilopectina es un proceso mucho mas lento (varios dias o semanas) y ocurre en los
granulos gelatinizados (Miles et al. 1985). La retrogradacion del almidon es
influenciada por diferentes condiciones y componentes, como el pH y el contenido
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acuoso, asi como también, por la presencia de lipidos, proteinas, azucares y acidos
(Eliasson y Gudmundsson 1996). La retrogradacion de amilosa en alimentos
procesados es considerada importante debido a su influencia sobre propiedades
relacionadas con la adhesividad, la capacidad de absorber agua y la digestibilidad,
mientras que, la retrogradacion de amilopectina es un proceso mas importante en el
envejecimiento de productos ricos en almidon, como los panificados (Copeland et al.
2009).

Las proteinas de los cereales se han clasificado en cuatro grupos de acuerdo a su
solubilidad. Las albuminas y globulinas estan concentrados en las células de la
aleurona, en el germen y el salvado, mientras que su concentracion es relativamente
baja en el endosperma. Las prolaminas y glutelinas son las proteinas de reserva de los
cereales. Se encuentran limitadas al endosperma, y su presencia es casi nula en el
pericarpio o el germen. Nutricionalmente, las prolaminas son pobres en lising,
metionina y triptdfano; mientras que las glutelinas presentan mayor variabilidad en la
composicion aminoacidica.

En los Ultimos afios, se han publicado numerosos estudios que muestran los
resultados de la utilizacidon de diferentes harinas y almidones LG, entre ellos se han
estudiado la harina de arroz, ya sea refinada o integral; la harina y/o almidén de maiz,
las harinas de sorgo y mijo, el almidon de papa, la harina de granos andinos y
legumbres.

La harina de arroz se obtiene por molienda del grano, el cual puede ser corto, medio o
largo, segun la variedad; y céreo (pegajoso o glutinoso) o no céreo. El proceso de
molienda incluye el descascarillado, la eliminacion del salvado y finalmente la
separacion de los granos partidos y dafiados (Rosell y Gomez 2006). Seguidamente los
granos partidos son separados y molidos hasta obtener harina mediante tres métodos
diferentes (Yeh 2004). La molienda hUmeda consiste en remojar los granos en agua y
tras el escurrido moler los granos en presencia de agua para reducir la cantidad de
almidon dafado. Este procedimiento permite obtener almidones nativos vy
modificados, dextrinas y una amplia gama de derivados de éstos. La molienda semi
seca también incluye el remojo, escurrido y molienda, pero en este caso en ausencia
de agua. Las aplicaciones del producto resultante son similares a las del obtenido por
molienda humeda. La molienda seca consiste en la trituracion y reduccion de tamano
de los granos partidos. Esta harina se usa para alimentos infantiles, productos
extrudidos y diversos productos de panificacion. Las harinas de arroz tienen la misma
composicion quimica que los granos de donde proceden. Sin embargo, ésta es
dependiente del origen botanico del grano y de si la harina proviene del grano
descascarillado y pulido o no. Por tanto las propiedades funcionales de las harinas de
arroz dependen de la variedad, condiciones medioambientales y métodos de
molienda. Sin embargo, como el resto de los cereales, el arroz es rico en hidratos de
carbono complejos, es fuente de proteinas y minerales, y no contiene colesterol. Los
hidratos de carbono son los constituyentes mas abundantes en el arroz, con un
contenido aproximado de almidon del 8o % (14 % humedad).

Los granulos de almidon de arroz poseen una forma poliédrica, se encuentran entre
los granulos con menor tamafo (3-8 mm) y presentan gran resistencia a procesos con
altas temperaturas. En general, las variedades de grano largo tienen mayor contenido
de amilosa y temperatura de gelatinizacion, ademdas de mayor tendencia a
retrogradar o recristalizar que las variedades de grano corto o medio. Por el contrario,
harinas provenientes de arroces cerosos que contienen poca amilosa (menos de 0,56
%) gelatinizan a temperaturas mas bajas y presentan menor retrogradacion, y por eso
son resistentes a la sinéresis durante el almacenamiento y la congelaciéon (Juliano
1984). Si se utilizan harinas procedentes de variedades con diferente contenido de
amilosa (bajo, medio y alto amilosa) se podria ampliar el espectro de uso de estas



harinas, proporcionando asi alternativas a la industria de alimentos y especialmente a
la de nuevos productos. Por otro lado, el método de molienda y el tipo de molino
utilizado determinard el tamafio de particula de la harina de arroz y también la
cantidad de almidon dafiado (Nishita y Bean 1982)

La proteina es el segundo constituyente mas abundante en el arroz, con valores
situados entre 6,3-7,9 % (g de N x 5,95). El arroz es uno de los cereales mas pobres en
proteinas (algunas variedades mejoradas pueden sin embargo, contener 14 g en 100
g). La extraccion de Osborne muestra que las proteinas del endosperma del arroz
estan constituidas por aproximadamente 3,8-8,8 % de albUuminas, 9,6-10,8 % de
globulinas, 2,6-3,3 % de prolaminas y 66-78 % de glutelinas (que reciben el nombre de
orizeninas) (Cagampang et al. 1966). La relacion entre
albUminas:globulinas:prolaminas:glutelinas es distinta al resto de los cereales, siendo
mayoritarias las glutelinas en detrimento de las prolaminas (Hamaker 1994). Las
albuminas de arroz poseen un amplio rango de peso molecular (Juliano 1972), aunque
la fraccidn mayoritaria se encuentra entre 18-20 kDa (Houston y Mohammed 1970).
Las globulinas consisten en a-, B- y 8- globulinas, con pesos moleculares de 25,5, 15,
200 kDa y mas, respectivamente (Morita y Yoshida 1968). Las prolaminas estan
constituidas por subunidades peptidicas de peso molecular de 10, 13 y 16 kDa (Ogawa
et al. 1987). El péptido de 13 kDa es facilmente solubilizado en soluciones alcohdlicas,
mientras que los péptidos de 10y 16 kDa, con mayor contenido de puentes disulfuro,
requieren de un agente reductor para su solubilizacidon en soluciones alcohdlicas
(Ogawa et al. 1987, Hibino et al. 1989). Las glutelinas nativas son extremadamente
insolubles en agua (Juliano 1985, Hamada 1996). Ademas, son de alto peso molecular,
y muy heterogéneas (Juliano 1985). Esta fraccion es soluble en soluciones acidas (pH
por debajo de 3) o basicas (pH por encima de 10) (Shih 2004). Estan compuestas por
dos unidades polipeptidicas que reciben el nombre de a-glutelinas (acidas) y B-
glutelinas (basicas), con pesos moleculares de 30-39 y 19-25 kDa, respectivamente
(Juliano 1985, Kagawa et al. 1988, Kishimoto et al. 1999, Shih 2004). Las glutelinas de
arroz polimerizan mediante puentes disulfuro e interacciones hidrofébicas para
formar complejos macromoleculares de gran tamafo (Utsumi 1992). Esta formacion
de estructuras muy ordenadas explicaria la falta de funcionalidad de estas proteinas
(Katsube-Tanaka et al. 2004).

Un aspecto importante de la inclusion de productos de arroz, como la harina, en la
dieta alimentaria, es que el almiddn de arroz presenta respuestas metabdlicas de
glicemia e insulinemia diferentes al resto de los cereales, debido a la distinta
proporcion de amilosa:amilopectina. Asi los productos con mayor contenido de
amilosa presentan una menor digestibilidad del almidon y, consecuentemente,
menores respuestas glicémicas e insulinémicas. Las harinas de arroz, tanto crudas
como pre-gelatinizadas, presentan un amplisimo margen de utilizacion en productos
como pan, bizcochos y bizcochuelos. Sin embargo, la sustitucion de la harina de trigo
por harina de arroz para la elaboracion de productos horneados hace necesario
modificar los parametros de los procesos de elaboracidn y el uso de agentes que
ayuden al desarrollo de la masa. Varios autores demostraron que la variedad de arroz
juega un papel importante en la calidad de los panes (de la Hera et al. 2013, Rodriguez
y Baragafio-Mosqueda 1974). Bean et al. (1983) obtuvieron bizcochos de hojuela de
harina de arroz. Los productos resultantes usando harina de arroz procedente de
variedades de grano corto o medio, y por tanto de bajo contenido de amilosa, fueron
de mejor calidad que los procedentes de grano largo, que fueron mas secos y con una
textura arenosa. La calidad de los bizcochuelos de arroz puede mejorarse afadiendo
distintas proteinas como leche en polvo desnatada o proteinas de huevo (Mohamed y
otros 1995, Mohamed y Hamid 1998). Las galletas tipo cookies, ricas en grasa y
azucar, también se han podido obtener sustituyendo harina de trigo por harina de
arroz. Przybyla y Luh (1997) elaboraron galletas con harina de arroz, las cuales
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mostraron una mejor extension durante el horneado y obtuvieron una mejor
aceptacion sensorial.

El almidon de mandioca se obtiene del procesamiento de la planta de Manihot
esculenta, herbacea anual tropical lefiosa de la familia Euphorbiaceae, también
llamada yuca, cassava, tapioca, cassada o mandioca. Es una planta tropical con un
sistema fibroso de raices que se desarrollan radialmente alrededor de la base de la
planta como raices tuberosas (Adetan et al. 2003). Los tubérculos son extraidos y
sometidos a un proceso mediante el cual se obtiene el almidon. Existen diferentes
metodologias, como las vias humeda y seca (Alarcon y Dufour 1989, Cobana y
Antezana 2007). Los componentes mayoritarios presentes en los tubérculos y por
consiguiente en la harina de mandioca son los hidratos de carbono (35 %), seguidos de
fibra cruda (5 %) y proteinas (1 %) (FAO 1998).

Los granulos del almidén de mandioca no son uniformes en tamafo y forma,
presentan una forma redonda con terminales truncados, un nucleo bien definido y su
tamano varia entre 4 y 35 mm con un promedio de 20 mm. Los patrones de difraccion
de rayos X de los granulos de almiddn nativo de mandioca son de tipo intermedio (tipo
C), entre los patrones caracteristicos de los almidones de los cereales (tipo A) y los
almidones de frutas y tubérculos (tipo B). El nivel de cristalizaciéon en el almidén de
mandioca es de alrededor de 38 %. La cristalinidad del granulo se debe esencialmente
a la amilopectina (Richard et al. 1991).

En general el almidon de los tubérculos y las raices presenta un fuerte crecimiento de
viscosidad durante el calentamiento, mucho mayor que el de los cereales. Los
granulos de almidon de mandioca, papa y maiz ceroso presentan picos de viscosidad
mas altos que los de maiz y trigo. Esto es debido a que los almidones de mandioca,
papay maiz ceroso tienen mayor capacidad de absorcion de agua, mayor velocidad de
hidratacion y se desintegran mas rapidamente. El almidon de mandioca gelatiniza a la
misma temperatura que el almidon de maiz y que el almidon de maiz ceroso, a
temperaturas relativamente bajas (62-73 ©°C); el pico maximo es alcanzado
rapidamente, lo que implica que es un almidén facil de cocinar y requiere menor
consumo de energia durante su coccion. Ademas, tiene una tendencia baja a la
retrogradacion y produce un gel de mayor claridad y estabilidad en comparacién con
el de otros almidones nativos (Whistler 1984). Su temperatura de gelatinizacion (63
°C) es similar a la del almidon de papa, pero estd por debajo de las temperaturas de
gelatinizacion de los cereales (74-81 °C). Aunque la viscosidad de la pasta es
inicialmente alta, esta decae bruscamente con agitacion continua por encima de 9o °C
y con un subsecuente enfriamiento no hay formacién de gel. Este comportamiento del
almidén de mandioca lo hace tecnolégicamente conveniente como sustrato para
procesos hidroliticos, pero inapropiado como sustituto de los almidones de cereales
en tecnologias que requieren retrogradacion. Las propiedades de claridad y baja
retrogradacion del almidén de mandioca pueden ser utilizadas en muchos productos
alimenticios.

Existe un alto potencial para el uso comercial y lucrativo de los almidones y las harinas
elaborados de raices y tubérculos por lo que se han realizado numerosos estudios
sobre las propiedades funcionales (Pérez et al. 1999) y el efecto de modificaciones
fisicas y quimicas del almidon en la calidad de los productos elaborados. Pérez et al.
(2007b, 2001) elaboraron harinas de mandioca con diferentes grados de gelatinizacion
y dextrinizadas (hidrdlisis enzimatica) mediante el uso de diferentes tratamientos
térmicos. También estudiaron el efecto de la adicion de aditivos como el estearoil-2-
lactil lactato de sodio y cloruro de sodio sobre sus propiedades. A las harinas
obtenidas se le evaluaron sus caracteristicas quimicas, fisicas y funcionales para
sugerirlas como ingredientes opcionales en la manufactura de diferentes productos.
Por otro lado, Abraham et al. (1984), Gerard et al. (1994), Rattanachon et al. (2004)



evaluaron el proceso de elaboracion y optimizacion de la harina de mandioca. En
cuanto a la elaboracion de productos, Martinez (1997) sustituyd harina de trigo por
almidon pre gelatinizado de mandioca en la elaboracion, a escala piloto, de galletas de
soda a niveles de 3y 5 %. Andrade (2007) desarrollé una mezcla para pudin utilizando
almidon de mandioca de variedades dulces del banco de germoplamas de la
Universidad Central de Venezuela. También se ha ensayado la posibilidad de la
sustitucion parcial de harinas de mandioca en la elaboracion de pastas. En este
sentido Pérez (2007a) elaboré pastas con harinas compuestas trigo-mandioca, con
adicion de jugo de remolacha. Se logré la sustitucion hasta de un 20 % de la harina de
trigo por la harina de mandioca, obteniéndose una pasta con buena respuesta a la
prueba de coccidn y de textura agradable, que fue aceptada por el panel evaluador.
Ademas, el color de la pasta obtenida fue evaluado como mas agradable al
compararlo con pastas similares encontradas en el mercado. Cueto (2007) estudid la
sustitucion de harina de trigo por harina de mandioca en la formulacion de
bizcochuelo. Se observd que, incluso a altas proporciones de sustitucion, el producto
tuvo una buena aceptacion por parte del panel evaluador.

La harina de soja se obtiene a partir de la torta residual en el proceso de extraccion de
aceite, la cual es sometida a un proceso de desolventizacion-tostado y posterior
secado, enfriamiento, reduccion del tamafo de particula y tamizado. Existen distintos
productos de harinas de soja, las denominadas harinas y sémolas (grits) con alto
contenido de materia grasa (full fat) y harinas y sémolas (grits) desgrasadas. Las
primeras contienen alrededor de 40 % de proteinas y se obtienen por molienda de
cotiledones descascarados; las sequndas poseen entre 52-54 % de proteinas y son
preparados a partir del producto de la extraccion con solventes de escamas (flakes)
provenientes de granos de soja descascarados (Puppo et al. 2007).

En base a su solubilidad, las proteinas de soja, han sido clasificadas en albuminas
solubles en agua y globulinas solubles en soluciones salinas. Aproximadamente el 8o-
90 % del total de proteinas pertenece al grupo de las globulinas. Koshiyama (1969),
realizé una caracterizacion de las proteinas de soja por medio de ultracentrifugacion
analitica. El estudio reveld la presencia de 4 fracciones con coeficientes de
sedimentacion de 2S, 7S, 11S y 155, las cuales no son homogéneas y contienen una
mezcla de proteinas. Las dos fracciones mas abundantes son la 7S (B-conglicinina) y la
11S (glicinina), que suman el 70 % del total de proteinas, por lo que dominan el
comportamiento del aislado. Ambas, B-conglicinina y glicinina, son proteinas
complejas, con multiples subunidades. La globulina 7S es una proteina trimérica (141
kDa) compuesta por las subunidades o (57 kDa), a’ (58 kDa) y B (42 kDa) asociadas por
interacciones hidrofébicas (Thanh y Shibasaki 1977). La fraccidon 11S consiste en dos
anillos hexagonales, y cada uno contiene tres subunidades asociadas por interacciones
hidrofdbicas que consisten en pares de polipéptidos acidos y bdasicos unidos por
enlaces disulfuro (Moreira y et al. 1979). La glicinina y la B-conglicinina tienen una
temperatura de desnaturalizacion de go y 72 °C, respectivamente. Para proceder a la
extraccion de estas fracciones proteicas, se solubilizan en soluciones acuosas a un pH
aproximado de 8 y se precipitan en soluciones acidas, cercanas al pl de las proteinas
(~4,5) (Kinsella 1979).

La harina de soja ha sido reconocida desde hace muchos afios como un excelente
ingrediente para fortificar los productos a base de cereales, tales como el pan, las
galletitas y la pasta. La incorporacién de derivados de soja en los productos de
panificacion produce modificaciones en el proceso de elaboracidn y la calidad de los
productos. Esto es debido a las caracteristicas y la funcionalidad de sus componentes
que afectan las propiedades sensoriales de los alimentos, como apariencia, color,
sabor, olor, aroma y textura, las cuales son atributos determinantes de la aceptacion
por parte de los consumidores. Sin embargo, las harinas de soja se emplean en
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Figura 14 Estructura primaria de

la goma xantica.
partir de Sworn 2011).

(Adaptado a

panificacion tanto para enriquecer las propiedades nutritivas de los productos
(Mecham et al. 1976, Bean et al. 1977, Guy 1984), como para aprovechar los efectos
beneficiosos de sus enzimas y fosfolipidos (Pomeranz et al. 1969, Chung et al. 1981,
Lai et al. 1989)

Si bien se ha estudiado el efecto de diferentes materias primas en las propiedades de
las masas, la estructura de los panificados y la calidad tecnoldgica y sensorial de los
productos, muchos autores han demostrado que se obtienen mejores resultados
combinando diferentes materias primas de manera tal de potenciar su funcionalidad
(Schober et al. 2003, 2005, 2007; Alvarez-Jubete et al. 2010).

Aditivos

La incorporacion de aditivos en la formulacion de panificados LG ha sido reportada
como una alternativa para mejorar las propiedades de manejo de las masas vy la
calidad del producto final. En general, en la panificacion con harina de trigo se utilizan
aditivos que actuan sobre la red de gluten. Sin embargo, en la produccion de
productos LG la estrategia es diferente y se buscan aditivos que actien sobre la
fraccion almidonosa, que por lo general es la mayoritaria; en caso de estar presente,
en la fraccidn proteica no gluteinica y que tengan efectos sobre la consistencia de la
masa. En los panificados LG se ha reportado la utilizacion de aditivos como
hidrocoloides, emulsionantes y enzimas, entre otros.

Los hidrocoloides comprenden un nUumero de moléculas altamente hidrofilicas.
Quimicamente, pueden ser polisacaridos como la goma xantica, los galactomananos,
los derivados del almiddn, entre otros; o proteinas, como la gelatina. Proveen
numerosas propiedades funcionales que los tornan adecuados para diferentes
aplicaciones en la industria alimenticia (Rosell et al. 2007). En la industria panadera,
ademas de ser utilizados como reemplazantes del gluten, los hidrocoloides han sido
empleados para mejorar la textura del pan, disminuir la velocidad de retrogradacion
de la amilopectina, aumentar la retencion de agua y mantener la calidad general del
producto durante mas tiempo (Rojas et al. 1999). Acs et al. (1997) probaron el uso de
diferentes hidrocoloides como sustitutos del gluten en pan elaborado a partir de
almidon de maiz. Los autores evaluaron el efecto de las gomas xantica, guar, garrofin
y tragacanto sobre el volumen y la textura de estos panes. Todos los hidrocoloides
aumentaron significativamente el volumen y disminuyeron la dureza de los panes,
obteniendo los mejores resultados con la incorporacion de la goma xantica; mientras
que Gan et al (2001) encontraron que la hidroxipropilmetil celulosa y la carboximetil
celulosa funcionan mejor que la goma guar como reemplazantes parciales del gluten
en panes hechos a partir de harina de trigo y harina de arroz (50:50).

Todos los hidrocoloides interactyan con el agua, reduciendo su difusion. En general,
los hidrocoloides neutros muestran una menor solubilidad, mientras que los
polielectrolitos son altamente solubles en agua, aunque la cinética de hidratacion
depende de varios factores; las gomas xantica y guar y la carboximetilcelulosa son
solubles en agua fria; mientras que los carragenanos, la goma garrofin y muchos
alginatos requieren de agua caliente para su completa hidratacion (Anton y Artfield
2008). El agua puede ser retenida directamente por la formacion de puentes de
hidrogeno, o puede ser contenida en los espacios que se forman inter o
intramolecularmente. Numerosos estudios han reportado las interacciones entre los
hidrocoloides y las proteinas de un sistema, ambos en solucion acuosa y en la
superficie de una proteina adsorbida en una emulsidon (Dickinson 2003). Se ha
establecido que en solucidn, una mezcla de proteinas a hidrocoloides puede presentar
miscibilidad, incompatibilidad termodinamica o una coacervacion compleja. Mientras
que, en una interface, en donde la proteina esta adsorbida, pueden ocurrir
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interacciones asociativas debido a enlaces puente hidrogeno o interacciones
electrostaticas resultando en una capa doble estabilizadora en la superficie de la gota
de aceite (Dickinson 2011); mientras que el polisacarido adicionado se encuentre en
una concentracion suficiente, sino de otra manera tiene lugar la floculacion.

La goma xantica es un metabolito secundario producido durante la fermentacion
aerobica de carbohidratos simples por parte de Xanthomonas spp. Se trata de un
polisacarido formado por una estructura primaria de unidades repetidas, constituidas
por dos glucosas, dos manosas y un acido glucurdnico (figura 14). Unidos a las
manosas se encuentran acido piruvico y grupos acetilos, que le otorgan a la molécula
un caracter anionico (Garcia-Ochoa et al. 2000). La estructura secundaria de esta
macromolécula es una hélice formada por cinco unidades repetitivas, con cadenas
laterales plegadas contra la cadena central. Este tipo de estructura se puede asimilar a
la de un rodillo rigido. Analisis de difraccion de rayos X indican que la goma se
presenta como una sola hélice mientras que estudios quirdpticos y de microscopia
electronica sugieren que se trata de una doble hélice o incluso de una superhélice de
orden mayor. Cuando la goma esta en solucion acuosa presenta una conformacion
helicoidal, que le otorga a la molécula una estructura mas rigida. Se ha demostrado
que esta caracteristica influye el comportamiento de sus soluciones, incluyendo altas
viscosidades y pseudoplasticidad (Millane y Wang 1990). Las cadenas laterales
protegen a la cadena central de glucanos de manera tal que se torna relativamente
estable a acidos, alcalis y enzimas (particularmente celulasa). Algunos autores han
evaluado la existencia de interacciones entre la goma xantica y diferentes proteinas.
Hua et al. (2003) observaron la formacion de geles de proteina de soja y goma xantica.
Estos autores informaron que la fraccion proteica se comportaba como la fase soporte
aun a concentraciones de goma xantica mayores a 1 %. Carp et al. (1999) también
estudiaron las propiedades de emulsién y solubilidad de proteinas de soja en
interaccion con goma xantica. Crockett et al. 2011 reportaron que una solucidn de
goma xantica al ser calentada adquiere una conformacion desenrollada y por lo tanto
el nimero de enlaces idnicos con las proteinas aumenta, lo cual se expresa
fisicamente en un incremento del mddulo elastico del sistema. En cuanto a la
interaccion de la goma xantica con el almidén, la goma xantica no afecta
significativamente a la gelatinizacion, pero puede inhibir la retrogradacién, haciendo
que las soluciones de almidon sean mas estables. Aunque alguno autores han
observado cambios en la temperatura de inicio de la gelatinizacidon cuando la goma
xantica estd presente en el sistema (Rojas et al. 1999). La goma xantica es también
eficaz en la mejora de la estabilidad de almidones en el proceso de congelado-
descongelado mediante el control de la sinéresis (Arocus et al. 2009).

Entre los derivados de celulosa, la hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) constituye otra
de las opciones empleadas en la panificacion LG. La HPMC se obtiene al tratar la
celulosa alcalina con oxido de propileno y cloruro de metilo. Mediante este
tratamiento se incorporan grupos éter de hidroxipropilo a la estructura de la celulosa
(figura 15), lo cual genera cambios en la estructura de la molécula y en sus
propiedades. La presencia de unos pocos grupos éter diseminados a lo largo de las
cadenas mejora la solubilidad en agua de la celulosa, al disminuir la cantidad de
puentes de hidrégeno internos. De aqui que cuando se calienta una solucidn acuosa
las moléculas de agua de la solvatacion del polimero se disocian de la cadena, y la
hidratacion disminuye lo suficiente para que se formen asociaciones intermoleculares
y se produzca la gelificacion. Al reducir la temperatura se aumenta de nuevo la
solubilidad, de manera que el gel es reversible (Sarkar 1979). Debido a la presencia de
los grupos éter, estas cadenas son algo tensoactivas, de modo que se adsorben en las
interfases. Esto ayuda a estabilizar las emulsiones y las espumas. La HPMC ha sido
descripta por varios autores como un buen agente estructurante que, si bien no forma
una red tridimensional, otorga coherencia al conjunto de elementos presentes y por lo
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tanto en productos como el pan promueve una mejor capacidad de retencion de gas
en la masa. Mariotti et al. (2013) evaluaron la incorporacion de HPMC en combinacién
trigo sarraceno en panes LG y observaron una mejora en la ternura de la miga y una
reduccion en la cinética de retrogradacion. Sin embargo, otros autores han reportado
efectos contradictorios al emplear HPMC. Hager y Arendt (2013) encontraron que el
HPMC tenia un efecto lineal positivo en el volumen de panes de maiz y teff y un efecto
lineal negativo sobre el mismo pardmetro en panes con harina de arroz.

El psyllium es una planta del género Plantago ovata Forsk (Craeyveld et al. 2009),
también conocida como plantago india, Ispaghula y Spagel (Guo et al. 2009). La
cascara de la semilla de psyllium es una fuente bien conocida para la produccién de
hidrocoloides de psyllium (Craeyveld et al. 2009) y se utiliza ampliamente en las
industrias farmacéutica y alimenticia (Singh 2007, Yu et al. 2003). El psyllium
constituye un gel y actia como mejorador de la consistencia y la estabilidad de los
productos (Bemiller y Whister 1996). Es un polisacarido no almidonoso complejo que
se compone de una estructura ramificada con una cadena principal que contiene
enlaces (1-4) y (2-3), y cadenas laterales que estan unidas a la cadena principal a través
de enlaces O-3 y/o O-2. La cadena principal de este polisacarido se compone de
residuos de xilopiranosa. Y sus cadenas laterales estan formadas por arabinofuranosa
y residuos de xilopiranosa o cadenas laterales cortas que consisten Unicamente en
moléculas de estos monosacaridos (Craeyveld et al. 2009, Guo et al. 2008, Singh 2007)
(figura 16).

Figura 16 Estructura del psyllium.

Recientemente algunos autores han reportado estudios sobre la incorporacion de
psyllium en panificados LG. Mariotti et al. (2009) investigaron el efecto del psyllium, en
combinacion con almidén de maiz, harina de amaranto y aislado de arveja, en las
propiedades reologicas y en la ultraestructura de masas LG. Estos autores
demostraron como el psyllium mejora en general las propiedades fisicas de las masas,
debido a la estructura tipo film que se forma durante el amasado y como esto influye
en la calidad tecnoldgica y nutricional de los panes. Cappa et al (2013) reportaron que
la incorporacion de psyllium en masas LG mejora la maquinabilidad y ocupa un rol
fundamental en el desarrollo del producto, ademas de retrasar el envejecimiento de
los panes.

La eleccion del hidrocoloide a utilizar debe ser estar basada en la funcion que se
espera que el hidrocoloide realice en la microestructura del alimento. La funcionalidad
de un hidrocoloide esta determinada por la forma en que interacciona con los otros
ingredientes de la formulacion y las caracteristicas del propio polimero; relacionadas
con su estructura, la cual determina sus propiedades de viscosidad y su poder
gelificante.

Por otro lado, en los productos LG también se emplean emulsionantes como el
estearoil lactilato de sodio (SSL, por sus siglas en inglés) y los acidos grasos del acido



diacetil tartarico (DATEM, por sus siglas en inglés). Las emulsiones son sistemas en los
que una fase, dispersa, se suspende como pequefias gotas en una segunda fase,
continua. Las sustancias que promueven la estabilidad de las emulsiones son
conocidas como emulsionantes y funcionan al disminuir la tension superficial
generada en la interfase. Su capacidad emulsionante esta dada por la estructura del
emulsionante, la proporcion de parte hidrofilica y lipofilica de la molécula, es decir el
balance hidrofilico-lipofilico (HBL). Los emulsionantes han sido ampliamente
utilizados en la industria de panificacion cumpliendo funciones principales como el
acomplejamiento del almiddn, el refuerzo del gluten en sistemas con harina de trigo,
la aireacion y la reduccion de grasa necesaria. La interaccion del emulsionante con la
fraccion proteica promueve la estabilizacion de la masa mediante neutralizacion de las
cargas positivas superficiales de las proteinas presentes en el sistema. Cuando el
emulsionante se acompleja con el almidén durante el calentamiento produce la
estabilizacion del granulo retardando la penetracion del agua. La formacion del
complejo amilosa-emulsionante no ocurre hasta la temperatura de gelatinizacion.
Esta interaccion reduce la formacion del gel de amilosa y por lo tanto interfiere con la
retrogradacion de la amilopectina (Gray y BeMiller 2003). Mediante el agregado de los
emulsionantes se logra que la masa tolere mejor el trabajo realizado sobre ella
durante el batido y la fermentacion (Goesaert et al. 2005), y que mejore la estructura
de la miga, obteniéndose un alveolado mas fino y uniforme (Stampfli y Nersten 1995).
Los emulsionantes también ayudan a retiener el didxido de carbono incorporado
durante el batido, y disminuyen su liberacion durante el horneado (Daniels y Fisher
1976). Algunos autores ya han evaluado el efecto de la utilizacion de emulsionantes en
la estructura y calidad de panificados LG (Onyango et al. 2009, Sciarini et al. 2012).

El DATEM es un emulsionante ionico que forma dispersiones en agua fria o caliente y
posee un HBL aproximado de g,2. El SSL es un emulsionante anidnico que también
forma dispersiones en agua fria o caliente con un HBL cercano a 21. Ambos poseen
muy buenas capacidad para formar interacciones hidrofobicas con proteinas e
interaccionar con el almiddn.

En la industria panadera, la adicion de enzimas se utiliza comUnmente para modificar
la reologia de la masa, la retencion de gas y la textura de la miga en la fabricacion de
pan (Williams y Pullen 1998), para modificar la reologia de la masa en la fabricacion de
productos tipo puff pastry y galletas (Manley 2000), para promover la suavidad en
bizcochuelos (Sahi y Guy 2005) y para incrementar el crecimiento vertical en croissants
(Gerrard et al. 2000).

Algunos autores han evaluado la incorporacion de glucosa oxidasa (GOX) en panes LG
elaborados con harina de arroz (Gujral y Rosell 2004a) y una mezcla de harina de
arroz, soja y almidon de mandioca (Sciarini et al. 2012), y reportaron un mejoramiento
de la calidad. La glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4), es una flavoproteina de masa molecular
entre 130-175 kDa. Esta enzima es producida por un amplio rango de especies
fungicas, especialmente los géneros Aspergillus y Penicillum, de los cuales A. niger es
el mas comUnmente utilizado. La GOX cataliza la oxidacion de B-D-glucosa a D-
gluconolactona y perdxido de hidrogeno (H202) utilizando oxigeno molecular como
aceptor de electrones (Pluschkell et al. 1996, Hatzinikolaou et al. 1996). Esta reaccion
puede ser dividida en dos pasos, uno reductor y otro oxidativo. En la etapa reductora,
la enzima GOX cataliza la oxidacion de B-D-glucosa a D-gluconolactona, la cual es
hidrolizada a acido glucdnico por un mecanismo no enzimatico. Seguidamente, el
nucledtido FAD (flavina adenina) es llevado a su forma reducida (FADH2) (Witt et al.
2000). En la etapa oxidativa, la enzima GOX reducida es reoxidada por el oxigeno con
la producciéon de H202. El mecanismo por el cual la glucosa oxidasa mejora la calidad
de productos como el pan es aun controvertido. Diversos autores (Primo-Martin et al.
2003, Rosell et al. 2003, Gujral y Rosell 2004a) postularon que el H202 producido por
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la catdlisis de la enzima causa la oxidacion de los grupos sulfhidrilo libres de las
proteinas del gluten. Vemulapalli y Hoseney (1998) encontraron que los grupos
sulfhidrilo libres de las proteinas solubles de trigo disminuian en presencia de glucosa
oxidasa; mientras que Gujral y Rosell (2004a) observaron el mismo efecto en las
proteinas de arroz.

Recientemente algunos autores han evaluado la incorporacion de la enzima
cilodextrinaglicosil transferasa (CGTase) en productos panificados. Esta enzima (EC
2.4.1.19) es producida por un rango de especies del género Bacillus. La CGTase
cataliza cuatro reacciones diferentes: ciclizacion, acoplamiento, desproporcionacion e
hidrolisis (Ohnishi et al. 1997). La CGTase utiliza el almidon como sustrato provocando
la ruptura de los enlaces glicosidicos a-1,4. Ademas mediante reacciones de ciclizacion
genera a-, B- y y-ciclodextrinas que contienen seis, siete u ocho unidades de glucosa,
respectivamente. Las ciclodextrinas tienen una superficie externa de naturaleza polar
responsable de la solubilidad acuosa y un nucleo interno hidrofébico con capacidad de
formar complejos con una amplia variedad de moléculas hidrofébicas. Algunos
autores han estudiado la formacion de complejos entre las ciclodextrinas y las
proteinas de harina de arroz en panes libres de gluten (Gujral et al. 2003a). Por otro
lado, también hay estudios sobre el efecto de la actividad hidrolitica de la CGTase
sobre el almiddn, el cual podria retardar la retrogradacion de almidones como el de la
harina de arroz que, presenta mayor predisposicion a retrogradar que el almidén de la
harina de trigo (Gujral et al. 2003b, Lee et al. 2002).

Los productos libres de gluten disponibles en el mercado son de una calidad muy
inferior a los de trigo, tal es el caso de los panes que poseen poco volumen, presentan
una miga seca y fragil y se endurecen rapidamente durante el almacenamiento debido
a una mayor cantidad de almidon en la formulacion (Arendt et al. 2002). La falta de
diversidad de estos productos y su elevado costo, impulsan a buscar diferentes
alternativas para la obtencion de panificados de calidad que sean capaces de atender
a la demanda nutricional de un importante sector de la poblacion.

En Cordoba los bizcochos laminados salados elaborados con harina de trigo,
conocidos como “criollitos”, se encuentran entre los productos panificados regionales
mas consumidos (Giannoni, 2012). Sin embargo, no se han encontrado estudios sobre
la formulacion de panificados hojaldrados LG. En cuanto a masas laminadas, la
bibliografia informa sobre un Unico estudio realizado por Lorenzo et al. (2008) acerca
de masa LG para empanadas y tarta. Sin embargo, la conformacion estructural del
producto horneado estudiado por estos autores no es de naturaleza laminada u
hojaldrada y por consiguiente los requerimientos en la conformacion de la masa son
diferentes, al igual que los parametros de calidad para evaluar al producto final. De
manera tal que, el estudio de las propiedades de masas laminadas que permitan
obtener productos horneados LG de estructura hojaldrada aportara una serie de
conocimientos que posibilitarian la disponibilidad en el mercado de un tipo de
producto panificado altamente consumido por el resto de la poblacion.

Objetivo general

Estudiar el efecto de diferentes ingredientes y aditivos en el proceso de elaboracién y
en la calidad tecnoldgica de productos panificados libres de gluten laminados salados.



Objetivos especificos

e Estudiar las relaciones entre las caracteristicas de harinas de diferentes tipos de
trigo, masas laminadas y productos panificados

e Establecer relaciones entre las propiedades estructurales de diferentes materias
grasas y la calidad sensorial y tecnoldgica de panificados laminados de harina de trigo

e Evaluar el efecto de diferentes aditivos sobre la calidad tecnoldgica de panificados
laminados salados elaborados con harinas libres de gluten

e Establecer relaciones entre las propiedades reoldgicas, la fraccion proteica y la
distribucion de agua en la masa y la calidad tecnoldgica de panificados con aditivos

e Evaluar el efecto combinado de diferentes aditivos sobre las caracteristicas y la
calidad de los productos laminados libres de gluten para optimizar la formulacion

e Determinar el efecto de la congelacién y precoccion de masas sobre la calidad
tecnoldgica de los productos panificados laminados libres de gluten
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Capitulo 1

Relacion entre las caracteristicas de harinas de diferentes
tipos de trigo y las propiedades de masas y panificados
laminados

Los panificados obtenidos a partir de masas laminadas sin levadura (puff pastry) y
masas dulces danesas (Danish pastry) estan entre los productos horneados mas
comunes que implican en su preparacion la intercalacion de capas delgadas de masa 'y
grasa (O'Brien 2004). En estos productos la expansion del sistema durante el
horneado depende en gran medida de la capacidad de las capas de masa para
permanecer separadas y discretas de las capas de grasa; aunque otros factores
también contribuyen a la elevacion del producto. La aptitud de una harina para
obtener panificados a partir de masas laminadas sin levadura o masas dulces danesas
ha sido discutida por varios autores.

Cauvain y Young (2001) y Matzs (1999) sostuvieron que la utilizacion de una harina
que permitiera obtener una masa muy tenaz del tipo puff pastry causaria un excesivo
encogimiento del producto laminado. Las masas elaboradas con harina de trigos
fuertes requieren tiempos de descanso mas largos que las masas de harina de trigos
blandos, de manera tal que el sistema presente las caracteristicas reoldgicas
adecuadas que le permitan soportar el laminado y formar laminas. Matzs (1999)
encontro que la calidad de la masa danesa mejoraba con el reemplazo de 15-20 % de
harina de trigo fuerte por harina de trigo blando. Davies et al. (1987) estudiaron la
estructura y la funcionalidad de las proteinas en masa laminada sin levadura antes y
durante el horneado. Estos autores encontraron que una harina de buena calidad
permitia formar delgadas laminas de masa (30 pm), mientras que una harina de menor
calidad formaba capas de masa pegajosas y poco definidas. En 1989, Zabik y Tipton
evaluaron la influencia de la cantidad y calidad del gluten de masas tipo puff pastry de
harina de trigos blandos sobre las caracteristicas texturales. Los autores encontraron
correlaciones positivas entre la cantidad del gluten y la apariencia escamosa de la
corteza; mientras que la formacion de ampollas y la fuerza de quiebre de la corteza
disminuyeron a medida que la cantidad de gluten decrecié. Hay (1993) encontro que la
altura especifica de panificados laminados tipo puff pastry aumentaba con el
incremento del contenido de proteinas. De la misma manera, el volumen especifico de
los panificados presentd correlaciones positivas con el contenido de proteinas y las
proteinas de alto y bajo peso molecular. Geittner (1978) utilizd el extensdgrafo de
Brabender para determinar la calidad de masas tipo puff pastry y establecié un rango
para el drea bajo la curva de medicion que estos sistemas debian presentar. Hay (1993)
identifico algunas propiedades de la masa (energia absorbida por la masa al ser
estirada hasta su ruptura y absorcion de agua) como los mejores predictores de la
alturay el volumen especifico de los panificados.
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Tabla 1.1 Cultivares de trigo

empleados
Trigo Cultivar Muestra
JTB 2 Swi
Blando JTB 10 Sw2
JTB 31 Sw3
Baguette
Premium 11 Hw4
Klein
Proteo Hw>
BIOINTA
Pan 3004 Hw6
Klein Tauro Hw7
Klein Hw8
Yarara
BIOINTA
1005 Hw9

A pesar de que se han llevado a cabo estudios para establecer parametros de calidad
de harinas que permitan predecir la calidad de panificados laminados tipo puff y
Danish pastry, no se han encontrado investigaciones que aborden sistemas
panificados laminados salados con levadura. Los sistemas laminados con levadura
poseen caracteristicas en comun con los productos tipo puff y Danish pastry. Sin
embargo, la presencia simultanea de levadura y sal durante la fermentacion promueve
el desarrollo de compuestos acidos (acido lactico, acético y butirico) que disminuyen
el pH de la masa y provocan cambios en la red de gluten y como consecuencia en la
consistencia del sistema. El establecimiento de relaciones entre la calidad de harina 'y
las propiedades de la masa laminada con levadura que permitan obtener un
panificado de buena calidad no ha sido ampliamente abordado por la comunidad
cientifica.

1.1  MATERIALES Y METODOS

Se emplearon muestras de trigo de la cosecha argentina del afio 2011 provistas por la
Estacion Experimental Marcos Judrez del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Buenos Aires, Argentina. Se utilizaron tres cultivares
experimentales de trigo blando (Triticum aestivum (L) Thell. ssp. compactum (Host)
MacKey) y seis cultivares de trigo pan (Triticum aestivum (L) Thell. ssp. aestivum)
(Tabla 1.1) para la elaboracién de panificados laminados.

Las muestras de trigo fueron acondicionadas a 14,5 % de humedad y molidas en un
molino de laboratorio Buhler SA MLU 202 (Bihler SA, Buenos Aires, Argentina). Se
utilizé grasa bovina refinada comercial (La Cordobesa para hojaldre, Argentina) en la
formulacion de la masa y en el hojaldrado (temperatura de fusion: (46,94%0,08) °C,
contenido de sélidos grasos a 10, 15, 20, 25,30 y 40 °C: 54,0; 51,4; 46,2; 38,9; 31,4 Y
17,8 %, respectivamente).

1.1.1 Caracterizacion fisico-quimica de las muestras de harina

Porcentaje de humedad (Método 44-15.02, AACC, 2000)

El contenido de humedad se determind sobre 2,00+0,01 g de harina. Se calentd la
muestra durante 2 h a 130 °C en estufa isotérmica de calentamiento eléctrico. El
porcentaje de humedad se calculo por diferencia de peso medido antes y después del
calentamiento de la muestra y se expresé como porcentaje de agua perdida.

Contenido de cenizas (Método 08-01.01, AACC, 2000)

La determinacién del contenido de cenizas se realizé a partir de 2 g de harina. La
harina fue calentada en mufla hasta 600 °C y se peso la muestra antes y después del
calentamiento.

Porcentaje de proteinas (Método 46-10.01, AACC, 2000)

El contenido de nitrégeno de las muestras se determiné de acuerdo al micro método
de Kjeldahl modificado para acido borico. Se realizd la mineralizacion de la muestra
(0,1 g) con H2504 a 400 °C en un bloque de digestion MB-6, Raypa (R. Espinar SL,
Espaiia). Se realizo luego la destilacion del amonio resultante sobre dcido bérico en un
destilador UDK 126, Velp Scientifica (Velp Scientifica SRL, Italia) y se tituld con acido
clorhidrico. El contenido porcentual de proteinas totales se calculé como %N x 5,7,
donde %N es el porcentaje de nitrogeno determinado por titulacidn y 5,7 el factor que
se utiliza para proteinas de cereales; este factor depende del contenido de
aminoacidos aminados de las proteinas.



31

Gluten hUmedo (Método 38-10.01, AACC, 2000)

El contenido de gluten humedo se determiné a partir de una masa elaborada con 10 g
de harina y 6 ml de agua. La masa se someti6 a un lavado manual durante 12 min en
donde se separaron los componentes solubles en agua, como almiddn, pentosanos y
proteinas solubles. El gluten obtenido se expresé como porcentaje de la muestra.

Macropolimero de Gluteninas (GMP)

El GMP fue obtenido de acuerdo a Don et al. (2003). Se suspendid (1:20) una muestra
de harina en 1,5 ml de una solucién de SDS 1,5 % p/v. Las suspensiones se agitaron por
1 h a temperatura ambiente y se centrifugaron por 30 min a 80000 x g a 20 °C. El
precipitado resultante estuvo compuesto por una capa de gel de proteinas insolubles,
denominado GMP, depositada sobre el almidon. El contenido total de proteinas del
precipitado fue determinado por el método de Kjeldahl (N x 5,7) (Método 46-10.01,
AACC, 2000) y expresado como porcentaje de proteinas del GMP (g proteina GMP/100
g de harina).

Perfil de Capacidad de Retencion de Solventes (Solvent Retention Capacity) (SRC)
(Método 56-11.02, AACC, 2000)

PG 86
Cuatro porciones individuales de 5,0 g de muestra fueron hidratadas por separado con HSRC = [(ﬁ) : (m) B 1] * 100
25 g de los siguientes solventes: agua destilada, acido lactico 5 % (p/p), sacarosa 50 %

(p/p) y carbonato de sodio 5 % (p/p). Luego de agitacién con posterior centrifugacion PG: Peso del precipitado

para descartar el sobrenadante, se obtuvo la masa de cada porcién hidratada y se ;: ';gf_‘c’eiet;?ehjgﬂﬁmedad
calculd el porcentaje de SRC para cada solvente (Ecuacion 1.1).

Ecuacion 1.1 Célculo  del
indice de Sedimentacién en Dodecil Sulfato de Sodio (Método 56-70.01, AACC, porcentaje de SRC
2000) (IS-SDS)

El IS-SDS se determind a partir de 1,0 g de harina. La muestra se humecto6 con una
solucion de azul de coomassie 0,001 % (p/v) y una solucion de SDS-acido lactico (2 % -
1:8 v/v acido lactico), luego fue sometida a sucesivos periodos de agitacion y reposo.
El volumen de la muestra hidratada se registré en cm?®.

Los ensayos que comprendieron la caracterizacion fisico-quimica de las harinas se
realizaron por duplicado.

Propiedades viscosimétricas de las harinas (Método 76.21.01, AACC, 2000)

Las propiedades de viscosidad se determinaron a través de un Viscoanalizador Répido
(RVA) (Newport Scientific Pty Ltd., Australia). Para la determinacion una dispersion de
harina en agua fue calentada, enfriada y sometida a agitacion constante (fuerza de
corte) bajo condiciones controladas. Durante este ensayo se evaluaron los cambios de
viscosidad del sistema en funcion del tiempo y la temperatura, lo que permitid
estudiar el proceso de gelatinizacion y gelificacion del almidon.

Para las determinaciones se utilizo el método general de pasting standard Newport
Scientific Method 1 (STD1). Las suspensiones de 3,5 g de harina (humedad conocida) y
25+0,12 ml de agua (0,88 fraccion de volumen de agua) se calentaron a 50 °C, mientras
se agitd a 160 rpm durante 10 s para la dispersion completa de la harina. La
suspensiones se mantuvieron a 5o °C durante 1 min, y posteriormente se calentaron
hasta 95 °C a una velocidad de calentamiento de 9,4 °C/min y una velocidad de
agitacion de 960 rpm. El sistema se mantuvo a 95 °C durante 2,5 minutos, y
finalmente se enfrid a 5o °C a una velocidad de enfriamiento de 11,8 °C/min. El pico de
viscosidad (PV), la viscosidad media (VM), viscosidad final (VF), breackdown (PV — VM)
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Tabla 1.2 Formulacion de
panificados laminados con
harina de trigo

Ingrediente Porcentaje
Harina de trigo 100
Materia grasa 20
Levadura 2,8
prensada
Sal 2,5
Azucar 1,4
Agua 50

Masa
Materia grasa

Figura 1.1 Procedimiento de
“vuelta simple”

y setback (VF — VM) se determinaron a partir de las curvas de perfil de viscosidad. Las
determinaciones se realizaron por duplicado.

1.1.2 Elaboraciéon de panificados laminados salados

Los panificados laminados salados se elaboraron utilizando la formulacion detallada
en la tabla 1.2. La cantidad de agua incorporada fue determinada experimentalmente
de acuerdo a las condiciones de trabajo y en base a pruebas previas sobre la
consistencia deseable de la masa luego del amasado.

Los ingredientes fueron mezclados durante 3 minutos en una amasadora MPZ (Pedro
Zambom e hijos, Cordoba, Argentina). La levadura y la sal se disolvieron previamente
y se agregaron por separado, los demas ingrediente se incorporaron solidos. La
temperatura del agua se calculd para obtener masa al final del amasado con una
temperatura de 21+1 °C. La masa resultante fue extendida en forma rectangular y la
mitad se cubrid con 33,3 % de materia grasa. Luego la parte libre del rectangulo de
masa se dobld sobre la porcién con materia grasa (Figura 1.1.a) y se cerraron los
bordes para evitar pérdidas. La masa obtenida fue laminada en una sobadora MA-AR
(ACRILIC Tissot, Argentina) con dos rodillos de 50,0 x 12,7 cm. Se redujo el espesor de
la masa a 60 mm en seis pasos sucesivos de laminado para no producir danos en la
estructura de la misma. Sobre la masa resultante se realizd una procedimiento de
“vuelta simple”, se marcaron tres partes, se encimé una sobre la otra (Figura 1.1.b) y se
cerraron los bordes. La masa se dejé en reposo durante 20 minutos a una temperatura
ambiente de 20+1 °C. Luego el espesor de la masa fue ajustado a 5o mm en siete
pasos sucesivos de laminado y se realizd nuevamente una vuelta simple.
Seguidamente la masa reposo durante 20 minutos y después su espesor fue ajustado
a 50 mm. Se realizd una Ultima vuelta simple y el espesor de la masa se ajusto
mediante rodillo a 150 mm. Los sucesivos laminados se realizaron en ambas
direcciones para que la estructura se fortaleciera de manera homogénea y para evitar
crecimiento irregular del producto en alguna de las dos direcciones. Finalmente se
cortaron los bordes externos de la masa y se realizaron perforaciones circulares
(didmetro= 2 mm) cada 1,6 cm a lo largo de la masa para impedir que las capas se
separen durante el horneado (Figura 1.2).

Se cortaron piezas de masa (5 cm x 5cm) y se las coloco a fermentar en una cdmara de
fermentacion Pauna-Cst (Argentina) a 35 °C y 80% de humedad relativa hasta que las
piezas doblaron su altura. Las masas laminadas fueron horneadas a 175 °C y durante
27 minutos en un horno a conveccion Beta 107 IPA (Pauna, Cérdoba, Argentina). Tres
productos por cada muestra de harina fueron elaborados y el procedimiento se realizo
por duplicado.

Figura 1.2 Proceso de elaboracion de panificados laminados con harina de trigo



1.1.3 Caracterizacion estructural de las piezas de masa

Ensayo de relajacion del esfuerzo

En el ensayo de relajacidn se aplica una deformacion de manera constante durante un
tiempo y se evalUa la respuesta del sistema en términos del esfuerzo (o (t)) que el
material debe realizar para mantener la deformacion.

La evaluacion del esfuerzo en funcion del tiempo se realizdo mediante un texturometro
Instron 3342 (Norwood, MA, EUA), sobre piezas de masa cilindricas laminadas no
fermentadas preparadas como se describié anteriormente. Las muestras fueron
comprimidas con una sonda cilindrica (didmetro= 25 mm), a una velocidad de o,5
mm/s hasta un 30 % de la altura inicial de la pieza, la compresion se mantuvo durante
2 minutos. Durante la relajacion de la muestra se registro el o (t) en una curva que se
interpreto en términos de un modelo comprendido por un elemento de Maxwell y un
resorte en paralelo (ecuacion 1.2) (Steffe 1996). En este modelo o es el esfuerzo
(respuesta del sistema), E, es el modulo elastico, €, es el modulo elastico en el
equilibrio y t.es el tiempo de relajacion definido por la ecuacion 1.3.

Los parametros del modelo empleado se obtuvieron por ajuste de los datos
experimentales mediante el software SIGMAPLOT 10 (Systat Software, Inc.,
Alemania). Se evaluaron tres piezas de masa por cada muestra de harina y cada
prueba se realizd por duplicado.

Resistencia de la masa a la deformacion

La resistencia de la masa a la deformacion se determiné mediante un texturometro
INSTRON 3342 (Norwood, MA, EUA) y se realizé sobre piezas de masas laminadas no
fermentadas preparadas como se describié previamente. Las muestras se sometieron
a un test de compresion mediante una sonda cilindrica (diametro= 25 mm) bajo las
siguientes condiciones: celda de compresion de 5 kg; velocidad del cabezal 1 mm/s;
deformacion maxima 40 %. Mediante el software BluehillR 2.27 (Instron, EUA) se
obtuvieron las curvas de carga de compresidon en funcién de la deformacion por
compresion y la resistencia a la deformacion se definid6 como el valor maximo
obtenido. Se evaluaron tres piezas de masa por cada muestra de harina y cada prueba
se realizo por duplicado.

1.1.4 Evaluacion de la calidad tecnolégica de los panificados

Cambio conformacional

El cambio conformacional que experimento la pieza de masa durante el proceso de
elaboracion se evalud a través de las dimensiones de la masa (altura, ancho y largo), al
inicio y finalizacion de la fermentacion y sobre el producto final luego de 1 h de
horneado. Se calcularon las relaciones de altura y ancho con los valores de estas
dimensiones de las piezas de masas no fermentadas en relacion a los valores de los
productos horneados.

Factor de forma (FF)

El factor de forma de los productos panificados se calculd segun la ecuacion 1.4.

Volumen especifico (VE)
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o(t) =E; e(ﬁ) + &

Ecuacion 1.2 Modelo de
relajacion del esfuerzo de tres
elementos

Ecuacion 1.3 Tiempo de
relajacion en el ensayo de
relacion del esfuerzo

altura

~ ancho + largo
2

Ecuacion 1.4 Calculo del
factor de forma
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Figura 1.3 Textura de imagenes

El volumen especifico de los panificados se determind por desplazamiento de semillas
de colza luego de 1 h de horneado. El VE se calculd dividiendo el volumen de cada
pieza por su peso y se expresd como g/cm?.

Los ensayos sobre las dimensiones de los panificados se realizaron por duplicado y se
evaluaron tres piezas por cada muestra de harina.

Color de la corteza (Método 14-22.01, AACC, 2000)

El color de la corteza se determind mediante un espectrofotometro CM-700d/600d
KONICA MINOLTA (Ramsey, EUA). La determinacion provee un valor especifico de
color basado en la cantidad de luz reflejada fuera de la superficie del producto o
transmitida a través del mismo. Las mediciones se realizaron utilizando 8 mm de
apertura y con un iluminador D65. Como medida objetiva del color se utilizo el sistema
Cie-Lab (C.I.E., 1986), que define cada color a partir de tres coordenadas denominadas
L*, a* y b*. Estas magnitudes son adimensionales y se definen en funcion del tipo de
estimulo y del blanco de referencia para tratar de simular a los observadores reales
(Joshi y Brimelou 2002). El valor L* recibe el nombre de luminosidad, el valor a* es
una medida de la intensidad de color rojo y el valor b* es una medida de la intensidad
de color amarillo.

El espectrofotdmetro fue calibrado antes de cada ensayo con un plato estandar
blanco, se realizaron mediciones en tres puntos de la corteza de los panificados (en el
extremo superior izquierdo, en el centro y en el extremo inferior derecho). La
evaluacion del color de la corteza de los panificados se realizéd por duplicado y se
evaluaron tres piezas por cada muestra de harina.

Firmeza de la corteza y la estructura interna

La firmeza se determino mediante un texturometro INSTRON 3342 (Norwood, MA,
EUA). La evaluacion de la firmeza de la corteza del panificado se realizo directamente
sobre el producto y en el caso de la firmeza de la estructura interna se tomo una
porcion longitudinal de 20 mm de espesor. En ambos casos los ensayos se realizaron
luego de 1 h de horneado. Las muestras se sometieron a un test de compresion
mediante una sonda cilindrica (diametro= 25 mm) bajo las siguientes condiciones:
celda de compresion de 5oo N; velocidad del cabezal 1 mm/s; deformacion maxima 40
%. Mediante el software BluehillR 2.27 (Instron, EUA) se obtuvieron las curvas de
carga de compresion vs deformacion por compresion, a partir de las cuales se calculd
el maximo de la curva interpretado como la resistencia que opone el sistema evaluado
a la deformacion aplicada. Las determinaciones de firmeza de la corteza y la
estructura interna se realizaron por duplicado y se evaluaron tres piezas por cada
muestra de harina.

Analisis textural de imagenes

Las técnicas de procesamiento de imagenes permiten caracterizar cuantitativamente
caracteristicas fisicas y propiedades de textura de imagenes digitales. La textura es un
atributo representando por el arreglo espacial en niveles de grises de los pixeles de un
objeto o region de interés (ROI) de una imagen. Se relaciona con el patron de
repeticion de la variacion local de niveles de grises de los pixeles de la ROI. De manera
tal que, los pixeles de las imagenes de la figura 1.3 poseen una misma distribucion de
intensidades de los niveles de grises (50 % blancos y 50 % negros); pero presentan
texturas diferentes.

Adquisicion de la imagen: se realizaron cortes transversales de los panificados y se
tomaron imagenes de con un escaner fotografico (HP Scanjet G3o010, Palo Alto CA,



EUA). El analisis de textura de la imagen se llevd a cabo con el programa Image J
(National Institutes of Health, EUA).

Pre procesamiento de la imagen: el pre procesamiento se realizd para mejorar las
caracteristicas de la imagen, sin modificar las dimensiones de la imagen original.
Como parte de esta etapa, se ajusto la escala de la imagen a la unidad cm, se
selecciond una ROI que fue de diferentes dimensiones segun la muestra analizada y se
transformo la imagen de color RGB a una imagen en escala de grises (figura 1.4.ay b.).
Se realizaron operaciones entre pixeles vecinos, aplicando ciertos filtros de suavizado
y enfatizado, como la substraccion del fondo para compensar los defectos de
iluminacion (400 pixels, light background) (figura 1.4.c) y el mejoramiento del
contraste (saturacion de pixels: o,5 %) (figura 1.4.d); con el fin de aumentar la
diferencia entre la intensidad de los niveles. La imagen fue normalizada.

Segmentacion de la imagen: se identificaron regiones de interés dentro de la ROl de la
imagen con el fin de separarlas del fondo. La segmentacion realizada se basé en el
establecimiento de umbrales o thresholding, la cual consiste en segmentar objetos
solidos que poseen un contraste diferente del fondo. Se utilizé el método de Otsu
(1979) para la segmentacion (niveles: 0-143) (figura 1.4.€). Se ajusté un umbral de
manera tal que todos los niveles de grises menores que el valor de umbral fijado se
convirtieron en negro quedando seleccionadas las regiones de aire entre las capas o
laminas. Mientras que los niveles de grises mayores al umbral fijado se convirtieron en
blanco y representaron las capas/laminas. Seguidamente se realizé la binarizacion y se
obtuvo una imagen representada Unicamente por dos colores, negro y blanco (figura
1.5.f).

Medicion cuantitativa de la textura de la imagen: la medicion de la textura se llevd a
cabo utilizando dos metodologias.

e Algoritmo de Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises (GLCM): se basa en la idea
de que una imagen puede ser analizada a través del nUmero de pixeles que la forman
en direccion horizontal Nx y en direccion vertical Ny. Ademas cada uno de estos
pixeles tiene un valor en tono de gris que es cuantificado hasta Ng niveles. Por lo
tanto, considerando lo anterior, una imagen puede ser representada como una
funcion, la cual asigna diversos tonos de grises para cada pixel o conjunto de pixeles y
a partir de esta informacion se puede caracterizar la textura de una imagen. El
algoritmo de GLCM se aplico a la imagen en escala de grises pre procesada y se
obtuvieron los pardmetros relacionados con la textura, como el contraste, la
homogeneidad y la entropia (Arzate-Vazquez et al. 2012).

e Dimension fractal (DF): este pardmetro determina el grado de irregularidad de un
objeto en multiples escalas y en que medida un objeto fractal (fragmento irregular o
formas fragmentadas de objetos) difiere de un objeto euclidiano como un punto (DF=
0), una linea (DF= 1), una superficie (DF= 2) o un sdlido (DF= 3). La DF es un descriptor
numérico de la morfologia de un objeto con estructura compleja e irregular. La miga
de productos panificados como el pan puede describirse a través de medidas
convencionales como la longitud y el rea. Sin embargo, la conformacion irrequlary la
geometria compleja de las capas y espacios vacios de conformacidn alargada en los
panificados laminados pueden ser descriptas de manera mas representativa por la
dimension fractal; la cual se expresa en términos de rugosidad morfoldgica,
tortuosidad o complejidad topografica. El calculo de la DF se realizd sobre la imagen
pre procesada y segmentada como se describio previamente y se aplico el método de
conteo de cajas (Quevedo et al. 2002).

El analisis textural de imagenes se realizd por duplicado y se evaluaron tres piezas por
cada muestra de harina.
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1.1.5 Andlisis Estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizd mediante el programa
INFOSTAT (Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC, Argentina). Las
determinaciones experimentales fueron comparadas mediante un Analisis de la
Varianza (ANAVA), el cual descompone la variabilidad total en la muestra (suma de
cuadrados total de las observaciones) en componentes (sumas de cuadrados)
asociados cada uno a una fuente de variacion reconocida (Nelder 1994, Searle 1971,
1987). El analisis permite realizar una prueba de comparaciones multiples entre las
medias de las respuestas de cada tratamiento. Para la comparacion de medias se
utilizé la prueba de Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC) (2002) y la relacion entre
las respuestas medidas se determino mediante el coeficiente de regresion de Pearson
con un p-valor <o,05. Se realizd un Analisis de la Varianza Multivariado (MANOVA),
que permite, cuando se estudian p variables para cada nivel de uno o mas factores de
diseo, realizar inferencias simultaneas sobre los efectos de los factores del modelo
de analisis. Se analizaron diferencias globales entre las muestras considerando mas de
una variable. Para contrastar las hipdtesis multivariadas se utilizo el estadistico de
Hotelling con un nivel de significancia de o,05.

1.2 RESULTADOS Y DISCUSION

1.2.1 Caracterizacion fisico-quimica de las muestras de harina

La clasificacion de los trigos resulta fundamental para satisfacer la demanda de la
industria y de la exportacion, de manera tal de proveer un producto de idénticas
caracteristicas en forma consistente y homogénea en el tiempo y de una calidad
especifica segun el destino final (Cuniberti y Menella 2004). La definicidn de la calidad
de los trigos y sus harinas es un elemento clave para garantizar la obtencion del
producto panificado esperado. Sin embargo, pese a la cantidad de trabajos destinados
a su determinacion, es un concepto que en el caso de harinas destinadas a la
obtencion de panificados laminados ha sido poco estudiado.

Los valores asociados a los componentes presentes en las muestras de harina se
observan en la tabla 1.3. Las muestras presentaron un contenido de humedad entre
12,4 Yy 13,6 %, el cual se encuentra por debajo del valor maximo recomendado por el
Codigo Alimentario Argentino (14,7 %) (CAA, 2014). El contenido de cenizas de las
harinas fue bajo, las muestras presentaron valores inferiores a 0,58 %. La cantidad y
calidad de las proteinas presentes en una harina son importantes y guardan relacién
con su funcionalidad para producir un panificado con ciertas caracteristicas (Hoseney
1994). Las harinas de trigos blandos presentaron un contenido de proteinas menor al
11 %. Del mismo modo, las muestras de trigos pan HW4 y Hw6 obtuvieron valores de
proteinas menores al 11 %. Mientras que el porcentaje de proteinas del resto de las
harinas de trigo pan fue mayor. Sliwinsky et al. (2004) utilizaron harinas de cultivos
europeos y canadienses con un contenido de proteinas que vari6 entre un 10,3y 13,5
% para estudiar y relacionar las diferencias en la habilidad panadera de muestras de
harina con las propiedades reoldgicas de masas tipo puff pastry.

En general las harinas presentaron altos valores de gluten humedo. Cabe aclarar que
el contenido de gluten determinado por lavado manual ha sido reportado por otros
autores (Ceseviciené y Butkuté 2012) como mayor a los valores obtenidos a través del
Glutomatic (AACC 38-12.02). Las harinas de trigos blandos Swi1 y Swz2 tuvieron los
porcentajes de gluten htUmedo mas bajos, menores a 31 %. Por otro lado, las muestras
de trigos pan Hwg, Hw6, Hw8 y Hwg presentaron valores de gluten humedo
intermedios y las harinas Sw3, Hwsg y Hwy tuvieron valores mayores a 37 %. Los



valores de gluten himedo de las muestras de trigos blandos fueron similares a los
resultados informados por Moiraghi (2013) para harina de trigos blandos argentinos
(17,9-43,6 %) y por Pasha et al. (2009) para harina de trigos blandos cosechados en
primavera (8,1-43,1 %). Kulkarni et al. (1987) trabajaron con harinas de trigos Hard Red
Spring y obtuvieron valores de gluten himedo similares (31,0-41,9 %) a los obtenidos
en las harinas de trigos pan.

El macropolimero de gluteninas es un gel insoluble en SDS, compuesto de agregados
proteicos de alto y bajo peso molecular (HMW y LMW, respectivamente), constituido
principalmente por unidades de gluteninas (Don et al. 2003). La determinacion del
contenido de GMP es importante debido a la relacion existente entre algunas de las
subunidades de glutenina y ciertos parametros de calidad del pan y propiedades de la
masa. Weegels et al. (1997, 1996) observaron una fuerte relacion lineal entre el
volumen de pany el contenido de GMP. La muestra SW2 presento el menor contenido
de GMP, sequida de las harinas de trigos blandos Sw1 y Sw3. El porcentaje de GMP de
las harinas de trigos pan fue superior al 3 % y mayor que los valores obtenidos para las
harinas de trigos blandos, la muestra HW5 fue la que presentd el mayor contenido.
Don et al. (2006) y Steffolani et al. (2007) informaron valores similares de GMP para
muestras de harina de trigos pan (0,5-3,6 y 2,0-3,3 %, respectivamente).

Tabla 1.3 Composicion de las muestras de harina

Humedad Proteinas Gluten

Muestra Cenizas (%) %) hamedo (%) GMP (%)

(%)

Swi (12,54£0,02)*  (0,48+0,01)* (9,2+0,1)? 26,520,4)*  (2,5:0,4)°
Sw2 (12,8+0,1)? (0,52+0,01)° (9,2+0,4)* 30,2:0,5)>  (1,4:0,4)?
Sw3 (12,7+0,5)? (0,48+0,00)> (10,610,3)° 37,210,5)¢  (2,5:0,1)°
Hw4 (13,60,1)° (0,49+0,01)2 (10,3£0,2)° 33,6:0,6)°  (3,420,5)°
Hw5 (13,0£0,2) (0,51+0,00)° (14,8+0,4)¢ 47,310,5)"  (4,520,5)¢
Hwé (12,4:0,4° (0,61 0,01)¢  (10,36:0,07)°  (31,120,2)°  (3,30,1)°

)

)

)

(
(
(
(
a (
(
Hw7 (13,2+0,2)? (0,580+0,001)¢ (13,2£0,0)°  (41,12+0,04)° (3,840,2)¢
Hw8 (13,4:0,1)°  (0,50+0,01
Hw9 (13,1£0,1)? (0,56+0,02

(11,10,1)° (31,4:0,9)°  (3,8+0,0)°

)a
o (11,3:0,3)>  (34,3:0,2)°  (3,5:0,5)

GMP: Macropolimero de gluteninas. Valores calculados en base himeda del 14 %. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias sianificativas (p<o0,05).

La tabla 1.4 muestra los valores de las pruebas de prediccion utilizadas para obtener
informacion acerca de la capacidad de las harinas en estudio para producir un
panificado de determinadas caracteristicas. En otros productos panificados las
asociaciones entre estas pruebas y la composicion de las harinas han sido
ampliamente estudiadas y permiten obtener una descripcidon de los componentes de
las muestras y como estos influyen en las caracteristicas del producto. En harinas
utilizadas para la elaboracion de pan se han encontrado correlaciones positivas entre
el SRC agua y el contenido de almidon dafiado y pentosanos solubles de las harinas
(de la Horra et al. 2012) y entre el SRC lactico (Xiao et al. 2006) y el volumen de pan.
Sapirstein y Suchy (1999) observaron una correlacion positiva entre el IS-SDS vy el
volumen de pan. En el caso de galletitas, se han encontrado correlaciones negativas
entre el SRC sacarosa, carbonato de sodio y agua y el factor galletita (Moiraghi et al.
2011). Sin embargo, no hay estudios previos en donde se hayan establecido relaciones
entre las pruebas de prediccion y los parametros de calidad de panificados laminados.
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El perfil de SRC evalta la capacidad de una harina para retener cuatro solventes
diferentes (agua, sacarosa 50 %, carbonato de sodio 5 % y acido lactico 5 %) (Guttieri
et al. 2002). El ensayo se basa en el principio de solvatacion de las harinas, en donde
tiene lugar la hidratacion especifica, segun el solvente utilizado, de alguno de los
polimeros presentes en el sistema seco de harina. Se relaciona con la termodinamica
de la interaccion polimero-solvente ya que cada fraccion polimérica de la harina se
solvata en diferente grado con su respectivo solvente. El SRC guarda relacion con las
propiedades funcionales de la harina, es decir cualquier propiedad fisico-quimica de
los polimeros presentes en el sistema que afecta y modifica algunas caracteristicas del
producto y que contribuye a la calidad final del mismo. Brinda informacion sobre el
grado de desarrollo de la red polimérica y la compatibilidad con el solvente. Esta
informacion se usa para predecir la contribucion funcional de cada polimero presente
en la harina.

Tabla 1.4 Pruebas de prediccion

SRC (%)

Muestra Acido Sacarosa Carbonato Agua I?:II-J)S
Lactico de sodio
Swi (115,0£2,0)¢  (83,3:0,6)°  (76,4%3,1)° (53,8+0,4)  (14,00,0)°
Sw2 (77,37+0,5)®  (73,6+0,1)°>  (69,6+0,4) (51,3+1,4)*  (10,0:0,7)?
Sw3 (91,2£3,3)°  (58,9:2,6)*  (71,9%1,3) (52,4£1,4)  (11,7+0,3)°
Hw4 (124,6£0,9)°  (90,520,3)¢  (83,0+1,8)° (67,4:0,5)°  (17,020,0)¢
Hw5 (154,2+3,8)  (92,9+4,1)¢  (86,4+1,0)° (67,4£1,1)¢  (18,2+0,3)°
Hwé (92,1£1,5)®  (94,5+1,8)¢  (87,122,5)° (66,3+1,9)°  (13,5:0,0)°
Hw7 (115,2£2,1)¢  (96,30,2)¢  (87,8+1,8)°  (69,30£0,03)° (18,0+0,0)°
Hw8 (145,210,6)"  (92,1£0,2)¢ (82,53:0,07)°>  (63,120,9)®  (19,0:0,0)
Hw9 (108,6+0,5)  (90,7+0,3)¢  (85,1:4,5)° (66,4£1,2)¢  (17,5:0,0)¢

SRC: perfil de capacidad de retencion de solventes, IS-SDS: indice de sedimentacion en dodecil sulfato de sodio.
Valores calculados en base himeda del 14 %. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas (p=<o,05)

El SRC lactico guarda relacion con las gluteninas debido a que esta fraccion de
proteinas tiende a desplegarse e interaccionar cuando el pH del medio es ligeramente
acido. Las condiciones generadas durante la hidratacidon con la solucion de acido
lactico simulan el cambio de pH producido en la fermentacion. A mayor contenido de
gluteninas mayor grado de hinchamiento experimenta el sistema y por lo tanto la
retencion de la solucion de acido lactico aumenta. De manera tal que, el SRC lactico
constituye un indicador de la fuerza relativa del gluten. En general las muestras de
harina de trigos pan presentaron valores de SRC lactico mayores al 115 %, excepto las
muestras HW6 y HWg; mientras que las harinas de trigos blandos obtuvieron
porcentajes menores. Moiraghi et al. (2005) informo valores similares de SRC lactico
para harinas de trigos pan de cultivares argentinos (99,9-121,0 %). Los altos valores de
SRC lactico y contenidos de GMP de las muestras de trigos pan (excepto las muestras
HW6 y HWg) nos permite asociarlas con harinas capaces de generar una red de
gluteninas con una fuerza relativamente grande y por lo tanto de buena calidad
(Gaines 2000). Las muestras HW6 y HWg presentaron los porcentajes de SRC lactico y
GMP mas bajos dentro del grupo de las harinas de trigos pan, este comportamiento
puede asociarse con harinas que tienen una menor capacidad para formar una red de
proteinas de buena calidad.

El alto valor de SRC lactico de la muestra Swa dentro del grupo de las harinas de trigos
blandos puede deberse a un sistema proteico de buena calidad con un contenido
relativamente alto de GMP, aunque con baja cantidad de proteinas y gluten. La harina
Sw3 presento un valor de SRC lactico intermedio, con un contenido relativamente alto



de GMP y gluten para una harina de trigo blando y bajo contenido de proteinas. Esto
se puede asociar con una harina de bajo contenido proteico pero con capacidad de
formar una red proteica de buena calidad. Por otro lado, la muestra Sw2 presento el
menor valor de SRC lactico y bajos contenidos de GMP, proteinas y gluten humedo.
Por lo que el comportamiento de esta muestra sugiere la presencia en la masa de una
red proteica de baja calidad.

Cuando se hidrata una muestra de harina con una solucion de sacarosa se produce el
hinchamiento de la red de arabinoxilanos debido a la afinidad entre la cadena principal
de xilosa y sacarosa. El SRC sacarosa se relaciona principalmente con el contenido de
pentosanos y con las caracteristicas de las gliadinas (Gaines 2000). Las muestras de
harina de trigos pan presentaron valores de SRC sacarosa mayores a 9o %, mientras
que las harinas de trigos blandos obtuvieron menores porcentajes. Esto indica que las
harinas de trigos pan poseen un mayor contenido de gliadinas y pentosanos que las
harinas de trigos blandos. Colombo et al. (2008) y Xiao et al. (2006) informaron
valores de SRC sacarosa mayores a 95,11 % para harina de trigos pan argentinos y
trigos duros cosechados en invierno en Estados Unidos de América (Hard Red Winter),
respectivamente.

Durante el proceso de molienda de los granos de trigom, se fracciona y se tritura el
endospermo y por lo tanto se lesionan fisicamente algunos granulos de almidén,
produciendo lo que se denomina como almidén dafiado (Manley 1989). La intensidad
del dafio depende de la fuerza con que se realiza la molienda y de la dureza del grano
(Hoseney 1994). La determinacidn del nivel de almiddn lesionado es importante ya
que aporta una idea significativa de la capacidad de hidratacién de una harina. El
almidén danado absorbe entre un 200 y 430 % de su peso en agua (Drapron y Godon
1987), mientras que los granulos sanos absorben entre 39 y 87 %. Sin embargo, un
cierto nivel de almidén dafiado es necesario, ya que se presenta mas susceptible al
ataque de las amilasas y por lo tanto promueve la presencia de glucidos de bajo peso
molecular. Estos afectan la capacidad de absorcion de agua y contribuyen con el
poder de gasificacion de la masa, la textura de la miga y el color de la corteza.
Mientras que un alto porcentaje de almidon lesionado incrementa la cantidad de agua
necesaria para la consistencia dptima de la masa (Manley 1989). Cuando una muestra
de harina es hidratada con una solucidon de carbonato de sodio el pH del medio
aumenta hasta 12 y resulta mayor a la fuerza de disociaciéon (pKa) de los grupos
hidroxilos presentes en el almiddn. Bajo estas condiciones el almidén dafiado puede
ser facilmente solvatado por la solucidn de carbonato de sodio presentando un
exagerado hinchamiento. El SRC carbonato permite distinguir entre el almiddn
danado y el nativo. Las muestras de trigos blandos presentaron menores valores de
SRC carbonato que las harinas de trigos pan, lo que indica que estas Ultimas tuvieron
un mayor contenido de almidén dafado.

El agua es el solvente de referencia en el SRC ya que posee la capacidad de hidratar,
en diferentes grados, los componentes poliméricos presentes en la harina. El SRC
agua se relaciona con la presencia de almidon danado, proteinas totales, gluten y
pentosanos solubles. Las harinas de trigos pan obtuvieron mayores valores de SRC
agua que las muestras de trigos blandos. Los valores de SRC agua para las muestras
de trigos blandos fueron similares a los informados por Moiraghi et al. (2011) para
trigos blandos argentinos. Los resultados obtenidos coinciden con lo observado por
Xiao et al. (2006), por lo que indican una mayor capacidad de las harinas de trigos pan
para retener agua.

El indice de sedimentacion en SDS determina la capacidad de hidratacion y expansion
de las proteinas en un medio ligeramente acido mediante la medicién del volumen de
sedimentacion de una suspension de harina. EI SDS se adiciona con el objetivo de
desnaturalizar las proteinas a través de la ruptura de las uniones no covalentes. El SDS
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se une a las proteinas por interacciones entre los grupos sulfato y las cadenas de
aminoacidos con cargas positivas y entre las regiones hidrofébicas. La unidn entre el
SDSy las proteinas le otorga al sistema carga negativa proporcional al peso molecular
de las proteinas. Estas particulas coloidales cargadas negativamente se repelen. Al
adicionar acido lactico las cargas negativas se neutralizan y las particulas coloidales se
asocian formando floculos que sedimentan. El IS-SDS se utiliza como indicador de la
calidad panadera de las harinas. Este indice esta asociado con la calidad y cantidad de
las proteinas del gluten y la capacidad del mismo para formar una red de buenas
caracteristicas y en consecuencia desarrollar un producto esponjoso. Las harinas de
trigos pan presentaron mayores valores para el IS-SDS que las muestras de trigos
blandos. Esto se asocia con una mayor capacidad de formar una red de proteinas con
caracteristicas que le permitan retener el gas durante la fermentacion. Colombo et al.
(2008) informaron valores similares para el IS-SDS (11,75-19,25 %) en harinas de trigos
pan argentinos. La muestra Hw6 presento el menor volumen de sedimentacion entre
las harinas de trigos pan lo cual puede relacionarse a su bajo contenido de proteinas
totales y a la mala calidad de la red de gluteninas. Los valores de IS-SDS para las
muestras de trigos blandos siguieron la misma tendencia que los porcentajes de SRC
lactico. La muestra Swi obtuvo el mayor volumen de sedimentacion, sequida de Sw3
y Swa.

Se observaron diferencias en la composicion y calidad de las harinas obtenidas de
diferentes tipos de trigos. Las harinas de trigos pan, excepto Hw6 y Hwg, se
caracterizaron por una buena calidad proteica con mayores contenidos de proteinas,
gluten humedo y GMP que las harinas de trigos blandos y mayor capacidad para
formar una red de gluten con buenas propiedades mecanicas. La totalidad de las
muestras de harina de trigo pan presentd mayores cantidades de componentes
hidrofilicos capaces de retener agua que las harinas de trigos blandos.

El analisis del comportamiento del almidon durante el proceso de
calentamiento/enfriamiento permite evaluar los cambios de viscosidad que sufre una
suspension de harina en agua al ser sometida a una fuerza de cizalla controlada y bajo
condiciones variables de velocidad de corte y temperatura. Los cambios que sufre la
muestra se relacionan con la gelatinizacion y la retrogradacion del almidon y muchos
autores han informado el efecto de esos cambios en las propiedades de expansion de
las masas panarias durante el horneado y sobre las caracteristicas de los panificados
durante el almacenamiento.

Los valores de los parametros obtenidos a partir del perfil de viscosidad de las harinas
se observan en la tabla 1.5. Las muestras de trigos pan presentaron valores de
temperatura de pasting menores a las harinas de trigos blandos. Al inicio del ensayo se
produce un incremento gradual de la temperatura durante el cual el granulo de
almidén comienza a absorber agua y se hincha. Para alcanzar el maximo
hinchamiento, las fracciones almidonosas de las harinas de trigos pan requirieron
menor temperatura que las muestras de harinas de trigos blandos. Moiraghi (2013)
reporto temperaturas de pasting similares para harinas de trigos blandos argentinos
cosechados en 2006 y 2007 (valor promedio= 86,56 °Cy 84,19 °C, respectivamente).

Cuando un numero suficiente de granulos de almiddn se hincha por la absorcion de
agua y el aumento de temperatura se produce un aumento de la viscosidad, dando
lugar a la viscosidad de pico. Luego de alcanzar la viscosidad maxima, la resistencia
que opone el sistema a la deformacion disminuye levemente debido a la ruptura de
algunos granulos y a que las moléculas, principalmente de amilosa, liberadas al medio
durante la gelatinizacion se orientan en sentido del flujo. La viscosidad en este punto
es denominada viscosidad media. El ensayo continta con el enfriamiento del sistema,
lo cual produce un aumento de la viscosidad alcanzando la viscosidad final. Las bajas
temperaturas favorecen el proceso irreversible de retrogradacion del almidén durante



el cual se establecen enlaces intermoleculares entre las cadenas de amilosa y
amilopectina, amilosa y granulo de almiddn y entre los granulos. A medida que se
establecen estas interacciones el agua es desplazada y se promueve el cambio de un
estado soluble a uno insoluble, que no presenta hinchamiento y posee caracteristicas
microcristalinas. La diferencia entre la viscosidad maxima y la viscosidad media,
llamada breakdown, es una medida de la facilidad con que los granulos hinchados
pueden ser desintegrados por accion de las fuerzas de corte y la temperatura. La
tendencia de las cadenas de amilosa para reordenarse y retrogradar durante el
enfriamiento del sistema se cuantifica a través del setback.

Tabla 1.5 Parametros del perfil de viscosidad de las muestras de harina

Muestra TP (°C) VP (cP) VM(cP) VF(cP) BD (cP) SB (cP)
Sw1 86,4 ° 2869,0 9 1677,0 ¢ 3421,0 9 86,4 ° 1744,0
Sw2 86,0 ® 3004,5 ¢ 1809,0 ¢ 36250 ¢ 86,0 ° 1816,0
Sw3 86,8  2558,5 ¢ 1728,5 ¢ 3654,5 ¢ 86,8 ° 1926,0
Hw4 66,1 @ 3320,0 ¢ 2051,0 ¢ 3916,0 © 66,1 ® 1865,0
Hw5 66,1 @ 2707,0 ¢ 1907,0 ¢ 3647,0 ¢ 66,1 * 1740,0 ©
Hwé 66,9 2 2169,5 @ 984,0 @ 2361,0 2 66,9 > 1377,0
Hw7 66,5 @ 2597,0 ¢ 1623,5 ¢ 3251,0 ¢ 66,5 * 1627,5
Hw8 67,4 @ 3216,0 ¢ 2006,5 ¢ 3877,5 ' 67,4 * 1871,0
Hw9 67,3 @ 2343,5 ® 1287,0 ® 2947,5 ® 67,3 * 1660,5

(0] a o0

a

o o T o

TP: temperatura de pasting, VP: viscosidad de pico, VM: viscosidad media, VF: viscosidad final, BD: breakdown,
SB: setback. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

Las harinas de trigos blandos Swi1 y Sw2 presentaron altos valores de viscosidad de
pico, viscosidad final, breakdown y setback. Estas muestras mostraron una gran
capacidad de ligar agua a medida que aumento la temperatura y por lo tanto los
granulos de almidon presentaron un elevado grado de hinchamiento. Mientras la
temperatura se mantuvo constante los granulos presentaron una gran facilidad para
desintegrarse por la accion de las fuerzas de cizalla. Cuando la temperatura disminuyo
mostraron una gran resistencia final a la fuerza de cizalla, lo cual puede relacionarse
con un gran reordenamiento de las cadenas de amilosa. Por otro lado, las harinas de
trigos pan Hwg y Hw8 mostraron altos valores de viscosidad de pico, viscosidad final y
setback y bajos valores de breakdown. El comportamiento de estas muestras se
caracterizd por una gran capacidad de ligar agua. Sin embargo, los granulos de
almiddn hinchados presentaron gran resistencia a ser desintegrados por las fuerzas de
cizalla. Durante el enfriamiento las cadenas de amilosa tendieron a reordenarse y
retrogradar en gran manera. Las harinas de trigos pan Hw6 y Hwg presentaron bajos
valores de viscosidad de pico, viscosidad final, breakdown y setback. Estas harinas
mostraron una bajo nivel de hinchamiento de los granulos de almidén y baja
sensibilidad a la ruptura por las fuerzas de corte. Cuando disminuyd la temperatura,
las cadenas de amilosa presentaron poca tendencia a reordenarse y retrogradar.

Las tendencias observadas en los parametros del perfil de viscosidad de las muestras
deben analizarse en funcion de los componentes presentes en las harinas. Muchos
autores han demostrado que hay fuertes correlaciones entre las propiedades de
pasting de las harinas y la actividad de a-amilasas y el contenido de almidén dafiado,
pentosanos y amilosa (Sasaki et al. 2000, Ledn et al. 2006). Las muestras presentaron
correlaciones negativas entre la temperatura de pasting y los SRC sacarosa, carbonato
y agua (r=-0,86, r=-0,91 y r=-0,97, p<0,05). Esta relacion es opuesta a la tendencia
observada por Sasaki et al. (2000), quienes informaron que al aumentar el contenido
de pentosanos capaces de absorber agua, la capacidad de los granulos de almidon
para hincharse disminuye y se requiere una temperatura de pasting mayor. En menor
medida otros componentes, como la fraccion proteica, influyen en el perfil de
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viscosidad de la suspension de harina (Fitzgerald et al. 2003). Se encontraron
correlaciones negativas y significativas entre la temperatura de pasting y el contenido
de proteinas, GMP y gluten humedo de las harinas (r=-0,56, r=-0,83 y r=-0,49; p<0,05).
Singh et al. (2011) reporto una correlacion negativa entre el contenido de proteinas y
la temperatura de pasting de harinas de cultivos de la India. El breakdown presentd
una correlacion negativa con el contenido de proteinas y gluten humedo (r=-0,73 y r=-
0,75; P<0,05). Esta relacion puede deberse a una cierta estabilidad del sistema debido
a la influencia de las proteinas desnaturalizadas, las cuales refuerzan la estructura de
la matriz conformada por el gel de amilosa y los granulos hinchados que contienen
amilopectina; e inhiben el comportamiento tixotrépico del almidon (Singh et al. 2011).

1.2.2 Propiedades estructurales de las piezas de masa laminadas

Durante la formacion de una masa ocurren ciertos procesos fisicos que se relacionan
principalmente con las caracteristicas de los componentes presentes y las condiciones
del medio. Uno de los procesos que tiene lugar es la hidratacion de la harina, luego
con la incorporacion de energia durante el amasado, se promueve la formacion de la
red de gluten. Esta red tridimensional de proteinas posee embebidos en su matriz
otros componentes no proteicos como granulos de almidén y arabinoxilanos. En
formulaciones de alto contenido graso se cuenta ademas con un plastificante
adicional, la materia grasa. Conjuntamente el agua y la materia grasa participan de
procesos de solvatacion y lubricacion de las interfaces entre los componentes.
Durante el amasado se generan interacciones entre las proteinas y entre las proteinas
y el agua que otorgan al sistema propiedades viscoledsticas. Estas se expresan luego
en la capacidad de la masa para soportar ciertos procesos y se relacionan con su
habilidad para generar productos panificados con determinadas caracteristicas
estructurales.

Esfuerzo (KPa)

60 80 100 120
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Figura 1.5 Perfil de relajacion de las masas laminadas elaboradas con harina de diferentes tipos de trigo

Las curvas de esfuerzo en funcion del tiempo para masas laminadas elaboradas con
harinas de diferentes tipos de trigo se observan en la figura 1.5. Los perfiles de
relajacion de las muestras mostraron el comportamiento viscoelastico tipico de masas
de harina de trigo. Se distinguen dos regiones principales, la parte inicial que presenta
una gran pendiente (deformacion) y la segunda porcidon con una menor pendiente que
tiende al equilibrio (relajacion), dando cuenta de la contribucion de ambas
componentes elastica y viscosa. Entre estas dos zonas se observa una region que da
cuenta de un comportamiento intermedio. Las masas de harinas de trigos pan Hw8,
Hwg y Hw7 necesitaron un mayor esfuerzo para alcanzar la misma deformacion que
las demas masas laminadas de harina de trigos pan y trigos blandos. A su vez las



masas elaboradas con Hw6, Hws y Hws requirieron un mayor esfuerzo que las
muestras de trigos blandos para lograr la misma deformacién. Esto indica que las
masas de harinas de trigos pan Hw8, Hwg y Hwy fueron sistemas laminados que ante
una deformacion presentaron la mayor consistencia, seguidas de las masas de Hwe,
Hwg y Hws. Las masas elaboradas con harinas de trigos blandos fueron los sistemas
con menor consistencia ante una deformacion aplicada. Li et al. (2003) y Safari-Ardi et
al. (1998) evaluaron masas de harinas de cultivares de trigos ingleses y australianos,
respectivamente; y observaron un comportamiento similar para masas de trigo
panadero y trigo blando.

Los parametros obtenidos mediante el ajuste de las curvas de relajacion de las
muestras se observan en la tabla 1.6. Las masas elaboradas con Hwg, Hw8 y Hwy
presentaron los mayores valores de mddulo elastico, lo cual puede asociarse con
sistemas mas rigidos (Peleg 1987). La masa elaborada con Swa fue el sistema con
menor rigidez ante la deformacion aplicada, mientras que el resto de las muestras
presentaron un comportamiento intermedio. Se observaron diferencias en la
respuesta de las muestras una vez retirada la deformacion, se obtuvieron tiempos de
relajacion y modulos eldsticos en el equilibrio significativamente diferentes. El tiempo
de relajacion es considerado caracteristico de cada sistema y un parametro estructural
ya que se asocia con la rigidez de un sistema y permite diferenciarlo de otro (Rao et al.
2001). Las masas de harinas de trigos pan y la muestra Sw3 presentaron tiempos de
relajacion mayores que las masas de Sw1 y Sw2. Esto indica que las masas harinas de
trigos pan y de Sw3 tardaron mas tiempo en relajarse, lo cual puede permite asociarlas
con masas mas estructuradas y con un mayor comportamiento de sélido viscoelastico
(Steffe 1996).

Tabla 1.6 Parametros del ajuste del modelo de relajacion para masas laminadas

Muestra E; (kPa) t: () & n (kPa.s)
Swi (9,3+1,8)°  (7,10,5) (5,4+0,8)? (97,145,9)?
Sw2 (17,4£2,1)°  (7,120,3)2 (6,8+1,0)° (94,118,8)?
Sw3 (18,7£¢2,4)>  (9,1+0,2)° (5,9£0,3)*  (133,4+10,6)°
Hw4  (20,4+2,7)®  (9,2:0,7)° (14,7+2,5)°  (148,6+11,1)°
Hw5 (19,2:0,4)®  (10,310,6)°  (11,5:0,8)°  (203,3+12,1)°

Hwé  (21,7¢0,2)°>  (9,0:0,8)°  (14,43:0,03)°> (179,3%10,6)°

)
)
)

(
HW7  (25,5¢2,7)°  (8,7:0,7)°  (36,4+2,7)°  (201,6+1,2)
Hw8  (26,9:2,4)°  (8,4:0,5)°  (44,1:0,3)°  (197,5:21,1)°
HWO  (25,4:4,0)° (8,32:0,03)°  (37,5:2,4)°  (194,6+12,0)°

E.= mddulo elastico, g,= modulo elastico en el equilibrio, t.= tiempo de relajacion, n=viscosidad. Letras diferentes en
la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05)

Luego de transcurrido un tiempo considerable el sistema se relaja por completo y
alcanza un estado de equilibrio que puede cuantificarse en términos de la magnitud
del mddulo elastico en equilibrio (g,). Las muestras evaluadas presentaron valores de
€, distintos de cero, lo cual indica la presencia de la componente elastica en el proceso
de relajacion de las masas. Las masas Hwg, Hw8 y Hwy presentaron mayores valores
del modulo elastico de relajacion, seguidas de las muestras Hw6, Hwg y Hws. Las
masas de harinas de trigos blandos mostraron los menores valores de g,. Esta
tendencia indica que las masas de trigos blandos fueron los sistemas mas
desestructurados luego de la deformacion y relajacion. Por otro lado, las masas de
trigos pan presentaron una mayor recuperacion, lo cual indica que la estructuracion
del sistema fue tal que le permitio a la masa tolerar mejor la deformacion. Las masas
de harinas de trigos pan presentaron mayor resistencia a fluir, mientras que las masas
de harinas de trigos blandos obtuvieron menores valores de viscosidad.
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Las masas laminadas elaboradas con harinas de trigos pan presentaron en general
mayor resistencia a la deformacion que las masas laminadas de trigos blandos (figura
1.6). Las muestras Hwg, Hwy, Hw8 y Hw7 obtuvieron valores de resistencia frente a la
deformacion aplicada mayores a 15 N, mientras que las muestras de trigos blandos
presentaron valores menores a 10 N. Se encontré una correlacion positiva y
significativa (r= 0,72; p<o,05) entre la viscosidad de las masas y la resistencia a la
deformacion. Esto indica que las masas que tuvieron mayor resistencia a fluir durante
la relajacion presentaron una estructura estratificada en ldminas mas resistente a la
deformacion.
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Figura 1.6 Resistencia a la deformacion de masas laminadas. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p=<o,05).

1.2.3 Evaluacion de la calidad tecnolégica de los panificados

Algunos autores han reportado la utilizacion de ciertos parametros de calidad en
productos de tipo puff pastry, como la determinacién de los cambios de tamafo que
sufre la pieza de masa durante el horneado (encogimiento, crecimiento vertical) y el
volumen especifico del producto después del horneado (Renzetti et al. 2016,
Wickramarachchi et al. 2015, Sliwinski et al. 2004, Hay 1993). En términos generales la
bibliografia describe que un producto tipo puff pastry es de buena calidad si
experimenta un crecimiento vertical considerable durante el horneado, presenta
laminas en su interior y posee un gran volumen especifico.

Sin embargo, la mayoria de los autores que trabajan en este tipo de sistemas realizan
la evaluacion de la estructura interna de manera cualitativa y no llevan a cabo un
analisis sistematico de los resultados de manera que permitan un abordaje estadistico
de los mismos. Por otro lado, la falta de correlaciones entre los pardmetros de calidad
de productos puff pastry, como los modelos predictivos del volumen especifico a partir
de los componentes proteicos de una harina, pone en evidencia que los criterios
utilizados para definir la calidad del pan no son validos en el contexto de panificados
laminados (Hay 1993). En el caso de productos laminados salados cuya produccion
involucra un leudado con levaduras no se han encontrado trabajos que establezcan
parametros para describir la calidad de este tipo de productos. En este contexto se
determinaron una serie de parametros de calidad de productos laminados salados de
manera tal de encontrar la mayor cantidad de correlaciones posibles entre las
caracteristicas de las harinas empleadas y el producto final que permitan predecir la
calidad del panificado.

La evaluacion de la habilidad de las muestras de harina de diferentes tipos de trigo
para producir panificados laminados se realizdé mediante la elaboracion de los



productos (figura 1.7) y la valoracion de su calidad tecnoldgica. La vista lateral y
superior de los panificados permite apreciar diferencias en el aspecto entre los
panificados elaborados con harinas de diferentes tipos de trigo. La vista superior de
las muestras con trigos blandos revela como los panificados parecen haber crecido
lateralmente hacia los costados perdiendo la forma otorgada inicialmente al producto
durante la elaboracion. Por otro lado, las imagenes de la vista superior de los
panificados de harinas de trigos pan demuestran como las muestras no modificaron
en gran medida su forma original, ya que en la mayoria de los casos no se observé que
el producto se haya expandido en direccion vertical. La vista lateral de los panificados
de harinas de trigo pan muestra una estructura estratificada en laminas, en donde se
aprecian capas alineadas horizontalmente. Mientras que en los productos de trigos
blandos se observa una estructura discontinua, en donde las capas estan fusionadas
formando un estrato grueso y poco uniforme.

Hw4 Hw5 Hwé Hw7 Hw8 Hw9

Figura 1.7 Panificados laminados salados de harina de trigo. a. Productos con harinas de trigos
blandos. b. Productos con harinas de trigos pan

El cambio conformacional que experimento la pieza de masa durante el proceso de
elaboracion se evalud a través de las dimensiones de la pieza de masa (altura, ancho y
largo), al inicio y finalizacion de la fermentacion y sobre el producto final luego de 1 h
de horneado. La figura 1.8 muestra los valores de altura de los panificados a diferentes
tiempos del proceso de produccion. Al inicio de la fermentacion las piezas de masa
laminadas de trigos pan presentaron valores de altura levemente mayores a las
muestras de trigos blandos, excepto Hwg. Esto indica que si bien las piezas fueron
tratadas de igual manera, es decir el espesor de la masa se ajusté mediante rodillo a
1,5 ¢cm, sus propiedades de elasticidad fueron diferentes. Por lo tanto, la estructura
laminada de las muestras de trigos blandos soporté en menor medida el laminado y
presentd una altura final levemente menor a 1,5 cm. Al finalizar el periodo de
fermentacion las muestras de trigos pan fueron mas altas que las piezas de trigos
blandos.

Con el objetivo de evaluar la magnitud del crecimiento en direccion vertical de las
piezas desde el inicio de la fermentacion hasta la finalizacion del horneado se
determino la relacion de altura. Las piezas Hws y Hws mostraron valores de relacion
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de altura significativamente mayores al resto de las muestras (tabla 1.7), es decir, que
fueron las muestras que mas crecieron durante el proceso de produccion. Sin
embargo, al finalizar el horneado los productos con harinas de trigos pan fueron mas
altos que los de harinas de trigos blandos (figura 1.8). El mayor crecimiento en
direccion vertical observado en las piezas con HW4 y Hws fue consecuente con la
menor consistencia y resistencia a la deformacion de estas masas dentro del grupo de
muestras elaboradas con harinas de trigos pan. Estas caracteristicas reoldgicas le
otorgaron al sistema menor resistencia para fluir frente a la presion ejercida por el
dioxido de carbono generado en la fermentacion y el vapor de agua durante el
horneado; y por lo tanto crecieron verticalmente en mayor medida. Por otro lado, las
masas de trigos blandos fueron las menos consistentes y sus productos mostraron los
menores valores de relacion de altura. Esto revela que no experimentaron un gran
crecimiento, debido probablemente a una estructura débil y con menor capacidad de
generar laminas que contengan a los gases responsables de la expansion vertical. Por
lo tanto, es necesario encontrar un equilibrio en las propiedades reoldgicas de la masa,
que permitan obtener una estructura fortalecida con capacidad de resistir el proceso
de laminado y hojaldrado y expandirse verticalmente durante el horneado.
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Figura 1.8 Crecimiento vertical de los panificados laminados salados de harina de trigo

En cuanto a la magnitud de la expansion lateral de las piezas desde el inicio de la
fermentacion hasta la finalizacion del horneado, los productos con harinas de trigos
blandos presentaron mayores valores para la relacion de ancho que las piezas de
trigos pan (tabla 1.7). Esto indica que durante el proceso de produccidn las estructuras
de las piezas elaboradas con harinas de trigos pan fueron las que se expandieron
lateralmente en menor medida. El factor de forma es un pardmetro de calidad cuya
magnitud esta determinada por las tres dimensiones que caracterizan al producto
horneado y se relaciona con su simetria. Los panificados de harinas de trigos pan
presentaron mayores valores del factor de forma que las muestras de trigos blandos
(tabla 1.7). Esto indica que las piezas elaboradas con harinas de trigos pan presentan al
finalizar el horneado una mayor altura, o menor ancho y largo que los productos de
trigos blandos.

No se observaron diferencias significativas en los valores de volumen especifico de los
panificados, Unicamente la muestra Hw6 presentd un valor significativamente mayor
al resto (tabla 1.7). Si bien en el caso de productos del tipo puff pastry algunos autores
sostienen que una buena calidad tecnoldgica esta asociada a altos valores de volumen
especifico, en productos laminados salados que han experimentado una fermentacion
con levadura el volumen especifico no permite diferenciar la calidad de las piezas. Por
lo que es necesario considerar simultaneamente varios parametros relacionados a la
conformacién estructural de los productos para poder describir su calidad. Las



cortezas de los productos elaborados con harinas de trigos pan mostraron valores de
L* mayores a las muestras con harinas de trigos blandos, excepto Hw6 (tabla 1.7).
Esto indica que los panificados de harinas de trigos pan presentaron cortezas mas
claras. Las muestras presentaron valores positivos para el parametro a*, Sw2 fue la
que mostro mayor intensidad del color rojo, mientras que el resto de las muestras no
se diferenciaron entre si. Los valores del parametro b* fueron positivos y no se
observaron diferencias significativas en la intensidad del color amarillo entre las
cortezas de las muestras.

Tabla 1.7 Parametros de calidad tecnoldgica de panificados laminados salados
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Muestra Rh Ra FF VE (g/cm’®) L* a*

b*

Swi (2,3:0,3)*  ( )
Sw2 (2,3£0,1)* ( )
Sw3 (2,3+0,2)* (1,1410,04)°  (0,52+0,06)° (2,7£0,1)* (73+1)° (421)
Hw4 (2,8+0,3)°  (1,02:0,03)*  (0,7+0,1)° (3,4+0,3)? (76,1£0,2)° (2,70,1)?
Hw5 (2,80£0,05)°  (1,02£0,03)> (0,810,02)° (3,120,08)  (76,3:0,2)°  (3,09+0,01)
Hwé (2,6x0,2)* (1,05£0,01)*  (0,77+0,02)°  (4,0+0,8)° (72,6+0,6)* (3,40,3)?
Hw7 (2,4£0,3)* (1,00£0,02)*  (0,75+0,08)° (3,48:0,08 (75,10,1)° (3,640,2)?
Hw8 (2,57+0,01)* (1,1£0,0)* (0,840,0)°  (3,62+0,01) (76£1)° (422)
Hw9 (2,5+0,2)? (1,01£0,01)*  (0,77+0,06)° (3,3+0,3)? (75,60£0,04)°>  (4,36+0,04)

a

— —

1,1120,02)>  (0,640,1)° (3,7¢0,2)*  (74,50:0,1) (3,840,2)*  (29,5:0,9)
1,15:0,07)°  (0,54:0,04)>  (3,2#0,1)° (74,3+0,4) (6,50,2)>  (34,0:0,5)

(32:2)

Rh: relacion de altura, Ra: relacion de ancho, FF: factor de forma, VE: volumen especifico, L* y a*: pardmetros de
color. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

El fortalecimiento de la estructura de la masa de productos como el pan dificulta la
expansion durante el horneado, mientras que en masas laminadas el refuerzo de la
estructura tiene el efecto contrario. La conformacion estructural en dos dimensiones
de la masa laminada facilita el crecimiento en direccion vertical en relacion a la masa
de pan, en donde el sistema deber ser consolidado en tres dimensiones (Gujral et al.
2000). Cabe aclarar que la expansion vertical de la estructura laminada estd
influenciada por diversos factores. El fortalecimiento excesivo de la masa, la presencia
de pocas laminas, la interrupcion de su continuidad y su distribucion heterogénea a lo
largo de la estructura tienen un efecto negativo.

Algunos autores han observado que la calidad tecnoldgica de las masas laminadas
tipo puff pastry esta fuertemente asociada con la formacion de una estructura
homogénea de capas alternadas de masa y materia grasa (Renzetti et al. 2016). El
progresivo laminado de la masa promovié un aumento gradual de su elasticidad y
consistencia, debido a un efecto estructural dependiente del tipo de materia grasa
empleada. Estos autores obtuvieron que los sistemas que mas crecieron durante el
horneado generaron productos de mayor altura y volumen y menor firmeza. De la
misma forma, Simovic et al. (2009) al evaluar el efecto de la utilizacion de diferentes
materias grasas en panificados puff pastry, asociaron bajos valores de firmeza con
productos de buena calidad tecnoldgica.

Sin embargo, en este trabajo en donde se evalud el efecto de ciertos cambios sobre la
estructura de las capas de masa y concomitantemente sobre el producto, asociados a
las caracteristicas de las harinas no se observod la misma tendencia. Los productos de
harinas de trigo pan presentaron valores de firmeza de la estructura interna mayores a
9 N mientras que las muestras de trigos blandos mostraron valores menores (figura
1.9). Esto indica que la estructura laminada de los panificados de trigos pan fue mas
firme. La muestra Hwy presento la estructura mas firme obteniendo el mayor valor de
entre las muestras de trigos pan. Simovic et al. (2009) informé mayores valores de
este parametro textural para productos de tipo puff pastry con un 35 % de materia
grasay 15 min de reposo. Los productos elaborados con harinas de trigos blandos y la

Figura 1.10 Imagenes
binarizadas de la estructura
interna de panificados laminados
de harinas de trigos blandos
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Figura 1.11 Imagenes
binarizadas de la estructura
interna de panificados

laminados de harinas de trigos
pan

muestra de trigo pan Hw6 obtuvieron valores de firmeza de la corteza menores a 25
N; mientras que las muestras de trigos pan mostraron valores superiores a 25 N (figura
1.9). Esto indica que los productos de trigos blandos presentaron estructuras mas
blandas que los panificados de harinas de trigos pan.

En productos como el pan se busca que el panificado presente una firmeza baja ya que
es indicativo de una miga tierna y esponjosa. En productos laminados salados con
fermentacion se espera que la estructura laminada presente caracteristicas de firmeza
tales que le permita al sistema soportar las condiciones de elaboracion y experimentar
un crecimiento vertical manteniendo la simetria y sin demasiada expansion lateral.
Hay (1993) evaluod el efecto de las caracteristicas de diferentes harinas en la calidad
tecnoldgica de productos tipo puff pastry e informé sobre la necesidad de masas con
propiedades reoldgicas combinadas, como una gran extensibilidad y una moderada
alta resistencia a la extension para obtener panificados altos y de mayor volumen. Sin
embargo, estos autores no evaluaron el efecto del fortalecimiento de la masa sobre
las propiedades de textura del producto. Los resultados obtenidos en este capitulo
indican que el fortalecimiento de la estructura de la masa laminada genera productos
de mayor altura, que crecen verticalmente en mayor medida y son mas firmes; como
es el caso de las muestras elaboradas con harinas de trigo pan en relacion a las de
trigos blandos. Sin embargo, cabe aclarar que el refuerzo de la masa por encima de un
cierto nivel dificulta la expansion vertical. Por otro lado, la resistencia que opone una
estructura conformada por multiples laminas ante una fuerza normal, como la que se
aplica para medir firmeza, parece ser mayor que la que ofrece una estructura
alveolada, como la de un pan.
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Figura 1.9 Firmeza de la estructura interna y de la corteza de los panificados laminados. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<o,05).

El efecto de la utilizacion de harinas de diferentes tipos de trigo sobre la conformacion
de la estructura interna de los panificados se evalué mediante un analisis textural de
imagenes. A partir de este ensayo se obtuvieron parametros que permiten
caracterizar la estructura interna en términos de textura (tabla 1.8). Las muestras
elaboradas con harinas de trigos blandos presentaron estructuras internas con
alveolos distribuidos de manera irregular, en donde las muestras Swi y Sw2
mostraron alveolos de mayor tamano que Sw3 (figura 1.10). Por otro lado, en los
productos elaborados con harinas de trigos pan se observa la presencia de espacios
vacios de conformacion alargada, lo cual indica la formacion previa de laminas de
masa (figura 1.11).

Las muestras no presentaron diferencias significativas en la uniformidad. Sin
embargo, al evaluar la homogeneidad, la cual es considerada como una medida de la
uniformidad textural; las muestras Swi y Hwy presentaron estructuras internas
significativamente mas homogéneas. El resto de los productos mostraron estructuras
mas irrequlares. Si bien el andlisis textural propone dos pardmetros para medir la



uniformidad de una imagen, en este caso la homogeneidad permitié diferenciar las
muestras analizadas.

En un analisis de imagen del interior de productos panificados por lo general los
objetos de estudio son los poros, cuya geometria por ejemplo en el caso del pan se
asocia a una circunferencia. El caso de productos de tipo Danish pastry se han
analizado parametros como la dimension fractal y se han reportado diferencias con
respecto al pan, sin embargo la forma de los poros se asemeja también a un circulo
(Farrera-Rebollo et al. 2011). En el caso de productos laminados los objetos de estudio
son los espacios delimitados por las capas de masa, los cuales presentan una forma
mas bien alargada y se alejan de estar representados por circulos. En un sistema ideal
con una estructura porosa de distribucion regular (figura 1.12.a) se espera que la
variacion de la escala de grises entre los pixeles de una ROl sea mayor que la de un
sistema laminado (figura 1.12.b), con espacios entre capas de mayor dimension que un
poro. Esta variacion local en la escala de grises de los pixeles de la imagen constituye
una medida del contraste de la region. Un alto valor de contraste indica una alta
variacion en la escala local de grises (Park y Chen 2001). Los distintos arreglos
estructurales que puede presentar un sistema en cuanto a distribucion, cantidad y
dimensidn de los objetos de estudio influyen en el valor del contraste que presentan
los pixeles de una ROI.

Tabla 1.8. Parametros del analisis textural de imagenes de cortes transversales de los
panificados

Uniformidad

Muestra (x 107) Homogeneidad Contraste  Entropia DF
Swi1 0,60 2 0,26 ° 61,192 7,882 1,622
Sw2 0,452 0,222 67,612 8,18 ° 1,632
Sw3 0,55 2 0,202 78,95 ° 8,15° 1,58 2
Hw4 0,47 2 0,222 69,59 2 8,28 ° 1,642
Hw5 0,532 0,212 63,99 2 8,012 1,632
Hw6 0,47 2 0,212 72,422 8,25° 1,682
Hw7 0,57 2 0,28° 61,53 2 8,00 ° 1,642
Hw8 0,502 0,212 75,90 ° 8,24° 1,69 2
Hw9 0,47 2 0,222 70,87 2 8,28 ° 1,66 2

DF: dimension fractal. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

Las muestras que presentaron menores valores de contraste fueron Swai, sequida de
Hwy, Hws, Sw2, Hwg, Hwg y Hw6. Las imagenes de las muestras Hw3 y Hw8
obtuvieron altos contrastes y significativamente mayores al resto de las muestras. En
el caso de los productos con harinas de trigos blandos Swa y Sw2 los bajos valores de
contraste pueden deberse a estructuras de conformacion alveolar irregular con
alveolos de gran tamarfio y forma alargada. Por otro lado, Sw3 presentd una estructura
con alveolos mas pequeiios y de forma circular, por lo que el nivel de variacion de la
escala de grises fue mayor. En general las muestras de trigos pan presentaron bajos
valores de contraste lo cual se explica teniendo en cuenta la formacion de capas de
masa que luego de la coccion le otorgan al sistema una estructura laminada la cual
limita la formacion de alveolos circulares y promueve la generacion de espacios mas
bien alargados. La variacion local de la escala de grises en esta superficie es menor
cuanto mayor sea la cantidad de capas formadas y por ende espacios alargados. Sin
embargo, la muestra Hw8 presentd un alto valor de contraste indicando que la
tendencia antes mencionada posiblemente se revierte al superar una cierta cantidad
de espacios alargados contenidos por las [aminas.
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Figura 1.12 Objetos de
estudio en sistemas
alveolados (a.) y laminados
(b.).O: pixel.
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La entropia mide la aleatoriedad o desorden de la distribucion de la intensidad de la
imagen. Altos valores de entropia se asocian con imagenes mas complejas y por lo
tanto con estructuras complejas (Fernandez et al. 2005). Las muestras con harinas de
trigos pan Hwg, Hw6, Hw8 y Hwg y las muestras de trigos blandos Sw2 y Sw3
mostraron valores mayores de entropia que las muestras Swi, Hws y Hwy. Esto indica
que los panificados del primer grupo de muestras mencionado presentan estructuras
mas complejas, mientras que los productos del segundo grupo poseen una
conformacion estructural mas simple y ordenada. Las muestras que presentan
estructuras menos complejas, poseen una textura mas uniforme.

La dimension fractal es un descriptor numérico de la morfologia de objetos con
estructuras complejas e irregulares (Perez-Nieto et al. 2010). Las muestras de harinas
de trigos blandos obtuvieron valores de dimension fractal menores que las muestras
de trigos pan. Esto permite asociar a las estructuras internas de los panificados de
harinas de trigos blandos con alveolos de conformaciéon menos tortuosa. Mientras que
los panificados de trigo pan presentaron un arreglo geométrico de los espacios
alargados y capas mas complejo y de mayor rugosidad morfoldgica. Farrera-Rebollo
et al. (2011) observaron un valor mayor de dimension fractal en un producto tipo
Danish pastry cuando se comparo su estructura interna con la de muffin y pan dulce.

1.2.4 Correlacion entre los parametros obtenidos

Muchos autores han informado sobre la relacion existente entre las caracteristicas de
las harinas y la calidad de los productos obtenidos, en casos como pan, galletitas,
pastas. Sin embargo los productos de estructura laminada, como Danish pastry y
panificados tipo puff pastry, no han sido ampliamente estudiados. Por lo que el
analisis de las relaciones entre las caracteristicas de harinas y masas y de productos
laminados salados con levadura contribuye a la comprension del comportamiento de
este tipo de sistemas.

Relacion entre las caracteristicas fisico-quimicas de harinas y las propiedades de
masas laminadas

Las caracteristicas de la red de gluten se relacionaron con el comportamiento elastico
de las masas laminadas durante el ensayo de relajacion. Se encontraron correlaciones
positivas entre el IS-SDS y el médulo elastico (r=0,68, p<o,05); y entre los contenidos
de proteinas totales, GMP y gluten humedo de las harinas y el tiempo de relajacion del
esfuerzo de las masas (r=0,73, r=0,68, r=0,78 y r=0,80 respectivamente; p<o,05).
Ademas el IS-SDS y el médulo elastico en el equilibrio correlacionaron de manera
positiva (r=0,72; p<o,05). Una mayor capacidad de la muestra de harina para formar
una red de proteinas promueve la obtencion de una masa laminada con mayor
resistencia a la deformacion. La cual presenta una estructuracion tal que, al retirar la
deformacion aplicada, requiere de mayor tiempo para relajarse. Una vez alcanzado el
equilibrio, las propiedades de la red de gluten, la calidad y cantidad de sus proteinas,
continvuan teniendo un papel importante en los sistemas laminados. Una red de gluten
con buenas propiedades permitird al sistema laminado alcanzar el estado de equilibrio
de manera mas estructurada. Ademas la correlacion encontrada entre el SRC agua y el
madulo elastico (r=0,64, p<o,05) sugiere la influencia de los componentes hidrofilicos
en el comportamiento elastico de las masa.

Se encontraron correlaciones entre el contenido de GMP e IS-SDS de las harinas y la
viscosidad aparente (r=0,77 y r=0,79 respectivamente; p<o,05) y la resistencia a la
deformacion de las masas (r=0,61 y r=0,73 respectivamente; p<o,05). Ademas el SRC
carbonato, sacarosa y agua correlacionaron positivamente con la viscosidad aparente
(r=0,71, r=0,60 y r=0,81 respectivamente; p<o,05) y la resistencia a la deformacién de



las masas (r=0,69, r=0,63 y r=0,75 respectivamente; p=<o,05). Por lo que el
comportamiento viscoso del sistema esta influenciado por un compromiso existente
entre la calidad de la red de gluten y la presencia de componentes con capacidad de
absorber agua.

Cabe aclarar que durante el amasado de una masa con materia grasa adicionada, esta
compite con la fase acuosa por la superficie de las particulas de harina (Peleg 1987). La
materia grasa incorporada ejerce un efecto plastificante sobre el gluten y modifica o
compite en las interacciones entre los ingredientes en la masa. Sin embargo, en un
sistema con un alto contenido de grasa, mayor a 5 %, la materia grasa adicionada
satura la masa y el efecto nplastificante que ejerce resulta parcial
(Bhattacharya 2010). Por lo que su principal accion se relaciona con un aumento de la
viscosidad.

Por otro lado, hay que considerar el efecto del agua adicionada al sistema. Una
porcion del agua incorporada forma parte integral de la masa y otra actua como
plastificante. La medida en que el agua cumple un determinado rol depende de la
presencia de componentes, como proteinas, arabinoxilanos y almidén dafado, con
capacidad de absorber agua. Cuando la masa se somete a compresion o se le aplica
una deformacion constante, la movilidad de las moléculas de agua presentes en el
espacio inter-particular tiene un efecto sobre la relajacion del sistema. De la misma
manera, en un sistema de estructura laminada constituido de capas de masa y materia
grasa, la grasa tendrd un fuerte impacto en la relajacion del esfuerzo. Por lo que las
correlaciones encontradas sugieren que las harinas con capacidad de formar una red
de gluten de buena calidad permiten obtener una masa laminada mas firme con un
comportamiento similar al de un sélido viscoelastico con menor capacidad de fluir.
Por otro lado, la presencia de ciertos niveles de componentes hidrofilicos en las
harinas, como almidon dafado y pentosanos, promueve la formacion de masas
laminadas en donde la movilidad del agua es menor. Bhattacharya (2010) observé un
efecto plastificante del agua y concomitantemente la masa presentd una estructura
fuertemente cohesiva con un alto valor de viscosidad. En este sentido, las muestras de
harinas de trigo pan Hw6 y Hwg presentaron contenidos intermedios de gluten
humedo y porcentajes bajos de proteinas, GMP, SRC lactico e IS-SDS. Sin embargo, se
observaron altos valores de los indices que se asocian con la presencia de
componentes hidrofilicos. Los cuales otorgaron al sistema altos valores de viscosidad
aparente y permitieron a las capas de masa permanecer separadas y discretas de las
capas de grasa durante la coccion; de manera tal que las estructuras de los productos
horneados fueron laminadas.

La temperatura de pasting correlaciond negativamente con la viscosidad aparente y la
resistencia de la masa a la deformacion (r=-0,82 y r=-0,73 respectivamente; p<o,05).
Por lo que las muestras de harina que necesitan menor temperatura para que sus
granulos de almiddn comiencen a absorber agua y se hinchen, son capaces de formar
masas de estructura laminada con mayor resistencia a fluir y a la deformacion.

Relacion entre las propiedades de masas laminadas y la calidad de los panificados

Los parametros obtenidos mediante el ensayo de relajacion de las piezas de masa se
evaluaron en relacion a las caracteristicas de los productos durante el proceso de
produccion. Se encontraron correlaciones positivas entre el modulo elastico y los
valores de altura de los productos al inicio y fin de la fermentacion y fin del horneado
(r=0,68, r=0,70 y r=0,70 respectivamente; p<o,05). Mientras que la correlacién con la
relacion de ancho resulté negativa (r=-0,79, p<o,05). Ademas se observaron
correlaciones positivas con ciertas caracteristicas de textura de los productos, como la
firmeza de la estructura interna y la corteza (r=0,67 y r=0,73 respectivamente; p<o,05).
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Una mayor resistencia a la deformacidn de las masas laminadas favorece la obtencion
de productos con mayores valores de altura, que durante el proceso de produccion se
expanden en menor medida en direccion lateral. Las correlaciones entre las
propiedades reoldgicas de las masas laminadas y las caracteristicas de textura del
producto horneado sugieren que una mayor rigidez y estructuracion de las piezas de
masa promueve la formacion de una estructura interna horneada mas firme.

Por otro lado, el tiempo de relajacidn correlaciond negativamente con el ancho de los
productos al finalizar el horneado (r=-0,64; p<o,05). Lo cual revela que sistemas mas
estructurados con mayores tiempos de relajacion se expanden en menor medida en
direccion lateral. El modulo elastico en el equilibrio correlaciond de manera positiva
con los valores de altura de los productos en las diferentes etapas del proceso (r=0,79,
r=0,61 y r=0,63 respectivamente; p<o,05) y con la firmeza de la estructura interna del
panificado (r=0,66 p<o,05). Una vez retirada la deformacion aplicada, las masas
laminadas que alcanzan el equilibrio con una mayor estructuracién promueven la
obtencion de piezas de mayor altura y de estructura interna mas firme. Las masas con
harina de trigos pan con mayores valores del modulo elastico en el equilibrio, se vieron
mas estructuradas y permitieron obtener panificados mas firmes y altos que los
elaborados con harinas de trigos blandos.

La viscosidad aparente mostro correlaciones positivas con los valores de altura de los
productos al inicio y fin de la fermentacidn y el horneado (r=0,63, r=0,83 y r=0,70
respectivamente; p<o,05). Mientras que la correlacion con la relacion de ancho fue
negativa (r=-0,79, p<o,05). Ademas, el factor de forma de los productos horneados y la
firmeza de la estructura interna también correlacionaron con la viscosidad aparente
(r=0,73 y r=0,66 respectivamente; p<o,05). Una mayor resistencia de las capas de
masa a fluir permite obtener sistemas con mayor capacidad de crecimiento vertical y
menor expansion lateral, de manera tal que los productos laminados son mas altos y
presentan una estructura interna mas firme.

El parametro de resistencia de la masa a la deformacion presentd correlaciones
positivas con los valores de altura en las diferentes etapas del proceso de elaboracion
(r=0,65, r=0,66 y r=0,60 respectivamente; p<o,o0s). Por otro lado, correlaciond de
manera negativa con la relacion de ancho y el factor de forma (r=-0,77 y r=-0,69
respectivamente; p<o,05). Se encontraron correlaciones positivas con los parametros
de firmeza medidos en el producto (firmeza de la estructura interna r=-0,62 y de la
corteza r=0,88; p<o0,05). Las piezas de masa con una estructura laminada capaz de
ejercer una buena resistencia frente a una deformacion aplicada poseen una buena
capacidad para, durante el horneado, mantener la forma original otorgada,
expandirse verticalmente y evitar el crecimiento en direccion lateral. De manera tal
que se obtienen productos de mayor altura y firmeza.

Relacidon entre las caracteristicas fisico-quimicas de harinas y la calidad de los
panificados

Las caracteristicas de la red de gluten se relacionaron con ciertos parametros de
calidad de los panificados laminados. El contenido de proteinas totales correlaciono
positivamente con la altura del producto al finalizar la fermentacion (r=0,67; p<o,05).
El contenido de GMP presentd correlaciones positivas con la altura de los productos al
finalizar la fermentacion y el horneado (r=0,76 y r=0,83 respectivamente; p<o,05) y
una correlacion negativa con la relacion de ancho (r=-0,76; p<o,05). Hay (1993)
encontro correlaciones positivas entre el contenido de proteinas de muestras de
harina, las unidades de gluteninas de alto y bajo peso molecular y la altura especifica
de productos tipo puff pastry. EI 1S-SDS y el SRC lactico correlacionaron positivamente
con la altura de los panificados al finalizar la fermentacion y el horneado (r=0,84,



r=0,79 y r=0,68, r=0,65 respectivamente; p<o,os) y el factor de forma (r=0,79 y r=0,63
respectivamente; p<o,05). El IS-SDS mostré una correlacidn negativa con la relacion
de ancho (r=-0,76; p<0,05) y una positiva con la firmeza de la estructura interna de los
panificados (r=0,6, p<o,05). Estos resultados indican que la capacidad del sistema
laminado de mantener su altura durante el proceso de produccion y expandirse
lateralmente lo menos posible esta relacionada mas bien con la calidad de la red de
gluten que con la cantidad de proteinas presentes en la harina.

Por otro lado, el SRC lactico correlaciono positivamente con la dimension fractal de las
imagenes de los cortes transversales de los productos (r=0,60; p<o,05). La obtencion
de panificados con un arreglo geométrico mas complejo de sus elementos
estructurales y de mayor tortuosidad morfoldgica que se asocia con la presencia de
laminas, guardd relacion con la capacidad de la harina para formar una red de gluten
con buenas propiedades mecanicas.

Los valores de SRC relacionados a la presencia de componentes en la harina con gran
capacidad de absorber agua, como SRC sacarosa, carbonato y agua, mostraron
correlaciones positivas con la altura de los panificados antes y despues de la
fermentacion y al finalizar el horneado (SRC sacarosa: r=0,72, r=0,88, r=0,76; SRC
carbonato: r= 0,71, r=0,84, r=0,80; SRC agua: r=0,62, r= 0,85, r=0,82; p<o,05). Del
mismo modo, los perfiles de SRC presentaron correlaciones positivas con el factor de
forma (SRC sacarosa: r=0,83, SRC carbonato: r= 0,83 y SRC agua: r=0,83; p<o0,05) y
negativas con la relacion de ancho. En cuanto a las propiedades de textura de los
productos se observaron correlaciones positivas con la firmeza de la estructura interna
de los panificados (SRC sacarosa: r=0,72, SRC carbonato: r=0,76 y SRC agua: r=0,77;
p<o,05). Esto indica que la existencia de un cierto nivel de componentes hidrofilicos,
como arabinoxilanos y almidon dafiado, en harina destinada a producir panificados
laminados genera un efecto positivo en la expansion deseada del producto y su altura
final. Algunos autores han informado que ciertos niveles moderados de almiddn
danado poseen un efecto positivo en la elaboracion de pan debido a que promueven la
hidratacion y la fermentacion (Boyaci et al. 2004). Por otro lado, Michniewicz et al.
(1992) observaron que los arabinoxilanos estaban involucrados en las interacciones
entre las proteinas de la masa y por lo tanto contribuian directamente sobre las
caracteristicas tecnoldgicas del pan. El efecto generado se relaciond con un aumento
de la viscosidad del sistema y refuerzo de la integridad de los alveolos. Courtin y
Delcour (2001) informaron que los pentosanos solubles de medio y alto peso
molecular tuvieron un efecto positivo en el volumen de pan. Sin embargo, Labat et al.
(2002) no observaron interacciones entre los pentosanos y las proteinas. El efecto
fisico de los pentosanos sobre la estructura de la masa puede estar relacionado al
aumento de la viscosidad y a una disminucidon de la atraccion entre las proteinas.
Mientras que el efecto quimico se asocia a la accion del acido ferulico, el cual influye
en la tendencia de las particulas a asociarse y por lo tanto en la calidad de la red de
gluten (Wang et al. 2004). Por lo tanto, el contenido de componentes hidrofilicos
presentes en la harina resulta clave para determinar la capacidad de la misma en la
obtencion de productos panificados laminados de buenas propiedades tecnoldgicas.

La temperatura de pasting de las harinas correlaciond negativamente con la altura de
los productos al inicio y fin de la fermentacion y el horneado y con la relacion de alto
(r=-0,68, r=-0,86, r=-0,91 y r=-0,70 respectivamente; p<o,05) y positivamente con la
relacion de ancho (r=0,83; p<o,05). Esto indica que las harinas que requieren menor
temperatura para que el proceso de hinchamiento del almidon comience y se dé un
aumento de la viscosidad producen estructuras laminadas que experimentan un
mayor crecimiento horizontal y una menor expansion en direccion lateral durante el
horneado; y por lo tanto generan productos mas altos. Si bien, la disponibilidad de
agua en la masa de los panificados laminados es diferente a la del ensayo, las
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correlaciones encontradas denotan que hay cierta relacidon entre la temperatura de
pasting de una harina y el comportamiento que la masa tendra durante el proceso de
produccion de un panificado laminado. Del mismo modo otros autores (Moirgahi
2013) observaron en sistemas con diferente disponibilidad de agua correlaciones entre
algunos parametros de pasting de harinas de trigos blandos y un pardmetro
dimensional del producto.

1.2.5 Determinacion de indicadores de aptitud de una harina para la
obtencion de panificados laminados

Con el objetivo de establecer ciertos pardmetros, que evaluados de manera conjunta
permitan diferenciar, la aptitud de una harina para elaborar panificados laminados
salados con levadura se realizo un analisis MANOVA (tabla 1.9). Para este tratamiento
estadistico se utilizaron las variables que en el analisis de correlacion de Pearson se
relacionaron de manera significativa con la calidad de los panificados. En el caso de los
parametros de caracterizacion fisico-quimica de las harinas se eligieron aquellos que
guardan relacion con la calidad de la red de gluten y con la presencia de componentes
hidrofilicos como, como GMP, SRC lactico, sacarosa y carbonato. Ademas se
incluyeron variables relacionadas a las propiedades estructurales de las piezas de
masa, viscosidad aparente y resistencia de la masa a la deformacidn; y variables de
calidad tecnoldgica de los panificados, como la relacion de ancho y el factor de forma.

Tabla 1.9. Resultados del MANOVA

GMP SRC (%)
Muestra f g Carbonato N RD (N) A FF  MANOVA
(%) Lactico Sacarosa . (kPa.s)
de sodio
Sw 2,16 94,53 71,92 72,65 107,91 658,45 1,13 0,56 a
Hw 3,73 123,32 92,84 85,34 207,96 2150,91 1,03 0,77 b

GMP: macropolimero de gluteninas, n: viscosidad aparente, RD: resistencia de la masa a la deformacion, A: relacion
de ancho, FF: factor de forma. Letras diferentes entre muestras indican diferencias significativas (p<o,05) entre los
grupos de muestras considerando las ocho variables simultdneamente.

Las muestras de harinas, masas y panificados de trigos pan fueron significativamente
diferentes a las muestras de trigos blandos. Las harinas de trigos pan mostraron una
gran capacidad para generar una red de gluteninas con una fuerza relativamente
grande y por lo tanto de buena calidad y altos contenidos del macropolimero de
gluteninas. Las harinas de trigos pan presentaron altos contenidos de componentes
capaces de retener agua. Las piezas de masa elaboradas con harina de diferentes tipos
de trigos presentaron comportamientos significativamente diferentes cuando fueron
comprimidas y cuando se sometieron a la aplicacion de una deformacion y la
consiguiente relajacion. Las piezas de masa de harina de trigos pan fueron mas
viscosas y ejercieron mayor resistencia a la deformacion que las masas de harinas de
trigos blandos. Las diferencias en las caracteristicas de las harinas y las masas tienen
efectos importantes en las propiedades tecnoldgicas de los panificados laminados.
Los productos elaborados con harinas de trigos pan experimentaron en menor medida
un crecimiento en direccion lateral y los panificados al final del horneado fueron de
mayor altura y menor ancho y largo.

El uso combinado de las variables elegidas permitié diferenciar significativamente a
las muestras de harina de diferentes tipos de trigo. Del mismo modo, las piezas de
masa y los productos laminados pudieron ser diferenciados mediante el analisis
conjunto de variables relacionadas a las propiedades reoldgicas y las caracteristicas
tecnoldgicas.



1.3 CONCLUSIONES

Se evalud la composicion y la calidad de harinas obtenidas a partir de diferentes tipos
de trigo y se determinaron los efectos de la utilizacion de estas harinas sobre las
propiedades estructurales de masas laminadas y la calidad de panificados laminados
salados con levadura. Los componentes presentes en la harina y luego en la masa
laminada influyen en la calidad final de los panificados. Se observé una gran influencia
de la calidad de la red de gluten, principalmente en la consistencia de la masa. Por
otro lado la presencia de componentes hidrofilicos, como almidon dafiado y
pentosanos, con gran capacidad de absorber agua en las harinas también ejercié un
efecto sobre las caracteristicas tecnoldgicas de los productos. Un cierto nivel de
componentes hidrofilicos permitié obtener masas con una estructura rigida y de
comportamiento viscoso. Cuando las piezas de masa fueron sometidas a compresion
en el laminado y al calentamiento durante la coccion, la consistencia y viscosidad de
las masas tuvo un papel fundamental en la expansion horizontal y lateral; vy
concomitantemente en la altura final de los panificados laminados.

Las harinas de trigos pan presentaron caracteristicas significativamente diferentes de
las de trigos blandos. Estas diferencias se expresaron en las propiedades de las masas
laminadas elaboradas con cada conjunto de muestras de harina. Las harinas de trigos
pan permitieron obtener sistemas laminados con un comportamiento mas viscoso y
con mayor resistencia a la deformacidn que las harinas de trigos blandos. Los
productos con harinas de trigos pan mostraron mayores valores de altura y
crecimiento horizontal durante el proceso de elaboracion y el anélisis de la estructura
interna reveld la formacion de capas dispuestas en una estructura mas compleja y
rugosa que las muestras con harinas de trigos blandos. Esto indica que las harinas de
trigos pan presentan una mayor aptitud que las harinas de trigos blandos para la
produccion de panificados laminados con levadura de buena calidad.

La evaluacion conjunta de ciertas variables relacionadas a las caracteristicas de las
harinas, propiedades de las masas y calidad de los panificados permitio establecer una
serie de parametros que permiten diferenciar la calidad de productos laminados
elaborados a partir de muestras de harina de diferente calidad.
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Capitulo 2

Relacion entre las propiedades estructurales de la materia
grasa y la calidad tecnolégica y sensorial de panificados
laminados

En la produccidn de panificados laminados (Danish y puff pastry), se anade materia
grasa en la composicion de la pasta base y como ldminas entre dos capas adyacentes
de masa (Cauvain y Young 2001). Las laminas de materia grasa entre las capas de
masa influyen en el crecimiento vertical de la estructura laminada y en la apariencia
escamosa (O'Brien 2004). Telloke (1991) estudio el efecto de ciertos aspectos
relacionados con la materia grasa en la masa laminada. La cantidad de grasa afiadida,
el contenido de solidos grasos (SFC, por sus siglas en inglés) y la firmeza de la materia
grasa al momento de ser utilizada fueron algunas de las variables que mostraron una
relacion directamente proporcional con la expansion vertical del producto. La
estructura cristalina presentd una relacion inversamente proporcional con el
crecimiento del panificado. Matthews y Dawson (1963) utilizaron la metodologia de
analisis sensorial para determinar el rendimiento de seis tipos de materia grasa sélida
y liquida en diferentes concentraciones. Baardseth et al. (1995) estudiaron el efecto de
once muestras de materia grasa elaboradas con grasa vacuna y aceite vegetal en las
caracteristicas sensoriales de productos tipo Danish pastry. Los autores informaron
que la concentracion de la materia grasa influye en el sabor, olor y color de los
panificados. Simovic et al. (2009) investigaron el efecto de margarinas con bajos
contenidos en grasas trans en las propiedades fisicas y sensoriales de productos tipo
puff pastry y reportaron que el efecto lineal y cuadratico mas importante era la
cantidad de grasa. Pajin et al. (2011) y Pimdit et al. (2008) estudiaron la influencia de la
composicion de la grasa sobre la aptitud de la misma para producir un panificado tipo

puff pastry.

A pesar de que muchos autores han estudiado en detalle el efecto de algunas de las
caracteristicas de la materia grasa propuestas por Telloke (1991), se han utilizado
muestras de grasa con un contenido de sélidos grasos similar o este factor no ha sido
considerado en absoluto. Sélo Stauffer (1996) y Doerry (1996) presentaron un perfil de
SFC y lo relacionaron con la funcionalidad de la grasa. Cauvain (2001) indicé que la
utilizacion de una grasa con un SFC de 38-45 % a 20 ° C permitid obtener una masa
tipo puff pastry con una altura maxima especifica. La relacion entre las propiedades
estructurales de la grasa (perfil de fusion y de SFC y el comportamiento reoldgico) y
las cualidades sensoriales y fisicas de los sistemas laminados obtenidos no se ha
evaluado todavia. De hecho, no se han realizado estudios sobre la relacion entre la
reologia fundamental de la materia grasa y las caracteristicas de los productos
horneados laminados.

Ciertas variables que intervienen en el proceso de produccion, tales como la influencia
de la cantidad, la continuidad y la distribucion del espesor de las capas de grasa en
masas tipo Danish pastry han sido reportadas por algunos autores (Deligny y Lucas
2015, Bousquieres et al. 2014 a, b.) y por otros en masas tipo puff pastry (Collewet et
al. 2013). La mayoria de estos estudios se centraron en sistemas con levadura y un alto
contenido de azUcar (15-25 %) comUnmente conocidos como Danish pastry y en
productos del tipo puff pastry sin levadura o azicar, que experimentan un crecimiento
debido a la accidn del vapor de agua. La presencia simultanea de sal y levadura en un
sistema laminado afecta tanto al comportamiento de la masa durante las etapas de
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produccién, como a la calidad del producto. La levadura juega un papel importante en
la aireacion de la masa durante la fermentacion y la coccion, y también altera la
integridad de las capas de grasa y de masa (Cauvain y Young 2001). Por lo tanto, el
estudio de productos salados laminados con levadura contribuye a la generacion de
conocimiento cientifico acerca de los sistemas de laminados y su uso industrial en los
paises en donde los productos horneados laminados estan entre los productos de
consumo mas populares (Giannoni 2012).

2.1 MATERIALES Y METODOS

Los panificados laminados salados se elaboraron con harina comercial 000" (Graciela
Real, Argentina), utilizada por los productores locales en Argentina. Se evaluaron tres
muestras de materia grasa comercial empleada en la produccion local de panificados
laminados salados.

¢ Grasa bovina refinada (MGz) (La Cordobesa para hojaldre, Argentina)
® Margarina (MG2) (Mkt CALSA margarina para hojaldre, Argentina)
¢ Oleomargarina (MG3) (Margarina Danica, Argentina)

2.1.1 Caracterizacion fisico-quimica de la harina

Porcentaje de humedad (Método 44-15.02, AACC, 2000)

El contenido de humedad se determind sobre 2,00+0,01 g de harina. Se calentd la
muestra durante 2 h a 130 °C en estufa isotérmica de calentamiento eléctrico. El
porcentaje de humedad se calculd por diferencia de peso medido antes y después del
calentamiento de la muestra y se expresé como porcentaje de agua perdida.

Contenido de cenizas (Método 08-01.01, AACC, 2000)

La determinacién del contenido de cenizas se realizo a partir de 2 g de harina. La
harina fue calentada en mufla hasta 600 °C y se peso la muestra antes y después del
calentamiento.

Porcentaje de proteinas (Método 46-10.01, AACC, 2000)

El contenido de nitrégeno de la muestra se determind de acuerdo al micro método de
Kjeldahl modificado para acido bdrico descripto anteriormente en el capitulo1.1.

Gluten humedo (Método 38-10.01, AACC, 2000)

El contenido de gluten humedo se determiné a partir de una masa elaborada con 10 g
de harina y 6 ml de agua. La masa se sometio a un lavado manual durante 12 min en
donde se separaron los componentes solubles en agua, como almidén, pentosanos y
proteinas solubles. El gluten obtenido se expresé como porcentaje de la muestra.

Actividad amilasica-Tiempo de caida (Método 56-81.03, AACC, 2000)

Este método se basa en la capacidad de la a-amilasa para licuar un gel de almidon. La
actividad de la enzima se determina sobre suspensiones calientes de harina en
agitacion y se mide a través del tiempo de caida (FN, por sus siglas en inglés). EI FN se
define como el tiempo en segundos necesario para dejar caer el agitador a una
distancia medida a través de una suspension caliente de harina. El equipo de Falling



Number registra los sequndos necesarios para dejar caer el agitador por una
disminucion en la viscosidad de la suspension ocasionada por la actividad de la
enzima.

Para realizar el ensayo se utilizaron 7,00+0,05 g de harina y se adicionaron 25 ml de
agua. Se agitd la suspension hasta su completa dispersion, se coloco la muestra en el
viscosimetro-agitador dentro de un bafio de agua. Al finalizar el ensayo se determiné
el tiempo de caida en segundos.

Perfil de Capacidad de Retencion de Solventes (Solvent Retention Capacity) (SRC)
(Método 56-11.02, AACC, 2000)

El perfil de SRC se determind segun lo descripto anteriormente en el capitulo 1.1.

Los ensayos que comprendieron la caracterizacion fisico-quimica de la muestra de
harina se realizaron por duplicado.

Propiedades viscosimétricas de la harina (Método 54-30.02, AACC, 2000)

Para evaluar la deformacion biaxial que sufre la masa ocasionada por el gas producido
durante la fermentacion se realizo el ensayo alveografico. El cual consta del inflado de
una masa, mediante una presidn de aire constante. La presion resultante en el interior
de la burbuja se graficd en una curva, o alveograma, a partir de la cual se calcularon
ciertos parametros.

El ensayo se realizd mediante un alvedgrafo Chopin MA 95 (Trippette & Renaud,
Francia). Se peso 250 g de harina y se hidratd con 25 ml de solucion de NaCl al 2,5 %.
La mezcla se amaso a 24 °C durante 8 minutos en el compartimento de amaso. Se
obtuvieron cinco piezas de masa que fueron sometidas a descanso durante 20
minutos a 25 °C. Luego del periodo de descanso las masas se introdujeron en el
alvedgrafo y se insufld aire en las mismas formandose una burbuja.

Se obtuvieron cinco curvas y se calculd una curva promedio a partir de la cual se
obtuvieron ciertos pardmetros como la altura maxima de la curva o tenacidad, la
extensibilidad o longitud de la curva y la fuerza panadera, relacionada con el area bajo
la curva y la energia necesaria para romper la masa. Ademas, se calculo la relacion
entre tenacidad y extensibilidad, denominada equilibrio. Las determinaciones se
realizaron por duplicado.

2.1.2 Caracterizacion estructural de la materia grasa

Perfil de fusion

El proceso de fusion-cristalizacion se evalué mediante un Calorimetro Diferencial de
Barrido con software STARe Default DB Vg.00 (DSC 823 Mettler Toledo, Suiza). Se
colocd una alicuota (7-10 mg) de materia grasa en capsulas de aluminio de 4o pl, se
sellaron y se sometieron al analisis. Las capsulas fueron calentadas desde 30 °Ca 8o °C
a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, y se mantuvieron a 8o °C durante 10
minutos. Luego fueron enfriadas a -20 °C a una velocidad de enfriado de 1 °C/min, y se
mantuvieron a -20 °C durante 30 minutos. Finalmente se calentaron hasta 80 °C, a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. A partir de los graficos de flujo de calor vs
temperatura se obtuvo la temperatura de fusion. Los ensayos se realizaron por
duplicado.
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Determinacion del Contenido de Sdlidos Grasos

El contenido de sélidos grasos (SFC, por sus siglas en inglés) se determind mediante
analizador de resonancia magnética nuclear de pulsos Minispec mq2o (Bruker) (figura
2.1). El SFC se evalud a diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 °C)
segun Firestone (1989) y se expresé como % de SFC. Las determinaciones se
realizaron por duplicado.

Comportamiento Reoldgico

Las medidas reoldgicas se realizaron mediante un reémetro de esfuerzo controlado
RHEOPLUS/32 (Anton Paar, Alemania), se utilizé una geometria de platos paralelos
(diametro= 8 mm) y 1 mm de apertura. Previamente las muestras se sometieron a un
proceso de calentamiento y enfriamiento para destruir la estructura cristalina. Luego
una porcion de muestra fue colocada sobre el plato inferior mantenido a 25 °C, se bajo
el cabezal y se eliminaron los bordes sobrantes de materia grasa de los platos. La
muestra se dejo descansar 5 min para relajar las tensiones producidas en la
compresion antes de iniciar el ensayo.

Barrido de esfuerzo: se realizd con el objetivo de determinar el rango de
viscoelasticidad lineal de las muestras. Se realizd como estimulo un barrido de
esfuerzo (0,05-10 Pa) a 1 Hz a 25 °C y se evalud la respuesta del sistema en términos
de deformacion. A partir de este barrido se selecciond un esfuerzo (0,1 %) dentro del
rango de viscoelasticidad lineal.

Barrido de frecuencia: sobre porciones nuevas de materia grasa se realizaron barridos
de frecuencia desde 0,01 hasta 10 Hz a 25 °C, a esfuerzo constante (0,1 %). A partir de
estos ensayos se obtuvieron los valores de modulo de almacenamiento (G'), mddulo
de pérdida (G”) y tangente del angulo de desfasaje (tan o), como funcion de la
frecuencia.

Barrido de temperatura: sobre porciones nuevas de materia grasa se realizaron
barridos de temperatura en donde se calentaron las muestras desde 25 °C hasta 9o °C,
a una velocidad de calentamiento de 3 °C/min, a frecuencia y deformacion constantes
(1 Hz y 0,1 %, respectivamente). De estos barridos se obtuvieron los modulos G'y Gy
la tan & en funcion de la frecuencia y la temperatura.

El efecto de la temperatura sobre la viscosidad compleja se evalué mediante la
ecuacion de Arrhenius (ecuacidon 2.1) (Rao, 1999). En donde n* es la viscosidad
compleja expresada en Pa.s, A es un factor pre exponencial (Pa.s), Ea es la energia de
activacion expresada en cal/mol, R es la constante universal de los gases (1,987207
cal/mol.K) y T es la temperatura en °K. A partir de los resultados obtenidos en los
barridos de temperatura se realizaron graficos de Ln [n*] vs 1/T, se calculd la
pendiente de la curva (Ea/R) y se evaluo la energia de activacion (Esteban et al. 2012,
Simuang et al. 2004).

Los ensayos reologicos se realizaron por triplicado y se evaluaron tres porciones de
cada muestra de materia grasa.

2.1.3 Elaboracion de panificados laminados salados

Los panificados laminados salados se elaboraron utilizando la formulacion detallada
en la Tabla 2 segun el procedimiento anteriormente descripto en el capitulo 1. Se
elaboraron productos con las tres materias grasas en estudio. Tres panificados por
cada muestra de materia grasa fueron obtenidos y el procedimiento se realizd por
duplicado.



2.1.4 Caracterizacion estructural de las piezas de masa

Los ensayos de caracterizacion de las piezas de masa se realizaron sobre porciones de
masa laminada no fermentada elaboradas como se describié previamente en el
capitulo 1 con las tres muestras de materia grasa. Las determinaciones se realizaron a
temperatura ambiente (25 °C).

Microestructura

La microestructura de las piezas de masa fue evaluada mediante un microscopio
confocal Nikon Eclipse Casi (Nikon Inc., Tokio, Japdn). Las piezas de masa fueron
congeladas a -18 °C y se realizaron cortes transversales con bisturi. Se utilizé una
solucion de 1 % de Rodamina B en dimetilformamida para otorgar coloracion a la red
de proteica presente en las muestras. Los componentes almidonosos se tifieron con
una solucion de fluoresceina al 1 % en dimetilformamida. Para la visualizacion de los
componentes almidonosos (en verde) se realizo la excitacion con la linea laser 514 de
argon. En el caso de la fraccion proteica (en rojo) se utilizo la linea laser 543 de nedn.
Ambas observaciones se realizaron con una potencia del 10 %.

Resistencia de la masa a la deformacion

La resistencia de la masa a la deformacion se determiné mediante un texturometro
INSTRON 3342 (Norwood, MA, EUA) como se describio previamente en el capitulo 1.

La evaluacion de las caracteristicas de las piezas de masa se realizd sobre tres piezas
de masa por cada muestra de materia grasa en estudio y cada prueba se realiz6 por
duplicado.

2.1.5 Evaluacion de la calidad tecnolégica de los panificados

Cambio conformacional

El cambio conformacional que experimento la pieza de masa durante el proceso de
elaboracion se evalud a través de las dimensiones de la masa (altura, ancho y largo), al
inicio y finalizacion de la fermentacion y sobre el producto final luego de 1 h de
horneado. Se calcularon las relaciones de altura y ancho de las piezas de masas
horneadas vs. no fermentadas.

Factor de forma (FF)

El factor de forma de los productos panificados se calculd segun lo descripto
previamente en el capitulo 1.

Volumen especifico (VE)

El volumen especifico de los panificados se determiné por desplazamiento de semillas
de colza segun se describid previamente en el capitulo 1.

Color de la corteza (Método 14-22.01, AACC, 2000)

El color de la corteza se determind mediante un espectrofotdometro CM-700d/600d
KONICA MINOLTA (Ramsey, EUA) como se describid en el capitulo 1.
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Firmeza de la corteza

La firmeza se determind mediante un texturometro INSTRON 3342 (Norwood, MA,
EUA). La evaluacion de la firmeza de la corteza del panificado se realizé directamente
sobre el producto como se describio en el capitulo 1.

Analisis textural de imagenes

La medicion de la textura de las imagenes de cortes transversales de los panificados se
llevé a cabo como se describid en el capitulo 1. Se aplico el algoritmo de Matriz de Co-
Ocurrencia en Escala de Grises (GLCM) y se calculd la dimension fractal.

Los ensayos sobre evaluacion de la calidad de los panificados se realizaron por
duplicado y se evaluaron tres piezas por cada muestra de harina.

2.1.6 Evaluacion sensorial de los panificados

Ensayo afectivo

La preferencia de consumidores sobre los productos laminados elaborados con
diferentes materias grasas se determind mediante un analisis sensorial, en donde se
evaluo aspecto general, sabor y olor de los muestras. Participaron de la evaluacion 83
evaluadores no entrenados, de los cuales un 52 % fueron hombres y un 48 % mujeres
entre 21y 60 anos de edad. Se utilizé una escala discontinua de siete puntos y se le
pidio a los evaluadores que ubicaran la muestra que menos les gustaba a la izquierda
siguiendo hacia la derecha con la que mas les habia gustado.

El tratamiento estadistico de los resultados se realizd mediante el programa
INFOSTAT (Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC, Argentina). Los resultados
fueron evaluados mediante un anélisis de la varianza no paramétrico de Friedman, con
un nivel de significancia de o,05.

Ensayo analitico

Se realizd una evaluacion descriptiva multiple, en la cual por medio de observacion
visual y manipulacion de las muestras con la boca se cuantificaron las diferencias entre
las muestras en términos de los atributos descriptos en la tabla 2.1 y respecto de una
muestra considerada como control.

Tabla 2.1 Definicion de los atributos sensoriales

Atributos evaluados mediante observacion visual

Simetria Conformacion externa del producto

Apariencia escamosa  Nivel de la apariencia escamosa de la corteza

Distribucion de alveolos y [aminas en una seccion transversal del

Uniformidad
producto
Laminado Cantidad de laminas en una seccion transversal del producto
Alveolado Cantidad de alveolos en una seccidn transversal del producto
Atributos evaluados mediante manipulacion bucal
Fuerza requerida para comprimir entre los molares una porcién
Firmeza transversal del producto cuando se lo muerde uniformemente dos

veces
Intensidad de la sensacion a grasa percibida durante la masticacion del
producto

Percepcion de la grasa




El panel sensorial estuvo conformado por 14 evaluadores semi entrenados (personal
del laboratorio de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad
Nacional de Cordoba). Durante tres sesiones se realizo el entrenamiento del panel. Se
utilizd una escala continua de once puntos, hacia la izquierda se ubicaron los valores
negativos mientras que hacia la derecha se posicionaron los valores positivos;
considerando a -5 y 5 como el menor y mayor valor de la escala, respectivamente. El
control se posiciond arbitrariamente en el centro de la escala (Figura 2.2). Se
elaboraron panificados laminados con las tres muestras de materia grasa y se
presentaron a los evaluadores identificadas con numeros aleatorios de tres digitos
(Figura 2.3).

La muestra control fue un producto adquirido en un comercio local. Debido a las
variaciones en los aspectos visuales de los ejemplares durante las sesiones de
entrenamiento, para la sesion definitiva se utilizo en la evaluacion de los parametros
visuales una imagen del control que contenia fotografias de los diferentes perfiles del
producto (Munkevik et al. 2007).

Poco laminado Muy laminado

Figura 2.2 Escala continua utilizada en el analisis sensorial

2.1.7 Analisis Estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizd mediante el programa
INFOSTAT (Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC, Argentina). Las
determinaciones experimentales fueron comparadas mediante un Analisis de la
Varianza (ANAVA), en la comparacion de medias se utilizo la prueba LSD Fisher y la
relacion entre las respuestas medidas se determind mediante el coeficiente de
regresion de Pearson con un p-valor <o,05.

En el caso del analisis sensorial, lo resultados fueron evaluado mediantes un ANAVA,
se utilizo la estimacion de modelos lineales generales y mixtos y el test de
comparaciones multiples de LSD Fisher.

2.2 RESULTADOS Y DISCUSION

2.2.1 Caracterizacion fisico-quimica de la muestra de harina

La muestra de harina comercial utilizada para elaborar los productos salados
laminados con levadura presentd un contenido de cenizas y proteinas de 0,739+0,001
% y 11,25+0,07 %, respectivamente. El contenido de gluten humedo fue de 35+1 % y
resultéd mayor al porcentaje informado por Colombo et al. (2008) para harina de trigos
de origen argentino. La actividad de la enzima a amilasa presente en la harina influye
en la calidad de los productos horneados. Un indice de caida inferior a 300 s estd
asociado con una alta actividad de la enzima, lo que resulta en migas pegajosas y
cortezas oscuras. El indice de caida para la muestra en estudio fue de 414 s, lo que
permite asociar a la muestra con una actividad de la a amilasa débil. Sliwinsky et al.
(2004) reportaron menores indices de caida para harinas de trigo europeo y
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canadiense utilizadas en la produccidn de productos de tipo puff pastry. El indice de
sedimentacion en SDS esta relacionado con la cantidad y calidad de las proteinas del
gluten y la capacidad del mismo para formar una red con buenas propiedades
mecanicas. La harina comercial presentd un indice de sedimentacion en SDS de
14,00,0 cm?. Guttieri (2004) informd valores mas bajos de IS-SDS (6,1-7,2 cm®) para
muestras de trigos blandos de variedad blanca cosechados en primavera y roja.
Colombo et al. (2008) encontraron un rango de IS-SDS entre 11,75 y 19,25 % para
muestras de harina de trigos pan de origen argentino. El perfil de capacidad de
retencion de solventes fue de 99,5+0,9 % para el SRC lactico, 985 % para el SRC
sacarosa, 73,3+0,3 % para el SRC carbonato y 84,1+0,3 % para el SRC agua. Los valores
de SRC sacarosa y agua fueron consistentes con los valores obtenidos en el capitulo 1
en harinas de trigos pan con buena aptitud para producir productos laminados salados
con levadura. El ensayo alveografico brinda informacion relevante que permite
relacionar las caracteristicas de una harina y el comportamiento de la masa durante la
fermentacion y la primera etapa de coccidn. La muestra de harina presentd un valor
de 1,82 para la relacidn entre tenacidad y extensibilidad (valor de tenacidad: 120,12
mm, valor de extensibilidad: 66,00 mm), el cual fue mayor al reportado por de la Horra
et al. (2012) para un conjunto de muestras de harina de trigos argentinos (0,43-1,62).
La energia de deformacion fue de 320 x 10™ J. Cuniberti et al. (2003) informaron un
rango de 120 a 562 x 10*J para un conjunto de harinas de trigos argentinos.

La muestra de harina presentd altos contenidos de proteinas y gluten, conjuntamente
con la presencia de un cierto nivel de componentes hidrofilicos que contribuyen a la
viscosidad necesaria en este tipo de sistemas. Por lo tanto, la masa obtenida presentd
propiedades mecanicas de extensibilidad tales que permitirian el laminado y la
concomitante formacion de capas.

2.2.2 Caracterizacion estructural de la materia grasa

Las grasas plasticas se componen de una fase liquida oleosa que contiene agregados
de cristales solidos entre los cuales operan fuerzas de van der Waals. La estructura de
la grasa presenta distintos niveles que pueden ser definidos a partir del proceso de
cristalizacion que experimenta una muestra de grasa previamente fundida. El
crecimiento de la red incluye la cristalizacion de los triglicéridos presentes en
diferentes estados polimorficos (o, B y B'). Estos cristales crecen hasta formar
elementos microestructurales mas grandes (~ 6 um), los cuales a través de un proceso
de nucleacién, limitado por la transferencia de masa y calor, forman microestructuras
de mayor tamafo (~ 100 pm). El proceso de crecimiento de los nucleos continva hasta
que se forma una red tridimensional continua por la acumulaciéon de microestructuras
(Narine y Marangoni 1999).

Las caracteristicas de los distintos niveles estructurales influyen en las propiedades
reoldgicas que presenta la materia grasa a nivel macroscopico. La composicion de
acidos grasos y su posicion en los triacilgliceroles afectan el comportamiento
polimdrfico de la grasa. Asi es como en general, las grasas formadas por un numero
relativamente bajo de triacilgliceroles estrechamente emparentados evolucionan
rapidamente hacia formas estables . Mientras que las grasas heterogéneas tienden a
transformarse mas lentamente en sus formas estables, por ejemplo las grasas cuyos
acidos grasos estan distribuidos de forma totalmente aleatoria presentan formas f',
de transformacion muy lenta. A su vez, el polimorfismo de la materia grasa tiene
influencia en la temperatura de fusion y en las caracteristicas viscoelasticas del
material. Cuanto mayor es el nUmero y menor el tamario de los cristales, mayor es la
rigidez que presenta el sistema. En grasas que se utilizan para la elaboracion de
panificados son convenientes los cristales tipo PB'. Este estado polimdrfico posee



cristales de menor tamano (~ 1 um) y una morfologia del tipo aguja-estrecha que
facilitan la incorporacidn de gran cantidad de aire en forma de pequefias burbujas, lo
que permite lograr productos con mejores propiedades reoldgicas y sensoriales
(Fennema 1996). La estructura formada en el proceso de crecimiento de los cristales
se constituye como una red tridimensional en cuya matriz esta embebida la fase
liquida oleosa. Ambas fases poseen funciones especificas cuando la materia grasa es
incorporada en productos panificados. La fase liquida resulta necesaria para la
incorporacion de aire, mientras que los cristales cumplen un rol estructural y retienen
aire al final del amasado y durante las primeras etapas del horneado. Un mayor
contenido de sodlidos otorga mayor rigidez a la red y por lo tanto confiere mas
consistencia al sistema. Cuando la materia grasa incorporada en la formulacion de una
masa estd en estado liquido ocurre una dispersion de la grasa durante el amasado en
forma de pequefias gotas, que resultan menos efectivas para llevar a cabo la
plastificacion y aireacion en comparacion con una grasa plastica sélida (Pyler 1988).
Por otro lado, grasas que son mas bien firmes forman agregados cuando son
incorporadas en la masa. Es en este contexto que la proporcion de sélidos presente en
el total de la grasa juega un rol importante en la determinacion de la aptitud de la
materia grasa para generar masas con ciertas propiedades reoldgicas y obtener
panificados con determinadas caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales.

Los puntos de fusion de las muestras de materia grasa fueron significativamente
diferentes (p<o,05). La muestra MG1 presentd una temperatura de fusion de
46,94+0,08 °C, la cual se correspondié con un intervalo de fusién (45,0-57,2 °C)
informado para materia grasa utilizada en la produccion de productos tipo puff pastry
(O'Brien 2004; Stauffer 1996). Las temperaturas de fusion para las muestras MG2 y
MG3 fueron 43+1 °Cy 39,1+0,2 °C, respectivamente. Estos valores fueron similares a la
temperatura observada para materia grasa empleada en la elaboracion de productos
tipo Danish pastry (39 °C) (O'Brien 2004).

El perfil del contenido de sélidos de las muestras evaluadas se observa en la figura 2.4.
El contenido de solidos en las muestras decrecio con el aumento de la temperatura.
Sciarini et al. (2013) también observaron esta tendencia del SFC con el aumento de
temperatura en grasas con diferentes contenidos de sélidos. Esta tendencia del SFC a
disminuir fue mayor para las muestras MG1 y MG2, mientras que MG3 presentd un
perfil mas bien plano; que no mostré grandes variaciones entre los 20 y 45 °C. En el
rango de temperatura de elaboracion del panificado, 15-35 °C, los perfiles de SFC de
las muestras MG1 y MG2 disminuyeron en un 135 % y 160 %, respectivamente;
mientras que la muestra MG3 solo disminuyd en un 11 %.
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Figura 2.4 Contenido de sdlidos de las muestras de materia grasa

En el intervalo de temperatura evaluado, MGz presentd el mayor contenido de solidos
(p <0,05), seguida de MG2 y MG3. Simovic et al. (2009) reportaron valores de SFC para
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Tabla 2.2 Parametros del
barrido de frecuencia

Muestra

G G"
(kPa) (kPa) tanéd

MG1 6500* 1009° 0,16°
MG2 4435° 763" 0,17°
MG3 619" 74° 0,12°

Letras  diferentes
columna indican
significativas (p<o,05).

en cada
diferencias

muestras de margarina con bajos contenidos de grasas trans similares a MG1 Y MG2
(rangos de SFC a 10 °C: 60,1-54,8 %; 20 °C: 47,1-40,1 %; 25 °C: 38,6-30,9 %; 30 °C:
26,3-22,3 %). Doerry (1996) informd que un SFC relativamente alto era dptimo para
grasas empleadas en la elaboracion de puff pastry, por ejemplo un SFC de 16 % a 40
°C. De acuerdo a esto, la muestra MGa con un SFC de 18 % a 40 °C podria ser la mas
adecuada para la obtencion de una estructura laminada. Se han encontrado estudios
sobre las propiedades de consistencia y capacidad de moldeado (spreadability) de
materia grasa lactea quimica y enzimaticamente modificada, aceite de palma,
manteca de cacao, grasa bovina y porcina (Rousseau et al. 1996, Rousseau vy
Marangoni 1998). Estos autores reportaron diferentes propiedades reoldgicas a pesar
de que las muestras en estudio poseian iguales contenidos de sélidos grasos. Esto
indica que la comprension de la estructuracion de la red tridimensional de la grasa no
debe ser concebida Unicamente a través de la composicion de acidos grasos y el SFC.
Resulta fundamental evaluar las propiedades mecanicas y las caracteristicas
geométricas de la estructura de las grasas (Narine y Marangoni 1999).

El barrido de frecuencia en condiciones isotérmicas permite evaluar el
comportamiento reoldgico de la muestra (en términos de esfuerzo) cuando es
sometida a la accion directa y ciclica de una deformacion constante, cuya frecuencia
cambia en el tiempo. A través de un ensayo de pequefias deformaciones se obtiene
informacion sobre la microestructura de la red tridimensional de la materia grasa.
Heertje (1993) demostrd que la compresion ejercida en un ensayo de platos paralelos
sobre la red tridimensional de la grasa provoca la ruptura de los enlaces existentes
entre las microestructuras, mientras que la integridad de las microestructuras
permanece intacta.

En los barridos de frecuencia de las muestras analizadas (figura 2.5) no se observaron
incrementos significativos de los modulos de almacenamiento y pérdida a medida que
aumento la frecuencia. Esto indica que el comportamiento viscoelastico de las
muestras es poco dependiente de la frecuencia. Las muestras mostraron un
predominio del modulo de almacenamiento sobre el modulo de pérdida a lo largo de
todo el rango de frecuencia estudiado. Esto revela que el sistema posee un
comportamiento mas similar al de un solido viscoelastico, cuyas deformaciones son
esencialmente elasticas y recuperables (Rao 1999). El comportamiento observado es
tipico de las grasas plastificantes (shortenings) y de muestras compuestas por una
mezcla de grasas (Buldo y Wiking 2012).

La estructura y distribucion macromolecular en las grasas estd determinada por la
tendencia de las particulas solidas para establecer uniones. La plasticidad en este tipo
de sistemas se relaciona con la capacidad de las particulas solidas para permanecer
unidas y otorgar resistencia a la estructura frente a pequefios esfuerzos de
deformacion aplicados. En general las grasas presentan una alta capacidad para ser
moldeadas. Cuando el esfuerzo aplicado aumenta se alcanza un punto en el que la
estructura del sistema cede y experimenta un flujo plastico. La consistencia relativa de
una grasa es por lo tanto una medida del esfuerzo requerido para provocar el flujo
plastico o movimiento de la estructura. La resistencia interna del material se
determina por el nUmero de puntos de contacto entre los cristales (O'Brien 2004).

La respuesta elastica de las muestras MG1 y MG2 a la deformacion aplicada fue
significativamente mayor a la respuesta de MG3 (tabla 2.2). El nivel de la curva
asociada al médulo de almacenamiento durante el barrido se relaciona con el nUmero
de enlaces a lo largo de la estructura molecular analizada (Schramm 2000). Por lo
tanto, las muestras MG1 y MG2 pueden asociarse a sistemas con estructuras mas
complejas y entrelazadas debido a un gran nUmero de puntos intermoleculares de
interaccion y contacto. El bajo valor del mddulo de almacenamiento para MG3



permite asociar esta muestra con una estructura débil formada por un numero bajo de
interacciones entre sus componentes.

En cuanto a la respuesta viscosa, la muestra MGz1 presentd el mayor valor de la
componente viscosa, sequida de MG2 y MG3 (tabla 2.2). Estos resultados concuerdan
con Vreeker et al. (1992), quienes demostraron que las propiedades elasticas,
especificamente el valor del médulo de almacenamiento, de la red cristalina de grasa
varia con el contenido de sdlidos grasos y la naturaleza fractal de la red. Durante la
produccion de materia grasa el contenido de solidos disminuye. Un sistema que
inicialmente posee un mayor contenido de solidos presenta un comportamiento mas
viscoso, la menor movilidad de las particulas durante el calentamiento promueve la
formacion de microestructuras cristalinas de menor tamafio. En esta red los enlaces
intra-microestructurales son mas fuertes que los enlaces inter-microestructurales, por
lo tanto la componente elastica del sistema esta dominada por el comportamiento
elastico de los enlaces entre las estructuras microcristalinas. Esto genera una
estructura menos rigida con una mayor componente eldstica, como en el caso de las
muestras MG1 y MG2. Por otro lado, un sistema con menor contenido de sdlidos
presenta una menor viscosidad y por lo tanto al ser calentado la movilidad de las
particulas es mayor. Esto promueve la formacion de estructuras cristalinas de gran
tamafio, cuyos enlaces intra-microestructurales resultan mas débiles que los enlaces
establecidos entre las distintas microestructuras. En este caso, la constante elastica
del sistema esta dominada por el comportamiento elastico de las microestructuras, es
decir por las fuerzas de los enlaces intra-microestructurales. Esto genera una red con
un comportamiento menos elastico que el de una red formada por cristales de mayor
tamano (Shih et al. 1990, Sciarini et al. 2013).

A un valor de frecuencia de 1 Hz, los resultados para la tan & no fueron
significativamente diferentes (tabla 2.2). Sin embargo, MG1 y MG2 mostraron valores
de tan & mas cercanos a 1 que MG3, lo cual puede relacionarse con un
comportamiento mas viscoso por parte de estas muestras frente a la deformacion
aplicada. El menor valor de tan & para MG3 se asocia con una respuesta mas bien
elastica. Frente a una deformacion aplicada las muestras MG1 y MG2 mostraron una
respuesta de caracter viscoso que probablemente se relaciond con una mayor
interaccion entre sus elementos estructurales y un alto contenido de sélidos que le
otorgaron al sistema mayor consistencia. Por otro lado, la muestra MG3 con el
contenido de solidos mas bajo presentd una estructura que frente a una deformacion
aplicada ejercié menor resistencia, es decir que el esfuerzo minimo necesario para
provocar el flujo de la misma resulté menor.

El comportamiento reoldgico de las muestras de materia grasa fue evaluado a
diferentes temperaturas y frecuencia constante. Las muestras presentaron perfiles
reoldgicos diferentes cuando se sometieron al calentamiento (figura 2.5). El mddulo
de almacenamiento fue mayor al modulo de pérdida en las tres muestras a lo largo de
todo el barrido de temperatura. En la region 1 (0-39 °C) la componente elastica
levemente disminuyo con el aumento de la temperatura. MG1 presentd la mayor
respuesta eldstica, sequida de MG2 y MG3 (tabla 2.5). Esto revela que durante el
calentamiento desde o hasta 39 °C, MG1 presenta una estructura mas compleja y
entrelazada que las muestras MG2 y MG3. La componente elastica de MG2 comienza
a disminuir a una menor temperatura (35,9 °C) que las componentes elasticas de MG3
(38,7 °CQ) y MGz (41,5 °C). Por lo tanto, MG2 comienza a experimentar una
desestructuracion a menores temperaturas en comparacion con MG3 y MG1. La
muestra MGz presentd el mayor valor para la componente viscosa, sequida de MG2 y
MGs3.
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Figura 2.5 Barridos de frecuencia y temperatura de las muestras de materia grasa

Los mayores cambios reoldgicos tuvieron lugar en la region 2 (39-50 °C), donde se
observé una gran disminucion de los mddulos elastico y viscoso a medida que
aumento la temperatura debido a la fusion de los cristales de la muestras de materia
grasa. La desestructuracion del sistema fue mayor que la que tuvo lugar a menores
temperaturas. La muestra MG1 presentd la mayor componente eldstica, sequida de
MG2 y MG3 (tabla 2.5). La misma tendencia se observo para la componente viscosa
(tabla 2.5). A temperaturas mayores a 5o °C (region 3), la componente elastica de las
muestras permanecio constante, mientras que la componente viscosa mostré una
leve disminucion. A bajas temperaturas (0-39 °C), los valores de tan 6 de las muestras
crecieron con el aumento de la temperatura y las tres muestras analizadas
presentaron un comportamiento similar al de un liquido viscoelastico. Esta tendencia
se relaciond con una marcada disminucion de la componente elastica en comparacion
con la viscosa. A mayores temperaturas, 39-50 °C, se observé un aumento de la tan 6
para las muestras evaluadas. En esta region los valores de tan § de MG1 y MGz fueron
significativamente mayores a los de MG3 (tabla 2.5). Esto revel6 que en el rango de
temperaturas 39-50 °C las muestras con mayores contenidos de sélidos, MG1y MG2,
tuvieron mayor caracter de liquido viscoeldstico lo cual se asocid con un
comportamiento viscoso. A temperaturas mayores a 50 °C, las muestras presentaron
un maximo en los perfiles de tan & que luego decay6 con el aumento de la
temperatura.



Tabla 2.5 Parametros del barrido de temperatura y ajuste de la ecuacion de Arrhenius de las
muestras de materia grasa

G' (kPa) G" (kPa) tan 6 Ea (kcal.mol™)

Muestra
9 °C 45 °C 39 °C 45 °C 39°C 45°C Region 1 Regién 2

MG1 1765,0  168,0 * 8185 % 129,5 ® 0,47 2 0,77 * 0,24 * 4,14 °
MG2 92,1 ° 0,2 ° 49,3 ° 0,2 ° 053 °® 08 * 0,20 °* 320 °
MG3 108,8 ° 2,0 ° 24,8 ° 1,0 » 0,23 » 0,51 ° 0,26 * 3,75 °

)

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las muestras (p<o,05).

Los cambios de viscosidad en funcidon de la temperatura pueden ser descriptos a
través de la relacion planteada por la ecuacion de Arrhenius. Las muestras
presentaron diferentes valores de energia de activacion (tabla 2.5), aunque las
diferencias encontradas no fueron significativamente diferentes. En la region 1 la
muestra MG3 obtuvo un mayor valor de energia de activacion. Esto indica que MG3
fue la muestra mas sensible al cambio de temperatura, con una velocidad de
desestructuracion del sistema mayor a MG1 y MG2. Igwe (2004) reporto la misma
tendencia para aceites vegetales en solucion, las muestras con mayores valores de
energia de activacion mostraron los menores valores de viscosidad intrinseca. En un
sistema laminado compuesto por capas alternadas de masa y materia grasa, la
capacidad de la materia grasa para desestructurarse y fluir con el aumento de la
temperatura influye en la estructura final del panificado. En la region 2, la estructura
de la muestra MGz1 fue la que menor resistencia opuso a los cambios de temperatura,
seguida de MG2 y MG3.

2.2.3 Caracterizacion estructural de las piezas de masa

Con el objetivo de estudiar el efecto de la utilizacion de muestras de materia grasa con
diferentes propiedades estructurales sobre la organizacion de los componentes de la
masa se tomaron micrografias confocales de piezas de masa laminada (figura 2.6). En
las micrografias los granulos de almidén se muestran de color verde, las proteinas en
color rojo y las regiones oscuras pueden asociarse con la materia grasa. En las
imagenes correspondientes a las capas de masa se observd que en las tres muestras
hubo desarrollo de la red de gluten (figura 2.6.a.). Sin embargo, las masas con MG2 y
MG3 mostraron un mayor desarrollo de la red de gluten en comparacion con la
muestra con MGa. Estos resultados indican que las grasas con contenidos de solidos
intermedios y bajos interfieren en menor medida en las interacciones que se
establecen entre las proteinas durante la formacion de la masa.

Las mayores diferencias en la distribucion de los elementos estructurales se
observaron en las imagenes de la interfaz masalgrasajmasa (figura 2.6.b.). En las
piezas de masa elaboradas con las tres materias grasas se observo penetracion de la
capa de grasa en la capa de masa, sin embargo el nivel de penetracion de la grasa fue
diferente en cada muestra. En la muestra con MGz1 la capa de masa presentd limites
definidos y en la capa de grasa se observaron algunos granulos de almidoén aislados.
Por otro lado, en la capa de grasa de la muestra con MG2 se observaron granulos de
almidon y proteinas pertenecientes a la capa de masa colindante. La muestra
elaborada con MG3 se presentd una mayor penetracion, hay una fase continua de
almiddn contenida en la capa de grasa y una capa de masa con limites irregulares. Las
piezas de masa que presentaron estructuras mas ordenadas fueron las elaboradas con
grasas de altos SFCy con un comportamiento viscoso, como MG1 y MGz2. Por lo tanto
las estructuras mas complejas y entrelazadas de MG1 y MG2 otorgaron rigidez al
sistema e impidieron la penetracion de la capa de grasa en la capa de masa durante el
proceso de laminado.
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Figura 2.6 Microscopias confocales de piezas de masa laminada sin fermentacion. a. Seccion
correspondiente a una capa masa. b. Seccion de la interfaz masalgrasalmasa. En verde: granulos de
almiddn, en rojo: proteinas, regiones oscuras: materia grasa.

Las piezas de masa laminadas presentaron diferentes comportamientos cuando
fueron sometidas a una gran deformacion. La muestra con MGz fue mas resistente a
la deformacion (19+2 N, p<o,05) que las muestras MG2 y MG3 (12,320,4 N vy
5,900+0,002 N respectivamente, p<o,05). Esto reveld que las caracteristicas
estructurales de las muestras de materia grasa fueron diferentes y ejercieron cierto
efecto sobre la capacidad del sistema laminado para soportar en distinta medida la
deformacion aplicada. Si bien las capas de masa de la muestra con MG1 mostraron
una red de gluten menos desarrollada que el resto de las muestras, la estructura
laminada fue la menos deformada durante la compresion. La microscopia de la
interfaz masa|grasajmasa revel6 una distribucion de los elementos estructurales del
sistema mas ordenada y estructurada. El comportamiento de la muestra MG1
caracterizado por una mayor estructuracion y caracter viscoso, impidio el flujo y la
irrupcion de la grasa durante la laminacion y su consecuente disrupcion. Por otro lado,
la muestra con MG3 que present6 un mayor desarrollo de gluten en la capa de masa
obtuvo una menor resistencia a la deformacién. Esto puede explicarse al tener en
cuenta el comportamiento menos viscoso de MG3 que produjo una estructura interna
poco estratificada en [daminas como resultado de su mayor capacidad para fluir. Esto
revela que el comportamiento global del sistema frente a una deformacion, como
puede ser el laminado en el proceso de produccion, esta fuertemente influenciado por
las propiedades de la capa de grasa y en menor medida por el efecto de la grasa
contenida en las capas de masa. Lagendijk y van Dalfsen (1965) estudiaron la
estructura interna de piezas de masa tipo puff pastry elaboradas con margarina. En las
piezas de masa con mayor resistencia a la extension los autores observaron una
estructura laminada con algunos puntos de interseccion entre las delgadas capas de
grasa y masa. Mientras que en las piezas de masa con menor resistencia a la extension
se observo la ausencia de una estructura laminada.

2.2.4 Evaluacion de la calidad tecnolégica de los panificados

La evaluacidon del efecto de las propiedades estructurales de la grasa sobre la
estructura de los panificados laminados se realizd6 mediante la elaboracidn de los
productos (figura 2.7) y la valoracion de su calidad tecnoldgica. La vista lateral de los



panificados elaborados con MG1 y MG2 reveld una estructura laminada con capas
delgadas alineadas horizontalmente. En el caso de la muestra con MG3 se observé una
estructura laminada con ciertas disrupciones, las capas se presentaron fusionadas y
formaron estratos gruesos en la parte superior de la vista lateral.

MG1 MG2 MG3

Figura 2.7 Panificados laminados salados elaborados con diferentes muestras de materia grasa

Por otro lado, las imagenes de la vista superior de los panificados revelaron que las
muestras con MG1 y MG2 presentaron un comportamiento similar. El proceso de
produccidon no gener6 cambios en la forma otorgada inicialmente. Mientras que los
productos con MG3 parecen haber experimentado una cierta expansion en direccion
lateral, de manera tal que la forma otorgada inicialmente durante la elaboracion se vio
modificada.

El desarrollo de la estructura del producto panificado durante el proceso de
produccion se evalué mediante las dimensiones de las piezas de masa (altura, ancho y
largo), al inicio y finalizacion de la fermentacion y sobre el producto final luego de 1 h
de horneado.

mMGT mMG2 =MG3
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2,5
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Figura 2.8 Crecimiento vertical de los panificados elaborados con las tres muestras de materia grasa.
Letras diferentes en cada etapa del proceso indican diferencias significativas entre las muestras (p<o,05).

Al inicio de la fermentacion la pieza de masa elaborada con MG3 presentd un valor de
altura levemente mayor al de las piezas con MG1 y MGz2. Si bien las piezas fueron
tratadas de igual manera, es decir el espesor de las muestras se ajustdé a 1,5 cm
mediante rodillo, la estructura laminada con MGz present6 una mayor resistencia a la
deformacidn en el ensayo con el texturometro; los resultados encontrados indican que
hay un efecto relacionado al proceso de relajacion que experimentan las piezas de
masa. Las estructuras laminadas con MG1y MGz2 fueron evaluadas como sistemas con
mayor capacidad para soportar la aplicacion de una fuerza en comparacion con la
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Figura 2.9 Parametros de
evolucion conformacional de los
panificados. H: relacién de altura,
A: relacion de ancho, FF: factor de
forma. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<o,05).

estructura de MG3. El mayor caracter viscoso de las muestras de materia grasa MG1y
MG2 otorgé rigidez a los sistemas e impidid que las estructuras se relajen en igual
medida que la masa con MG3; como consecuencia presentaron menores valores de
altura luego de aplicar una deformacion con el rodillo. Luego de la fermentacion la
muestra con MG3 presentd un valor de altura levemente mayor que la muestra con
MG2, sequida de MG1. Durante la fermentacion, el crecimiento de la estructura se
produce por la generacion de didxido de carbono por parte de las levaduras en las
capas de masa, por consiguiente las capas de masa aumentan su volumen. El aumento
de la altura total del sistema laminado dependera de las caracteristicas estructurales
de las capas de masa y grasa. Una grasa de comportamiento viscoso y con una gran
cantidad de puntos de contacto generando una estructura compleja y entrelazada
formara una capa con mayor rigidez y por lo tanto con mayor capacidad de ejercer
resistencia al crecimiento de la capa de masa. La menor viscosidad y rigidez de las
capas de grasa de MG3 le otorgaron al sistema laminado mayor capacidad para crecer
durante la fermentacion, ya que la presidn ejercida sobre la capa de masa resulta
menor que en el resto de las muestras.

Durante la coccion los sistemas laminados con MG1y MG2 presentaron una velocidad
de crecimiento mayor a la de la muestra con MG3. Al finalizar el horneado los
productos con MG1 y MG2 fueron mas altos que los elaborados con MG3, los
panificados con MG3 disminuyeron su altura durante el horneado. Durante el
horneado el crecimiento vertical de la estructura se debe al vapor de agua generado
cuando el agua contenida en las capas de masa se evapora y es atrapada en las capas
de grasa en fusion. La expansion del sistema durante el calentamiento depende en
gran medida de la capacidad de las capas de masa para permanecer separadas y
discretas de las capas de grasa. Durante el barrido de temperatura las muestras de
materia grasa MG1 y MG2 presentaron un comportamiento de mayor caracter viscoso
y con menor velocidad de desestructuracion que la muestra MG3. Las caracteristicas
estructurales de MG1 y MG2 permitieron formar capas de grasa que, frente a la accion
del calor, conservaron en mayor medida la integridad de su estructura y por
consiguiente la penetracion en las capas de masa adyacentes se dio en menor medida
promoviendo asi un mayor crecimiento vertical del sistema. Por otro lado, las capas de
grasa de MG3 con un comportamiento menos viscoso y con mayor velocidad de
desestructuracion generaron un sistema de capas que durante el horneado colapsé
impidiendo la separacion entre las capas y promoviendo la formacién de una
estructura laminada discontinua.

Con el objetivo de evaluar la magnitud del crecimiento en direccion vertical y
horizontal de las piezas desde el inicio de la fermentacion hasta la finalizacion del
horneado se determind la relacion de altura y ancho (figura 2.9). Las muestras con
MG1 y MG2 presentaron mayores valores de relacion de altura y menores valores de
relacion de ancho en comparacion con la muestra con MG3. Esto indica que las piezas
de masa con MG1y MG2 durante el proceso de produccion experimentaron un mayor
crecimiento en direccion vertical, mientras que la muestra con MG3 se expandio
mayormente en direccion horizontal. El sistema de masa laminada con levadura
mantiene su simetria y forma si durante la fermentacion se minimiza la expansion
lateral y se promueve el crecimiento vertical en el horneado (de la Horra et al. 2015). El
factor de forma es un parametro de calidad cuya magnitud esta determinada por las
tres dimensiones que caracterizan al producto horneado y se relaciona con su
simetria. Los panificados elaborados con MG1 y MG2 presentaron mayores valores del
factor de forma, esto permite asociar a estas muestras con sistemas que al finalizar el
horneado presentaron una mayor altura, y menor ancho y largo que los productos con
MG3.

No se observaron diferencias significativas en los valores de volumen especifico de los
panificados elaborados con las tres muestras de materia grasa (tabla 2.6). Pimdit et al.



(2008) no reportaron diferencias significativas en los valores de volumen especifico
para productos del tipo puff pastry con contenido reducido de materia grasa.

Tabla 6 Parametros de calidad de los panificados elaborados con las muestras de materia grasa

VE Firmeza
(g/cm’) L a b* N)
MG1  (3,4:0,0)* (72+¢1)* (5,0£0,9)° (3121)°>  (44%5)°
MG2  (3,8%0,7)* (68+1)®  (8+2)® (38:1)®  (35:4)°
MG3 (4£1)®  (63:2)°  (12£2)7 (41+1)®  (2045)°

Muestra

VE: volumen especifico. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<o,05)

La materia grasa utilizada para la elaboracion de los productos laminados tuvo un
efecto significativo sobre los parametros de color de la corteza. Los panificados
elaborados con materias grasas de mayores SFC presentaron cortezas mas claras, con
mayores valores de L* (tabla 2.6), mientras que la utilizacion de MG3 provocé la
obtencion de cortezas mas oscuras. Las muestras presentaron valores positivos para
los pardmetros a* y b*. Los productos con MG3 presentaron la mayor intensidad de
los colores amarillo y rojo, seguidas de MG2 y MGai. Los panificados con MGi
mostraron los mayores valores de firmeza, sequidos de los productos con MG2 y MG3
(tabla 2.6). Esto permite asociar a los productos con MGz con estructuras laminadas
que frente a una deformacion poseen caracteristicas estructurales tales que le
permiten al sistema ejercer mayor resistencia frente a una deformacion aplicada.
Mientras que las muestras con MG3 poseen una estructura de caracteristicas tales que
frente a una deformacidn aplicada ejercen una resistencia mucho menor.

El efecto de la utilizacion de tres muestras de materia grasa con diferentes
propiedades estructurales sobre la conformacion de la estructura interna de los
panificados se evalu6 mediante un analisis textural de imagenes. A partir de este
ensayo se obtuvieron pardmetros que permitieron caracterizar la estructura interna en
términos de textura (tabla 2.7).

Tabla 2.7 Parametros del analisis textural de imagenes de cortes transversales de los
panificados

Muestra Homogeneidad Contraste Entropia FD
MG1 0,2¢ 68,9° 7,7 1,8
MG2 0,4° 41,9° 7,2° 1,8
MG3 0,3° 44,5° 7,0° 1,6

FD: dimension fractal. Letras diferentes indican diferencias significativas (p=<o,05).

Las muestras con MG1 y MG2 presentaron estructuras internas con alveolos mas bien
alargados lo cual indica la formacion previa de capas (figura 2.10). Por otro lado, en las
muestras con MG3 se observd una estructura con alveolos y la presencia de capas
aisladas. Las muestras presentaron diferencias significativas al evaluar la
homogeneidad. Los panificados con MG2 presentaron estructuras internas mas
homogéneas con una mayor uniformidad textural, sequidos de MG3 y MG1. Los
productos con MGz presentaron valores de contraste significativamente mayores a las
muestras con MG2 y MG3. Esto permite asociar a las muestras con MG1 con imagenes
con una alta variacion en la escala local de grises. En el capitulo 1 se estudio el efecto
de muestras de harina de diferentes tipos de trigo sobre la estructura interna de
panificados laminados y se observo que en general la presencia de capas se asociaba
con bajos valores de contraste. Sin embargo, se advirtid la posible existencia de un
limite a partir del cual la gran cantidad de espacios alargados y la consiguiente
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Figura 2.10 Imagenes
binarizadas de la estructura
interna de panificados

laminados elaborados con las
tres muestras de materia grasa

presencia de laminas incrementaban el valor del contraste. En el caso de las muestras
con MGz se obtuvo un alto valor de contraste en comparacion con el resto de las
muestras, lo cual se asocia con la formacion de un gran nUmero de capas que
producen una alta variacion en la escala de grises de un pixel. En otro extremo se
encontrd la muestra con MG3 que presentd bajos valores de contraste debido a la
presencia mayormente de alveolos distribuidos de manera irregular y a grandes
espacios sin alveolos o capas. Esta disposicion de los elementos estructurales provoco
que la variacion local en la escala de grises de un pixel sea menor. Las muestras
elaboradas con MG1 mostraron mayores valores de entropia, mientras que no se
encontraron diferencias significativas para este pardmetro entre las muestras con
MG2 y MG3. Esto indica que las muestras con MG1 presentaron estructuras mas
complejas, mientras que los productos elaborados con MG2 y MG3 tuvieron una
conformacién estructural mas simple y ordenada. La morfologia de los objetos de
estudio (alveolos y [dminas) en las imdgenes se evalué mediante la dimensidn fractal.

Las muestras con MG3 obtuvieron menores valores de la dimension fractal, lo cual
permite asociarlas con una conformacion estructural mas simple y suave. Por otro
lado, los productos elaborados con MG1 y MG2 que presentaron valores mayores de
dimension fractal, pueden ser consideradas como estructuras mas complejas con
superficies rugosas. La estructura interna de los panificados laminados se vio afectada
cuando se utilizaron diferentes muestras de materia grasa para su elaboracion. Los
productos elaborados con materia grasa de mayor contenido de sdlidos, estructura
compleja y entrelazada y por consiguiente de comportamiento viscoso, como MG1 y
MG2, presentan estructuras internas mas complejas y heterogéneas. Por otro lado,
cuando se utiliza una grasa con bajo contenido de sélidos y una gran velocidad de
desestructuracion frente al calor, los productos laminados que se obtienen presentan
una estructura menos compleja.

2.2.5 Evaluacion sensorial de los panificados

La evaluacion de la preferencia de los consumidores sobre los productos laminados
elaborados con diferentes materias grasas se determind mediante un analisis
sensorial afectivo (tabla 2.8). Los panificados elaborados con MGa y MG2 presentaron
medias de rangos significativamente mayores para los parametros de apariencia
general y sabor en comparacion con las muestras elaboradas con MG3 (tabla 2.8). Esto
indica que las muestras elaboradas con MG1 y MG2 fueron las mas preferidas por los
consumidores en términos de sabor y apariencia general.

Tabla 2.8 Parametros del test de Friedman para los atributos evaluados en el ensayo afectivo de
panificados laminados

Aspecto general Olor Sabor
Muestra Sumade Mediade Sumade Mediade Sumade Mediade
rangos rango rangos rango rangos rango
MG1 188,5 2,22° 172,5 2,03° 180,5 2,12°
MG2 190,5 2,24° 178,0 2,09° 185,5 2,18°
MG3 131,0 1,542 159,5 1,882 144,0 1,692

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<o,05).

No se observaron diferencias significativas en la preferencia de los consumidores
cuando evaluaron el olor de los panificados elaborados con distintas muestras de
materia grasa. Los panificados mas preferidos por los consumidores fueron aquellos
con cortezas mas claras y menores intensidades de los colores amarillo y rojo, y con
una apariencia lateral externa que reflejo la formacion de laminas en el interior.



Baardseth et al. (1995) evaluaron sensorialmente la preferencia de consumidores sobe
panificados tipo Danish pastry y reportaron que el tipo de shortening utilizado tenia
influencia en el sabory el olor de las muestras.

La evaluacion analitica de los atributos sensoriales se realizd mediante un ensayo
descriptivo multiple cuyos resultados se representaron en la figura 2.11. Se evaluaron
atributos mediante observacion visual y manipulacion bucal. Los panificados con MGa
fueron evaluados como mas simétricos que los que se elaboraron con MG2 y MG3
(p<o,05). Se encontraron diferencias significativas en la apariencia escamosa de la
corteza entre las muestras evaluadas. Las muestras con MG2 presentaron cortezas
con un mayor nivel de escamas que los panificados con MG3 y MGa. La distribucion de
alveolos y laminas en una seccion transversal del producto se evalu6 mediante el
parametro de uniformidad. Las muestras con MG3 fueron evaluadas por los panelistas
como los productos con una mayor uniformidad en la disposicion de alveolos y
laminas, sequidas de los panificados con MG2 y MG1. Las muestras con MG2 y MG1
obtuvieron mayores valores para el pardmetro de laminado que los productos con
MG3 (p<0,05). Esto indica que los productos con MG2 y MGz1 fueron evaluados como
panificados de estructura interna con una mayor cantidad de laminas que las muestras
elaboradas con MG3. No se encontraron diferencias significativas en el nivel de
alveolado de la estructura interna de los productos. Sin embargo, el contenido de
alveolos en las muestras con MG1 y MG2 fue mayor al de la muestra elaborada con
MGs.

Entre los atributos evaluados mediante manipulacion bucal, solo se encontraron
diferencias significativas para el parametro de firmeza. Los panificados con MG3
fueron percibidos como los mas firmes, seguidos de los elaborados con MG1 y MG2.
En cuanto a la percepcion de la grasa, la tendencia observada mostréd que los
panelistas experimentaron una mayor percepcion de la grasa durante la masticacion
de productos con MG2 que cuando evaluaron las muestras con MG1y MG3.

—MG1 —MG2 MG3

Simetria
2,5
2

Percepcion de la grasa Apariencia escamosa

Firmeza "7 Uniformidad

Alveolado Laminado

Figura 2.11 Representacion de los atributos sensoriales analizados en la evaluacion descriptiva
multiple de panificados laminados

La evaluacién sensorial reveld que los productos elaborados con las muestras de
materia grasa con mayores SFC y propiedades viscosas fueron mas preferidos. Estos
panificados fueron evaluados por los panelistas como productos simétricos y con un
alto nivel de escamas en sus cortezas, con una distribucion de alveolos y laminas
heterogéneay con altos niveles de laminacion.
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Los resultados obtenidos en el analisis sensorial de los productos laminados
permitieron establecer a la simetria y al nivel de laminacién de la estructura interna
como atributos positivos. Es decir, que a mayores valores de simetria y nivel de
laminado mayor es la calidad de los panificados. Por otro lado, la firmeza y la
uniformidad de la estructura interna pueden ser considerados como atributos
negativos. Es decir, que cuantos mas bajos sean los valores de firmeza y uniformidad
mejor sera la calidad de los productos laminados.

2.3 CONCLUSIONES

La calidad tecnoldgica y sensorial de panificados laminados con levadura esta
relacionada con las propiedades estructurales de la materia grasa utilizada en su
elaboracion.

El contenido de sdlidos y el comportamiento reoldgico de la materia grasa influyen en
la conformacion de los elementos estructurales de la masa laminada. Las muestras de
materia grasa que presentaron un contenido de solidos mayor a 20 % en un rango de
temperatura de 15-35 °C un tuvieron comportamiento viscoso, relacionado a una
estructura con mayores puntos de contacto, y fueron menos sensibles a los cambios
de temperatura. Como consecuencia se obtuvieron piezas de masa con una
estructuracion de las capas de grasa y masa mas regular y homogénea que impidio el
colapso entre las capas de masa y grasa durante el proceso de produccion. Esta
conformacioén estructural le otorgd al sistema mayor consistencia y resistencia a la
deformacion y promovio el crecimiento en direccidn vertical en lugar de la expansion
lateral, conservando la simetria durante los procesos de fermentacién y coccion.
Luego del horneado se obtuvieron panificados de mayor altura, con una estructura
interna compleja formada por [dminas. Estos productos resultaron los mas preferidos
por los evaluadores y fueron caracterizados por una gran simetria y un mayor nivel de
laminado de la estructura interna.



Capitulo 3

Efecto de la incorporacion de hidrocoloides sobre
propiedades estructurales de las masas y la calidad
tecnolégica de los panificados LG

Las masas libres de gluten (LG) carecen de una red continua de proteinas; por lo que el
almidodn, presente en una gran proporcion, es el principal elemento estructural. Esto
provoca cambios indeseables en las propiedades de las masas. Por lo tanto, es
necesario utilizar hidrocoloides para parcialmente imitar las propiedades de la red de
gluten. Durante el mezclado y amasado, en el caso de un producto como el pan, se ha
establecido que el mecanismo de estabilizacion de las celdas de gas dispersas se basa
principalmente en la viscosidad del medio (Rosell et al. 2001). Por lo tanto, con la
utilizacion de hidrocoloides se busca generar una matriz continua que retenga a los
demas elementos estructurales presentes en un sistema LG y que aporte viscosidad al
medio.

La mayoria de las formulaciones estudiadas para obtener panes LG requieren una
gran cantidad de agua y por lo tanto en su preparacion se utilizan batidoras en lugar
de amasadoras. El rol de los hidrocoloides en las propiedades de los batidos ha sido
ampliamente estudiado. En este tipo de sistemas LG la presencia de los hidrocoloides
contribuye con el mejoramiento de las propiedades viscoelasticas, ya que hay un
aumento de la elasticidad. Por otro lado, absorben agua y presentan la capacidad de
formar geles; lo cual aumenta la viscosidad del sistema y contribuye con la fijacion de
la estructura. Ademas de poseer cierta actividad surfactante, que promueve la
estabilizacion de las celdas de gas (Renzetti y Rosell 2016).

La contribucion de los hidrocoloides en el proceso de estructuracion de sistemas LG
depende de sus propiedades reoldgicas e interfaciales y de su capacidad para formar
geles, las cuales a su vez dependen en gran medida de su origen y estructura quimica
(Lazaridou et al. 2007). Por lo tanto la eleccion del hidrocoloide a incorporar esta
determinada por la funcidn y posicion que se espera que el aditivo cumpla en el
alimento. La funcionalidad del hidrocoloide también es afectada por la forma en que
interactUa con los otros componentes presentes en el medio, ademas del agua (Foster
y Wolf 2011).

Numerosos estudios se han llevado a cabo sobre el efecto de la incorporacion de
hidrocoloides en productos panificados que cuando son elaborados con harina de
trigo requieren el desarrollo de la red de gluten, como el pan, masa para pizza y otros.
Sin embargo, en panificados laminados salados tipo puff pastry no se han encontrado
evidencias del estudio del efecto del agregado de hidrocoloides en las propiedades de
masas LG y en la calidad tecnoldgica de los panificados.
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3.1 MATERIALES Y METODOS
3.1.1 Ensayos preliminares

Se estudio la utilizacion de muestras comerciales de almidon de mandioca (M)
(LITESOL MB, Argentina) y harinas de soja (S) (NICCO, Argentina) y arroz (A) (Cultivos
de Avena SRL, Argentina). Los distintos ingredientes se evaluaron en combinacién
para la obtencion de panificados laminados LG. Se utilizaron dos combinaciones, ma
(A/IM/S: 45:45:10) y m2 (A/M/S: 35:45:20).

Caracterizacion fisico-quimica de las muestras de harina y almidon

Se determino el contenido de humedad (Método 44-15.02, AACC, 2000), cenizas
(Método 08-01.01, AACC, 2000) y proteinas (Método 46-10.01, AACC, 2000) de las
harinas de arroz y soja y del almidon de mandioca segun lo descripto en el capitulo 1.
Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Analisis de la viscosidad (Método 76.21.01, AACC, 2000)

Las propiedades de viscosidad de las harinas de arroz y soja, del almidon de mandioca
y de las combinaciones m1 y m2 se determinaron a través de un Viscoanalizador
Rapido (RVA) segun se describié previamente en el capitulo 1. El ensayo de RVa se
realizé por duplicado.

Elaboracion de piezas de masa laminada libres de gluten

Se elaboraron piezas de masa laminada saladas libres de gluten (LG) utilizando las
combinaciones m1y m2, tres porcentajes de agua (76, 68y 60 %). Ademas, a partir de
los resultados obtenidos en el capitulo 2 para panificados con harina de trigo, se
valord la utilizacion de dos muestras de materia grasa, MG1 y MG2. En cada
formulacion ademas se utilizé levadura seca (o,5 %), sal (2,5 %), azucar (1,4 %) y
esencia de vainilla (3,5 %), materia grasa (12,8 %).

Las harinas de arroz y soja y el almidon de mandioca se incorporaron hasta obtener
una mezcla homogénea. La levadura y la sal se disolvieron previamente y se
agregaron por separado. Se amaso la mezcla durante 3 minutos en una amasadora
MPZ (Pedro Zambom e hijos, Cordoba, Argentina). La temperatura del agua se
calculd para obtener una temperatura final de la masa de 21+1 °C. La masa resultante
se cubrio y se dejo descansar en heladera a 9 °C durante 24 h. Una vez cumplido este
periodo de descanso refrigerado, la masa fue extendida en forma rectangular y la
mitad se cubrid con 33,3 % de materia grasa. Luego la parte libre del rectangulo de
masa se dobld sobre la porcion con materia grasa y se cerraron los bordes para evitar
pérdidas.

La masa obtenida fue laminada en una sobadora MA-AR (ACRILIC Tissot, Argentina)
con dos rodillos de 50,0 x 12,7 cm. Se redujo el espesor de la masa a 60 mm en seis
pasos sucesivos de laminado para no producir dafios en la estructura de la misma.
Sobre la masa resultante se realizd una procedimiento de “vuelta simple”, se
marcaron tres partes, se encimo una sobre la otra y se cerraron los bordes. La masa se
dejo en reposo durante 20 min en heladera a g9 °C. Luego el espesor de la masa fue
ajustado a 5o mm en siete pasos sucesivos de laminado y se realizéd nuevamente una
vuelta simple. Seguidamente la masa reposo6 durante 20 minutos en heladeraa g °Cy
después su espesor fue ajustado a 5o mm. Se realizé una Ultima vuelta simple y el
espesor de la masa se ajustéo mediante rodillo a 150 mm. Los sucesivos laminados se
realizaron en ambas direcciones para que la estructura se fortaleciera de manera
homogénea y para evitar crecimiento irregular del producto en alguna de las dos



direcciones. Finalmente se cortaron los bordes externos de la masa y se realizaron
perforaciones circulares (didmetro= 2 mm) cada 1,6 cm a lo largo de la masa y se
cortaron piezas de masa (5 cm x 5 cm). Tres productos por cada muestra de harina
fueron elaborados y el procedimiento se realizé por duplicado.

Resistencia de la masa a la deformacion

Se determind la resistencia de la masa a la deformacion mediante un texturometro
INSTRON 3342 (Norwood, MA, EUA). El ensayo realizd sobre piezas de masas
laminadas no fermentadas preparadas como se describio previamente. Las muestras
se sometieron a un test de compresion mediante una sonda cilindrica (diametro= 25
mm) bajo las siguientes condiciones: celda de compresion de 5oo N; velocidad del
cabezal 1 mm/s; deformacion maxima 40 %. Mediante el software BluehillR 2.27
(Instron, EUA) se obtuvieron las curvas de carga de compresion en funcion de la
deformacidn por compresion y la resistencia a la deformacidn se definié como el valor
maximo obtenido. Se evaluaron tres piezas de masa por cada formulacion y cada
prueba se realizd por duplicado.

Elaboracion de panificados laminados salados libres de gluten

Se prepararon piezas de masa laminada como se describié anteriormente, utilizando
las combinaciones m1 y m2, materia grasa MG2 y un 60 % de agua. Las piezas de
masa se hornearon a 210 °C y durante 10 minutos en un horno a conveccion Beta 107
IPA (Pauna, Argentina). Se elaboraron al menos tres piezas con cada combinacién y el
procedimiento se realizé por duplicado.

3.1.2 Evaluacion de la incorporacion de hidrocoloides
Se empled la combinacion m2, compuesta por 35 % de harina de arroz, 45 % de

almidéon de mandioca y 20 % de harina de soja. Se evalud la incorporacion de
hidrocoloides segun la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Hidrocoloides empleados

Concentracion

Hidrocoloide Marca (/100 g harina) Muestra

. 2, Xan 2,5 %

Goma xantica NICCO 5’3 )?:n 55%A
Hic:zl“eolﬁi&;oa‘pli(l‘r:;/\eti L VIVAPUR §:(5) H:FAJAN(\ZCZéS%%

Psyllium P95 Vitacel ;:(5) P;ZYZQS%%

Se hicieron soluciones de 2,5 % de hidrocoloide en agua y se evalud su
comportamiento en un ensayo realizado mediante una Viscoanalizador Rapido (RVA
(Newport Scientific Pty Ltd., Australia). Las muestras presentaron los perfiles de
viscosidad observados en la figura 1.
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Tabla 3.2  Formulacion

panificados laminados libres de
gluten
Ingrediente g/100g

Harina de arroz 35,0
Almidén de mandioca 45,0
Harina de soja 20,0
Materia grasa 12,8
Levadura seca 0,5
Sal 2,5
Azucar 1,4
Esencia de vainilla 3,5

Tabla 3.3 Cantidad de agua
empleada en la formulacion de

panificados laminados LG

Muestra  Asua (%)
Control 50,5
Xan 2,5 48,0
Xan 5 49,0
HPMC 2,5 54,0
HPMC 5 59,6
Psy 2,5 53,0
Psy 5 57,0

—Psy 2,5% Xan 2,5 % =——HPMC 2,5 %

180
160

120 -
100
80 %

N —
40

20 7%

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (“C)

Viscosidad (P)

Figura 3.1 Viscosidad de soluciones de hidrocoloides. Psy: psyllium, Xan: goma xantica.

Elaboracion de panificados laminados salados libres de gluten

Los panificados laminados salados libres de gluten (LG) se elaboraron utilizando la
formulacion detallada en la tabla 3.2. Se realizaron panificaciones con la incorporacion
de hidrocoloides segun las dosis detalladas en la tabla 1 y sin aditivos (muestra
control). La cantidad de agua incorporada fue determinada experimentalmente de
acuerdo a la concentracion del hidrocoloide incorporado (tabla 3.3), las condiciones de
trabajo y en base a pruebas previas sobre la consistencia deseable de la masa luego
del amasado.

El proceso de elaboracion de los productos se realizé como se describié previamente
en la seccion 3.1.1. Se elaboraron tres productos con cada hidrocoloide y sin aditivos y
el procedimiento se realizé por duplicado.

Estudio de las interacciones en el sistema masa
Comportamiento reoldgico

Ensayo de deformacion-relajacion. La evaluacidon del caracter viscoelastico de las
masas durante un periodo de tiempo se realizé mediante un ensayo de compresion.
En una primera etapa, se aplica un esfuerzo (o) normal de manera constante y se
observa en el tiempo el cambio producido en términos de deformacion (g). En una
segunda parte, el esfuerzo inicialmente aplicado es removido y parte de la
deformacion es recuperada (figura 3.2.a). En esta etapa de recuperacion se determina
como el material busca alcanzar un nuevo estado de equilibrio.

Los sistemas viscoelasticos presentan simultaneamente caracteristicas de sélido y
fluido, por lo que fluyen y se deforman al mismo tiempo. Por lo tanto, cuando un
material viscoelastico es sometido a un esfuerzo, este sufre una deformacion
instantanea y luego continua deformandose en funcién del esfuerzo aplicado.
Posteriormente, cuando el esfuerzo es removido, parte de la forma original es
recobrada (componente elastica) y parte se pierde (componente viscosa).

La respuesta del material durante el ensayo de deformacion puede ser descripta en
términos de “capacitancia” (creep compliance) (J) (ecuacion 3.1). Donde € es la
deformacion que experimenta la muestray o es el esfuerzo aplicado (Steffe 1996). La
capacitancia define cuan sensible al esfuerzo de deformacion es la muestra; es decir, a
mayores valores de capacitancia mayor facilidad presenta la muestra para ser
deformada por el esfuerzo aplicado (Schramm 2000).

El modelo mecanico mas simple que se utiliza para interpretar el comportamiento
reoldgico de un sistema viscoelastico, por ejemplo una masa de harina de trigo, es el
modelo de Burgers. Cuando una fuerza constante es aplicada a la masa, se obtiene
una respuesta inmediata que esta dada por la deformacidn eldstica, sequida por una



deformacion elastica demorada en el tiempo, y finalmente un flujo viscoso. Las dos
primeras respuestas son denominadas capacitancia, mientras que el tercer estado es
llamado viscosidad newtoniana (Steffe 1996). EI modelo de Burgers es una
combinacion en serie del modelo de Kelvin y Maxwell que describe el comportamiento
viscoelastico de un material (ecuacion 3.2). En este modelo Jo es la capacitancia
elastica instantanea, J, es la capacitancia eldstica retardada, A es el tiempo de
retraso de la componente Kelvin y ng viscosidad newtoniana. La figura 2.b. muestra la
curva que representa el comportamiento tipico de un material viscoelastico. En la
region A-B la respuesta obtenida se debe a que los enlaces entre las diferentes
unidades estructurales que conforman al sistema experimentan una deformacion
elastica; si el esfuerzo fuera removido la estructura se recuperaria por completo. La
magnitud que representa las propiedades elasticas del sistema en esta region es la
capacitancia elastica instantanea. En la region B-C el esfuerzo aplicado provoca la
ruptura y deformacion de los enlaces entre las unidades estructurales. Sin embargo,
debido a que la ruptura y la deformacion de todos los enlaces existentes no ocurren al
mismo tiempo se observa una respuesta eldstica retardada dependiente del tiempo.

La regidon C-D presenta una respuesta lineal debido al comportamiento de flujo
viscoso que exhibe el sistema como resultado de la ruptura de los enlaces entre las
unidades estructural lo cual provoca que unas fluyan sobre otras. Cuando el esfuerzo
es removido se observa una respuesta caracterizada por la recuperacion elastica de la
estructura (region D-E), sequida de una recuperacion elastica retardada (region E-F).
Debido a que ciertos enlaces entre las unidades estructurales se rompieron durante el
ensayo en la region C-D, parte de la estructura no se recupera.

a. Etapa de Etapade

deformacion  recuperacion
I 1 1

G A

to t1 Tiempo

T .

to t1 Tiempo

Figura 3.2 Ensayo de deformacion-relajacion de un material viscoelastico. a. Estimulo aplicado. b.
Respuesta del sistema en términos de deformacion.

Se prepararon piezas de masa segun la formulacién descripta en la tabla 3.2 y con la
incorporacion de hidrocoloides segun la tabla 3.3 y sin aditivos. Las determinaciones
se realizaron sobre piezas de masa sin laminar antes y después del descanso en
heladera a g °C durante 24 h.
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El ensayo de deformacidn-relajacion se realizd mediante un redmetro de esfuerzo
controlado RHEOPLUS/32 (Anton Paar, Alemania) y se utilizé una geometria de platos
paralelos (diametro= 25 mm). Las muestras de masa sin laminar fueron colocadas en
el plato inferior y se ajustd el espesor con una apertura de 2 mm. Las muestras
permanecieron en reposo durante g min antes de comenzar el ensayo. Las mediciones
se realizaron bajo un esfuerzo normal constante de 2,00 kPa durante 300 s. Los datos
obtenidos fueron analizados segun el modelo de Burgers. Los parametros del modelo
se estimaron por un ajuste no lineal de los resultados mediante el software
RHEOPLUS/32 (Anton Paar, Alemania). De la etapa de deformacion se obtuvieron los
parametros de ajuste Jo, J,, At Y 1), lOs cuales se utilizaron para calcular la capacitancia
maxima (Jmax)- A partir de la etapa de recuperacion se obtuvieron los pardmetros de Jo,
J,, Jeo (capacitancia del estado de equilibrio), A.. (tiempo de recuperacion de la
componente elastica retardada) y se calcularon las proporciones elastica (Je/Jmax) Y
viscosa (Ju/Jmax) de la capacitancia maxima. Las determinaciones se realizaron por
triplicado y se evaluaron cuatro porciones de cada muestra de masa.

Analisis de la fraccion proteica

Extraccidn de proteinas. Las proteinas se extrajeron secuencialmente a partir de 1 g de
masa previamente liofilizada y deslipidizada (figura 3.3). Cada paso de la extraccion se
realizo bajo agitacion constante, la primera centrifugacion se realizé durante 10 min a
1000 X g Y la Ultima a 5000 x g. A partir de la extraccion secuencial se obtuvieron las
fracciones de sobrenadante F1y F2 y el precipitado.

1 g masa
6,5 ml Buffer Fosfato_——
pH=6,9 - 0,05 M

2 h de agitacion
10 min de centrifuga 1000 x g

—____» | Primera fraccion
(F1)

Precipitado

6,5 ml Buffer Fosfato — = | ______>| Segunda fraccion
pH=6,9 - 0,05 M- SDS 2% P/V (F2)

2 h de agitacién
10 min de centrifuga 5000 x ¢

Figura 3.3 Extraccion secuencial de proteinas

Contenido de proteinas. Se determiné el contenido de nitrogeno de las muestras de
masa, previamente liofilizadas y deslipidizadas, y de las fracciones F1, F2 y el
precipitado de acuerdo al micro método de Kjeldahl modificado para acido borico,
como se describid en el capitulo 1. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Electroforesis bajo condiciones reductoras. Cada fraccion de la extraccion secuencial de
proteinas (F1 y F2) y el precipitado fueron analizadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) bajo condiciones reductoras. Las proteinas fueron
resuspendidas en buffer de muestra (0,063 M Tris - HCI, pH 6,8; 1,5 % p/v SDS, 3 % [3-
mercaptoetanol, 10 % v/v glicerol y 0,01 % p/v azul de bromofenol).



Las electroforesis se realizaron en placa (70 x 80 mm) en geles de 75 mm de espesor,
de acuerdo al sistema de buffer discontinuo de Laemmli (1970). Las subunidades
proteicas se analizaron mediante un procedimiento de electroforesis en gel con un
concentrador (stacking) y un separador, con 4 % y 12 % de acrilamida,
respectivamente. Se utilizo un equipo Mini Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad
laboratories, EUA). Las corridas se hicieron con voltaje constante (150 V), hasta que el
marcador del frente alcanzo el final del gel (aproximadamente go min). Se utilizaron
como marcadores de masa molecular una mezcla constituida por miosina (200000), B-
galactosidasa (116250), fosforilasa b (97400), albumina sérica (66200), ovoalbumina
(45000), anhidrasa carbodnica (31000), inhibidor de tripsina (21500) y lisozima (14400)
(Bio-Rad laboratories, EUA).

Los geles fueron tefiidos con 0,25 % p/v azul brillante de coomassie en una solucion de
metanol:agua:acido acético (4:5:1 v/v) y fueron destenidos en el mismo solvente.

Cuantificacion de fracciones proteicas en los geles. El analisis de las bandas proteicas en
los geles se llevd a cabo por densitometria utilizando el programa Image J (National
Institutes of Health, EUA) segun el siguiente procedimiento. Se tomaron imagenes de
los geles con una cdmara fotografica SONY (DSC W320). Se transformaron las
imagenes de color RGB a imagenes en escala de grises en 32 bits. Se ajusto el brillo y
el contraste de cada una de ellas y se substrajo el fondo para compensar los defectos
de iluminacidn (8o pixels, light background).

Para la medicion cuantitativa de la densidad dptica de las bandas se selecciond el area
correspondiente al carril del marcador molecular y mediante la herramienta Analyze-
Gel-Select 1** line se lo designd como el carril de referencia (Miller 2010). Luego se
selecciono el siguiente carril, por ejemplo el carril 2 de la figura 3.4.a., y mediante la
herramienta Analyze-Gel-Next line se lo designé como el siguiente carril. El mismo
procedimiento se aplicd en los demas carriles. Mediante la herramienta Plot Line se
obtuvieron las curvas del perfil de cada carril (figura 3.4.b.). El perfil de la curva
obtenida representa la densidad relativa del contenido de cada area rectangular
analizada, en este caso de las bandas. La altura de los picos se relaciona directamente
con la intensidad del color de la banda que representa. Se realizé una linea de base
para eliminar el ruido presente y se delimitaron cada uno de los picos. Seguidamente
mediante la herramienta Label Peaks se calculd el area de cada uno de los picos y se
expresd como porcentaje relativo al drea total contenida debajo de la curva. Es decir,
la proporcion de proteinas de cada banda se expresé como densidad de banda relativa
a la cantidad total de proteinas del carril.

Calculo del tamafio molecular de las bandas proteicas. El calculo de la masa molecular
de las bandas de los agregados proteicos se realizé utilizando el programa Image J
(National Institutes of Health, EUA) y mediante la macro MolWt.txt. (Kreutzfeldt
2009.).

Movilidad del agua presente en el sistema

Resonancia magnética nuclear. La distribucion de agua entre los componentes de la
masa se determind mediante resonancia magnética nuclear (RMN) de campos bajos.
Esta metodologia se basa en el fendmeno de interaccion que existe entre un campo
magnético externo y el momento angular intrinseco de los nucleos atémicos o
momento de espin. Cada nucleo con momento de espin no nulo posee un momento
angular total. En ausencia de un campo magnético externo, los espines se encuentran
orientados aleatoriamente y el momento magnético total es cero (figura 3.5.a.). Sin
embargo, si se aplica un campo magnético estatico B, los momentos magnéticos de
los nucleos tienden a alinearse con el campo, de manera de generar un momento
magnético total neto (figura 3.5.b.). Macroscépicamente, el campo B, polariza la
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muestra siguiendo una distribucion de Boltzmann, induciendo una magnetizacion
neta en la direcciéon del campo. Cuando se pretende obtener sefial de RMN, es
necesario excitar a los espines fuera del equilibrio. Para lo cual se aplica un campo
magnético oscilante B; (campo de radiofrecuencia) en el plano x-y (en general B esta a
lo largo del eje x), sintonizado a la frecuencia de resonancia de los espines (figura
3.5.c.). La aplicacion de un pulso de radiofrecuencia (B,) por un cierto tiempo genera
un torque que rota la magnetizacion en un angulo 6 respecto del eje z dependiente de
la magnitud del campo y su duracion. Si se aplica el campo B, tal que se rota la
magnetizacion al plano (x, y), es decir 8 = 9o°, una vez que se apaga el campo de
radiofrecuencia, el vector magnetizacion M comienza a precesar alrededor del eje z
con frecuencia de Larmor w,. Por la Ley de Faraday este comportamiento induce una
fuerza electromotriz (fem) en la bobina de RMN, la cual es amplificada y detectada en
el espectrometro (figura 3.5.d.). La sefial generada se conoce como FID (Free Induction
Decay). Si el sistema es puesto en el campo magnético externo durante un cierto
tiempo, el mismo alcanza un estado de equilibrio térmico. Esto implica que las
poblaciones de los estados estan dadas por la distribucion de Boltzmann.

Los pulsos de radiofrecuencia inducen transiciones entre los distintos niveles de
energia, haciendo que las poblaciones se desvien de sus valores de equilibrio. El
proceso por el cual se recupera el estado de equilibrio mediante interacciones del
sistema de espines con el ambiente térmico se conoce como relajacion longitudinal
(relajacion espin-red) y esta caracterizado por un tiempo T,, mientras que la relacién
transversal, es decir la pérdida de coherencia en las fases debido a interacciones entre
los mismos espines, se conoce como relajacion transversal (relajacion espin-espin)
caracterizado por un tiempo T, (Serial 2013). En este caso se utilizo, una variante del
método del eco de espin propuesta por Carry Purcell (1954), la secuencia Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) (Meiboom y Gill 1958) que combina pulsos de go ¢ y 180, ° (en el
eje y) para medir el tiempo de relajacion transversal T, a partir de un Unico tren de
pulsos, es decir en un solo experimento.

Ipet Ioer
e e L
Relajacion Iﬂl-

T

LA ki

Figura 3.5 Ensayo de resonancia magnética nuclear. By: campo magnético estético, B;: campo magnético
oscilante, Ipet: intensidad determinada, t: tiempo.



La movilidad del agua en sistemas heterogéneos puede ser estudiada a través de la
medicion del tiempo de relajacion espin-espin T,. En general la relajacion de sistemas
complejos posee multiples componentes de T,, donde cada una de ellas puede ser
interpretada como la representacion de diferentes movilidades de los protones de
agua. De esta forma, la RMN es una buena herramienta para el estudio de productos
alimenticios, en donde cada uno de los componentes puede ser asociado a diferentes
regiones de movilidad. En sistemas heterogéneos la sefial puede no estar
representada por un Unico decaimiento, sino por una distribucion de una o mas
funciones. Las funciones y sus intensidades relativas proveen informacion acerca de la
estructura y el comportamiento de las muestras. En sistemas heterogéneos, como
una masa, coexisten fases moviles, solidas y fases intermedias, correspondientes a
agua estructurada de diferente forma. El empleo de la secuencia de CPMG permite
obtener el decaimiento de la fraccion movil del sistema; ya que los tiempos de
relajacion asociados a la parte solida decaen muy rapido y no pueden ser detectados
correctamente.

Las mediciones de relajacion de los protones presentes en el sistema se llevaron a
cabo mediante un espectrometro Bruker Minispec mq 20 de o,5T (frecuencia de
Larmor de protones de 19,9 MHz, tiempo muerto de 18 ps). La temperatura de la
muestra durante el ensayo se controlé mediante una unidad Bruker-VT3000, con
capacidad de estabilizar la temperatura de la muestra con una precision de 0,1 °C. Una
porcion de la muestra de masa no laminada se analizéd inmediatamente luego de ser
preparada. El ensayo correspondiente a la porcion de masa sin descanso en heladera
se realizd a 23 °C. El resto de la muestra de masa se sometido a un descanso
refrigerado en heladera (9 °C) durante 24 h y fue posteriormente analizada a 23 °C. Se
determind la secuencia CPMG, la cual mide tiempos T, mayores a 600 ps. Para realizar
el ensayo se aplicd un numero de ecos en la secuencia de 15000 espaciados en un
tiempo de 100 ps y la sefal se promedié mediante 128 registros. Sequidamente se
aplicd una transformada inversa de Laplace a la sefal obtenida y se obtuvo el total de
protones correspondiente a la fase movil del sistema. Una vez obtenida la distribucion
de tiempos de relajacion, se deconvolucioné mediante el programa PeakFit 4.12 y se
obtuvieron los valores de tiempo de relajacion e intensidad relativa para cada
poblacidn de agua.

Para poder asignar las poblaciones a los componentes presentes en el sistema se
elaboraron masas con distintas proporciones de los ingredientes y se realizaron las
mediciones anteriormente descriptas. Las masas se prepararon con la formulacion
descripta para la muestra control en la tabla 2 y luego se duplicé el contenido de dos
de los ingredientes mayoritarios, materia grasa y soja. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y se evaluaron tres porciones de cada muestra de masa.

Efecto del aumento de la temperatura en la estructura de la masa
Comportamiento reoldgico

Barrido de temperatura. Las determinaciones se llevaron a cabo mediante un redmetro
de esfuerzo controlado RHEOPLUS/32 (Anton Paar, Alemania), se utilizdo una
geometria de platos paralelos (diametro= 25 mm) y 2 mm de apertura. Se evaluaron
piezas de masa sin laminar con ambas concentraciones de los hidrocoloides después
del descanso en heladera a g °C durante 24 h. Una porcion de masa fue colocada sobre
el plato inferior mantenido a 25 °C, se bajo el cabezal y se eliminaron los bordes
sobrantes de la muestra de los platos. La masa se dejo descansar g min para relajar las
tensiones producidas en la compresion antes de iniciar el ensayo. Se realizaron
barridos de temperatura en donde se calentaron las muestras desde 25 °C hasta 100
°C, a una velocidad de calentamiento de 4,00 °C/min, a frecuencia y deformacion

85



86

constantes (1 Hz y o,1 %, respectivamente). De estos barridos se obtuvieron los
maddulos G’y G”, los valores del dangulo de la tangente del angulo de desfasaje (tan 9),
la viscosidad compleja (n*). A partir de la curva de G’ se calculd la primera derivada en
funcion de la temperatura, se registraron los valores maximos y las correspondientes
temperaturas. Las determinaciones se realizaron por triplicado y se evaluaron cuatro
porciones de cada muestra de masa.

Distribucidn del agua durante el calentamiento

Andlisis termo-gravimétrico (TGA). La termogravimetria es una técnica que permite
detectar cambios en la masa de una muestra a medida que varia la temperatura. En
este ensayo la muestra es sometida al calentamiento y se registra una sefal termo-
gravimétrica que da cuenta de procesos que tienen lugar a altas temperaturas, entre
ellos cuanta agua y a qué velocidad es liberada del sistema. Cuando la pérdida de
masa se debe a un Unico proceso, la sefal obtenida muestra una distribucion
sigmoidal descendiente con una flexion a una temperatura intermedia que se
corresponde con la maxima velocidad de pérdida del agua. En sistemas simples de
carbohidratos, la pérdida de peso es atribuida a la perdida de humedad (Fessas y
Schiraldi 2001). El calculo de la primera derivada en funcion de la temperatura permite
visualizar como picos los puntos de inflexion presentes en el perfil de la sefial termo-
gravimétrica. Cuando el sistema en estudio posee agua en diferentes condiciones,
debido a una movilidad molecular distinta o a enlaces terciarios que se unen con
diferente fuerza a los sustratos, la derivada de la sefial termo-gravimétrica muestra
multiples picos y/o picos con hombros que pueden ser matematicamente
deconvolucionados. La deconvolucion de la distribucion de los picos es Util para
diferenciar los distintos tipos de agua o poblaciones (Lodi y Vodovotz 2008).

En el caso de una masa de un producto panificado los cambios observados durante el
ensayo termo-gravimétrico pueden asociarse a la distribucion del agua entre los
diferentes componentes del sistema y a la liberacion de agua a la temperatura que
comprende el horneado.

Las determinaciones se realizaron mediante un analizador termogravimétrico
TGA/DTA-50 (Shimadzu, EUA). Se evaluaron piezas de masa sin laminar antes y
después del descanso en heladera a g °C durante 24 h. Se colocé una porcion de masa
(25 mg) en capsulas de aluminio de 4o pl, se sellaron y se sometieron al analisis. Las
capsulas fueron calentadas desde 25 °C a 200 °C a una velocidad de calentamiento de
5 °C/min. A partir de los resultados obtenidos de pérdida de peso se calculd la primera
derivada en funcion de la temperatura para cada muestra y se deconvolucionaron los
picos mediante el software PeakFit v4 (Peakfit, Jandel Scientific, EUA). Se obtuvieron
las temperaturas de pico y las areas relativas de cada poblacion de agua. Las
determinaciones se realizaron por duplicado y se realizaron Unicamente sobre piezas
de masa con la incorporacion de 2,5% de hidrocoloides y sin aditivos.

Evaluacion de la estructura interna durante el horneado

Los cambios en la estructura de la masa laminada durante el horneado se evaluaron
mediante una lupa Leica L2. Se elaboraron piezas de masa laminada con 2,5 % de
goma xantica y sin aditivos (muestra control) segun lo descripto anteriormente. A
distintos tiempos de horneado (o, 1, 2, 6, 8 y 12 min) se tomaron muestras de masa, se
congelaron a -40 °Cy se cortaron porciones de 10 mm x 5 mm. Las porciones de masa
fueron tefiidas con una solucion de lugol y se observaron mediante una lupa. Se
tomaron fotografias de porciones de masa correspondientes a la parte superior de la
masa laminada (a o,5 cm por debajo de la superficie) y el centro.



Evaluacion de la calidad tecnoldgica de los panificados
Cambio conformacional

El cambio conformacional que experimentod la pieza de masa durante el proceso de
elaboracion se evalud a través de las dimensiones de la masa (altura, ancho y largo), al
final del proceso de laminado y hojaldrado o inicio del horneado y sobre el producto
final luego de 1 h de horneado. Se calcularon las relaciones de altura y ancho con los
valores de estas dimensiones de las piezas de masas no fermentadas en relacion a los
valores de los productos horneados.

Factor de forma (FF)

El factor de forma de los productos panificados se calculd segun lo descripto en el
capitulo 1.

Volumen especifico (VE)

El volumen especifico de los panificados se determind por desplazamiento de semillas
de colza como se describid en el capitulo 1.

Color de la corteza (Método 14-22.01, AACC, 2000)

El color de la corteza se determind mediante un espectrofotometro CM-700d/600d
KONICA MINOLTA (Ramsey, EUA) segun se describio anteriormente.

Analisis del perfil de textura

El analisis del perfil de textura (TPA) se llevd a cabo mediante un texturometro
INSTRON 3342 (Norwood, MA, EUA), equipado con una sonda cilindrica (diametro=
25 mm) y una celda de compresion de 5oo N. Para la evaluacion se descarté parte de la
corteza del panificado, mediante el corte de una porcién, 50 mm por debajo de la
superficie, luego de 1 h de horneado. Las muestras se sometieron a dos ciclos de
compresion-descompresion con una sonda para obtener la curva de TPA caracteristica
(figura 3.6) a partir de la cual se obtuvieron los siguientes parametros a través del
programa BluehillR 2.27 (Instron, EUA).

Compresion Descompresion  Espera Compresion Descompresion

—
Fuerza 2 8 1 5 s

Area3

. M . e - bk
Distancia 1 Distancia 2 Tiempo (s)

Figura 3.6 Curva caracteristica obtenida en el analisis del perfil de textura

Firmeza: es la fuerza maxima que tiene lugar, en cualquier tiempo, durante el primer
ciclo de compresion. Definida también como la fuerza, en g fuerza o newton,
necesaria para comprimir el material hasta un 30 % del espesor original.

Elasticidad: es una medida de cuanto recupera su altura o forma original el material
luego de ser sometido a una deformacion. Estrictamente se define como la altura que
el material recupera durante el lapso transcurrido entre el final de la primera
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compresidon y el comienzo de la segunda. Se calcula como el cociente entre la
distancia 2 (L2) y la distancia 1 (L1). Por lo tanto, la elasticidad = L2/L1.

Masticabilidad: sensorialmente se define como la fuerza requerida para desintegrar un
material s6lido hasta que esté listo para ser deglutido. Se determina como el producto
de firmeza*cohesividad (definida como el cociente entre Area 2/ Area 1) * elasticidad.

Analisis textural de imagenes

La medicion de la textura de las imagenes de cortes transversales de los panificados se
llevé a cabo como se describid previamente en el capitulo 1. Se aplicé el algoritmo de
Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises (GLCM) y se obtuvieron los parametros
relacionados con la textura, como el contraste, la homogeneidad y la entropia.
Mediante el método de conteo de cajas se calculo de la dimension fractal.

Las imagenes en escala de grises de 8-bits de la estructura interna de cada una de las
muestras se visualizaron en un grafico de superficie en tres dimensiones. Los ensayos
sobre evaluacion de la calidad de los panificados se realizaron por duplicado y se
evaluaron tres piezas por cada muestra de harina.

3.1.3 Analisis Estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizd mediante el programa
INFOSTAT (Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC, Argentina). Las
determinaciones experimentales fueron comparadas mediante un Analisis de la
Varianza (ANAVA), en donde se utiliz6 la prueba de LSD Fisher para la comparacion
de medias y la relacion entre las respuestas medidas se determind mediante el
coeficiente de regresion de Pearson con un p-valor <o0,05.

La metodologia utilizada para evaluar el efecto de la incorporacion de hidrocoloides
en las propiedades de las piezas de masas y panificados se resume en la figura 3.7.
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Figura 3.7 Esquema de la metodologia utilizada
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3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1 Ensayos preliminares

Sciarini et al. (2012a) estudiaron las interacciones entre los almidones de mandioca y
de maiz y harina de soja activa e inactiva en sistemas modelos. Estos autores
observaron que existe una interaccion diferencial entre la harina de soja activa y el
almidén de mandioca. La incorporacidon de harina de soja activa tuvo un impacto
diferente de acuerdo al almiddn utilizado. Asi, la absorcion de agua aumento cuando
se agrego la harina de soja activa al almidén de maiz y no se vio modificada cuando se
incorporé al de mandioca. Mientras que la presencia de harina de soja inactiva
aumento la absorcion de ambos almidones. Los autores postularon que debido a que
la proteina de soja activa se encuentra mayormente desplegada expone en su
superficie grupos hidroxilo que establecen interacciones con los componentes
hidrofilicos presentes en la superficie del grano de almidon. Asi, parte de la proteina se
encuentra formando enlaces puentes de hidrégenos con el agua y parte con el
almiddn. Por otro lado la mezcla almidon de mandioca y soja activa absorbid la misma
cantidad de agua que el almiddn individualmente. Esto indico que los componentes de
la superficie del grano de mandioca son predominantemente de caracter hidrofilico,
estableciéndose una interaccion proteina-almidon, que dificulta la absorcion de agua
por parte del almidon y de la proteina de soja. Esta interaccion afecta las propiedades
viscoelasticas de la mezclay la distribucion de las proteinas en relacion al almidén. Por
otro lado, en condiciones de calentamiento, el almidon de mandioca mostrd un patrén
de desplegamiento durante la gelatinizacion diferente del maiz, dejando mas
expuestas las cadenas de amilosa/amilopectina de manera tal que interaccionan con
las proteinas de soja y por lo tanto las propiedades de pasting y retrogradacion del
almidon se vieron modificadas.

A partir de estos hallazgos estos autores realizaron panes LG con una formulacion que
contenia 45 % de harina de arroz, 45 % de almidon de mandioca y 10 % de harina de
soja y observaron que la interaccion anteriormente descripta gobernaba el
comportamiento de la masa (Sciarini et al. 2012b). Bajo estas condiciones obtuvieron
un pan de buenas caracteristicas tecnoldgicas, con una miga de estructura aceptable y
con un menor endurecimiento durante el almacenamiento.

Debido a estos estudios previos se decidio evaluar, en una etapa preliminar, dos
combinaciones de estas harinas y almidones. La combinacion m1, con las mismas
proporciones que Sciarini et al. (2012b) y m2, con 35 % de harina de arroz, 45 % de
almidén de mandioca y 20 % de harina de soja. En la tabla 4 se observa el contenido
de humedad, cenizas y proteinas para las harinas utilizadas en la elaboracion de
panificados laminados LG. Como era de esperar, la harina de soja mostré el mayor
contenido de proteinas y no presentd propiedades de viscosidad al ser sometida a un
ensayo de RVA, ya que no se observo un aumento de su perfil con el incremento de la
temperatura (figura 3.8.a).

Tabla 3.4. Contenido de humedad, cenizas y proteinas de las harinas libres de gluten

Muestra Humedad (%) Cenizas (%) Proteinas (%)

A (9,2+0,3) (0,80+0,02) (6,9+0,1)
M (11,5:0,3)  (0,147:0,008)  (0,4:0,1)
S (7,083:0,001)  (5,72:0,03) (41,8+0,1)

A: harina de arroz, M: almidén de mandioca, S: harina de soja.



Las muestras de almidén de mandioca y harina de arroz mostraron perfiles de
viscosidad diferentes (figura 3.8.a). El almidén de mandioca presentd un valor de
temperatura de pasting similar al reportado por otros autores (Wickramasinghe et al.
2009) (tabla 3.5). La harina de arroz presentd un mayor valor para esta temperatura y
en concordancia con el informado por otros autores (Zhou et al. 2003). A medida que
aumento la temperatura, el almidon de mandioca presentd un rapido y gran
crecimiento de la viscosidad en relacion a la harina de arroz. Durante el enfriamiento
la viscosidad del almidon de mandioca disminuyd y finalmente mostré una viscosidad
final menor a la harina de arroz (tabla 3.5). El comportamiento del almidon de
mandioca denota una estructura de grano débil y una gran capacidad para absorber
agua en comparacion con la harina de arroz. Debet y Gidley (2006) observaron una
asociacion aparente entre el patron de hinchamiento de los granulos de almidon, la
resistencia a la cizalla o corte y el contenido de lipidos y proteinas del almidon. De
manera tal que los almidones que se hinchan rapidamente durante el calentamiento
tienden a ser mas sensibles a las fuerzas de corte y contienen menos lipidos y
proteinas que los almidones que muestran un hinchamiento mas controlado.

20
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Figura 3.8. Perfil de viscosidad de harinas LG y sus combinaciones. a. Comportamiento de harinas y
almidon LG individuales. b. Comportamiento de las combinaciones de harinas LG. A: harina de arroz, M:
almidon de mandioca, S: harina de soja, m1 (A/M/S): 45:45:10, m2 (A/M/S): 35:45:20.

El mayor valor de breakdown obtenido para el almidon de mandioca en relacion a la
harina de arroz (tabla 3.5), concuerda con las correlaciones encontradas por Ragaee y
Abdel-Aal (2006) para una serie de almidones de diferentes cereales. Estos autores
informaron una correlacién positiva y significativa entre el breakdown y la viscosidad
de pico y una correlacion negativa con la temperatura de pico. Esto revela que el
almiddn que se hincha en mayor proporcion, se rompe con mayor facilidad e imparte
mayor viscosidad al sistema.

Cuando las harinas y el almidon se evaluaron de manera combinada se observd una
disminucion general del perfil de viscosidad en relacion a los perfiles individuales del
almidén de mandioca y de la harina de arroz (figura 3.8.b). El granulo de almiddn
posee proteinas asociadas a su superficie, las cuales se pueden encontrar
naturalmente sobre la superficie de los granulos o formando parte integral de su
estructura. Estas son distintas a las proteinas de reserva del granulo o tubérculo, y se
trata principalmente de enzimas que participan en la sintesis del almidon (Baldwin
2001). Ryan y Brewer (2007) evaluaron la asociacion entre las proteinas de soja y el
almiddn de trigo mediante estudios de adsorcion y desorcion, y encontraron que las
proteinas asociadas al almiddn afectan la unidn de las proteinas agregadas (exégenas)
a la superficie del granulo. Por lo que concluyeron que, las proteinas nativas del
almiddn atraen y retienen a las proteinas agregadas en intima asociacion con el
granulo. La disminucion en la viscosidad de pico para ambas combinaciones se debe
en parte a la presencia de las proteinas exdgenas de la harina de soja y arroz, las cuales
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compiten por el agua con el almidén de mandioca y el de la harina de arroz. De modo
que, el agua disponible para que los granulos se hinchen es menor y por lo tanto la
viscosidad impartida al sistema disminuye.

La curva correspondiente a la combinacion con un menor contenido de almidon y
mayor cantidad de proteina de soja, m2, se vio desplaza hacia menores valores de
viscosidad en relacion a mai. Si bien la temperatura de pasting no sufrid
modificaciones, la presencia de una mayor cantidad de proteina de soja generd un
efecto en la disponibilidad del agua en el sistema y en la capacidad del almidén para
hidratarse. Las proteinas exdgenas al almiddn pueden afectar las propiedades de
gelatinizacion de diferentes maneras dependiendo de su capacidad de retener agua o
de interactuar con el almidon o la superficie de los granulos (Ribotta y Rosell 2010).
Por otro lado, los granulos de almiddn hidratados en la combinacion ma presentaron
una mayor facilidad para ser desintegrados por accion de las fuerzas de corte vy
cuando la temperatura disminuyd las cadenas de amilosa se reordenaron en mayor
medida, en relacion a la muestra ma.

Tabla 3.5 Parametros del perfil de viscosidad de las harinas libres de gluten

Muestra TP (°C) VP(P) VM(P) VF(P) BD(P) SB(P)

A 85° 40,00 34,2° 67,7° 6,0a  33,5°
M 682 69,7° 21,4 33,6 48,3> 12,2°
m1 71% 18,06 13,08 22,58 5,08 9,58
m2 71* 10,14 7,94 13,74 2,14 5,84

A: harina de arroz, M: almidon de mandioca, m1: 45:45:10, m2: 45:45:20, TP: temperatura de pasting, VP:
viscosidad de pico, VM: viscosidad media, VF: viscosidad final, BD: breakdown, SB: setback. Letras diferentes en
cada columna indican diferencias significativas entre las muestras de harina individuales y las combinaciones
(p=o0,05).

Ambas combinaciones se evaluaron en la elaboracion de piezas de masa laminadas LG
con tres porcentajes de agua, 60, 68 y 76 %. Se utilizaron ademas dos de las muestras
de materia grasa estudiadas previamente en el capitulo 2 (MG1 y MG2). Estas
muestras de materia grasa presentaron un contenido de sélidos mayor a 20 % en un
rango de temperatura de 15-35 °C y un comportamiento viscoso. Su estructura se
caracterizo por mayores puntos de contacto y una menor sensibilidad a los cambios
de temperatura.

Durante el proceso de obtencion de la pieza de masa laminada LG se observaron
diferencias en la consistencia de las masas obtenidas con los diferentes porcentajes de
agua. Las masas con 76 y 68 % de agua presentaron dificultades a la hora de ser
extendidas en forma rectangular, ya que se mostraron como poco cohesivas y poco
viscosas. Mientras que las masas con un menor contenido de agua pudieron ser
extendidas y laminadas mas facilmente.

Por otro lado, la incorporacion de la materia grasa MGz en la masa fue dificultosa, ya
que la consistencia de ambas era muy diferente y la grasa no pudo ser esparcida de
manera tal que cubriera la totalidad de la superficie sin dafiar la masa. MG2 pudo ser
agregada en forma de finas capas sin interrumpir la integridad de la masa, y en la
muestra con un menor contenido de agua se logroé una distribucion mas homogénea.

La figura 3.6 muestra resistencia a la deformacion de las piezas de masa laminadas LG
para las muestras estudiadas. Cuando se utilizé la muestra de materia grasa MGz, las
piezas de masas laminadas elaboradas con ma presentaron un aumento de la
resistencia a la deformacién conforme disminuyd el contenido de agua adicionada en
la formulacidn (figura 3.6.a). Mientras que en la formulacion con un mayor contenido



de harina de soja no se observé una tendencia clara. En el caso de MG2, se observo
que la masa elaborada con m1y el menor porcentaje de agua fue la mas resistente a la
deformacion (figura 3.6.b). Mientras que no se observaron diferencias en los valores
de este parametro reoldgico entre los demas contenidos de agua para mi. Por otro
lado, las masas con la formulacion mz2 fueron mas resistentes a la deformacion
conforme disminuyd el porcentaje de agua.
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Figura 3.6 Resistencia a la deformacion de piezas de masa laminada LG. a. Muestras con materia
grasa MGz1. b. Muestras con materia grasa MG2. ma: (A/M/S) 45:45:10, m2: (A/IM/S) 35:45:20, A: harina de
arroz, M: almidén de mandioca, S: harina de soja. Letras en minUscula diferentes en cada columna indican
diferencias significativas (p<o,05) entre porcentajes de agua para cada combinacion. Letras en mayuscula
diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<o,05) entre combinaciones para cada porcentaje
de aqua.

Las masas con MG1 y menores contenidos de agua presentaron una disminucion de la
resistencia a la deformacion conforme aumenté el contenido de harina de soja (figura
3.6.3). Esta tendencia se observd en las muestras con MG2 para todos los porcentajes
de agua evaluados (figura 3.6.b).

En el capitulo 1 se encontraron correlaciones significativas y positivas entre la
resistencia a la deformacion de las piezas de masa laminada elaboradas con harina de
trigo y lo valores de altura del producto en las diferentes etapas de elaboracion.
Ademas la resistencia de la masa a la deformacion mostré correlaciones significativas
y negativas con la relacion de ancho y el factor de forma. Lo cual revel6 que piezas de
masa con una estructura laminada capaz de ejercer una buena resistencia frente a una
deformacion aplicada poseen una buena capacidad para, durante el horneado,
mantener la forma original otorgada, evitar el crecimiento en direccion lateral y
presentar mayores valores de altura. Se encontraron otras correlaciones que
permitieron establecer una relacion directa entre las propiedades reoldgicas de las
masas laminadas y las caracteristicas de textura del producto horneado. Una mayor
rigidez y estructuracion de las piezas de masa elaboradas con harina de trigo
promovio una estructura interna horneada mas firme. En el mismo sentido la
resistencia de la masa a la deformacidon correlaciond positivamente con los
parametros de firmeza medidos en el producto. Sin embargo, es necesario encontrar
un equilibrio entre las propiedades reoldgicas de la masa, de manera tal que pueda ser
laminada y hojaldrada y durante el horneado crecer en direccion vertical; y permitir
obtener un producto horneado de buenas caracteristicas texturales.

Por lo tanto, debido a que las muestras elaboradas con MGz, con las combinaciones
m1y m2 y el menor porcentaje de agua pudieron ser mas facilmente procesadas y
permitieron obtener estructuras que fueron mas resistentes a la deformacion, se
elaboraron productos panificados con estas condiciones (figura 3.7). El panificado LG
elaborado con m2 presentd una estructura interna caracterizada por la presencia de
algunas capas, que si bien parecen estar distribuidas de manera heterogénea
presentaron cierta continuidad a lo largo de la estructura del producto. Mientras que
en la muestra elaborada a partir de m1 no se observaron laminas, sino mas bien
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Figura 3.7 Panificados laminados
LG con MG2 y 60 % de agua. a.
Muestra elaborada con ma. b.
Muestra elaborada con m2.
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alveolos en la parte superior e inferior, y en la zona central la estructura interna se
presentd compacta. Por lo que para la evaluacion del efecto de la incorporacion de
aditivos en las propiedades de las masas y la calidad tecnoldgica de los panificados LG,
se decidio utilizar la formulacion compuesta por 35 % de harina de arroz, 45 % de
almidon de mandioca y 20 % de harina de soja, un bajo contenido de agua y la
muestra de materia grasa MG2.

3.2.2 Incorporaciéon de goma xantica

Efecto de la goma xantica en la calidad tecnoldgica de los panificados

La evaluacion del efecto del agregado de goma xantica sobre la calidad de panificados
laminados LG se realizé mediante la elaboracion de los productos (figura 3.8) y la
valoracion de su calidad tecnoldgica. La vista lateral y superior de los panificados
permitio apreciar diferencias en el aspecto externo entre los panificados elaborados
sin aditivos y con dos dosis de goma xantica. La vista lateral de la muestra control
reveld un producto poco estratificado, de capas discontinuas y mas bien chato.
Mientras que las muestras con goma xantica presentaron una estructura de multiples
capas alienadas horizontalmente y el producto experimenté un mayor crecimiento
durante el proceso de produccidon en comparacion con el control. Por otro lado, las
imagenes de la vista superior de los panificados revelaron que tanto el control como
las muestras con goma xantica no perdieron la forma otorgada durante la etapa del
corte de las piezas de masa.

Control Xan 2,5 % Xan5 %

Figura 3.8 Panificados laminados de harinas LG sin aditivos (control) y con goma xantica

El desarrollo de la estructura del producto panificado durante el proceso de
produccion se evalué mediante las dimensiones (altura, ancho y largo) de las piezas de
masa al inicio y al final de la coccidn, sobre el producto panificado luego de 1 h de
horneado. La figura g presenta los valores de altura de los panificados al inicio y final
del horneado y las relaciones de altura.

Los productos con goma xantica presentaron inicialmente mayores valores de altura
que el control. Esto puede deberse a que, si bien las muestras fueron tratadas de igual
manera y su espesor final se ajustd mediante rodillo a 1,5 cm, la estructura de las
masas con goma xantica presento diferentes propiedades elasticas que le permitieron
recuperarse en mayor medida que el control luego de los sucesivos procesos de
laminado. La muestra control present6 un valor de relacion de altura mayor al de las
muestras con goma xantica, aunque esta tendencia no resulto significativa. Si bien
durante el horneado el control experimentd un mayor crecimiento en direccidn



vertical en relacidon a las muestras con goma xantica, los productos horneados con
hidrocoloide fueron mas altos.
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Figura 3.9 Altura y relacion de altura de panificados laminados LG sin aditivos y con goma xantica. En
el recuadrd ] :Relacién de altura. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<o,05)

Con la incorporacion de levaduras en este producto se busca otorgar olor y sabor
caracteristicos, pero no provocar cambios estructurales en las masas debido a la
produccidn de gases y la consecuente formacion de alveolos; por lo que las piezas de
masa no fueron sometidas a un paso de fermentacion en condiciones que promuevan
ese proceso. Esto trae implicancias en el mecanismo de crecimiento de la estructura.
Por lo que se puede suponer que el crecimiento de este tipo de productos elaborado
bajo las condiciones anteriormente descriptas solo ocurre durante una rapida coccion
y a través de un proceso similar al de los productos tipo puff pastry. Durante la
coccion, la humedad contenida en la masa se convierte en vapor que no puede
escapar facilmente, debido a la presencia de las laminas de materia grasa que acttan
como barreras. La acumulacion de la presion ejercida por el vapor obliga a las capas de
masa a separarse unas de otras y generar el crecimiento global de la estructura del
producto.

Es evidente que la incorporacion de goma xantica a la formulacion tiene un efecto
sobre alguna de las propiedades de la masa y por consiguiente de las [aminas de masa
que ante la presion ejercida por el vapor de agua no ceden y por lo tanto los productos
con este aditivo crecen verticalmente en menor medida que el control. En cuanto a la
expansion lateral durante el horneado, que conlleva a la pérdida da la forma otorgada
inicialmente, no se observaron diferencias significativas en los valores de relacion de
ancho cuando se agregd goma xantica (tabla 3.6). Las muestras con aditivo
presentaron mayores valores del factor de forma en comparacion con el control (tabla
3.6). Esto indica que, la incorporacion de ambas dosis de goma xantica permitio
obtener panificados que al finalizar el horneado poseen una mayor altura, y menor
anchoy largo que el control.

Es decir que, si bien la incorporacion de este aditivo no genera un marcado efecto en
la expansion vertical del producto, debido a las caracteristicas estructurales que
otorga a la pieza laminada permite obtener panificados de mayor altura en relacion al
control y evita la pérdida de la forma otorgada inicialmente.

Se observaron diferencias significativas en el volumen especifico de los panificados
(tabla 3.7). Ambas dosis de goma xantica permitieron obtener productos de mayor
volumen que el control. En cuanto al color de las cortezas, no se observaron
diferencias significativas en el pardmetro L*, es decir que la incorporacién de goma
xantica no provoco cambios en la luminosidad de las mismas (tabla 3.7). Sin embargo,
los panificados LG mostraron cortezas mas oscuras que las muestras elaboradas con
harina de trigo; las cuales obtuvieron mayores valores de L* (capitulo 1). Esto se debe
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Tabla 3.6 Relacion de ancho (Ra) y
factor de forma (FF) de
panificados laminados LG. Letras
diferentes en la misma columna

indican  diferencias  significativas
(p=0,05).
Muestra Ra FF
Control 1,012 0,44°
Xan2,5% 0,98 0,68°
Xan5% 0,95* 0,69°




96

Figura 3.10 Imagenes binarizadas
de la estructura interna de
panificados laminados LG con vy
sin goma xantica

a la presencia de la harina de soja en la formulacion, quien imparte su coloracion y
oscurece al producto y a las condiciones de horneado que tuvieron una relacién
tiempo/temperatura diferente. Los panificados con y sin goma xantica presentaron
valores positivos de a* y no se observaron diferencias significativas en la intensidad
del color rojo. Los valores de b* para las muestras evaluadas fueron positivos y el
control presentd una corteza con una intensidad del color amarillo levemente mayor a
las muestras con goma xantica.

Tabla 3.7 Parametros de calidad tecnoldgica de panificados laminados LG

Muestra VE3 L* a* b* Firmeza Masticabilidad
(cm®) (N)
Control (64+4)? (56+1)2 (12+1)2 (31,4£0,1)° (62+4)2 (63+3)2

Xan2,5% (83:5)° (55,5:0,8)* (12,2:0,7)* (30,1x0,2)* (115:7)® (92+13)°
Xan5%  (81x1)°  (57+1)®  (11,2:0,8)° (29,8:0,5)° (119+30)° (90+16)°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

La incorporacion de goma xantica permitid obtener estructuras mas firmes que el
control con valores significativamente mayores (tabla 3.7). Por otro lado, el control
presentd un menor valor de masticabilidad en comparacién con los panificados con
goma xantica. Lazaridou et al. (2007) también observaron un aumento en la firmeza
de panes LG conforme aumentd la dosis de goma xantica incorporada.

El efecto de la incorporacion de goma xantica en panificados laminados salados LG
sobre la conformacion de la estructura interna de los productos se evalué mediante un
analisis textural de imagenes. A partir de este ensayo se obtuvieron parametros que
permiten caracterizar la estructura interna en términos de textura (tabla 3.8). El
control presentd una estructura interna de tipo alveolada sin [dminas en su interior
(figura 3.10). Al incorporar goma xantica se observd la formacidn de espacios vacios de
conformacién alargada, lo que denota la formacién de capas de masa y por
consiguiente de una estructura interna laminada. La muestra Xan 2,5 % presento una
estructura interna mas homogénea que la muestra Xan 5 % y el control. En cuanto al
contraste de las muestras analizadas, el control mostrd una variacion de la escala de
grises de sus pixeles mayor a la de los productos con goma xantica. La variacion de la
escala de grises en un pixel en una estructura porosa de distribucion regular es mayor
que la variacion que posee un pixel en un sistema laminado. Por otro lado, los
menores valores de contraste obtenidos por las muestras con goma xantica se
explican teniendo en cuenta que la presencia de espacios de conformacion mas bien
alargada provoca que la variacion local de la escala de grises de los pixeles de una
region de interés, sea menor cuanto mayor es la cantidad de capas formadas.

Tabla 3.8 Parametros del analisis textural de imagenes de cortes transversales de los
panificados laminados LG

Muestra Homogeneidad Contraste  Entropia DF
Control 0,24% 90,42° 7,06° 1,447

Xan 2,5 % 0,34° 36,947 6,70° 1,53°
Xan 5 % 0,20° 69,24° 7,09° 1,54°

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<o,05).

La entropia mide la aleatoriedad o desorden de la distribucion de la intensidad de la
imagen. Altos valores de entropia se asocian con imagenes mas complejas y por lo
tanto con estructuras complejas (Fernandez et al. 2005). El control y la muestra Xan 5



% presentaron mayores valores de entropia que la muestra Xan 2,5 %. Esta mayor
aleatoriedad en la distribucion de la intensidad de las imagenes del interior del control
y Xan 5 % puede asociarse con una distribucion de sus correspondientes elementos
estructurales, como alveolos y capas, mas desordenada e irreqular. En cuanto a la
dimension fractal, los productos con goma xantica mostraron mayores valores que el
control. Esto permitié asociar la conformacion interna de las muestras a estructuras
de mayor tortuosidad y complejidad topogréfica que el control, debido a la presencia
de espacios de forma alargada y ldminas. Mientras que las imagenes de la superficie
del control se relacionaron con una estructura interna de conformacion mas simple y
de menor rugosidad morfoldgica, debido a la formacidn principalmente de alveolos
mas bien circulares (figura 3.11).

La incorporacion de goma xantica en ambas dosis permitido la obtencion de
panificados laminados LG de buenas caracteristicas tecnoldgicas. Los productos con
el hidrocoloide fueron mas altos y de mayor volumen al finalizar el horneado. Se
caracterizaron por una estructura interna laminada, rugosa y compleja y de mayor
firmeza que el control.

Evaluacion de las interacciones en el sistema masa

Comportamiento reologico

La respuesta, en términos de deformacion, de las masas evaluadas durante el ensayo
de deformacion-relajacion se observa en la figura 3.12. Las tres muestras analizadas
presentan curvas correspondientes a un comportamiento viscoelastico tipico como el
observado en masas de trigo, combinando ambos elementos, viscoso y elastico
(Edwards 1999, Wang y Sun 2002). Lazaridou et al. (2007) obtuvieron curvas con un
perfil y valores similares en masas de harina de arroz y almidon de maiz que contenian
goma xantica. Al aplicar un esfuerzo sobre las masas se observa como éstas
experimentan una deformacion instantanea, que se asocia con el comportamiento del
resorte de Maxwell en el modelo de Burgers. Seguidamente se deforman de manera
exponencial, lo cual se relaciona con la componente Kelvin. Luego de un tiempo
suficiente se observa una respuesta netamente viscosa asociada al comportamiento
del elemento amortiguador. Una vez que se retird el esfuerzo aplicado, los sistemas
presentaron una respuesta caracterizada por una recuperacion elastica instantanea
asociada al comportamiento del elemento amortiguador y que generé una
deformacidon no recuperable del sistema, expresada en términos de Je,. Esta fue
seguida por una recuperacion elastica retardada. Luego se observo como la estructura
no logrod recuperarse y la deformacion alcanzo un valor constante con el incremento
del tiempo.

En general, la incorporacion de goma xantica desplazo la curva de deformacion en el
tiempo a valores mas pequerios. En este sentido, estudios previos en masas de harinas
de trigos duros informaron que la curva de capacitancia se vio desplazada a mayores
valores a medida que la fuerza de la masa decrecid, mientras que la viscosidad
newtoniana disminuyo con la fuerza (Edwards et al. 2001).

En la etapa de deformacion, las masas con goma xantica presentaron curvas con una
menor pendiente en comparacion con el control. Esto indica que la incorporacion de
goma xantica provocd una disminucion de la fluidez del sistema y por lo tanto
promovio un comportamiento de sélido viscoelastico. Las masas con ambas dosis de
goma xantica presentaron valores de capacitancia instantanea y viscoeldstica
significativamente menores a la masa control (tabla 3.9).

Figura 3.11
superficie de
interna de
laminados LG
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La disminucion de la capacitancia de un sistema es asociada con una menor facilidad
para ser deformado ante un esfuerzo aplicado. Por lo que la presencia de goma
xantica en las masas LG promovid la rigidizacion del sistema y una mayor capacidad
para resistir la deformacion. Lazaridou et al. (2007) informaron el mismo efecto en
masas LG de harina de arroz y almidéon de maiz cuando se incorporaron polisacaridos
en la formulacion. Moreira et al. (2011) también observaron esta tendencia con la
incorporacion de goma xantica en masas LG de harina de castafia. El tiempo de
relajacion de la componente Kelvin en el modelo, estd relacionado con el tiempo
requerido para deformar la muestra. No se encontraron diferencias en los tiempos de
relajacion de la componente Kelvin de las masas control y con goma xantica, lo cual
indica que la presencia de este aditivo en la masa no provoco cambios en el tiempo
requerido por la estructura para alcanzar la maxima deformacion.
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Figura 3.12 Deformacion de masas LG sin aditivos y con goma xantica en funcion del tiempo antes
del descanso refrigerado.

Las muestras con ambas dosis de goma xantica presentaron mayores valores de
viscosidad newtoniana y menores valores de capacitancia maxima de deformacion. Es
decir que con la incorporacion de ambas dosis de goma xantica se obtuvieron masas
mas viscosas y con una mayor resistencia a la deformacion. Wang y Sun (2002)
informaron que la capacitancia maxima obtenida en el ensayo de deformacion-
relajacion podia utilizarse como un descriptor de la rigidez de la masa. Estos autores
observaron que masas fuertes elaboradas con harinas de trigos duros presentaban
mayor resistencia a la deformacién que masas blandas, como las de tipo pastry. El
comportamiento viscoso de la goma xantica en solucion es el resultado de
interacciones intermoleculares entre las cadenas poliméricas de la goma, las cuales
forman una red compleja en donde las moléculas adquieren una conformacion de
rodillo rigido. Estas interacciones electrostaticas son posibles debido a la carga de los
grupos piruvatos ubicados en las manosas terminales y a los acidos glucurdnicos
ubicados cada dos unidades de manosa en la cadena lateral de trisacaridos. Esta red
altamente ordenada de moléculas rigidas entrampadas otorga a las soluciones de
goma xantica caracteristicas de gel débil. De manera tal que las soluciones de goma
xantica poseen una respuesta de caracter eldstico cuando se evalta su
comportamiento reoldgico en un barrido de frecuencia (Sworn 2011). Por lo tanto, el
comportamiento observado en las masas con goma xantica puede relacionarse a las
caracteristicas que presenta la molécula en solucion.

Durante la etapa de relajacion una vez retirado el esfuerzo aplicado, las muestras
presentaron un cambio instantaneo en la deformacion, la cual luego de un
determinado tiempo alcanzo6 un nuevo estado de equilibrio. La incorporacion de goma
xantica provoco una disminucion de los parametros de capacitancia instantanea y
viscoelastica en relacion al control (tabla 3.9). Este efecto fue mas marcado con la



mayor dosis del hidrocoloide. No se observaron diferencias significativas en los
tiempos de recuperacion de las masas con el agregado de goma xantica, lo cual indica
que la presencia del hidrocoloide en el sistema no afectd el tiempo requerido por la
estructura para alcanzar el estado de equilibrio.

Tabla 3.9 Parametros del ensayo de relajacion-deformacion de masas LG con y sin goma xantica
antes y después del descanso refrigerado

Etapa de deformacion

Jo Jq A ret No Jmax
Muestra  (1/pa)x10°  (1/Pa) x 10° (s) (Pas)x 10" (1/Pa)x 10°
Control 9,8° 10,5°¢ 19,4 ° 1,12 4,9¢
Antes DR Xan 2,5% 7,7° 7,3° 19,62 1,7° 3,6°
Xan 5% 4,9 4,9 21,32 2,9¢ 2,07
] Control 6,12 6,6° 20,82 2,5 2,5°
Después DR .
Xan 2,5% 4,9 4,3° 21,28 4,0 1,7
Etapa de relajacion
J0 J1 A rec JeO
(1/Pa)x10®  (1/Pa) x 10°® (s) (1/Pa) x 10-5
Control 13,4° 15,4 183,8° 2,8
Antes DR Xan 2,5% 12,5° 11,4° 186,3° 2,0°
Xan 5% 5,2° 4,3° 97,7° 0,9°
. Control 7,8 7,4° 192,9° 1,5°
Después DR
Xan 2,5% 5,2° 4,2° 170,42 0,9°

DR: descanso refrigerado, J,: capacitancia instantanea, J,: capacitancia viscoelastica, A r:: tiempo de retraso de la
componente Kelvin, no: viscosidad newtoniana, Jmsx: capacitancia maxima de deformacion, A «: tiempo de
recuperacion de la componente Kelvin, Je,: capacitancia del estado de equilibrio.Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas (p=<o,05).

La capacitancia del estado de equilibrio se obtiene restando el valor de la capacitancia
en la region final de la curva, donde el sistema alcanzé el estado de equilibrio, del valor
de capacitancia maxima alcanzado. De manera tal que la capacitancia en el estado de
equilibrio da cuenta tanto de los componentes elasticos del sistema, como de los
ejercen una respuesta viscosa y permiten a la masa alcanzar el estado de equilibrio en
la region final de la curva. El efecto de la incorporacidn de goma xantica en la porcion
relativa elastica y viscosa de la capacitancia maxima durante la recuperacion se
observa en la figura 3.13.a. La deformacidn que permanece luego de la remocion del
esfuerzo representa la porcion viscosa de la capacitancia maxima, mientras que la
parte recuperada es representada por la porcion elastica de la capacitancia maxima.
Un incremento en la deformacion permanente indica que los enlaces eldsticos se
rompieron irreversiblemente y la estructura colapso.

La muestras con goma xantica y el control presentaron diferentes valores de J,, J, y
Jmax, siendo mayor la deformacion para la masa sin aditivos. Sin embargo, no hubo
una diferencia significativa entre el valor de la porcion elastica de la capacitancia
maxima (Je/Jmax) del control y Xan 2,5 %. Esto indica que una vez retirado el esfuerzo
aplicado, el peso de la componente eldstica del control fue tal que le permitid
recuperarse en la misma proporcion (Je/Jmax) que la masa con 2,5 % de goma xantica.

El efecto de la goma xantica en la porcion relativa eldstica y viscosa de la masa
durante la recuperacion dependidé de la concentracion. La incorporacion de 5 % de
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Figura 3.13 Porcion relativa elastica
JelJmax) ¥ Vviscosa (JJma) de la
capacitancia maxima de masas LG
sin aditivos y con goma xantica. a.
Antes del descanso refrigerado. b.
Después del descanso refrigerado.
DR: descanso refrigerado.

goma xantica provocé un aumento de las propiedades viscosas de la masa durante la
relajacidon y una consiguiente disminucion de la elasticidad. Lo cual indica que cuando
estd presente en la masa una mayor cantidad del hidrocoloide la respuesta del sistema
es principalmente viscosa, por lo que se recupera en menor medida. Estos resultados
contrastan con lo informado por Lazaridou et al. (2007) para masas LG de harina de
arroz y almidon de maiz con goma xantica adicionada y distintos contenidos de agua.
Estos autores observaron un incremento en la porcion relativa elastica durante la
etapa de relajacion de masas con un 65, 70 y 75 % de agua cuando se incorporo 1y 2 %
de goma xantica. La discrepancia con los resultados encontrados por estos autores
puede deberse a que el comportamiento reoldgico y las caracteristicas estructurales
de los sistemas LG son altamente dependientes del contenido de agua, por lo que se
debe tener en cuenta que el contenido de agua utilizado en la formulacidn en estudio
fue diferente.

El estudio de las propiedades reoldgicas de batidos para elaborar panes LG mediante
ensayos de relajacion-deformacion ha sido ampliamente abordado. Onyango et al.
(2009) postuld que es necesario un balance 6ptimo entre las propiedades viscosas y
elasticas del batido para obtener un pan LG con una estructura interna de
caracteristicas aceptables. Aunque el batido debe ser lo suficientemente viscoso para
retener al didxido de carbono producido durante la fermentacion, también deber ser
elastico para permitir la expansion de las burbujas y estabilidad durante el horneado
produciendo asi el alveolado. En el caso de productos laminados LG, el efecto de la
porcion elastica y viscosa de una masa en las caracteristicas del producto final no ha
sido investigado aun por la comunidad cientifica.

El proceso de obtencion de panificados laminados LG con buenas caracteristicas
tecnoldgicas contempla, luego del armado de la masa, un tiempo de descanso
prolongado con refrigeracidon de la misma previo al paso de incorporacion de materia
grasa, cierre y laminado. Por lo que para evaluar el efecto de este tratamiento sobre la
masa se realizaron ensayos de deformacion-relajacion en piezas de masas control y
con goma xantica que fueron sometidas a un tiempo de descanso refrigerado. En el
caso de la muestra con 5 % del hidrocoloide no fue posible ajustar la apertura (2 mm)
entre los platos paralelos en el redmetro y por consiguiente no pudo llevarse a cabo el
ensayo.

Las masas control y con 2,5 % de goma xantica luego del descanso refrigerado
presentaron un perfil de deformacion como el observado en masas elaboradas con
harina de trigo con un comportamiento viscoelastico (figura 3.14). Al igual que antes
del descanso refrigerado, la presencia del hidrocoloide provocé una disminucion de la
pendiente de la seccion recta de la curva, lo cual puede asociarse con una disminucion
de la fluidez y un comportamiento de sélido viscoelastico. Ademas, se observd una
disminucion de los valores de capacitancia instantanea, viscoelastica y capacitancia
maxima durante la etapa de deformacion y un aumento de la viscosidad newtoniana
(tabla 3.9). Esto revela que la incorporacion de goma xantica provoco una rigidizacion
del sistema y éste se deformd en menor medida. Moreira et al. (2011) observaron en
masas LG con harina de castafia que el agregado de goma xantica provocé una
disminucion de la capacitancia maxima lo cual podia asociarse con una mayor
resistencia del sistema a la deformacion. No se observaron diferencias en los valores
de los tiempos de retraso para las muestras evaluadas.

Durante la etapa de recuperacion, las masas con 2,5 % de goma xantica presentaron
menores valores de capacitancia instantanea, viscoelastica y capacitancia del estado
de equilibrio en comparaciéon con el control. Lo cual revela que la presencia del
hidrocoloide en una concentracion de 2,5 % le otorgd al sistema mayor capacidad
elastica y grado de recuperacion una vez que el esfuerzo aplicado fue retirado. En
cuanto a los tiempos de recuperacion de la componente Kelvin, si bien no se



encontraron diferencias significativas, la tendencia observada fue diferente a la
encontrada en las masas antes del descanso refrigerado. La muestra con 2,5 % de
goma xantica presenté un menor valor del tiempo de recuperacion que el control, por
lo que necesita menos tiempo que el control para alcanzar la recuperacion elastica
retardada. Se observaron diferencias en la porcion relativa elastica y viscosa entre las
masas control y con 2,5 % de goma xantica sometidas al descanso refrigerado (figura
3.13.b.). La muestra con 2,5 % de goma xantica present6 una mayor porcion elastica
relativa que el control. Esto indica que el descanso refrigerado en masas con 2,5 % de
goma xantica promovio la elasticidad del sistema.
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Figura 3.14 Deformacion de masas LG sin aditivos y con goma xantica en funcion del tiempo después
del descanso refrigerado

El comportamiento reoldgico de las masas LG con goma xantica puede interpretarse
si se las considera como un material compuesto, donde las proteinas hidratadas y el
hidrocoloide con su estructura de tipo “gel débil” forman una matriz, en la cual se
encuentran contenidos los granulos de almidon; parcialmente hidratados. Durante el
descanso refrigerado se producen cambios en la estructuracion de los polimeros
presentes en la masa que permiten al sistema con goma xantica exhibir una mayor
resistencia a la deformacion y elasticidad en la etapa de recuperacion luego de haber
sido sometido a un periodo de descanso refrigerado. Esta mayor rigidez de la masa
hace posible un mejor manejo de la misma en relacion al control durante el hojaldrado
y laminado. Asi se obtiene una pieza de masa laminada que inicia el horneado con
mayor altura que el control. Consecuentemente los panificados horneados con goma
xantica se presentan como mas altos y con mayores valores del factor de forma y
volumen especifico que el control. La presencia de una estructura laminada en las
muestras con el aditivo denota una mayor capacidad de las capas de masa para
conservar su estructura durante el proceso y permanecer discretas de las capas de
grasa.

Efecto de la incorporacion de goma xantica sobre la fraccion proteica

Con el objetivo de evaluar el efecto de la incorporacion de goma xantica en las
interacciones proteinas de la masa se realizd una extraccion secuencial. Para este
procedimiento se utilizaron distintos agentes con accidon quimica especifica sobre las
fuerzas, de manera tal de estudiar los tipos de fuerzas existentes entre las proteinas
del sistema. En un primer paso, se trataron las muestras con buffer fosfato y se
solubilizaron proteinas en estado nativo obteniéndose la fraccion correspondiente
llamada F1y un precipitado. Seguidamente se trato al precipitado anterior con buffer
fosfato y una solucion de SDS. EI SDS es un detergente anidnico que interrumpe todas
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las interacciones no covalentes entre las proteinas y ayuda a solubilizar agregados
proteicos que se mantenian unidos por ese tipo de interacciones. De este paso, se
obtuvo la fraccion F2 y un precipitado, el cual puede asociarse con los agregados
proteicos que resultaron insolubles en buffer fosfato y SDS. Ademas, se determind el
contenido de proteinas en cada una de las fracciones y en el precipitado final obtenido
en la extraccion secuencial. Se profundizé en el analisis de los perfiles proteicos por
electroforesis y se determinaron las densidades relativas de las bandas de la muestra
del control y las masas con 2,5 % del aditivo.

La figura 3.15.a. muestra los perfiles electroforéticos de las proteinas extraidas de
masas sin aditivos y con 2,5 % de goma xantica en buffer fosfato. En el perfil
correspondiente a la muestra control se observan bandas pertenecientes a las
subunidades a’ (~80.000), a (~75.000) y B (~50.000) de la B-conglicina (7S) de la soja
(Yamauchi et al. 1991); y a los polipéptidos A (entre 31.000 y 45.000) y B (entre 21.000
y 25.000) de la glicina (21S) (Staswick et al. 1984). Por otro lado, en la harina de arroz
la fraccion mayoritaria de proteinas esta compuesta por las glutelinas, sequidas de las
globulinas y en menor proporcién se encuentran las albuminas y prolaminas. Sin
embargo, para solubilizar las gluteninas y globulinas es necesario utilizar soluciones
acidas o basicas y soluciones salinas de pH neutro, respectivamente. En el caso de las
prolaminas, debido a los enlaces disulfuro establecidos entre sus subunidades
proteicas es necesario utilizar un agente reductor para su solubilizacion en soluciones
alcohdlicas. Por lo que podemos suponer que, bajo las condiciones trabajadas (buffer
fosfato a pH=6,9) solo una fraccion de las albuminas, solubles en agua, se extraeriany
estarian presentes en la F1. En la figura 3.15.a se observa un conjunto de bandas no
resuelto de masa molecular entre 18.000 y 20.000, que podria asociarse con la fraccion
de albuminas de la harina de arroz. El resto de las proteinas que no pudieron ser
solubilizadas durante la extraccion permanecieron en el precipitado. En la figura 3.15.c
en el carril de la muestra control, mediante la identificacion de la masa molecular de
cada banda, se identificaron subunidades proteicas de masa molecular entre 15.000y
25.000, que pueden corresponder a las subunidades peptidicas a y & de las globulinas
presentes en gran proporcion en la harina de arroz.

Antes del descanso refrigerado la muestra control presentd un mayor contenido de
proteinas que se solubilizaron en buffer fosfato y SDS, sequido de las que se
extrajeron en buffer fosfato Unicamente y una menor cantidad de proteinas en el
precipitado (figura 3.16.a). Esto indica que en la muestra control hay una mayor
cantidad de subunidades proteicas que estan unidas por enlaces no covalentes y que
por lo tanto, pudieron ser solubilizadas con buffer fosfato y SDS. Dentro de este
grupo, se observo una mayor cantidad de subunidades proteicas con una masa
molecular entre 200.000 y 55.000 (figura 3.17.b).

La incorporacion de 2,5 % de goma xantica provocd un aumento del contenido de
proteinas que se encontraban en estado nativo, probablemente formando puentes
hidrégeno y/o enlaces idnicos con el agua de solvatacion, y que debido a un cambio en
las condiciones del medio, como el pH y la concentracién de iones, por el agregado
del buffer fosfato se solubilizaron. Sin embargo, con un 5 % del hidrocoloide se
observo una disminucion de la cantidad de proteinas de la F1, la cual no resultd
significativamente diferente al control (figura 3.16.a). La F1 correspondiente a la
muestra con 2,5 % de goma xantica present6 bandas de mayor intensidad de masa
molecular entre 200.000 y 55.000 en comparacion con el control (figura 3.15.a). A su
vez, por densitometria se observd un aumento de la densidad relativa de las
subunidades proteicas de alta masa molecular con el agregado de 2,5 % de goma
xantica en relacidn al control, mientras que hubo una disminucion de las subunidades
de masa molecular entre 55.000 y 28.000 Yy las subunidades de menor masa molecular
no se modificaron con la presencia del hidrocoloide (figura 3.17.a). Por lo tanto, con la



presencia de 2,5 % de goma xantica en la masa se observo un incremento en la
cantidad de proteinas que se encontraban en estado nativo y cuyas subunidades
proteicas estaban conformadas por péptidos de alta masa molecular.
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Figura 3.16 Contenido de proteinas de las fracciones de la extraccion secuencial de masas LG sin
aditivos y con goma xantica. a. Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado.
Fa1: fraccion del sobrenadante en buffer fosfato, F2: fraccion del sobrenadante en buffer fosfato+SDS.

En cuanto a las proteinas solubles en la F2, se observé que con el agregado de 2,5 %
de goma xantica un grupo de proteinas disminuyeron su solubilidad en buffer fosfato
y SDS y por lo tanto permanecieron insolubles en el precipitado (figura 3.16.a). Sin
embargo, frente a la presencia de una mayor concentracion de goma xantica la
cantidad de proteinas que se solubilizaron en la F2 fue significativamente mayor a la
de la masa con 2,5 % de goma xantica, mientras que no se diferencié del control. Esto
puede deberse a un doble efecto de la goma xantica. Por un lado, el hidrocoloide
compite por el agua con los demas componentes, como las proteinas y el almidon de
mandioca. Por lo tanto, el agua disponible para interaccionar con las proteinas es
menor y el nUmero de interacciones proteina-agua disminuye. Por otro lado, es
posible que la goma xantica adquiera una conformacion extendida impidiendo que un
cierto grupo de proteinas interactUen a través de enlaces fuertes y con el almiddn, por
lo tanto se reordenan formando agregados unidos por enlaces débiles.

En el carril de la muestra con 2,5 % de goma xantica se observé un aumento de la
densidad relativa de las subunidades proteicas de masa molecular entre 28.000 y
10.000 en comparacion con el control (figura 3.17.b). Las subunidades de polipéptidos
A y B interactyan entre si por puentes disulfuro y a su vez estan asociadas en dos
anillos hexagonales formando un cilindro hueco a través de interacciones
electrostaticas y puentes hidrégenos (Badley et al. 1975). Por lo tanto, es posible que
la goma xantica tenga un efecto en las interacciones no covalentes establecidas entre
los anillos hexagonales de las subunidades AB y provoque una mayor solubilidad de
estas subunidades proteicas. Al aumentar la cantidad de goma xantica en el sistema
es posible que se produzca un efecto de repulsidn entre las cadenas de proteinas, las
cuales al pH de la masa (pH=6) se encuentran cargadas negativamente, y el
hidrocoloide. Esto provocaria un cambio conformacional en las macromoléculas, las
cuales tienden a desplazarse hacia una forma molecular mas compacta y enrollada,
dejando disponible una mayor cantidad de sitios para establecer interacciones no
covalentes con el agua disponible. Hecho que se traduce en una mayor cantidad de
proteinas en la fraccion F2 de la muestra con 5 % de goma xantica, en relacion al
control.

El agregado de 2,5 % de goma xantica provocd un aumento del contenido de
proteinas que permanecieron insolubles en el precipitado debido a las fuertes
interacciones de caracter covalente entre sus subunidades, que impidieron la
solubilizacion en buffer fosfato y SDS. Particularmente se observé un aumento en la
densidad relativa de los subunidades proteicas de masa molecular entre 55.000 y
28.000y 28.000 Yy 10.000 (figura 3.17.¢); y el correspondiente aumento de intensidades
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de las bandas en el carril de la muestra con 2,5 % de goma xantica, en comparacion
con el control. Al incorporar un mayor porcentaje del hidrocoloide no se observaron
diferencias en el contenido de proteinas del precipitado en comparacion con la
muestra con 2,5 % de goma xantica.
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Figura 3.17 Densidad relativa (Dr) de las bandas proteicas de masas LG sin aditivos y con goma xantica.
a. F1 (sobrenadante en buffer fosfato). b. F2 (sobrenadante en buffer fosfato+SDS). c. Precipitado. C:
muestra control, DR: muestras sometidas al descanso refrigerado, Xan: goma xantica.

Estas observaciones indican que el efecto de la goma xantica en la fraccion proteica es
dependiente de la concentracion del hidrocoloide en el sistema.

La funcionalidad de un biopolimero presente en un alimento, como es el caso de un
hidrocoloide, depende de su estructura quimica y de la sensibilidad a las condiciones
de la solucion (pH, fuerza idnica, iones presentes). Ademas del efecto que ejercen las
interacciones establecidas con otros componentes presentes en la matriz del
alimento, como proteinas, polisacaridos, lipidos, sales y el azucar. Sin embargo,
debido a la complejidad de una masa, que se presenta como un sistema de multiples
componentes e interacciones, resulta apropiado abordar sistemas mas sencillos como
soluciones o emulsiones. Las interacciones establecidas entre los polimeros (proteina-
proteina, proteina-polisacarido o polisacarido-polisacarido) en solucion y con el
solvente, agua en este caso, gobiernan la solubilidad y co-solubilidad de los polimeros,
y la propiedades reoldgicas de la mezcla final. Una mezcla de dos polimeros diferentes
en solucion acuosa puede comportarse de tres maneras diferentes. Por un lado,



pueden ser co-solubles, incompatibles o acomplejarse y coacervar (Benichou et al.
2002). Cuando los dos polimeros poseen carga negativa se pueden formar complejos
solubles (Dickinson 1995). Cuando las interacciones proteina-proteina o polisacarido-
polisacarido son mayores a las interacciones polimero-solvente, se produce una
separacion segregativa de fases. Esto es posible a pH mayores que el punto
isoeléctrico (pl) de la proteina, en donde ambos, la proteina y el polisacarido
presentan cargas de igual signo (en el caso de polisacaridos con carga negativa) por lo
que se genera una repulsion por exclusion estérica. Los biopolimeros se repelen
mutuamente y se excluyen del volumen de solucion que ellos ocupan. Es decir, que los
sistemas prefieren existir como dos fases separadas cuando la concentracion del
hidrocoloide alcanza un determinado valor exhibiendo incompatibilidad
termodindmica. Esto genera un cambio de la conformaciéon macromolecular en un
equilibrio entre dos conformaciones, el cual esta desplazado hacia la forma molecular
mas compacta por ser la que ocupa menor volumen de solucion. La concentracion
minima a la que un sistema se divide en fases debe ser determinada para cada mezcla
de proteina y polisacarido. En el caso de sistemas basados en proteinas globulares, la
concentracion es superior al 4 % y mayor a los valores para sistemas de proteinas
fibrilares , las cuales poseen una conformacion enrollada y mayor volumen de
exclusion en comparacion con las proteinas globulares (Benichou et al. 2002).

Carp et al. (1999) estudiaron las interacciones entre las proteinas de soja y goma
xantica en emulsiones. Estos autores informaron que la goma xantica promovi6 la
formacion de agregados de alto peso molecular en soluciones de soja nativa y
desnaturalizada mediante tratamiento térmico. En sistemas con la menor
concentracion de soja nativa (o,5 %) también observaron la formacion de agregados
de bajo peso molecular y como la adicion del hidrocoloide redujo la proporcion de los
polipéptidos A y B. El efecto del hidrocoloide fue atribuido a las interacciones
repulsivas entre la goma xantica y las proteinas de soja. Este comportamiento era
esperable ya que a pH neutro la proteina de soja (pl= 4,5) se encontraba cargada
negativamente y la goma xantica se presentaba como un polisacarido de caracter
anionico, debido a sus cadenas laterales de caracter anionico constituidas por
unidades de a-D manosa, B-D acido glucurdnico y piruvato. Otros autores (Sanchez et
al. 1995) informaron que en soluciones a un pH de trabajo mayor al pl de las proteinas
de soja, la interaccidon entre las proteinas y la goma xantica dependia de la alta
distribucion desigual de residuos polares; lo cual genera una regidén en la
macromolécula capaz de establecer interacciones electrostaticas débiles como
también enlaces puente hidrogeno intermoleculares. Esto resulta en la formacion de
una red que permite a las proteinas y al hidrocoloide retener o absorber grandes
cantidades de agua lo cual incrementa la friccion interna entre los agregados
hinchados y por lo tanto produce un aumento de la viscosidad.

Después del descanso refrigerado la muestra control presentd un aumento
significativo del contenido de proteinas que se solubilizaron en la F1y una disminucién
significativa del contenido en la F2, mientras que en el precipitado no se observaron
cambios en relacion al control antes del tratamiento (figura 3.16.b). El efecto del
agregado de goma xantica en el contenido de proteinas de las fracciones y el
precipitado de masas sometidas al descanso refrigerado presentd, en general, la
misma tendencia que las muestras sin este tratamiento (figura 3.16.b). Si bien se
encontraron algunas diferencias, éstas no fueron significativas. La muestra con 2,5 %
de goma xantica presentd un mayor contenido de proteinas en la F1 después del
descanso refrigerado con respecto a la misma masa antes del tratamiento. En la
muestra con 5 % de goma xantica se observé una disminucion no significativa de la
cantidad de agregados proteicos unidos por enlaces no covalentes cuando la masa se
sometid al descanso refrigerado. Esto indica que la aplicacion de periodos de descanso
a bajas temperaturas tiene un efecto sobre la solubilidad de las proteinas de cada
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fraccion del sistema sin goma xantica. Mientras que la presencia de este hidrocoloide
en la masa, de alguna manera amortigud el efecto del descanso refrigerado en la
cantidad de proteinas que se solubilizaron en cada fraccion y permitido obtener
contenidos similares en las fracciones antes y después del tratamiento.

Sin embargo, al comparar las densidades relativas de las bandas correspondientes a
las proteinas de cada muestra antes y después del descanso refrigerado se observaron
diferencias, lo cual indica que el descanso refrigerado tiene un efecto en la proporcion
de subunidades proteicas de cada fraccion. Con respecto a la Fa (figura 3.17.a), la
muestra control luego de ser sometida al descanso refrigerado presentd una
disminucion en las densidades relativas de las bandas con masa moleculares entre
55.000 y 28.000 y entre 28.000 y 10.000. Mientras que la muestra con 2,5 % de goma
xantica no mostréo cambios en la cantidad de subunidades proteicas con el
tratamiento. En cuanto a las proteinas de la F2 (figura 3.17.b), en la masa control el
descanso refrigerado tuvo un marcado efecto sobre las subunidades proteicas de
masa molecular entre 55.000 y 28.000, las cuales incrementaron su contenido.
Mientras que en la muestra con 2,5 % de goma xantica no se observaron cambios
luego del tratamiento aplicado. En el caso de las proteinas que permanecieron en el
precipitado (figura 3.16.c), en la muestra control se observé un aumento de las
subunidades de masa molecular entre 55.000 y 29.000 y entre 28.000 y 10.000 luego
de ser sometida al descanso refrigerado. Mientras que, en la muestra con 2,5 % de
goma xantica se observé un aumento de las subunidades de mayor masa molecular
(200.000-55.000) luego del descanso refrigerado.

Movilidad del agua presente en el sistema

El agua presente en la masa cumple un rol complejo y dificil de caracterizar, ya que
afecta la naturaleza de las interacciones entre los ingredientes, determina el estado
conformacional de los biopolimeros y contribuye a la estructuracion de la masa por
medio de la modificacion de su comportamiento reoldgico (Eliasson 1993). En
muestras heterogéneas, como una masa, coexisten fases moviles, solidas y fases
intermedias, correspondientes a agua estructurada de diferente forma. La distribucion
de agua en sistemas modelos simples con pocos componentes ha sido reportada por
algunos autores. Donna y Baik (2007) estudiaron mezclas de almiddn/agua,
gluten/agua y almiddn/gluten/agua y las compararon con masas de harinas de trigo.
Sin embargo, estos autores concluyeron que la movilidad molecular exhibida por la
masa era mas representativa de las interacciones establecidas con el almidon que con
el gluten, a pesar de que ambas interacciones almidén-agua y gluten-agua ocurrian en
el sistema. En ciertos sistemas se ha logrado asignar las poblaciones de protones
observadas a los componentes presentes en la masa. Engelsen et al. (2001)
encontraron tres poblaciones en masa de harina de trigo mientras era sometida a un
proceso de calentamiento, asociadas con la proteina, el almiddn y los pentosanos y al
proceso de intercambio difuso entre el almidon y las fracciones proteicas.

Con el objetivo de asignar las poblaciones a los componentes presentes en el sistema
se elaboraron masas con el doble de materia grasa (25 %) y de harina de soja (40 %)
que la formulacion control y se analizaron por RMN. Sin embargo, no se observaron
cambios significativos en la cantidad de poblaciones, sus intensidades y tiempos T2 de
la muestra control en relacion a las masas con el doble de materia grasa y harina de
soja. Por lo que no fue posible asociar los picos observados en la masa control LG de
panificados laminados con los componentes presentes en la misma.



Para el estudio de las masas control y con goma xantica se utilizo la secuencia de
CPMG, la cual permitid obtener el decaimiento de la fraccion movil del sistema; ya que
los tiempos de relajacion asociados a la parte sdlida decayeron muy rapido y no
pudieron ser detectados correctamente. Para todas las muestras analizadas la sefal
de decaimiento obtenida estuvo compuesta por una distribucion de varias funciones,
lo cual pudo relacionarse con un sistema heterogéneo, en donde cada uno de sus
componentes pudo ser asociado a diferentes regiones de movilidad. La distribucion de
los tiempos T2 fue deconvolucionada con el objetivo de obtener los valores de tiempo
de relajacion e intensidad para cada poblacion (figura 3.18.a).
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Figura 3.18 Distribucion de los tiempos de relajacion en masas LG sin aditivos y con goma xantica. a.
Procedimiento para la obtencion de las poblaciones de agua y sus parametros descriptores. b. Antes del
descanso refrigerado c. Después del descanso refrigerado. T2: tiempo de relajacién T2, C: muestra control, DR:
muestras sometidas al descanso refrigerado, Xan: goma xantica.

La masa control sin descanso refrigerado mostrd cuatro poblaciones de agua que se
presentaron a diferentes tiempos de relajacion (figura 3.19.a). Estas pueden ser
agrupadas como poblaciones menos moviles (A1, A2 y A3) con valores de T2 menores
a 20 ms y con un T2 mayor a 20 ms como poblaciones con mayor movilidad (Axz)
(figura 3.18.a). En la muestra con 2,5 % de goma xantica los tiempos de relajacion T2
se distribuyeron en cinco poblaciones (figura 3.19.a), por lo que se observo la
presencia de una poblacion mas (A4) en relacion al control que puede relacionarse con
el agua asociada a la goma xantica incorporada en la formulacion. La poblacion A4
presentd un T2 mayor a 20 ms y por lo tanto pertenece al grupo de poblaciones mas
moviles que posee el sistema. La presencia de 2,5 % de goma xantica no provoco
cambios en las intensidades de las poblaciones menos méviles como A1y A2. Las
poblaciones A3 y As, de mayor movilidad, vieron disminuidas su intensidad relativa
cuando un 2,5 % del hidrocoloide estaba presente.

Cuando se agregd una mayor concentracion del aditivo se observaron cinco
poblaciones, al igual que en la muestra con 2,5 % de goma xantica y A4 presentd una
mayor intensidad (figura 3.19.a). Por otro lado, se observo que con un 5 % de
hidrocoloide las poblaciones A1, A2 y A3 disminuyeron su intensidad mientras que Ag
aumento su intensidad. Esto indica que en ambas muestras con goma xantica tiene
lugar una reorganizacion de las moléculas de agua entre los componentes de la masa,
y por lo tanto el/los componente/s asociado/s a las distintas poblaciones se ven
hidratados en diferente medida segun la dosis de hidrocoloide presente en el sistema.

Por otro lado, la incorporacion de 2,5 % de goma xantica provocod una leve
disminucion de los tiempos de relajacion en relacidn al control (figura 3.18.a). Cuando
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se adicionod un porcentaje mayor del hidrocoloide el efecto fue mas marcado. Esto
revela que la incorporacion de un 5 % del hidrocoloide disminuy6 la movilidad de las
poblaciones y promovié una mayor estructuracion del sistema. Los tiempos de
relajacion correlacionan con la difusion rotacional de una molécula y por lo tanto se
consideran como buenos indicadores de la movilidad molecular de los componentes.
Mayores valores de tiempos de relajacion indican mayor movilidad (Hills et al. 1990).
Contrariamente a estos resultados, Linlaud et al. (2011) obtuvieron en masa de harina
de trigo con 1,5 % de goma xantica un mayor valor de T2, y por lo tanto una mayor
movilidad, en relacion a una masa sin hidrocoloide. Las discrepancias encontradas
respecto de estos autores pueden deberse a las diferencias estructurales existentes
entre sistemas de harina de trigo y otros cereales.
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Figura 3.19 Intensidad relativa de las poblaciones de agua en masas LG sin aditivos y con goma xantica.
a. Antes del descanso refrigerado b. Después del descanso refrigerado. Ir: Intensidad relativa, A: poblacion,
C: muestra control, DR: muestras sometidas al descanso refrigerado, Xan: goma xantica.

Seguidamente las muestras fueron sometidas a un descanso refrigerado y se
evaluaron nuevamente utilizando resonancia magnética nuclear. La muestra control
presentd una distribucion de los tiempos de relajacion T2 en cuatro poblaciones
(figura 3.19.b), con las poblaciones A1, A2 y A3 como las menos moviles y A5 de mayor
movilidad. El efecto del agregado de goma xantica en la cantidad de poblaciones de
las masas sometidas al descanso refrigerado presento, en general, la misma tendencia
que las muestras sin este tratamiento (figura 3.19.b). Con el agregado de ambos
porcentajes de goma xantica se observo un aumento de la cantidad de poblaciones en
relacion al control, en donde A4 puede ser nuevamente asociada con el agua unida al
hidrocoloide. En relacién a la intensidad de las poblaciones de agua, el agregado de
2,5 % de goma xantica provocd una leve disminucion de la intensidad de A1y un
mayor detrimento en la poblacion A3 en relacién a control. Esto indica que, las
moléculas que en el control se presentaban unidas a los distintos componentes de la
masa, ante la presencia de la goma xantica se reorganizaron y solvataron la cadena
del polimero constituyendo una poblacion mas. Al agregar una cantidad mayor del
hidrocoloide la reorganizacion de las moléculas de agua continud pero en este caso
hubo un aumento de A3 y As y al igual que con 2,5 % del aditivo se observd una
disminucion de la poblacion A1, aunque en mayor medida. Por otro lado, la poblacion
A4 relacionada a la goma xantica disminuyd. Esto puede relacionarse con una
redistribucion del agua luego del descanso refrigerado y una concomitante mayor
interaccion entre ésta y los componentes de la harina.

En cuanto al efecto de la incorporacion de goma xantica en los tiempos de relajacion
de masas con descanso refrigerado, también se observé una disminucion de los T2, lo
cual indica que en masas con descanso refrigerado la goma xantica disminuye la
movilidad de las moléculas de agua estructurando el sistema (figura 3.18.b). Lisse y
Arnold (1998) estudiaron el fenémeno de relajacion en soluciones de polisacaridos y



atribuyeron las diferencias observadas en la velocidad de relajacion del agua ligada
(1/T2) a procesos de reorientacion con respecto al sitio de unidn y a la movilidad de la
cadena principal del polimero. Las soluciones de polimeros de cadena rigida, como la
goma xantica, exhibieron velocidades de relajacion mas altas (menores tiempos de
relajacion) que las soluciones de polimeros flexibles. Es decir que la movilidad de las
poblaciones de agua en la masa con goma xantica sometida a un periodo de descanso
refrigerado se vio afectada por el proceso de reorientacion de las moléculas de agua
con respecto a los sitios de union y por la movilidad de la cadena del polimero.
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Figura 3.20 Efecto del descanso refrigerado en la movilidad del agua de masas LG sin aditivos y con
goma xantica. a. Distribucion de los tiempos de relajacion b. Intensidad relativa de las poblaciones de
agua. Tz2: tiempo de relajacion T2, Ir: Intensidad relativa, A: poblacion, C: muestra control, DR: muestras sometidas
al descanso refrigerado, Xan: goma xantica.

En relacion al efecto del descanso refrigerado sobre la movilidad del agua, en la masa
control y con 2,5 % de goma xantica no se observaron cambios en los tiempos de
relajacion T2; la muestra con una mayor cantidad de hidrocoloide presentd una leve
disminucion de los valores de T2 (figura 3.20.a). Esto indica que el descanso
refrigerado no tuvo un efecto en la movilidad del agua de las masas cuando se las
comparo con la misma muestra antes del tratamiento.

El descanso refrigerado no provocd cambios en la cantidad de poblaciones de las
muestras, mientras que si se observaron leves modificaciones en las intensidades de
las poblaciones (figura 3.20.b). En la muestra control se encontrd un leve aumento de
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la intensidad de las poblaciones A1y A3, mientras que A2 y A4 disminuyeron. En el
caso de la masa con 2,5 % de goma xantica las poblaciones menos moviles, A1, A2y
A3 disminuyeron levemente su intensidad con el tratamiento, mientras que Asg
aumento al igual que Ag4; aunque esta Ultima en mayor medida. Esto revela que
posiblemente durante el descanso refrigerado tiene lugar una reorganizacion de las
moléculas de agua entre los distintos componentes, por lo que al finalizar el descanso
refrigerado la cantidad de agua unida a la goma xantica resultd mayor.

En la masa con una mayor concentracion de goma xantica, luego del descanso
refrigerado se observé una disminucion de las intensidades de A1y A4 y un aumento
de A3, en relacion a las intensidades de las poblaciones antes del tratamiento. Estos
resultados indican que en el caso de las muestras con goma xantica el descanso
refrigerado en el proceso de producciéon de los panificados podria ser de menor
duracion, ya que el sistema logra en cierta medida estructurarse con la simple
incorporacion del aditivo. Cabe aclarar, que si bien al incorporar la menor dosis de
goma xantica en masa sin descanso refrigerado no se observaron grandes cambios a
nivel de la movilidad molecular de las poblaciones de agua, a nivel supramolecular el
sistema presentd un comportamiento reoldgico significativamente diferente del
control; caracterizado por una mayor rigidez y viscosidad. Lopes da Silva et al. (2007)
estudiaron masas de dos variedades de trigo que diferian en la dureza del grano y la
capacidad de absorcion de agua. Estos autores informaron que la mayor rigidez
observada a un nivel supramolecular, demostrada por un mayor moddulo de
almacenamiento de la masa de harina de trigo mas duro en relacién a la elaborada con
harina de trigo mas blando, no reflejaba directamente la movilidad molecular general
de la matriz proteina/agua estudiada a través de RMN. Este hecho fue relacionado a
que probablemente los parametros obtenidos en el ensayo reoldgico reflejan
movimientos lentos (en el orden de los 0,001-100 s) y en general asociados a las
cadenas principales, mientras que los T2 poseen una fuerte contribucion de los
movimientos rapidos (en el orden de los ms); que pueden relacionarse en su mayoria
con las cadenas laterales de los polimeros presentes en la matriz y/o con segmentos
mas cortos de los mismos.

La goma xantica compite por el agua presente en la masa e interactva con los
componentes. Esto provocod en el sistema una mayor rigidez y resistencia a la
deformacion y un aumento de su respuesta elastica luego del descanso refrigerado, la
cual le permitid recuperarse en mayor medida durante la relajacion. En un analisis a un
nivel mas profundo se observd que las interacciones entre las moléculas del
hidrocoloide y el agua afectaron a las relaciones con el resto de los componentes. El
aditivo provocé una redistribucion del agua entre los componentes y una disminucion
de su movilidad. Por otro lado, la goma xantica generé cambios en las interacciones
entre las proteinas y por lo tanto disminuyd la solubilidad de agregados proteicos que
estuvieron formados por subunidades de mayor masa molecular. Esto permitio
obtener piezas de masa laminadas con mejores propiedades elasticas que el control,
de manera tal que fueron mas altas luego del proceso de hojaldrado.
Concomitantemente el efecto del hidrocoloide sobre la estructuracion del sistema se
expreso en panificados de mayor volumen y altura y de estructura laminada mas
resistente a la deformacion.

Efecto del aumento de temperatura en la estructura de la masa

Comportamiento reoldgico durante el calentamiento

Con el objetivo de evaluar el efecto de la incorporacion de goma xantica en el
comportamiento reoldgico de la masa durante el calentamiento se llevaron a cabo



barridos de temperatura en porciones de muestra sin laminar luego del descanso
refrigerado. En el barrido de temperatura se evalUan las propiedades reoldgicas
dindmicas de un sistema sometido a un barrido de frecuencia con calentamiento,
mientras que el esfuerzo y la deformacion aplicados permanecen constantes.

Durante el intervalo de temperatura el modulo elastico (G') de las tres muestras
analizadas fue mayor al viscoso (G"), lo cual permite asociar a las masas en estudio
con sistemas que presentan propiedades viscoelasticas (figura 3.21). Los modulos
elastico y viscoso de las muestras presentaron curvas de perfiles similares, los cuales
se caracterizaron por una disminucion entre los 25 y 5o °C, asociada con la
desnaturalizacion de las proteinas presentes en el sistema y la fusion de la materia
grasa. Sequidamente los médulos permanecieron constantes hasta aproximadamente
los 75 °C. Después se observd un crecimiento en la curva con el aumento de la
temperatura hasta los 9o °C asociado a la gelatinizacion del almiddén, que luego
decrecio.

Las masas con ambas dosis de goma xantica presentaron una respuesta elastica
mayor al control entre los 25 y 8o °C. Esto sugiere que la incorporacion de goma
xantica en ambas dosis promovié la formacion de un sistema que al ser calentado
hasta 8o °C presentd una estructura mas compleja y entrelazada con mayor cantidad
de puntos de contacto en relacion a la muestra control. Moreira et al. (2011)
informaron el mismo comportamiento en masas de harina de castafna con un 2,0 % de
goma xantica. Crockett et al. (2011) observaron que la goma xantica al ser calentada
adquiere una conformacion desenrollada y por lo tanto el nUmero de enlaces idnicos
con las proteinas aumenta, lo cual se expresa fisicamente en un incremento del
madulo elastico del sistema. En este intervalo del barrido, el G’ disminuyo para las tres
muestras. Sin embargo, la disminucion del modulo elastico en las muestras con goma
xantica se caracterizo por una mayor pendiente y una region en donde G’ permanecio
practicamente constante, la cual también fue mayor al control.

= (CDR-G" == Xan 2,5 %DR-G" Xan 5 %DR-G"

------ CDR-G’ sesee+- Xan 2,5 %DR-G' Xan 5 %DR-G'
200

20

G" (KPa), G' (KPa)

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Temperatura (°C)

Figura 3.21 Barrido de temperatura de masas LG sin aditivos y con goma xantica. G": médulo viscoso, G*:
modulo elastico, C: muestra control, Xan: goma xantica.

Entre los 88 y 92 °C las curvas de G’ para las tres muestras presentaron un pico, cuyo
valor maximo se vio desplazado a mayores valores de temperatura con ambas dosis
de goma xantica; aunque este cambio no fue significativamente diferente (tabla 3.10).
Los valores maximos de la derivada de G’ se pueden asociar con el inicio del aumento
del modulo elastico. Las masas con goma xantica presentaron valores maximos para
la derivada del G’ a mayores temperaturas en relacién al control (tabla 3.10). Lo cual
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indica que el inicio del incremento del mddulo elastico ocurrié a mayores
temperaturas en las muestras con goma xantica.

Moreira et al. (2011) y Mariotti et al. (2009) estudiaron el comportamiento reoldgico
de masas de harina de castafa y almidon de maiz y harina de amaranto,
respectivamente, a través de barridos de temperatura y relacionaron los parametros
reoldgicos con el comportamiento del almidon presente en el sistema durante el
calentamiento. Moreira et al. (2011) asociaron la temperatura del valor maximo de la
derivada de G’ con la temperatura de inicio de gelatinizacion del almidén y observaron
que con el agregado de goma xantica habia un aumento de este valor en relacion a la
masa sin aditivo. Esto fue relacionado con la capacidad del hidrocoloide presente en el
sistema de retrasar el inicio de la gelatinizacion de la fraccion almidonosa. Rojas et al.
(1999) han informado variaciones en la temperatura de inicio de gelatinizacion del
almiddn con la presencia de hidrocoloides en suspensiones de harina de trigo. A través
de un ensayo de calorimetria diferencial de barrido observaron que la suspension de
goma xantica y harina presentaba un mayor valor de temperatura de inicio de
gelatinizacion (Tonset) en relacion a la suspension sin hidrocoloide. Sin embargo, la
presencia de la goma xantica no provocd cambios en la temperatura de pico con
respecto a la muestra sin aditivo. Este efecto de la goma xantica puede asociarse con
su gran capacidad para absorber agua y por lo tanto reducir la actividad de agua del
sistema de manera que la cantidad de agua disponible para que los granulos de
almidén se hinchen y gelatinicen disminuye y por lo tanto la temperatura de
gelatinizacién es mayor. Los mddulos de las muestras con goma xantica volvieron a
ser mayores al control una vez que la temperatura continuo aumentando.

Las masas con ambas dosis de goma xantica presentaron una respuesta viscosa mayor
a la del control entre los 25y 80 °C. La viscosidad en la masa control que es sometida
al calentamiento esta dada principalmente por la gelatinizacion del almidén. Mientras
que la presencia de goma xantica ejerce un efecto soluto y afecta la viscosidad del
sistema, ya que la capacidad del almiddn para gelatinizar y otorgar viscosidad se ve
influenciada por la menor cantidad de agua disponible. Sin embargo, la naturaleza
anionica de la cadena de goma xantica le permite interactuar con el almidon y el agua
a través de enlaces puente hidrogeno. Los grupos hidroxilo presentes en la cadena
principal interactuan con el agua, el almidén y otras cadenas de goma xantica,
formando un gel rigido a altas concentraciones. A su vez los grupos laterales forman
una estructura de doble hélice tipo tubo que incrementa la rigidez del gel. Esta
estructura le permite a la goma xantica hidratarse rapidamente en agua fria formando
un gel pseudoplastico aun a bajas concentraciones (Whitcomb y Macosko 1978). La
red débil formada durante el cizallamiento no es un gel verdadero sino una simple
interaccion entre las macromoléculas de goma xantica y por lo tanto es reversible
(Urlacher y Nobel 1997). Por lo tanto, la viscosidad de las masas con goma xantica esta
dado por dos procesos que tienen lugar durante el calentamiento, la gelatinizacion del
almidon y la formacion de un gel.

El perfil de las tres muestras a lo largo del barrido de temperatura fue similar. Sin
embargo, en las masas con el hidrocoloide se observé que el G” disminuyd con una
mayor pendiente en relacidn al control, al igual que la zona de la curva en la que el
modulo viscoso permanecio constante. Entre los 8oy 100 °C se observé un maximo en
la curva, en donde el G” del control fue mayor al de las muestras con goma xantica.

Las masas con ambas dosis de goma xantica presentaron menores valores de tan 6
entre los 25y 8o °C en relacion al control, mientras que por encima de los 8o °C hubo
una inversion de las curvas (figura 3.22). Esto revela que la incorporacion de goma
xantica otorgo al sistema un mayor caracter de sélido viscoelastico entre los 25 y 8o
°C, mientras que a temperaturas mayores a 8o °C el efecto fue contrario y el
hidrocoloide concedio al sistema un caracter mas bien de liquido viscoelastico.
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Figura 3.22 Efecto de la temperatura en la tan & de masas LG sin aditivos y con goma xantica. C:
muestra control, Xan: goma xantica.

Entre los 25 y 40 °C se observd un aumento de la tan & en las tres muestras,
relacionado a un predominio de la componente viscosa, debido a la fusion de la
materia grasa. Si bien las masas con goma xantica presentaron esta tendencia, el peso
de la componente viscosa fue menor en relacién al control, aunque este efecto solo
fue significativo en el caso de la masa con 2,5 % de goma xantica (tabla 3.10). Es decir
que el control present6 un mayor caracter de liquido viscoelastico que las masas con el
hidrocoloide. Seguidamente la tan & disminuy6 hasta los 6o °C, relacionado a un
predominio de la componente elastica en el sistema. Entre los 60 y 80 °C las muestras
presentaron un incremento de la tan §, asociado a un mayor peso de la componente
viscosa. Las muestras con ambas dosis del hidrocoloide obtuvieron valores
significativamente menores al control a 8o °C. A los 87 °C tuvo lugar una inversion de
las curvas, la muestra control presento menores valores de tan & en comparacion con
las masas con goma xantica. Entre los 87 y 100 °C el perfil de la tan & de las tres
muestras disminuyo evidenciando un predominio del G'.

Tabla 3.10 Parametros del barrido de temperatura de masas LG con y sin goma xantica después del
descanso refrigerado

Parametros Control DR Xan 2,5 ¥DR  Xan 5 %DR
G’ Max (KPa) 18,43 17,4 17,2
T(C) 88,6° 91,9 92,0°
d1, G’ | Max (KPa) 15,5° 9,2 8,9°
T(C) 82,6° 86,7° 86,3°
25 °C 0,24 0,23? 0,24
40 °C 0,31° 0,272 0,28%
tan & 60°C 0,272 0,25 0,262
80 °C 0,30° 0,26 0,25°
100 °C 0,152 0,17° 0,17°
25 °C 19,72 26,6° 28,2°
. 40 °C 9,22 16,2° 17,0°
(KFr’la.s) 60°C 5,0° 11,60 12,4°
80 °C 11,9 15,6 17,1
100 °C 13,72 21,2° 21,2°

G': mddulo elastico, Max: valor maximo de G’, T: temperatura, d1 G’: primera derivada de G’, n*: viscosidad
compleja, DR: descanso refrigerado, Xan: goma xantica.Letras diferentes en cada fila indican diferencias
significativas (p<o,05).
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La viscosidad compleja (n*) es un parametro que ofrece una medida de la magnitud
de la resistencia total de la muestra al corte dinamico. La figura 3.23 muestra las
curvas de viscosidad compleja para las tres muestras durante el barrido de
temperatura. Entre los 25 y 8o °C las masas con goma xantica presentaron mayor
viscosidad compleja en relacién al control (tabla 3.10), es decir que la presencia de
goma xantica en las masas promueve una mayor resistencia de las mismas a fluir
durante el calentamiento hasta 8o °C. Entre los 80 y 90 °C hay una inversion de las
curvas y se observa como el control presenta la mayor viscosidad, seguido de Xan 5 %
y por ultimo Xan 2,5 %. Esto se relaciona con el efecto de la goma xantica sobre la
capacidad de gelatinizacion del almiddn del sistema. La menor disponibilidad de agua
en las masas con el aditivo provocoé que el almiddn gelatinice en menor proporcion y
por lo tanto el sistema se presente como menos viscoso. Finalmente, entre los go y
100 °C se produjo una disminucidn de la viscosidad en las muestras. Sin embargo, se
observd que las masas con goma xantica finalizaron el barrido con una mayor n* que
el control. Lo cual puede asociarse a una prevalencia del proceso de formacion de una
estructura tipo gel por sobre la disminucidn de la gelatinizacion del almidon.
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Figura 3.23 Efecto de la temperatura en la viscosidad compleja de masas LG sin aditivos y con goma
xantica. n*: viscosidad compleja, C: muestra control, Xan: goma xantica.

Algunos autores han evaluado la existencia de interacciones entre la goma xantica y
diferentes proteinas. Hua et al. (2003) observaron la formacion de geles de proteina de
soja y goma xantica. Estos autores informaron que la fraccion proteica se comportaba
como la fase soporte, aun a concentraciones de goma xantica mayores a 1 %. Durante
el calentamiento, la estructura de la goma xantica adquiere una conformacion
desenrollada y por ende un aumento en las interacciones con las proteinas. Crockett
et al. (2011) relacionaron este hecho con una mejora en las propiedades elasticas de
masas de panes LG. En este caso, ademas de un aumento de G’ en las muestras con el
aditivo, se observd una mayor viscosidad de las muestras con goma xantica.

Distribucidn del agua durante el calentamiento

El ensayo termogravimetrico mide la velocidad del cambio del peso de una muestra
debido a la transferencia de calor (Fessas y Schiraldi 2001). La curva de la primera
derivada de la pérdida de peso de la muestra se deconvoluciona para diferenciar entre
los tipos de poblaciones de agua presentes en la masa, los cuales se presentan como
distribuciones gaussianas (Lodiy Vodovotz 2008).

No se encontraron diferencias significativas entre la humedad total de la masa control
antes del descanso refrigerado y la masa con 2,5 % de goma xantica (tabla 3.9), a
pesar de que la cantidad de agua en la formulacidon de cada muestra fue diferente. La



misma tendencia se observo entre las masas control y con el aditivo después del
descanso refrigerado. La curva de la derivada de la pérdida de peso de la muestra
control presentd un pico a los 110 °C (figura 3.24.a), el cual fue deconvolucionado en
cuatro curvas gaussianas con picos a diferentes temperaturas (tabla 3.11) que
permitieron identificar cuatro poblaciones de agua. Por debajo de los 100 °C se
encontraron dos poblaciones, A1y A3, relacionadas al agua débilmente entrampada
ya que requirieron menor temperatura para ser removidas. Por encima de los 100 °C
se observaron otras dos poblaciones, A4 y As, correspondientes con poblaciones de
agua mas fuertemente entrampadas.

Fessas y Schiraldi (2001) informaron que el agua en una masa de harina de trigo
estaria en al menos dos estados, libre para difundir a través de un medio cuya
viscosidad aumentaba con el incremento de la temperatura debido al secado y a las
transformaciones del almiddn y la red de gluten. Y por otro lado, fuertemente unida a
la red de gluten y capaz de ser liberada Unicamente a altas temperaturas. Crockett et
al. (2011) observaron en masas LG de harina de arroz y almidén de mandioca, una
poblacion de agua a 49 °C la cual asociaron con el agua difundida a través del gel de
almiddn. La otra poblacion aparecio a los 68 °C y fue relacionada con las proteinas no
gluteinicas bajo reticulacion. Las proteinas de soja poseen una alta afinidad por el
agua, en la harina de soja, al menos el 60 % de las proteinas se encuentran
interaccionando con el agua a pH 7 (Lamsal et al. 2007). Por lo tanto podemos asumir
que la mayor cantidad de poblaciones encontradas, en comparacidn con el sistema
caracterizado por Crockett et al (2011), se debe a la fraccion de agua unida a las
proteinas de soja. Las cuales ademas compiten por el agua con el almidon, de manera
tal que los picos correspondientes a las fracciones almidonosas aparecen a mayores
temperaturas que las informados por estos autores. Por lo tanto, las poblaciones A1y
A3 en la masa control pueden ser asociadas con el agua de las fracciones almidonosas
de la masa, mientras que A4 y As con las fracciones proteicas.

Tabla 3.11 Parametros del analisis termogravimétrico de masas LG con y sin goma xantica antes y
después del descanso refrigerado

Muestra Humedad Thico (°C)
total (%) A1 A2 A3 A4 A5
Control (56:5)7  (77<1)° (97+4)%  (112£1)7  (126£2)°
Xan 2,5 % (60£1)*  (71x1)  (85:1)  (98+1)®  (112£2)° (12812)
Controlpg (79:5)%  (74+5)° (94+2)° (109+2)° (1193)° (124+3)
Xan 2,5 % (85:2)°  (78+2)* (99+3) (111%2)* (118+2)* (127+1)

T: temperatura, A: poblacion de agua, Xan: goma xantica, DR: descanso refrigerado. Letras diferentes en cada
columna indican diferencias significativas entre las muestras con y sin DR (p=<o,05).

En la masa con 2,5 % de goma xantica sin descanso refrigerado se observaron cinco
poblaciones de agua (figura 3.24.a). A1, A2 y A3 se asocian con agua débilmente
entrampada, en donde A1y A3 corresponden en temperatura con las poblaciones A1
y A3 presentes en la masa control y asociadas a las fracciones almidonosas. La
poblacion A2 no tiene un pico correspondiente en la muestra sin aditivo por lo que
puede ser atribuida al agua unida a la goma xantica. Crockett et al. (2011) observaron
una poblacion de agua a 87 °C asociada a la goma xantica adicionada en un 2 % en la
formulacion LG. Las poblaciones A4 y Ag observadas en esta muestra a temperaturas
superiores a los 100 °C corresponden a agua fuertemente entrampada en la fraccion
proteica.
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La presencia de la goma xantica produce una redistribucion de las poblaciones de
manera tal que, hubo una mayor cantidad de agua (~ 41 %) que se evaporo por debajo
de los 100 °C en relacion al control (~ 35 %). Como se observo anteriormente mediante
RMN, la movilidad de las poblaciones de agua del sistema disminuy6 con la presencia
de goma xantica; mientras que en el control el agua unida al almidén en estado nativo
presentd mayor movilidad. Esto generd un efecto positivo en las propiedades
reoldgicas de la masa y permitié un comportamiento diferenciado del control durante
el armado de la pieza. De manera tal que la masa con goma xantica comenzo el
horneado con una mayor estructuracion de sus poblaciones de agua.

Sin embargo, durante el horneado la menor disponibilidad de agua debido a la
presencia del hidrocoloide retrasé la gelatinizacion del almidén, ademas de que
ocurrié en menor proporcion, en relacion al control. La goma xantica promovio la
existencia de una mayor cantidad de agua débilmente entrampada que se evaporo
mas facilmente frente a la accion del calor. Es decir, que el agua unida al aditivo
presentd mayor facilidad para ser evaporada que la que se encontré interaccionando
con el almiddn gelatinizado. Este efecto se expresé en modulos eldsticos y valores de
viscosidad compleja de las masas con ambas dosis del aditivo menores al control
durante la gelatinizacion en el barrido de temperatura.
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Figura 3.24 Termogramas de la derivada de la pérdida de peso de masas LG sin aditivos y con goma
xantica. a. Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. Derv: primera derivada de la
pérdida de peso, PP: pérdida de peso, A: poblacion de agua, Xan: goma xantica, DR: descanso refrigerado.

Las masas se sometieron a un descanso refrigerado y fueron evaluadas bajo las
mismas condiciones a través de un analisis termogravimetrico. La masa control
presentd cinco poblaciones, es decir una poblacion mas en relacion a la misma
muestra antes del tratamiento. Las poblaciones A1y A2 permanecieron por debajo de
los 100 °Cy por lo tanto pueden asociarse con agua débilmente entrampada, mientras
que A3, A4 y A se encontraron a temperaturas mayores a 100 °C; correspondiente a
agua fuertemente entrampada. Por otro lado, las poblaciones A4 y As vieron
reducidas sus contribuciones, mientras que A1 experimentd un aumento en relacion al
control sin el tratamiento (figura 3.25). Esto revela que durante el descanso
refrigerado tuvo lugar una reorganizacién de las poblaciones de agua de la masa
control. Como resultado una mayor cantidad de agua (~53 %) se presentd menos



entrampada y se evapord por debajo de los 100 °C, en relacion al control antes del
tratamiento.

En la masa refrigerada con 2,5 % de goma xantica se observaron cinco poblaciones, al
igual que en control refrigerado. De la misma forma que en la masa sin descanso
refrigerado, el hidrocoloide provocd una reorganizacion en las poblaciones de agua
modificando las contribuciones de cada fraccion en relacién al control. En la figura
3.24.b se observa un marcado aumento en la contribucion de la poblacion A2 en la
masa con el aditivo en relacion al control, de manera tal que la presencia de goma
xantica en el sistema contribuy6 a que una mayor fraccion de agua se encontrara
menos entrampada.
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Figura 3.25 Areas relativas de las poblaciones de agua de masas LG sin aditivos y con goma xantica. a.
Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. A: poblacién de agua, Xan: goma
xantica, DR: descanso refrigerado. Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre las
poblaciones de cada muestra (p<o,05).

Evaluacion de la estructura interna durante el calentamiento

Con el objetivo de evaluar el efecto de la incorporacion de goma xantica en la
evolucion de la estructura interna de una pieza de masa laminada se elaboraron piezas
con 2,5 % del aditivo y se tomaron fotografias del centro de la pieza y a 5 mm de la
superficie, a distintos tiempos durante el horneado. Se registré el perfil de
temperatura (figura 3.26) durante el horneado en piezas de masa LG sin aditivo y con
hidrocoloide en las dos posiciones designadas. Sin embargo, no se observaron
diferencias en el perfil para las distintas muestras. Al inicio del horneado la
temperatura en el centro de la pieza y cerca de la superficie es aproximadamente la
misma, alrededor de 20 °C. Sequidamente, entre los minutos 2 y 8, se observd una
zona en donde el perfil de temperatura cambid bruscamente. En la zona mas cercana
a la superficie, ocurre primero una disminucion de la temperatura y luego un aumento,
el cual alcanza una meseta alrededor de los 60 °C. Por otro lado, en el centro de la
pieza tiene lugar un aumento de la temperatura, el cual alcanza un maximo en forma
de meseta alrededor de los 9o °C. Pérez-Nieto et al. (2010) informaron un perfil de
temperatura similar para masa de pan de harina de trigo.

Al inicio del horneado (o min) se observan en las piezas de masa control, fragmentos
de materia grasa dispuestos en forma de agregados, aunque durante el proceso de
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elaboracion fueron colocados como ldminas (figura 3.27. a). En contraste con esto, la
pieza de masa con goma xantica inicié el horneado con una estructura en donde se
distinguieron claramente las capas de masa y materia grasa (figura 3.27.b). Durante el
primer minuto de horneado la dimension fractal del control disminuyd lo cual se
relaciond, mientras que en la masa con goma xantica aumento, relacionandose con la
presencia de elementos estructurales de conformacion mas tortuosa, como capas y
alveolos alargados (figura 3.28). Esto puede deberse al efecto del aumento de la
temperatura, la materia grasa contenida en las capas de masa y la dispuesta como
laminas comienza a fundirse y se potencia en cada uno de los sistemas las
caracteristicas estructurales con las que iniciaron el horneado.

Superficie Centro R Superficie Centro

B i o

Figura 3.27 Fotografias de secciones transversales de piezas de masas laminadas LG a distintos tiempos
de horneado. a. Masa control. b. Masa con 2,5 % de goma xantica.

Seguidamente entre los 20 y 8o °C ambas muestras experimentaron un aumento de la
dimension fractal, aunque la masa con goma xantica presenté valores mayores al
control. Esto puede estar asociado a la gelatinizacion del almiddn y el consecuente
aumento de viscosidad lo que lleva a la transformacion de la masa de una matriz de
almidon y proteinas a un sistema panificado con alveolos o laminas. Ademas tiene
lugar la fusion de la grasa y por lo tanto se generan espacios vacios que denotan una
mayor complejidad en la estructura ya sea por la formacion de alveolos y/o capas,
respectivamente. En la muestra control a los dos minutos, en la zona del centro de la
pieza se registra una temperatura de alrededor de 35 °C y consecuentemente se
observa como algunos de los espacios anteriormente ocupados por la materia grasa,
se presentan vacios; mientras que en la zona cercana a la superficie se registré una



menor temperatura (15 °C) y se observaron porciones de materia grasa que todavia no
habian experimentado grandes modificaciones por el aumento de la temperatura. A
los seis minutos de horneado, en el centro de la pieza se registré una temperatura de
aproximadamente 75 °C y se observé como debido a la fundicion de la materia grasa
se presentan espacios vacios correspondientes a los alveolos. En la zona cercana a la
superficie, a pesar de registrarse una menor temperatura, también se observaron
alveolos sin la presencia de materia grasa. En la muestra con goma xantica, al igual
que en el control, debido al inicio de la fusion de la materia grasa se observan algunos
espacios vacios, pero que en este caso delimitan capas en lugar de alveolos. A los seis
minutos de horneado en el centro la materia grasa se fundié por completo. Mientras
que en la zona cercana a la superficie, a diferencia del control, aun se observa grasa en
fundicion. Entre los 8o y 9o °C la estructura del control presentd un incremento mas
marcado en la complejizacién de su estructura, mientras que el sistema con goma
xantica experimentd una suavizacion de la textura de su estructura interna.
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Figura 3.28 Dimension fractal de piezas de masas laminadas LG durante el horneado. Xan: goma xantica,
C: control.

En los ultimos cuatro minutos de horneado con una diferencia de solo 5 °C entre el
minuto 8 y el 12, el control continud experimentando cambios asociados a una
disminucion de la dimension fractal, mientras que en la muestra con goma xantica los
valores del parametro textural permanecieron practicamente constantes. Esto
provoco que finalmente el control presentara una estructura horneada interna de
textura mas suave caracterizada en gran medida por la presencia de alveolos (figura
3.27.3). Por otro lado, el panificado con goma xantica llego al final del horneado con
una estructura de aspecto rugoso debido a la presencia de laminas (figura 3.27.b).

Esto permitio identificar tres zonas durante el horneado. Una primera zona entre los 0
y 20 °C, en donde tienen inicio los primeros cambios debido al aumento de
temperatura. Aunque sin embargo, la temperatura en el interior del horno no ha
alcanzado su valor maximo debido a su disminucion durante el ingreso de las piezas.
Entre los 20 y 90 °C se identificdé una zona en donde tienen lugar los cambios
significativos que afectan la conformacion estructural del producto final. Y una tercera
zona entre los 9o y 100 °C en donde si bien continUan teniendo lugar algunos cambios,
como se observd en el control, en relacion a la zona anterior los cambios son menos
drasticos, como ocurrié con ambas muestras. Sin embargo, esta etapa no deja de ser
importante, ya que por ejemplo en una pieza como la del control los cambios que
transcurrieron fueron tales que al finalizar el horneado su estructura fue diferente a la
del producto con goma xantica.

La incorporacion de goma xantica permitio la formacion de una masa rigida y viscosa
que después del descanso refrigerado se presentd mas eldstica. Durante los procesos
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de hojaldrado y laminado que siguieron al reposo refrigerado, la masa se extendid y a
la vez se ejercio presion sobre la misma. Sin embargo, la mayor viscosidad de la
muestra con goma xantica impidid el colapso de las capas de masa vy
consecuentemente de las laminas de grasa. Por otro lado, la mayor capacidad elastica
de la masa con el hidrocoloide le permitio a la pieza recuperar en mayor medida su
conformacion durante los periodos de descanso. La goma xantica disminuyo la
movilidad de las poblaciones de agua y estructurd el sistema. De esta forma al inicio
del horneado, la pieza con el hidrocoloide presento una estructura laminada, mientras
que en el control levemente se distinguieron las capas de materia grasa o masa.

Durante el calentamiento la pieza de masa con goma xantica conservo la integridad
de su estructura laminada, debido probablemente a la gran viscosidad otorgada por la
estructura tipo gel del hidrocoloide en las capas de masa; la cual impidid que al
fundirse la materia grasa se unificaran los estratos. Por otro lado, la goma xantica
retrasd la gelatinizacion del almidon y provoco una redistribucion del agua entre los
componentes del sistema, de manera tal que posibilitd que una mayor cantidad de
agua se evaporara mas facilmente. Esto permitio la obtencion de un producto de
estructura laminada, con una gran resistencia a la deformacion y de mayor altura y
volumen que el control.

3.2.3 Incorporacion de hidroxipropilmetil celulosa

Efecto de la hidroxipropilmetil celulosa en la calidad tecnologica de los panificados

Con el objetivo de estudiar el efecto de la incorporacion de hidroxipropilmetil celulosa
(HPMC) en la calidad tecnoldgica de panificados laminados salados LG, se elaboraron
los productos (figura 3.29) y se evaluaron los parametros de calidad anteriormente
descriptos. La muestra sin aditivos se presentd como un producto escasamente
estratificado, con una vista lateral caracterizada por la presencia de pocas laminas y
gruesas. Por otro lado, la vista lateral de las muestras con ambas dosis de HPMC
evidencio la formacion de estructuras laminadas, con un mayor numero de capas en la
muestra con 5 % de HPMC. La vista superior reveld que la incorporacion de HPMC no
provoco cambios en la forma inicialmente otorgada, ya que tanto en el control como
en las muestras con ambas dosis del aditivo no se observan deformaciones como
resultado de un crecimiento excesivo en direccion lateral.

Control HPMC 2,5 % HPMC 5 %

Figura 3.29 Panificados laminados de harinas LG sin aditivos (control) y con HPMC

No se observaron diferencias significativas en los valores de altura iniciales de las
piezas (figura 3.30). Sin embargo, la tendencia mostré que la maxima concentracion
de HPMC utilizada permitio obtener una pieza de masa con mejores propiedades



elasticas que el control y por lo tanto fue mas alta al final del proceso de laminado. No
se encontraron diferencias significativas en la relacion de altura con el agregado de
HPMC. Sin embargo, segun la tendencia observada la muestra con 2,5 % de HPMC fue
la que mas crecid, sequida del control y el producto con 5 % de HPMC. Al finalizar el
horneado los productos con el hidrocoloide fueron mas altos que el control. Esto
indica, que si bien las diferencias encontradas en los valores de altura inicial y
crecimiento durante el proceso de produccion no fueron significativas, estas
ejercieron cierto efecto y permitieron obtener un producto de dimensiones diferentes
al control.

No se observaron diferencias significativas en los valores de relacion de ancho entre
las muestras con el hidrocoloide y el control (tabla 3.12). Es decir que la presencia de
HPMC en la formulacion no provoco cambios en la expansion lateral de los productos.
La muestra con 5 % de HPMC presento el mayor valor del factor de forma, sequida del
control y la muestra con la menor dosis del aditivo (tabla 3.12). Esto indica que,
cuando se agregé HPMC en una mayor dosis se logré obtener un producto horneado
de mayor altura, y menor ancho y largo que el control.

® |nicial

mFinal

Altura (cm)

1,48 1,522 1,452

HPMC 5 %

Control HPMC 2,5 %

Figura 3.30 Altura y relacion de altura de panificados laminados LG sin aditivos y con HPMC. En el
recuadro[ | Relacion de altura. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas en cada
muestra (p<0,05).

El producto con 5 % de HPMC presentd el mayor volumen especifico, seguido de la
muestra con 2,5 % del hidrocoloide y el control (tabla 3.13). En cuanto a las
caracteristicas de color de la corteza (tabla 3.13), no se observaron diferencias
significativas para los parametros L*, a* y b* entre las tres muestras. Por lo que el
agregado de HPMC no provocé cambios en la luminosidad de las cortezas, como
tampoco en la intensidad del color rojo y amarillo. Al comparar los parametros de
color de estas muestras con los obtenidos para los productos elaborados con harina de
trigo, se observaron menores valores de L* y mayores valores de a*. Esto revela el
efecto de la harina de soja en la coloracion de la corteza. La presencia de este
ingrediente en la formulacion oscurece la corteza e imparte una coloracién verde.
Ademas de un efecto provocado por un horneado a mayor temperatura y menor
tiempo en el caso de los productos LG en relacion a los de harina de trigo.

Los productos con HPMC presentaron valores de firmeza significativamente mayores
al control (tabla 3.13). Esto indica que la estructura interna laminada se vio fortalecida
con la incorporacion del hidrocoloide en ambas dosis y por lo tanto ante la presion
ejercida se manifesté como una estructura mas firme.

Del mismo modo, las muestras con ambas dosis de HPMC presentaron mayores
valores de masticabilidad que el control (tabla 3.13). Sensorialmente la masticabilidad
es definida como la fuerza requerida para desintegrar un alimento sélido hasta que
esté listo para ser deglutido (Civille y Szczesniak 1973). Se determina como el
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Tabla 3.12 Relacion de ancho (Ra)
y factor de forma (FF) de
panificados laminados LG. Letras
diferentes en la misma columna
indican  diferencias  significativas
(p=0,05).

Muestra Ra FF

Control 1,01 0,44
HPMC 2,5% 0,98 0,42%
HPMC5% 0,98 0,60°
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producto entre la firmeza, la cohesividad y la elasticidad. Un aumento en la firmeza y
masticabilidad no es deseable en la miga de productos como el pan. Por lo que en este
tipo de panificados, en donde la obtencion de una estructura laminada esta
relacionada con una masa mas viscosa que una vez horneada presenta un mayor valor
de la firmeza, es necesario encontrar un balance optimo entre las caracteristicas
reoldgicas de la masay las texturales del producto final.

Tabla 3.13 Parametros de calidad tecnoldgica de panificados laminados LG

Muestra (zlnlf;) L* a* b* Firmeza (N) Masticabilidad
Control (64:4)®  (56x1)2  (12#1)®  (31,4:0,1)° (62+4)° (63£3)°
HPMC 2,5%  (69:2) (57+3)* (12,2+0,5)*  (3221) (93:8)° (909)°
HPMC 5%  (79+1)° (57#3)°  (1121)®  (30,7:0,4)*> (101,7:0,5) (99+2)°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

El efecto de la incorporacion de HPMC en panificados laminados salados LG sobre la
conformacion de la estructura interna de los productos se evalué mediante un analisis
textural de imagenes. A partir de este ensayo se obtuvieron parametros (tabla 3.14)
que permiten caracterizar la estructura interna en términos de textura. El control
presentd una estructura interna de tipo alveolada sin ldminas en su interior (figura
3.31). Con el agregado de 2,5 % de HPMC se observo la presencia de finas laminas a lo
largo de toda la estructura interna del producto. Cuando se aumentd la cantidad de
HPMC en la formulacidn, el producto continud presentando una estructura interna
laminada, aunque en este caso las capas tuvieron un mayor espesor.

No se observaron diferencias significativas en los valores de homogeneidad de las
muestras con el agregado de HPMC. Esto indica que tanto los alveolos como las capas
se presentaron distribuidos uniformemente en las muestras analizadas. Las imagenes
de la estructura interna del control presentaron un mayor valor para el contraste que
las muestras con HPMC. El menor valor de contraste de las muestras con HPMC se
asocia con una mayor cantidad de espacios de conformacion alargada que provocan
una menor variacion de la escala de grises entre los pixeles de la region de analisis. No
se encontraron diferencias significativas entre los valores de entropia de las muestras.
Es decir que si bien los productos con HPMC presentan una conformacion interna
diferente el control, esto no genera diferencias en la aleatoriedad de la distribucion de
la intensidad de la imagen. La muestra HPMC 5 % presentd el mayor valor de
dimension fractal, sequida de HPMC 2,5 % y el control. Por lo tanto, la mayor
tortuosidad de la estructura interna de los panificados con HPMC puede asociarse con
la presencia de ldminas y espacios vacios de conformacidn alargada, mientras que el
control se caracterizd por una superficie suave y una estructura mas simple;
relacionada a la formacidn de alveolos en la miga (figura 3.32).

La incorporacion de HPMC permitié obtener una pieza de masa laminada que generd
un producto horneado de estructura interna rugosa y compleja debido a la presencia
de capas en lugar de alveolos. Las piezas de masa laminadas que contenian HPMC
finalizaron el proceso de laminado y hojaldrado con alturas levemente mayores al
control y si bien la masa con la menor dosis del aditivo fue la que mas crecié durante el
proceso de produccion, los productos con ambas concentraciones de HPMC
resultaron mas altos que el control al finalizar el horneado. Es necesario encontrar un
equilibrio entre las propiedades reoldgicas que permiten obtener masas que resisten
el laminado en mejor medida y las propiedades texturales, como la firmeza y
masticabilidad, del producto final. Con un 2,5 % de HPMC se logré obtener una pieza
de masa laminada de mayor altura inicial, la cual crecié durante el horneado. El



producto obtenido fue de mayor altura, con una estructura interna laminada y de
buenas caracteristicas texturales y de menor firmeza y masticabilidad que la muestra
HPMC 5 %. Es decir, que la utilizacion de una menor dosis de HPMC permitié obtener
un producto laminado LG de buenas caracteristicas tecnoldgicas.

Tabla 3.14 Parametros del analisis textural de imagenes de cortes transversales de los
panificados laminados LG

Muestra Homogeneidad Contraste Entropia DF

Control 0,24° 90,42° 7,067 1,447
HPMC 2,5 % 0,27° 56,952 6,99°  1,58°
HPMC 5 % 0,22° 52,12 7,01°  1,64°

DF: dimension fractal. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<o,05).

Evaluacion de las interacciones en el sistema masa

Comportamiento reoldgico

La respuesta, en términos de deformacion, de las masas evaluadas durante el ensayo
de deformacion-relajacion se observa en la figura 3.33. Las tres muestras analizadas
presentaron curvas correspondientes a un comportamiento viscoelastico tipico.
Sivaramakrishnan et al. (2004) obtuvieron curvas con perfiles similares en masas de
harina de arroz de grano largo y corto que contenian HPMC. Cuando las muestras se
sometieron a un esfuerzo se caracterizaron en primer lugar por una deformacion
instantanea y seguidamente por una deformacion exponencial, la cual derivé en una
respuesta lineal relacionada al flujo viscoso del sistema. Al retirar el esfuerzo aplicado,
las masas presentaron una respuesta elastica instantanea y luego retardada, la cual
concluyd en una deformacion no recuperable del sistema.
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Figura 3.33 Deformacion de masas LG sin aditivos y con HPMC en funcion del tiempo antes del
descanso refrigerado.

Durante la etapa de deformacion, la incorporacion de HPMC provocd una disminucion
de la pendiente de la curva, en donde la menor dosis del hidrocoloide provoco un
efecto mas marcado. Esto se asocia con un efecto del HPMC sobre la fluidez del
sistema, la cual se vio disminuida y por lo tanto promovio la formacion de un sistema
con un mayor comportamiento de solido viscoelastico, en relacion al control. Las
muestras con ambas dosis de HPMC presentaron valores de capacitancia instantanea
y viscoeldstica menores que el control (tabla 3.15). Esto se asocié con una menor

123

Figura 3.32 Graficos de
superficie de la estructura
interna de panificados
laminados LG con y sin HPMC


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877403001699

124

capacidad de deformacion de las masas con hidrocoloide y por lo tanto una
rigidizacion del sistema. La masa con 5 % de HPMC presenté un menor valor del
tiempo de relajacion de la componente Kelvin en comparacion con la muestra HPMC
2,5 % y el control. Por lo que la masa con la mayor concentracion de HPMC requirid
menos tiempo para alcanzar su maxima deformacién, mientras que en las masas con
una menor concentracion o ausencia del aditivo es necesario mas tiempo para lograr
la maxima deformacion del sistema. Con ambas dosis de HPMC se observd un
aumento de la viscosidad de las masas y una disminucion de la capacitancia maxima,
aunque solo con la menor concentracion estos cambios resultaron significativos en
relacion al control. Esto indica que en general la incorporacion de HPMC permite
obtener masas mas viscosas y con mayor resistencia a la deformacion. Sin embargo, la
accion del hidrocoloide resulta dependiente de su concentracion y a dosis altas del
aditivo se observa una pérdida del efecto. Del mismo modo, Sivaramakrishnan et al.
(2004) observaron una disminucion de la viscosidad con el agregado de una mayor
concentracion de HPMC (4,5 %) en relacion a menores cantidades del hidrocoloide
(1,5y1%).

Tabla 3.15 Parametros del ensayo de relajacion-deformacion de masas LG con y sin HPMC antes y
después del descanso refrigerado.

Etapa de deformacion

Muestra (1/P:;x10'6 (1 /Pa‘;1x 10° A(sr;t (Pa s?)ox 10 1/ P‘;n;a; 10°
Control 9,8° 10,6° 19,4° 1,12 4,9°
Antes DR HPMC 2,5% 7,0° 8,2% 20,2° 1,6 3,52
HPMC 5% 6,5 8,6° 18,4° 1,22 4,4
Control 6,1 6,62 20,82 2,5° 2,5°
Después DR HPMC 2,5% 7,0° 8,3b 20,0° 1,72 3,3°
HPMC 5% 4,7° 7,0% 20,5 2,1% 2,6®
Etapa de relajacion
Jo Ji A rec Jeo
(1/Pa)x10® (1/Pa)x 10®  (s) (1/Pa) x 10
Control 13,4 15,4° 183,8° 2,8¢
Antes DR HPMC 2,5% 9,12 9,72 162,52 1,92
HPMC 5% 9,5 12,2° 155,8° 2,2
Control 7,8° 7,4 192,9° 1,5
Después DR HPMC 2,5% 9,32 9,6° 172,2° 1,92
HPMC 5% 6,8 8,42° 1744 1,5°

DR: descanso refrigerado, J,: capacitancia instantanea, J,: capacitancia viscoeldstica, A «t: tiempo de retraso de la
componente Kelvin, n,: viscosidad newtoniana, Jmax: capacitancia maxima de deformacion, A .: tiempo de
recuperacion de la componente Kelvin, Je,: capacitancia del estado de equilibrio.Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas (p<o,05).

Una vez retirado el esfuerzo, durante la etapa de relajacion se observé que las masas
con HPMC presentaron menores valores de capacitancia instantanea, viscoelastica y
capacitancia del estado de equilibrio, en relacion al control (tabla 3.15). Una mayor
elasticidad implica una menor capacidad del sistema para deformarse, asociada a
menores valores de capacitancia, y por lo tanto recuperar su conformacion original.
Los mayores valores para el tiempo de recuperacion de las masas con ambas dosis de
HPMC en relacion al control, indican que las muestras con el hidrocoloide necesitaron
menos tiempo que el control para alcanzar el estado de equilibrio. El grado de
recuperacion de un sistema viscoelastico con uniones fisicas y quimicas parciales que
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sufren una deformacion, depende de la porcidn elastica del material. Si bien las masas
con HPMC presentaron menores valores de capacitancia en relacion al control,
asociados a una menor capacidad para deformarse, no se encontraron diferencias
significativas en la porcion relativa elastica de la capacitancia maxima (figura 3.33).
Esto indica que una vez retirado el esfuerzo aplicado, el peso de la componente
elastica del control fue tal que le permitid recuperarse en la misma proporcion (Je/Jmax)
que las masas con ambas dosis de HPMC.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la etapa de descanso refrigerado a la que es
sometida la masa durante la elaboracion del panificado laminado LG, se realizaron
ensayos de deformacion-relajacion sobre masas con HPMC luego del descanso
refrigerado (figura 3.35). Durante la etapa de deformacion, en las masas con HPMC
después del descanso refrigerado se observd un aumento de la pendiente de la
seccion recta de la curva en relacion al control, lo cual puede asociarse con un
aumento de la fluidez del sistema y un comportamiento de liquido viscoelastico. No se
observaron diferencias significativas en los valores de capacitancia instantanea entre
la masay las muestras con HPMC, aunque si hubo una diferencia significativa entre las
dos concentraciones (tabla 3.15). La muestra HPMC 2,5 % presentd mayores valores
de capacitancia viscoelastica y capacitancia maxima en relacién al control. Esto indica
que la presencia de 2,5 % de HPMC genero en el sistema una mayor capacidad de
deformacidn. Por otro lado, la masa con 2,5 % del aditivo resultd menos viscosa que el
control. Con el agregado de una mayor cantidad de HPMC, se obtuvieron valores
levemente mayores de capacitancia viscoelastica y capacitancia maxima en relacion al
control, aunque esta tendencia no fue significativa. La presencia de una mayor dosis
del hidrocoloide otorga cierta rigidez al sistema, aunque la viscosidad disminuye
levemente y de manera no significativa, en relacion al control. No se observaron
diferencias en los tiempos de relajacion de la componente Kelvin de las masas
sometidas al descanso refrigerado.

A pesar del efecto diferente que impartieron las distintas concentraciones de HPMC,
ambas masas se pudieron laminar y hojaldrar en mejor forma que el control y se
obtuvieron productos de buenas caracteristicas tecnoldgicas.
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Figura 3.35 Deformacion de masas LG sin aditivos y con HPMC en funcion del tiempo después del
descanso refrigerado

Una vez retirado el esfuerzo, la muestra HPMC 2,5 % presento valores de capacitancia
instantanea y viscoelastica menores al control, es decir que el sistema resulté menos
resistente a la deformacioén y con menor capacidad eldstica para recuperarse. De
modo que HPMC 2,5 % present6 un valor levemente mayor de capacitancia en el
equilibrio, aunque no significativo, en relacion al control. La masa con 2,5 % de HPMC
obtuvo un menor valor de tiempo de recuperacion que el control, lo cual revela que la
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presencia de 2,5 % de HPMC le permite al sistema llegar al equilibrio en menos
tiempo. Cuando se agregd una mayor concentracion de HPMC se observé un aumento
no significativo de la capacitancia instantanea y viscoeldstica en comparacion con el
control. La incorporacion de un 5% de HPMC no provoco cambios en la viscosidad de
la masa, aunque si se observaron menores tiempos de recuperacion que el control. No
se observaron diferencias significativas en las porciones eldsticas y viscosas de la
capacitancia maxima con el agregado de HPMC. Esto indica que el mayor efecto del
HPMC sobre el comportamiento reoldgico de la masa tiene lugar durante la etapa de
deformacion.

Efecto de la incorporacion de HPMC en la fraccion proteica

Con el objetivo de estudiar el efecto de la incorporacion de HPMC en la fraccion
proteica se realizé una extraccidon secuencial de masa con ambas dosis del aditivo y
luego se determind el contenido de cada una de las fracciones y el precipitado
obtenidos. Se profundizé en el analisis de los perfiles proteicos por electroforesis y se
determinaron las densidades relativas de las bandas de la muestra del control y las
masas con 2,5 % del aditivo.

En la figura 3.36.a se observa el perfil electroforético de las proteinas extraidas de
masas sin aditivos y con HPMC en buffer fosfato. En el perfil de la muestra control,
mediante la determinacion del peso molecular de cada banda, se identificaron bandas
pertenecientes a las subunidades o’ (~80.000), a (~75.000) y B (~50.000) de la B-
conglicina (7S) de la soja (Yamauchi et al. 1991); y a los polipeptidos A (entre 31.000 y
45.000 de masa molecular) y B (entre 21.000 y 25.000 de masa molecular) de la glicina
(11S) (Staswick et al. 1984). También se observd un conjunto de bandas no resuelto
entre 18.000 y 20.000 que puede asociarse con la fraccion de albuminas de la harina
de arroz. El resto de las proteinas que no pudieron ser solubilizadas durante la
extraccion permanecieron en el precipitado. De manera tal que en la figura 3.36.c en el
carril de la muestra control se identificaron bandas de masa molecular cercana a
15.000 Y 25.000 que pueden corresponder a las subunidades peptidicas a y & de las
globulinas presentes en gran proporcién en la harina de arroz.

La muestra con un 2,5 % de HPMC antes del descanso refrigerado presentd un
aumento del contenido de proteinas de la fraccion F1, en relacidn al control (figura
3.37.@). Sin embargo, con una mayor cantidad de HPMC en la masa el contenido de
proteinas de la F1 disminuyd significativamente hasta por debajo del control. En la F1
la muestra con 2,5 % de HPMC presentd bandas de menor intensidad entre los 55.000
y 20.000 (figura 3.36.3). A su vez, por densitometria se observo una disminucion de la
densidad relativa de las subunidades de masa molecular entre 55.000 y 29.000;
mientras que hubo un aumento de las subunidades proteicas de masa molecular entre
28.000 y 10.000 (figura 3.38.a). La solubilidad de las subunidades de mayor masa
molecular no se modificé con le presencia de HPMC. Esto revela que la incorporacion
de 2,5 % de HPMC promovio la formacion de agregados de baja masa molecular que
se solubilizaron en buffer fosfato.

En cuanto a las proteinas solubles en buffer fosfato y SDS, se observo que con el
agregado de 2,5 % de HPMC un grupo de proteinas disminuyeron su solubilidad y por
lo tanto permanecieron insolubles en el precipitado (figura 3.37.a). Frente a la
presencia de una mayor dosis del hidrocoloide se observé un aumento significativo de
la cantidad de proteinas que se solubilizaron en la F2 en relacion a la muestra HPMC
2,5 %. Sin embargo, este aumento fue menor, aunque no de manera significativa, a la
cantidad de proteinas de la F2 del control. Barcenas et al. (2009) observaron la misma
tendencia en el contenido de proteinas de masas de harina de trigo con dosis
crecientes de HPMC. El efecto observado cuando se incorporé una mayor cantidad de



HPMC puede explicarse, al igual que en el caso de la goma xantica, teniendo en cuenta
la competencia por el agua entre el hidrocoloide y los demas componentes de la
masa. Los grupos hidroxilo presentes en la estructura del hidrocoloide interactuan con
las moléculas de agua a través de enlaces puente hidrogeno (Rosell et al. 2001). Esto
posiblemente provoca que la cantidad de agua disponible para interaccionar con las
proteinas sea menor y por lo tanto la proporcion de interacciones proteina-agua
disminuye. Por otro lado, la presencia de moléculas de HPMC hidratadas en la matriz
de la masa puede estar impidiendo la interaccion entre un grupo de proteinas y por lo
tanto se reordenan formando agregados de menor masa molecular. En la muestra
HPMC 2,5 % se observd un aumento de la densidad relativa de las subunidades de
masa molecular entre 28.000 y 10.000 en relacion al control (figura 3.38.b).
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Figura 3.37 Contenido de proteinas de las fracciones de la extraccion secuencial de masas LG sin
aditivos y con HPMC. a. Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. Fi:
fraccion del sobrenadante en buffer fosfato, F2: fraccion del sobrenadante en buffer fosfato+SDS.

Con el aumento de la concentracion de HPMC presente en la formulacion se observo
un leve aumento significativo en la cantidad de proteinas que permanecieron
insolubles en el precipitado, en relacion al control (figura 3.37.a). Con la presencia de
un 2,5 % del hidrocoloide se observd, por densitometria, un aumento de todas las
subunidades proteicas del precipitado (figura 3.38.c).

Después del descanso refrigerado la muestra control presentd un aumento
significativo de la cantidad de proteinas que se solubilizaron en buffer sin SDS y un
aumento en la F2, mientras que no hubo un cambio en la cantidad de proteinas que
permanecieron insolubles en el precipitado. El efecto del agregado de HPMC en las
proteinas de la fraccion F1 de masas sometidas al descanso refrigerado presento la
misma tendencia que en las masas sin tratamiento. Con la incorporacion de una
menor dosis del hidrocoloide se observd un aumento de las proteinas que se
solubilizaron en buffer fosfato. Sin embargo, este efecto se invirtié con el aumento de
la cantidad de aditivo en la formulacion. En cuanto a las proteinas que se solubilizaron
en buffer fosfato y SDS el agregado de ambas concentraciones no provocé cambios
significativos en relacion al control. Del mismo modo que en las masas sin descanso
refrigerado, las muestras con ambas dosis de HPMC que se sometieron al tratamiento
presentaron un leve y significativo aumento de las proteinas que permanecieron
insolubles en el precipitado, en relacion al control.

Las masas con ambas dosis de HPMC sometidas al descanso refrigerado no
presentaron contenidos de proteinas significativamente diferentes a las muestras sin
el tratamiento para ninguna de las fracciones y el precipitado. Esto revela que, al igual
que en los sistemas con goma xantica, el HPMC amortigua en cierta medida el efecto
del descanso refrigerado en la cantidad de proteinas de cada fraccion y permite
obtener contenidos similares antes y después del mismo.
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Al comparar las densidades relativas de las bandas correspondientes a las proteinas de
cada muestra antes y después del descanso refrigerado se observa como en la Fa del
control hay una disminucion de todas las subunidades proteicas luego del
tratamiento. Mientras que en la muestra con un 2,5 % de HPMC no hubo cambios con
el descanso refrigerado. En la F2 del control se observd una disminucion de los
subunidades de masa molecular entre 200.000 y 55.000 y un aumento de los de masa
molecular entre 55.000 y 10.000. En la muestra HPMC 2,5 % no se observaron
modificaciones en la densidad relativa de las subunidades luego del tratamiento. En
cuanto a las proteinas que permanecieron en el precipitado, en el control se observo
un aumento de las subunidades de masa molecular entre 55.000 y 28.000 y entre
28.000 y 10.000. Mientras que en la masa con 2,5 % del hidrocoloide la densidad
relativa de todas las subunidades proteicas disminuyd luego del descanso refrigerado.
Esto revela que el descanso refrigerado tuvo un efecto en la proporcion de
subunidades proteicas de cada fraccion.
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Figura 3.38 Densidad relativa (Dr) de las bandas proteicas de masas LG sin aditivos y con HPMC. a. F1
(sobrenadante en buffer fosfato). b. F2 (sobrenadante en buffer fosfato+SDS). c. Precipitado. C: muestra
control, DR: muestras sometidas al descanso refrigerado.

Movilidad del agua presente en el sistema

La sefal de decaimiento obtenida para las masas con HPMC presento una distribucion
compuesta de varias funciones (figura 3.39). Esto revela la presencia de un sistema
heterogéneo con componentes que pueden ser asociados a diferentes regiones de
movilidad. La deconvolucidon de la distribucion de los tiempos de relajacion T2
permitio obtener la cantidad de poblaciones de agua con sus respectivos tiempos de
relajacion e intensidad (figura 3.40).



En las masas con ambas concentraciones de HPMC los tiempos de relajacion T2 se
distribuyeron en cinco poblaciones (figura 3.40.a). La poblacion A4 no se correspondio
con alguna de las poblaciones presentes en la muestra control, por lo que se la puede
asociar con el agua unida a la HPMC incorporada. En la muestra HPMC 2,5 % la
poblacion A4 presentd un T2 menor a 20 ms por lo que puede considerarse como una
poblacion de baja movilidad. Cuando se agrego un 5 % de HPMC el T2 fue mayor a 20
ms y se observo un leve aumento en la intensidad de la poblacion. Esto puede estar
asociado a un efecto de concentracion del aditivo, al haber una mayor cantidad de
HPMC hay mas moléculas de agua unidas a su estructura y entonces el aumento de la
movilidad se debe a un aumento en la cantidad de moléculas que presentan movilidad
ante un estimulo.

Cuando se incorporaron ambas dosis de HPMC se observd una disminucion de la
intensidad de dos de las poblaciones con menor movilidad A1 y A3. Mientras que A2
también de poca movilidad, vio aumentada su intensidad relativa conforme crecieron
las cantidades de hidrocoloide y agua adicionadas. La poblacion mas movil que
presentaron las muestras, As, experimentd un aumento de su intensidad relativa
conforme crecid la dosis de hidrocoloide. Esto revela que la presencia de HPMC en la
masa provocd una reorganizacion de las moléculas de agua entre los componentes de
la masa, y por lo tanto algunos componentes se vieron mas o menos hidratados o
solvatados luego de la adicion del hidrocoloide. Por otro lado, la incorporacion de
ambas dosis de HPMC provocé una disminucion de los tiempos de relajacion T2 en
relacion al control (figura 3.39.a). Es decir que la presencia del hidrocoloide promovid
una disminucion en la movilidad de las poblaciones y estructuracion del sistema.
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Figura 3.40 Intensidad relativa de las poblaciones de agua en masas LG sin aditivos y con HPMC. a.
Antes del descanso refrigerado b. Después del descanso refrigerado. Ir: Intensidad relativa, A: poblacién,
C: muestra control, DR: muestras sometidas al descanso refrigerado.

A3 A3

Las muestras sometidas a descanso refrigerado presentaron una distribucion de los
tiempos T2 en cinco poblaciones en el caso de HPMC 2,5 % y de cuatro poblaciones
para HPMC 5 % (figura 3.40.b). Al igual que las masas sin el tratamiento, la poblacion
A4 presente en las muestras con hidrocoloide no se correspondié con alguna de las
poblaciones presentes en el control, por lo que se la puede asociar con el agua unida a
la HPMC. La desaparicion de la poblacion mas movil, Ag, en la muestra con 5 % de
HPMC se condice con un gran aumento en la intensidad de A2 y una disminucién de
A3, ambas de menor movilidad. Esto puede relacionarse con que una mayor cantidad
de HPMC interfiere en las interacciones entre el agua y el componente de la masa
asociado a As; y por otro lado, posibilita otras interacciones entre el agua y otros
componentes.

También se observo una disminucidn de los tiempos T2, por lo que las poblaciones de
agua en masas refrigeradas con hidrocoloide se presentaron mas estructuradas en
relacion al control. Por otro lado, el comportamiento reolégico de la estructura

129

—C —HPMC 2,5% HPMC 5%

o
S

Amplitud {u, arb.)

0,1 1 10 100 1000
T2 (ms)

——CDR ——HPMC 2,5%DR HPMC5%DR

o

Amplitud (u. arb.)

e -

01 1 10
T2 (ms)

Figura 3.39 Distribucion de los
tiempos de relajacion en masas LG
sin aditivos y con HPMC. a. Antes del
descanso refrigerado b. Después del
descanso refrigerado. T2: tiempo de
relajacion T2, C: muestra control, DR:
muestras  sometidas al  descanso
refrigerado.




130

después del descanso refrigerado presentd una mayor fluidez. De igual manera,
Correa at al. (2014, 2010) observaron cierta incoherencia en el comportamiento de
masa de harina de trigo con HPMC. La presencia del hidrocoloide provocé un aumento
en la movilidad del sistema; mientras que, mediante técnicas microscopicas y
reoldgicas, se observo una red de estructura mas abierta y filamentosa con un
comportamiento viscoso.
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Figura 3.41 Efecto del descanso refrigerado en la movilidad del agua de masas LG sin aditivos y con
HPMC. a. Distribucion de los tiempos de relajacion b. Intensidad relativa de las poblaciones de agua. T2: tiempo
de relajacion T2, Ir: Intensidad relativa, A: poblacion, C: muestra control, DR: muestras sometidas al descanso
refrigerado.

En relacion al efecto del descanso refrigerado sobre la movilidad del agua, no se
observaron cambios en los tiempos de relajacion T2 de las masas con ambas dosis de
HPMC (figura 3.41.a). Esto indica que el descanso refrigerado no tuvo un efecto en la
movilidad del agua de las masas cuando se las compard con la misma muestra antes
del tratamiento. Al igual que en las masas con 2,5 % de goma xantica, lo observado a
nivel de movilidad molecular no reflejo el efecto del descanso refrigerado a nivel
supramolecular. Debido a que el descanso refrigerado en las muestras con HPMC no
provoco cambios en la movilidad molecular y por lo tanto en la estructuracion de las
poblaciones de agua del sistema. Sin embargo, a nivel supramolecular las masas luego
del descanso refrigerado se presentaron mas fluidas y con un mayor caracter de
liquido viscoelastico.

El descanso refrigerado no provocd cambios en la cantidad e intensidad de las
poblaciones de las muestras con 2,5 % de HPMC (figura 3.41.b). En la muestra con 5 %
de HPMC se observaron una poblacion menos luego que la masa fue sometida al
descanso refrigerado y cambios en las intensidades de las poblaciones. Esto revela
que el descanso refrigerado también produce una reorganizacion de las moléculas de
agua entre los distintos componentes en el sistema con una mayor concentracion de
HPMC.

Efecto del aumento de temperatura en la estructura de la masa

Comportamiento reoldgico durante el calentamiento



Las masas presentaron un médulo elastico mayor al viscoso durante todo el barrido de
temperatura, lo cual permite asociar a las muestras con sistemas de propiedades
viscoelasticas (figura 3.42). Los moédulos G’ de las muestras con HPMC fueron mayores
al control durante el barrido de temperatura. Sin embargo, a temperaturas superiores
a 80 °C no hubo diferencias en el comportamiento del G’ del control y la muestra con
la menor dosis del hidrocoloide. Mientras que la masa con 5 % por encima de los 60 °C
presentd un modulo elastico menor al control. Esto revela que la incorporacion de
HPMC en ambas dosis promovio la formacion de un sistema que al ser calentado
presentod una estructura mas compleja y entrelazada con mayor cantidad de puntos de
contacto en comparacion con el control. Sin embargo, las estructuras presentaron
estas caracteristicas hasta ciertas temperaturas por encima de las cuales su estructura
experimentd cambios dependientes de la dosis de HPMC. Crockett et al. (2011)
informaron un incremento en el G’ en masas de harina de arroz y almidén de
mandioca cuando incorporaron HPMCen 3, 4 y 5 %.
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Figura 3.42 Barrido de temperatura de masas LG sin aditivos y con HPMC. G": médulo viscoso, G': médulo
elastico, C: muestra control.

En el intervalo de temperatura 25-50 °C el modulo G’ de las tres muestras disminuyo.
Seguidamente con el incremento de la temperatura se observo una region en donde
G’ permanecio relativamente constante. A partir de los 8o °C el modulo de elastico de
las tres muestras aumentd y alcanzé un maximo. Al igual que en las muestras con
goma xantica, la presencia del HPMC en el sistema provocd un aumento de la
temperatura del maximo de la primera derivada de G’ en relacion al control (tabla
3.16), lo cual se asocia con retraso de la gelatinizacion. Por otro lado, en la masa con 5
% de HPMC se observd un menor valor del G’ en relacion a las otras muestras (tabla
3.16). La mayor cantidad de agua ligada al HPMC debido a un incremento en su dosis
provocd una menor gelatinizacion del almidon.

En cuanto al efecto de la presencia de HPMC sobre la respuesta viscosa de la masa, la
incorporacion de un 2,5 % del hidrocoloide no provocd modificaciones significativas
en el modulo G” en relacion al control durante el barrido de temperatura (figura 3.42).
Mientras que cuando se agregd un 5 % de HPMC se observé un aumento significativo
del G"” hasta aproximadamente los 70 °C. Esto puede estar relacionado a que durante
el calentamiento la HPMC forma un gel termo reversible que se fortalece
estructuralmente por encima de los 50 °C. Seguidamente el médulo G” disminuyd por
debajo del control, aunque al final del barrido no resulté significativamente diferente
del control.
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Al ponderar el peso de la componente viscosa sobre la elastica a través del calculo de
la tan & durante el barrido de temperatura se observd que, el agregado de 2,5 % de
HPMC no provocod cambios significativos en la tan & de la masa durante el
calentamiento, en relacion al control (figura 3.43). Mientras que con una mayor dosis
del aditivo se observaron algunas diferencias.

A bajas temperaturas, las moléculas de HPMC estan hidratadas y existe poca
interaccion entre las cadenas de polimeros. A medida que se calienta el sistema, las
moléculas pierden gradualmente parte del agua de hidratacion y desciende la
viscosidad. Cuando la temperatura del sistema alcanza la temperatura de formacion
de gel, la estructura del polimero se despliega debido a las interacciones con los
diferentes polimeros. Cuando la temperatura disminuye por debajo del punto critico,
el gel se revierte y los polimeros vuelven a su estado original (Sarkar 1979). Haque y
Morris (1993) estudiaron el comportamiento reoldgico de soluciones con un 2 % de
HPMC mediante barridos de frecuencia y temperatura y contrastaron esos resultados
con los encontrados en calorimetria diferencial de barrido. Estos autores observaron
que el proceso de gelificacion de la HPMC se caracterizaba reoldégicamente por
presentar dos picos durante el barrido de temperatura. Un primer pico alrededor de
los 50 °C, relacionado al desenrollamiento de las moléculas y la exposicion al medio de
los grupos metilo; lo cual causa un gran aumento de volumen de la molécula con el
consiguiente aumento del G’ del sistema. Y un sequndo pico entre 65y 75 °C.

Tabla 3.126 Parametros del barrido de temperatura de masas LG con y sin HPMC después del descanso
refrigerado

Parametros Control DR HPMC 2,5 DR HPMC 5 %DR

. Max (KPa) 18,4 18,5° 14,5
T(°C) 88,6 89,5° 89,82

41 G | Max (KPa) 15,5° 15,120 13,12
’ T(°C) 82,62 84,5 85,12
25 °C 0,24 0,25° 0,26°

40 °C 0,31 0,312 0,33°

tan & 60°C 0,27 0,27° 0,32°
80 °C 0,30° 0,30° 0,26

100 °C 0,15% 0,15° 0,142

25 °C 19,72 24,3° 27,5°

o 40 °C 9,2° 11,3° 12,0
(KPa.s) 60 oc 5,0° 6,9° 6,5°
80 °C 11,9 15,3° 10,82

100 °C 13,72 17,6° 16,1°

G': modulo elastico, Max: valor maximo de G’, T: temperatura, di G: primera derivada de G', n*: viscosidad
compleja, DR: descanso refrigerado. Letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (p<o,05).

Ante la presencia de un 5 % del hidrocoloide se observo entre los 40 y 55 °C una
disminucion de la tan §, al igual que en las otras dos muestras. Sin embargo, la masa
con 5% de HPMC presentd un maximo a los 60 °C que no se observé en el control y en
la muestra HPMC 2,5 %. Seguidamente, entre los 60y 8o °C la tan & disminuyd, lo cual
indica un comportamiento de solido viscoelastico y un fortalecimiento de la
estructura. Este perfil observado en la muestra con 5% de HPMC puede deberse a que
se produjo la formacién de un gel en la masa durante el calentamiento, mientras que
en el sistema con una menor cantidad de hidrocoloide el proceso de gelificacion fue
incompleto o no tuvo lugar. Consecuentemente la masa con 5 % de HPMC presentd
entre los 25y 60 °C una viscosidad newtoniana levemente mayor al control e igual a
HPMC 2,5 % (figura 3.44). Entre los 60 y 9o °C la viscosidad de HPMC 2,5 % fue



superior al control, mientras que con la mayor dosis la viscosidad fue menor. Al igual
que como se observd con goma xantica, la mayor concentracion del aditivo
posiblemente impidio la hidratacion e hinchamiento de los granulos de almidon en
relacion al control. Concomitantemente con el aumento de temperatura se observo
que el efecto de formacion de una estructura tipo gel en la masa prevalecié por sobre
la menor gelatinizacion y por lo tanto la viscosidad de HPMC 5 % fue
significativamente mayor al control al finalizar el ensayo (tabla 3.16).
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Figura 3.43 Efecto de la temperatura en la tan § de masas LG sin aditivos y con HPMC. C: muestra
control

Las propiedades funcionales del HPMC dependen del grado de sustitucion de los
grupos metilo e hidroxipropilo. A lo largo de la cadena de celulosa, los grupos metilos
constituyen zonas hidrofébicas mientras que los grupos hidroxipropilos son mas
hidrofilicos. Variaciones en el nivel absoluto de grupos metoxilo e hidroxipropilo
afectan a las propiedades fisicas y quimicas de la molécula en solucién. Un alto grado
de sustitucion de los grupos hidroxilos por grupos metoxilos voluminosos reduce el
numero de enlaces puente hidrogeno que pueden ocurrir entre las moléculas e inhibe
la adopcion por parte de la macromolécula de una conformacion compacta y cerrada
(Grover 1982). De manera tal que los grupos voluminosos de bajo peso molecular le
otorgan una menor viscosidad. En este caso, se utilizd una HPMC con una sustitucion
de 19 a 24 % de grupos metilo y de 7 a 12 % de grupos hidroxipropilo, por lo que es
considerada como una celulosa de con un bajo grado de sustitucion. Su estructura
estd formada por largas cadenas poliméricas con un peso molecular
aproximadamente de 400 kDa, lo cual le otorga una alta viscosidad al sistema (4000
cP en soluciones acuosas al 2 %).

Si bien se observd que las piezas laminadas y los productos con ambas
concentraciones de HPMC presentaron mayores valores de altura al final del laminado
y del horneado, el crecimiento durante el proceso de produccion fue mayor para la
muestra HPMC 2,5 %. Las moléculas de HPMC poseen la capacidad de acumularse en
la interfase aire-agua y aceite-agua. En el primer caso, se ha reportado que debido a
cierta movilidad que poseen las moléculas de HPMC durante el calentamiento forman
microgeles elasticos que coalescen alrededor de las micelas de aire y por lo tanto
estabilizan el sistema (Coffey et al. 1995). En ambos casos hay un efecto del peso
molecular del HPMC y del pH del medio. Algunos autores demostraron a pH 6 la
formacion de films con propiedades viscoelasticas y también observaron que HPMC
de bajo peso molecular y con alta hidrofobicidad presentaban una mejor capacidad
estabilizante alrededor de las micelas debido a la formacidn de films con mayor
elasticidad (Camino et al. 2009, 2011).
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Por lo tanto, el crecimiento de la estructura en la muestra con menor cantidad de
HPMC puede estar asociado con la capacidad de este hidrocoloide de reforzar la
integridad estructural de las micelas de grasa y de aire durante el horneado. Si bien el
HPMC utilizado es de bajo peso molecular el efecto fortalecedor de las micelas tiene
lugar, aunque en menor medida en comparacion con un HPMC de alto peso
molecular. En el sistema laminado de capas alternadas de grasa y masa, el aditivo
impidid, en cierta forma, la migracion de las capas de grasa hacia las capas de masa
preservando la conformacion de las mismas. Por otro lado, el hidrocoloide previno la
coalescencia de las celdas de vapor de agua y por lo tanto promovié la expansion
vertical del producto. De esta manera la muestra con 2,5 % de HPMC experimentd un
mayor crecimiento que el control. Ademas la menor viscosidad de la muestra HPMC
2,5 % con respecto al control le permitio al sistema fluir en mayor medida en direccion
vertical.

A una mayor dosis de HPMC, la muestra presentd mayor viscosidad y menor
resistencia a la deformacion por lo que la capacidad de la pieza de masa laminada para
expandirse con la presion del vapor de agua generado disminuyo, experimentando un
menor crecimiento que HPMC 2,5 % y dando como resultado un producto de
estructura interna mas firme.

Las muestras con HPMC presentaron una mayor viscosidad que el control hasta los 60
°C. Por encima de esta temperatura el comportamiento de las masas con hidrocoloide
se mostré dependiente de la concentracion. Una mayor dosis de HPMC provocd una
disminucion de la resistencia a fluir del sistema, en relacion al control; probablemente
debido a la formacidn de una estructura tipo gel con propiedades mas bien elasticas.
Mientras que una menor dosis de HPMC disminuyd la capacidad de fluir del sistema
frente al calor.
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Figura 3.44 Efecto de la temperatura en la viscosidad compleja de masas LG sin aditivos y con HPMC.
n*: viscosidad compleja, C: muestra control.

Distribucidn del agua durante el calentamiento

La humedad total de la masa con un 2,5 % de HPMC sin descanso refrigerado fue
significativamente mayor a la del control (tabla 3.17), debido a la mayor cantidad de
agua adicionada en la formulacion con el aditivo en relacion al control. La curva de la
derivada de pérdida de peso de la muestra con 2,5 % de HPMC se deconvoluciond en
cinco curvas gaussianas (figura 3.45.a) con diferentes valores de temperatura maxima
(tabla 3.14). Las poblaciones A1y A2 se asociaron con agua débilmente entrampada
ya que se encontraron por debajo de los 100 °C. A1 se correspondid en temperatura
maxima con la poblacion A1 presente en el control. Mientras que A2 no tuvo un pico
correspondiente en la muestra sin aditivo, por lo que puede ser atribuida al agua unida



a la HPMC. Crockett et al. (2011 b) obtuvieron en masa LG de harina de mandioca y
arroz con un 2 % de HPMC una poblacion de agua a los 92 °C. Esta poblacion estaba
ausente en la masa sin el hidrocoloide y fue atribuida al agua unida al HPMC. Las
poblaciones A3, A4 y Ag se presentaron a temperaturas mayores a los 100 °C, por lo
que se corresponden con agua fuertemente entrampada.
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Figura 3.45 Termogramas de la derivada de la pérdida de peso de masas LG sin aditivos y con HPMC. a.
Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. Derv: primera derivada de la pérdida
de peso, PP: pérdida de peso, A: poblacion de agua, DR: descanso refrigerado.

La presencia del HPMC provoco una redistribucion de las poblaciones de manera tal
que luego de su incorporacion hubo una mayor cantidad de agua (~63 %) que se
evaporo mas facilmente por debajo de los 100 °C, en relacion al control (~35 %). Esta
cantidad de agua que se evapora mas facilmente ante la presencia del hidrocoloide
puede relacionarse con el proceso de formacion de gelificacion que experimenta el
HPMC. Durante el calentamiento las cadenas hidratadas del polimero liberan las
moléculas de agua, y se promueven un mayor numero de interacciones entre las
cadenas del polimero. Por lo tanto, al igual que lo observado en el sistema con goma
xantica, el agua que interacciona con el aditivo se evapora mas facilmente que la que
se encuentra unida al almiddn gelatinizado.

Tabla 3.17 Parametros del analisis termogravimétrico de masas LG con y sin HPMC antes y después
del descanso refrigerado

Humedad Thico (°C)
Muestra [ (%
total (%) A1 A2 A3 A4 A5
Control (56%5)2 (77+1)? (97+4)2 (112£1)? (126+2)?
HPMC 2,5 % (91£6)° (74+2)*  (97+4) (109+2)P (115,7+0,8)°  (127,3:0,6)?
Controlpg (79+5)? (74+5)*  (94+2)? (109+2)? (1 194;3)b (124+3)?
HPMC 2,5 %pr  (87,6+ 0,6)* (72+8)* (93+2)* (106,3+0,3)® (111,7+0,5)* (123,2+0,8)%

T: temperatura, A: poblacion de agua, DR: descanso refrigerado. Letras diferentes en cada columna indican
diferencias significativas entre las muestras con y sin DR (p<0,05).
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Las masas se sometieron a un descanso refrigerado y fueron nuevamente evaluadas
bajo las condiciones anteriormente descriptas. Al igual que en las masas sin el
tratamiento, la humedad total del sistema con 2,5 % del aditivo fue mayor al control,
aunque no de manera significativa (tabla 3.17). En la masa refrigerada con 2,5 % de
HPMC se observaron cinco poblaciones, al igual que en el control sometido al
descanso refrigerado. De la misma forma que en la masa sin descanso refrigerado, el
hidrocoloide provocd una reorganizacion de las poblaciones de agua entre los
componentes de la masa. Se observo como con la presencia de un 2,5 % de HPMC se
modificaron las areas relativas de cada poblacion (figura 3.46.b), en relacion al control.
Las poblaciones A2 y Ag de la muestra HPMC 2,5 % presentaron un aumento y una
disminucion significativos, respectivamente, de sus intensidades relativas en relacion
al control. La cantidad de agua que se evapor6 mas facilmente por debajo de los 100
°C en la muestra con 2,5 % de HPMC fue mayor (~55 %) que en el control (~32 %).

Mediante RMN se observd que la presencia de HPMC en ambas dosis disminuyo, en
general, la movilidad de las poblaciones. Estas se presentaron inicialmente como
menos maviles y estructuraron el sistema en relacién al control, permitiendo un mejor
laminado de la masa. Durante el calentamiento la formacidn de una estructura tipo
gel en las masas con HPMC permitié obtener un sistema con mayores puntos de
contacto y viscosidad que el control. Al igual que en la masa con goma xantica,
durante el calentamiento una mayor proporcién de agua se encontr6 menos
entrampada y fue mas facilmente evaporada debido a la presencia de HPMC. Por lo
tanto, la cantidad de agua disponible para que el almidon gelatinice fue menor y
concomitantemente con ambas dosis hubo un retraso en la gelatinizacidon durante el
barrido de temperatura. Sin embargo, a diferencia del sistema con goma xantica, en
este caso solo HPMC 5 % presentd un menor G' y n* a la temperatura de
gelatinizacion, lo cual indicd que este proceso ocurriéd en menor medida.

Estas diferencias en el comportamiento entre las masas que contenian HPMC y el
control permitid la obtencion de productos LG de buenas caracteristicas tecnoldgicas,
las cuales se expresaron en mejor medida cuando el aditivo fue incorporado en una
mayor dosis.
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Figura 3.46 Areas relativas de las poblaciones de agua de masas LG sin aditivos y con HPMC. a. Antes
del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. A: poblacién de agua, DR: descanso
refrigerado. Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre las poblaciones de cada muestra



3.2.4 Incorporacién de psyllium

Efecto del psyllium en la calidad tecnoldgica de los panificados

Mediante la elaboracion de productos laminados LG se estudio el efecto de la
incorporacion de psyllium en la calidad tecnoldgica de los panificados (figura 3.47). Las
muestras con ambas dosis de psyllium presentaron caras laterales de aspecto exterior
laminado, con la presencia de delgadas capas continuas. Mientras que en el control se
observaron estratos gruesos y discontinuos. La vista superior de los productos
evidencio que la presencia de psyllium en la formulaciéon no provocé cambios en la
forma del producto en relacion al control, ya que no se observaron deformaciones
como consecuencia de un excesivo crecimiento en direccion horizontal.

Control

Figura 3.47 Panificados laminados de harinas LG sin aditivos (control) y con psyllium.

Los panificados con ambas dosis de psylllium finalizaron el proceso de laminado y
hojaldrado con una mayor altura que el control (figura 3.48). Durante el horneado no
se encontraron diferencias significativas entre los valores de relacion de altura. Sin
embargo, al finalizar el horneado los productos con el hidrocoloide fueron mas altos
que el control. Esto indica que las piezas de masa laminada que contenian psyllium en
su formulacion presentaron mejores propiedades elasticas que el control y por lo tanto
se recuperaron en mayor medida de la presion ejercida durante el laminado e
ingresaron al horneado con una mayor altura. Si bien durante la coccion crecieron en
igual medida que el control, la mayor altura inicial les permitio finalizar la coccion con
mayores valores de altura en relacion al control. No se encontraron diferencias
significativas en los valores de relacién de ancho (tabla 3.18), es decir que la presencia
de psyllium no provoco cambios en el crecimiento en direccion horizontal de la pieza
de masa laminada durante el proceso de produccion. Las muestras con ambas dosis
del hidrocoloide presentaron mayores valores del factor de forma en relacion al
control (tabla 3.18). Es decir que los productos con psyllium al finalizar el horneado
fueron mas altos y presentaron menores valores de ancho y largo que el control. En
cuanto al volumen especifico, la incorporacion de psyllium permitié obtener productos
con mayor volumen especifico que el control (tabla 3.19).

En general el color de la corteza de los panificados no se vio modificado por la
incorporacion de psyllium en la formulacion (tabla 3.19). San Miguel (2013) estudié el
efecto de la incorporacion de psyllium en panes LG con diferentes niveles de
hidratacion (en base seca). Este autor observé que la interaccion entre el nivel de agua
y la cantidad de aditivo tenia un efecto lineal negativo sobre el parametro L*. En
panes con un 4 % de psyllium y un 9o % de hidratacion observaron cortezas mas
palidas. A pesar de lo reportado anteriormente, en los productos laminados LG no se
encontraron diferencias significativas para el pardmetro que da cuenta de la
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Muestra Ra FF
Control 1,012 0,44°

Psy 2,5 % 1,012  0,60°
Psy 5 % 1,00? 0,66°

Tabla 3.18 Relacion de ancho (Ra)
y factor de forma (FF) de
panificados laminados LG. Letras
diferentes en la misma columna
indican  diferencias  significativas
(p=0,05).
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Figura 49 Imagenes binarizadas
de la estructura interna de
panificados laminados LG con y
sin psyllivm

luminosidad de la corteza, aun en la muestra con un 5 % del aditivo y un mayor nivel
de hidratacion. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la
intensidad del color rojo entre las muestras analizadas. La intensidad del color
amarillo no se vio alterada con la menor dosis del aditivo, mientras que con un 5 % de
psyllium fue menor en relacién al control.

C o |nicial

mFinal

Altura (cm)

1,48 1,502 1,46

Control Psy 2,5 % Psy 5%

Figura 3.48 Altura y relacion de altura de panificados laminados LG sin aditivos y con psyllium. En el
recuadro [} Relacién de altura. Letras diferente en cada columna indican diferencias significativas en cada
muestra (p<o,05)

La incorporacion de psyllium no provocé cambios en la firmeza de los productos, ni en
la masticabilidad de los mismos. En contraste con estos resultados, Mancebo et al.
(2015) observaron un aumento en la firmeza de panes LG conforme se incrementd la
cantidad de psyllium en la formulacidn, hecho que fue asociado por los autores con el
bajo volumen del producto.

Tabla 3.19 Pardmetros de calidad tecnoldgica de panificados laminados LG

Muestra (2/"53) L* a* b* Firmeza (N) Masticabilidad
Control (64+4)? (56+1)2 (12x1)? (31,4+0,1)° (62+4)? (63+3)?

Psy 2,5 % (88+5)®  (55,6:0,9)* (12,620,5)° (29+1)° (66+1)* (68+£3)?
Psy 5 % (93+4)° (55+2)? (1321)? (25,8+0,3)? (58+15)? (62+14)?

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

Con la incorporaciéon de psyllium en la formulacion se observaron cambios en la
conformacion de la estructura interna de los panificados (figura 3.49). En las muestras
con el hidrocoloide se observd la formacion de espacios vacios de conformacion
alargada y por consiguiente la formacion de capas. Mientras que en el control la
estructura fue mas bien alveolada y similar a un pan. El agregado del hidrocoloide no
provocd cambios en la homogeneidad de la estructura interna de los panificados
(tabla 3.20). Las muestras con psyllium presentaron menores valores de contraste que
el control, aunque solo para un 5 % del aditivo esta diferencia fue significativa. Esto
revela la presencia de espacios de conformacién mas bien alargada en las muestras
con psyllium, lo cual provoca una menor variacion de la escala de grises en un pixel. No
se encontraron diferencias significativas en los valores de entropia de las muestras. En
cuanto a la dimensidn fractal, la muestra con una menor dosis de psyllium no presentd
un valor significativamente diferente al control. Sin embargo, cuando se agregd una
mayor cantidad del aditivo, se observo un valor de dimension fractal mayor al control.
La mayor tortuosidad y rugosidad de las imagenes de la estructura interna de Psy 2,5
% se asocid con la presencia de [aminas y espacios vacios de conformacién alargada

(figura 3.50).



La incorporacion de psyllium en ambas dosis permitié obtener panificados LG de
mayor altura y volumen especifico que el control. La presencia del hidrocoloide
promovio la formacion de una estructura interna de mayor tortuosidad debido a la
presencia de laminas, que no presentd un aumento en su firmeza.

Tabla 3.20 Pardmetros del analisis textural de imagenes de cortes transversales de los panificados
laminados LG

Muestra Homogeneidad Contraste Entropia DF
Control 0,24° 90,42° 7,062 1,442

Psy 2,5 % 0,182 87,73% 6,922 1,47°
Psy 5 % 0,192 75,22 7,152 1,56°

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p=<o,05).

Evaluacion de las interacciones en el sistema masa

Comportamiento reoldgico

La respuesta en términos de deformacion de las muestras evaluadas durante el
ensayo de deformacion-relajacion sin descanso refrigerado se observa en la figura 51.
Las tres muestras presentaron un perfil correspondiente a un comportamiento
viscoelastico tipico. Con la incorporacion de psyllium se observo que la curva de
deformacion en el tiempo presentd valores mas grandes en relacion al control.
Durante la etapa de deformacidn en las masas con psyllium se observé un aumento de
la pendiente de la curva en relacion al control. Esto se asocia con un efecto del aditivo
sobre la fluidez del sistema, la cual se vio aumentada y por lo tanto promovio la
formacion de un sistema con un mayor comportamiento de liquido viscoelastico, en
relacion al control. No se observaron diferencias significativas en las capacitancias
instantaneas de las muestras (tabla 3.18). Mientras que los valores de capacitancia
viscoelastica de las masas con psyllium en ambas dosis fueron mayores que en el
control. Esto se relaciona con una mayor facilidad de las masas con el aditivo de ser
deformadas en comparacion con el control. La presencia de psyllium no generd
cambios significativos en los tiempos de retraso de la componente Kelvin. La
viscosidad del sistema tampoco se vio modificada por la incorporacion del
hidrocoloide. No se encontraron diferencias para la capacitancia maxima en relacion al
control. Esto revela que si bien la presencia de psyllium generd un cierto efecto de
debilitamiento de la masa haciéndola menos resistente a la deformacion; la estructura
de las muestras con el aditivo fue capaz de amortiguar este efecto a lo largo del
ensayo y finalmente presentaron la misma resistencia a la deformacion que el control.
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Figura 3.51 Deformacion de masas LG sin aditivos y con goma xantica en funcion del tiempo antes del
descanso refrigerado
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Durante la relajacion, una vez retirado el esfuerzo aplicado, no se observaron
diferencias significativas en la capacitancia instantanea de las muestras (tabla 3.21).
De la misma forma no hubo diferencias significativas en los valores de capacitancia
viscoeldstica entre el control y Psy 2,5 %. Mientras que el agregado de una mayor
dosis del aditivo provoco un aumento de la capacitancia viecoelastica respecto al
control. Esto indica que una vez retirado el esfuerzo aplicado, el sistema con 5 % de
psyllium presentd una mayor deformacion que el control y Psy 2,5 %, debido a su
menor capacidad de resistir al esfuerzo aplicado. Sin embargo, las masas con ambas
concentraciones necesitaron menor tiempo para alcanzar el equilibrio en relacion al
control y a la vez presentaron capacitancias leve pero significativamente mayores a la
muestra sin aditivo. La incorporacion de psyllium no generd cambios en la porcion
relativa elastica y viscosa de la capacitancia maxima durante la recuperacion, en
relacion al control (figura 3.52.a).

Durante la etapa de deformacion, en las masas con psyllium después del descanso
refrigerado se observo un aumento de la pendiente de la seccion recta de la curva en
relacion al control, lo cual se asocia con un aumento de la fluidez del sistema y un
comportamiento de liquido viscoelastico (figura 3.53). No se observaron diferencias
significativas en los valores de capacitancia instantanea entre la masa y las muestras
con psyllium (tabla 3.21). Mientras que si hubo diferencias significativas entre el
control y las muestras con el aditivo para los valores de capacitancia viscoelastica y
capacitancia de maxima. Los mayores valores de estos pardmetros para las masas con
psyllivm que en el control, indican una menor resistencia a la deformacién y por lo
tanto una mayor deformacion del sistema. Este comportamiento fue acompaiado por
una disminucion de la viscosidad en las masas con el hidrocoloide. No se observaron
diferencias en los tiempos de relajacion de la componente Kelvin de las masas
sometidas al descanso refrigerado.

Tabla 3.21 Parametros del ensayo de relajacion-deformacion de masas LG con y sin goma xantica
antesy después del descanso refrigerado

Etapa de deformacion

Jo Jq A ret No Jmax
Muestra  (1/pPa)x10®  (1/Pa)x10*  (s)  (Pas)x 10’ (1/Pa)x 10°
Control 9,8 10,6 19,42 1,1° 4,92
Antes DR Psy 2,5 % 10,4 12,5° 19,9° 1,0% 5,42
Psy 5 % 9,82 12,5° 18,6° 0,9° 5,8%
Control 6,12 6,6 20,8° 2,5° 2,5
Después DR Psy2,5% 6,5 7,8 20,1° 2,0 3,0°
Psy 5 % 6,0° 7,6a° 19,42 2,0° 2,8
Etapa de relajacion
Jo J1 }\ rec Je0
(1/Pa)x10® (1/Pa) x 10 (s) (1/Pa) x 10°
Control 13,42 15,42 183,8° 2,8
AntesDR Psy2,5% 14,12 15,9 173,0? 3,0°
Psy 5 % 14,6 17,3° 169,0° 3,28
Control 7,8 7,42 192,9° 1,5°
Después DR Psy 2,5 % 9,1 9,3 183,2% 1,8°
Psy 5 % 8,9a" 9,4 170,8% 1,8

DR: descanso refrigerado, Jo: capacitancia instantanea, J,: capacitancia viscoeldstica, A «t: tiempo de retraso de la
componente Kelvin, n,: viscosidad newtoniana, Jmax: capacitancia maxima de deformacion, A . tiempo de
recuperacion de la componente Kelvin, Je,: capacitancia del estado de equilibrio.Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas (p=<o,05).



Durante la etapa de relajacion se observé un aumento significativo de los valores de
capacitancia instantanea, viscoelastica y del estado de equilibrio en las masas con
psyllium en relacion al control. Esto revela que la presencia del aditivo en el sistema
disminuyd su capacidad de recuperacion durante la relajacion y por lo tanto finalizé el
ensayo con una mayor deformacion que el control. No se encontraron diferencias en
los tiempos de recuperacion de la componente Kelvin, por lo que las masas con
psyllium necesitaron la misma cantidad de tiempo para alcanzar el equilibrio que el
control. En cuanto a la porcion relativa elastica y viscosa de la capacitancia maxima
durante la recuperacion, si bien no hubo diferencias entre el control y Psy 2,5y 5% las
tres muestras presentaron una porcion relativa elastica mayor a la porcion viscosa
(figura 3.52.b).

Contrariamente a los resultados obtenidos para este sistema con psyllium, Mancebo
et al. (2015) observaron en masas LG con niveles de agua variables de acuerdo a la
cantidad de psyllium adicionada, una disminucion de las capacitancias del ensayo y
por lo tanto el consiguiente aumento de la rigidez. Sin embargo, estos autores
evaluaron sistemas en donde siempre hubo una determinada concentracién de HPMC
presente (4, 3y 2 %), por lo que los resultados que reportan pueden estar afectados
por la presencia de HPMC.
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Figura 3.53 Deformacion de masas LG sin aditivos y con psyllium en funcion del tiempo después del
descanso refrigerado

El comportamiento reoldgico observado en las muestras cuando se agrego psyllium se
asocio con un mejor laminado y hojaldrado de las masas en relacion al control.
Consecuentemente los panificados con el hidrocoloide presentaron mejores
caracteristicas tecnoldgicas que la muestra sin aditivos.

Efecto de la incorporacion de psyllium en la fraccion proteica

Con el objetivo de estudiar el efecto de la incorporacion de psyllium en la fraccion
proteica se realizo una extraccion secuencial de masa con ambas dosis del aditivo y
luego se determind el contenido de cada una de las fracciones y el precipitado
obtenidos. Se profundizo en el analisis de los perfiles proteicos por electroforesis y se
determinaron las densidades relativas de las bandas de la muestra del control y las
masas con 2,5 % del aditivo.

La muestra con un 2,5 % de psyllium antes del descanso refrigerado presentdé un
aumento del contenido de proteinas que se solubilizaron en buffer fosfato en relacion
al control (figura 3.54.a). Sin embargo, con una mayor cantidad del aditivo en la masa
el contenido de proteinas de la F1 disminuyo significativamente hasta por debajo del
control. En la F1 de la muestra Psy 2,5 % se observd la aparicion de una banda de masa
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molecular de 200.000 que no estuvo presente en el control, como una mayor
intensidad en una banda de masa cercana a 97.000 (figura 3.55.a).

En cuanto a las proteinas solubles en buffer fosfato y SDS, se observd que con el
agregado de 2,5 % de psyllium un grupo de proteinas disminuyeron su solubilidad y
por lo tanto permanecieron insolubles en el precipitado (figura 3.54.a). Frente a la
presencia de una mayor dosis del hidrocoloide se observé un aumento no significativo
de la cantidad de proteinas que se solubilizaron en la F2 en relacion a la muestra Psy
2,5 %. Sin embargo, este aumento fue significativamente menor a la cantidad de
proteinas de la F2 del control. En el perfil electroforético de Psy 2,5 % se observo una
atenuacion de la intensidad de la banda de masa molecular cercana a 200.000, en
relacion al control. A su vez por densitometria se observd una disminucion de la
densidad relativa de los agregados proteicos de masa molecular entre 200.000 y
55.000 en la masa con un 2,5 % del hidrocoloide (figura 3.56.b). Ademas tuvo lugar un
aumento de la densidad relativa de los agregados de masa molecular entre 28.000 y
10.000.

a. 0 m2,5% m5% b. 0 m2,5% m5%
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Figura 3.54 Contenido de proteinas de las fracciones de la extraccion secuencial de masas LG sin
aditivos y con psyllium. a. Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. Fa:
fraccion del sobrenadante en buffer fosfato, F2: fraccion del sobrenadante en buffer fosfato+SDS.

En la masa con un 2,5 % de psyllium no se observd un aumento significativo de la
cantidad de proteinas que permanecieron insolubles en el precipitado, en relacion al
control (figura 3.54.a). Sin embargo, ante la presencia de un 2,5 % del aditivo se
observd un aumento de la densidad relativa de las subunidades proteicas de masa
molecular entre 55.000 y 28.000 y entre 28.000 y 10.000 (figura 3.56.c). Cuando se
incorpord una mayor dosis se observo un leve y significativo aumento de las proteinas
del precipitado (figura 3.54.a).

Después del descanso refrigerado la muestra control presentd un aumento
significativo de la cantidad de proteinas que se solubilizaron en buffer sin SDS y un
aumento en la F2, mientras que no hubo un cambio en la cantidad de proteinas que
permanecieron insolubles en el precipitado. El efecto del agregado de psyllium en las
proteinas de la fraccion F1 de masas sometidas al descanso refrigerado presento la
misma tendencia que en las masas sin tratamiento. Con la incorporacion de una
menor dosis del hidrocoloide se observd un aumento de las proteinas que se
solubilizaron en buffer fosfato.

Sin embargo, este efecto se invirtié con el aumento de la cantidad de aditivo en la
formulacion, y la muestra Psy 5 % presento el mismo contenido de proteinas de la Fa
que el control. En cuanto a las proteinas que se solubilizaron en buffer fosfato y SDS el
agregado de la menor concentracion del hidrocoloide provocé una leve y significativa
diminucién del contenido en relacion al control. Mientras que una mayor dosis del
aditivo aumento la cantidad de proteinas de la F2 igualandose al control. Del mismo



modo que en las masas sin descanso refrigerado, no se observaron diferencias
significativas entre el contenido de proteinas del control y la muestra Psy 2,5 %.
Mientras que un agregado de una mayor dosis del aditivo provoco un leve y
significativo aumento de las proteinas que permanecieron insolubles en el precipitado,
en relacion al control.

Las masas con ambas dosis de psyllium sometidas al descanso refrigerado no
presentaron contenidos de proteinas significativamente diferentes a las muestras sin
el tratamiento para ninguna de las fracciones y el precipitado. Esto revela que, al igual
que en los sistemas con goma xantica y HPMC, el psyllium amortigua en cierta medida
el efecto del descanso refrigerado en la cantidad de proteinas de cada fraccion y
permite obtener contenidos similares antes y después del mismo.
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Figura 3.56 Densidad relativa (Dr) de las bandas proteicas de masas LG sin aditivos y con psyllium. a. F1
(sobrenadante en buffer fosfato). b. F2 (sobrenadante en buffer fosfato+SDS). c. Precipitado. C: muestra
control, DR: muestras sometidas al descanso refrigerado.

Al comparar las densidades relativas de las bandas correspondientes a las proteinas de
cada muestra antes y después del descanso refrigerado se observa como en la Fi del
control hay una disminucion de todas las subunidades proteicas luego del
tratamiento. Mientras que en la muestra con un 2,5 % de psyllium, con el descanso
refrigerado, solo hubo un aumento en la cantidad de subunidades proteicas de masa
molecular entre 55.000 y 28.000. En la F2 del control se observé una disminucion de
las subunidades de masa molecular entre 200.000 y 55.000 y un aumento de las de
masa molecular entre 55.000 y 10.000. En la muestra Psy 2,5 % no se observaron
modificaciones en la densidad relativa de las subunidades luego del tratamiento. En
cuanto a las proteinas que permanecieron en el precipitado en el control se observé un
aumento de las subunidades de masa molecular entre 55.000 y 28.000 y entre 28.000
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Figura 3.57 Distribucion de los
tiempos de relajacion en masas LG
sin aditivos y con psyllium. a. Antes
del descanso refrigerado b. Después
del descanso refrigerado. T2: tiempo
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refrigerado.

y 10.000. Mientras que en la masa con 2,5 % del hidrocoloide la densidad relativa de
las subunidades proteicas no se modifico luego del descanso refrigerado. Esto revela
que el descanso refrigerado tuvo un efecto en la proporcion de subunidades proteicas
de cada fraccion de la muestra control, mientras en la masa con psyllium no se observo
este efecto.

Movilidad del agua presente en el sistema

Las masas con psyllium presentaron una sefial de decaimiento integrada por varias
funciones (figura 3.57), lo cual indica que se trata de sistemas heterogéneos con
componentes asociados a diferentes regiones de movilidad. En las muestras sin
descanso refrigerado con ambas concentraciones del hidrocoloide se observd una
distribucion de los tiempos de relajacion en cinco poblaciones (figura 3.58.a). De la
misma manera que ocurrio en las masas con goma xantica y HPMC, la poblaciéon A4 no
se correspondio con alguna de las poblaciones presentes en la masa control; por lo
que se la asocia con el agua unida al psyllium incorporado. La poblacion Az presento
un T2 menor a 20 ms en la masa con un 2,5 % de psyllium, por lo que es una poblacién
poco movil. Cuando se agregd una mayor concentracion del aditivo, A4 aparecid a un
T2 mayor a 20 ms y no hubo modificaciones en su intensidad relativa. Esto indica que
una mayor cantidad del psyllium promovié una mayor retencion de agua y movilidad
de las moléculas.

Con la incorporacidon de ambas dosis de psyllium se observé una disminucion de la
intensidad relativa de las poblaciones menos moviles A1y A3, y un aumento de A2.
Por otro lado, la poblacion de mayor movilidad experimenté un aumento de su
intensidad relativa (figura 3.58.a). Este efecto de reorganizacion de las poblaciones de
agua fue igual al observado en las masas con HPMC. Ademas, la presencia de psyllium
en el sistema generd una disminucion global de los tiempos de relajacion T2 en
relacion al control (figura 3.57.a). Conforme aumento la cantidad de aditivo agregada
la estructuracion del sistema y la disminucion de movilidad fue mayor.

Las masas sometidas al descanso refrigerado presentaron una distribucion de los T2
en cinco poblaciones (figura 3.58.b). Al igual que en las masas sin tratamiento, la
poblacidn A4 no se correspondidé con alguna poblacion presente en el control por lo
que fue asociada al agua unida al psyllium. El agregado de las dos dosis del
hidrocoloide provoco un efecto de redistribucidon de las poblaciones de agua, igual al
que se observé en las muestras sin el tratamiento. Ademas se observé que las curvas
de distribucion de los T2 de las masas con psyllium se desplazaron a menores valores
en relacion al control (figura 3.57.b). Esto revela que el sistema con descanso
refrigerado que contenia el aditivo se vio mas estructurado y sus poblaciones de agua
presentaron menor movilidad.
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Figura 3.58 Intensidad relativa de las poblaciones de agua en masas LG sin aditivos y con psyllium. a.
Antes del descanso refrigerado b. Después del descanso refrigerado. Ir: Intensidad relativa, A: poblacién, C:
muestra control, DR: muestras sometidas al descanso refrigerado.



El descanso refrigerado no gener6 cambios en los tiempos de relajacion de las
muestras control y con psyllium, ya que no se observaron desplazamientos de las
curvas de las muestras después del tratamiento en relacion a las que no se habian
sometido al mismo (figura 3.57.a). Las muestras con el aditivo al igual que el control,
no presentaron cambios en la cantidad de poblaciones de agua y sus intensidades
luego del tratamiento (figura 3.59.b).
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Figura 3.59 Efecto del descanso refrigerado en la movilidad del agua de masas LG sin aditivos y con
psyllium. a. Distribucion de los tiempos de relajacion b. Intensidad relativa de las poblaciones de agua.
T2: tiempo de relajacion T2, Ir: Intensidad relativa, A: poblacion, C: muestra control, DR: muestras sometidas al
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Entonces si bien mediante RMN se observd que la presencia de psyllium disminuyd en
general la movilidad del sistema y promovid su estructuracion, a nivel supramolecular
hubo un aumento de la fluidez del sistema. Esto puede deberse, como ya se explico
anteriormente en el caso de la goma xantica, a una diferencia en el tipo de
movimientos que reflejan cada uno de los parametros obtenidos por los diferentes
ensayos. La competencia establecida entre los componentes presentes en el sistema
por el agua influye en la movilidad de las poblaciones. De la Hera et al. (2013)
informaron una capacidad de absorcidon de agua de la harina de arroz entre 1,9y 2,4
g/g, dependiendo del tamano de particula y del tipo de grano. Por otro lado, Aryee et
al (2006) informaron para harina de mandioca una absorcion de agua entre 13y 20 g
/g. Mientras que el psyllium también posee una gran capacidad de absorcidn de agug,
entre 10y 15 g /g, a temperatura ambiente (Cheng et al. 2009, Raymundo et al. 2014).
Por lo que el agua en la masa con el aditivo se encontré mas estructurada en relacion
al control debido a la presencia del psyllium y las interacciones que promueve.

Por otro lado, a pesar de que el comportamiento reoldgico de la estructura se asocio
con el de un liquido viscoelastico, las masas con el aditivo soportaron en mejor medida
el laminado y hojaldrado e iniciaron el horneado con una mayor altura que el control.
Lo cual, a pesar de no crecer en una medida significativamente diferente, les permitio
presentar mayores valores de altura al finalizar la coccion. Es decir que lo que ocurre
en la masa durante el laminado y hojaldrado relaciona en mejor medida con el efecto
del psyllium observado a nivel molecular sobre la reorganizacion y estructuracion de
las poblaciones de agua.
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Efecto del aumento de temperatura en la estructura de la masa
Comportamiento reoldgico durante el calentamiento

Durante el barrido de temperatura las masas presentaron un modulo eldstico superior
al viscoso, por lo que se las asocié con muestras con propiedades viscoelasticas (figura
3.60). El G’ de la muestra Psy 2,5 % fue menor al del control durante todo el barrido.
Mientras que la masa con una mayor dosis del aditivo mostré un maddulo elastico
mayor al control hasta aproximadamente los 84 °C. Luego de esta temperatura el G’
de Psy 5 % fue menor al del control hasta la finalizacion del ensayo. Esto indica que
Unicamente un 5 % de psyllium promovid la formacion de un sistema con un mayor
entrecruzamiento lo que generd un comportamiento mas elastico que control
hasta los 84 °C. Haque et al. (1993) observaron que el psyllium no se disuelve
completamente en agua, pero absorbe agua y se hincha hasta formar una dispersion
de aspecto mucilaginoso. Esta suspension presentd un comportamiento del tipo “gel
débil”, con una respuesta eldstica mayor a la viscosa durante un barrido de frecuencia.
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Figura 3.60 Barrido de temperatura de masas LG sin aditivos y con psyllium. G”: médulo viscoso, G":
modulo elastico, C: muestra control, Psy: psyllivm.

Alrededor de los 80 °C, el G’ de las tres muestras comenzo a crecer. Si bien no hubo
diferencias significativas entre las temperaturas del maximo de la derivada de G’, las
masas con psyllium presentaron mayores valores (tabla 3.22). Esto se relaciona con un
leve retraso en la gelatinizacion debido a la presencia del aditivo en el sistema.
Concomitantemente debido a la menor gelatinizacion que tiene lugar en las masas
con el aditivo, estas presentaron menores valores de G’ que el control alrededor de los
88 °C (tabla 3.22). Al final del barrido se observo un decaimiento del G’ en las tres
muestras.

En cuanto al efecto de la presencia de psyllium sobre la respuesta viscosa de la masa,
la incorporacion de 2,5 % del aditivo provoco un aumento significativo del G” entre los
50y 70 °C en relacion al control (figura 3.60). Mientras que a mayores temperaturas la
muestra Psy 2,5 % presentd un G” significativamente menor al del control. El
agregado de una mayor cantidad de psyllium provoco el mismo efecto en la masa,
aunque la disminucion de G” en relacion al control fue mayor que la observada en Psy
2,5 %.

El perfil general de las curvas de tan 6 con ambas dosis de psyllium fue similar a la del
control (figura 3.61). Se observd un aumento de la tan & entre los 25 y 40 °C,
relacionado con un predominio de la componente viscosa en los tres sistemas.
Seguidamente, la tan & disminuyd hasta los 60 °C con un mayor peso de la



componente eldstica. En este punto la muestra Psy 5 % presentd un mayor caracter de
liquido viscoelastico que el control y Psy 2,5 %. Entre los 60 y 8o °C las muestras
presentaron un incremento de la tan §, asociado a un predominio de la componente
viscosa sobre la eldstica debido al inicio de la gelatinizacion (tabla 3.22). Finalmente
entre los 80 y 100 °C la tan & de las tres muestras disminuyo.

Tabla 3.22 Parametros del barrido de temperatura de masas LG con y sin psyllium después del
descanso refrigerado

Parametros Control DR Psy 2,5 %DR Psy 5 %DR
o Max (KPa) 18,4° 12,6° 7,77
T(°Q) 88,6° 89,12 88,02
d1. G Max (KPa) 15,5¢ 10,2° 7,12
’ T(°Q) 82,6° 84,92 84,12
25 °C 0,24 0,24° 0,24%
40 °C 0,312 0,312 0,312
tan & 60°C 0,27° 0,30? 0,36°
80 °C 0,30 0,34% 0,38°
100 °C 0,15 0,17° 0,18°
25°C 20° 22° 22°
o 40 °C 9 11° 11°
60°C 52 7° 6°
(KPa,s) | g0 -c 120 11 7
100 °C 14° 12° 7°

G': modulo elastico, Max: valor maximo de G’, T: temperatura, d1 G': primera derivada de G, n*: viscosidad
compleja, DR: descanso refrigerado. Letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (p<o,05).

Las masas con psyllium presentaron valores de viscosidad compleja leve vy
significativamente mayores al control entre los 25y 60 °C (figura 3.62). La presencia
de psyllium en la masa promovié una mayor resistencia de la misma a fluir durante el
calentamiento hasta los 60 °C, debido posiblemente a la formacion de una estructura
con caracteristicas de gel débil. Entre los 60 y go °C las muestras con el aditivo
presentaron menores valores de viscosidad, debido a que el agregado de psyllium en
la masa dejé menos agua disponible para la hidratacion del almidon y la gelatinizacion
ocurrio en menor medida en relacion al control. Este efecto fue mas marcado para la
mayor concentracion del aditivo, la cual presentd menor n* que el control a
temperaturas cercanas a los 9o °C. Con el consiguiente aumento de temperatura se
observo que las masas con psyllium fueron menos viscosas que el control, debido
posiblemente a que la formacidn de una estructura tipo gel ejercid una menor
influencia sobre las propiedades reoldgicas en relacion al efecto sobre la
gelatinizacion.

(DR ==—Psy 2,5% Psy 5%

0,43
0,40 AP
0,37
0,34 H\
o 0,31 AW/
g 0,28 7&@%\7
025 \
0,22 \Q\
0,19 \\
0,16 ~
0,13 ‘ ‘ ‘ : : : : : ‘
20 30 40 50 60 70 80 % 100 110

Temperatura (°C)

Figura 3.61 Efecto de la temperatura en la tan & de masas LG sin aditivos y con psyllium. C: muestra
control, Psy: psyllium.
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Si bien en la masa el agua disponible para que el hidrocoloide se hidrate es mucho
menor debido a la presencia de otros componentes, los resultados obtenidos indican
que el psyllium forma una cierta estructura tipo gel, que se manifiesta mas entrelazada
que el control hasta los 50 °C y promueve un leve pero significativo aumento de la
viscosidad del sistema. A pesar de que resiste el calentamiento de manera
estructurada durante menos tiempo que, por ejemplo la masa con goma xantica; la
pieza logra conservar su estructura y no expandirse en direccion lateral. Ademas las
capas de masa no fluyen de manera tal que al finalizar el horneado se obtiene una
estructura laminada.

=——(CDR =——Psy 2,5%DR Psy 5%DR

30
™\
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Figura 3.62 Efecto de la temperatura en la viscosidad compleja de masas LG sin aditivos y con psyllium.
n*: viscosidad compleja, C: muestra control, Psy: psyllium.

Distribucidn del agua durante el calentamiento

El contenido total de humedad de la muestra con un 2,5 % de psyllium antes del
descanso refrigerado no fue significativamente diferente al control, a pesar de que la
cantidad de agua incorporada en la formulacion con el aditivo fue mayor (tabla 3.23).
La curva de la primera derivada de la pérdida de peso de la muestra Psy 2,5 % se
deconvoluciond, al igual que el control, en cuatro poblaciones (figura 3.63) con
diferentes valores de temperatura maxima (tabla 3.23). Las poblaciones A1y A2 se
asociaron con agua débilmente entrampada ya que se presentaron por debajo de los
100 °C. Las poblaciones A3y A4 se presentaron a temperaturas mayores a 100 °C, por
lo que se corresponden con agua fuertemente entrampada.

La presencia de psyllium en la masa provoco una redistribucion de las poblaciones de
agua de manera tal que la cantidad de agua que se presenté como menos entrampada
fue mayor (~49 %) que en el control (~35 %). Los grupos hidroxilos presentes en las
moléculas de arabinosa y xilosa en la estructura del polisacarido interactUan con las
moléculas de agua a través de puentes hidrogeno, formando un gel (Temudo et al.
2008). Esto provoca que la cantidad de agua que puede ser evaporada mas facilmente
sea mayor en la masa con el aditivo que en el control. En la figura 64 se observa como
en la muestra Psy 2,5 %, estd presente la poblacion A2 débilmente entrampada, la
cual no se corresponde con ninguna poblacion del control. A su vez debido a la
presencia del psyllium, el agua disponible para establecer interacciones con los otros
componentes disminuye; y por lo tanto en Psy 2,5 % no se observd la poblacion Ag
fuertemente entrampada, la cual si estuvo presente en el control.

Sin embargo, a pesar de la reorganizacion en las poblaciones de agua que provoco el
aditivo, no se observaron diferencias significativas en los valores de humedad total
entre los diferentes sistemas durante el calentamiento. Esto puede estar asociado a
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que con psyllium en la masa se observa, en general, un aumento de las temperaturas
de pico de las poblaciones, en relacion al control (tabla 3.23). Es decir que su presencia
en el sistema promovié un mayor entrampamiento del agua y por lo tanto la cantidad
total de agua liberada no fue significativamente diferente al control a pesar de haber

requerido mas agua en la formulacion.

Tabla 3.23 Parametros del analisis termogravimétrico de masas LG con y sin psyllium antes y después

del descanso refrigerado.

Muestra Humedad Toeo (O
total (%) A1 A2 A3 A4 A5
Control (56 £5)  (77£1)? (97+4)° (112%1)®  (126%2)
Psy2,5%  (58,9:0,3)* (846)> (100+4) (109+1)° (118%1)°
Controlpg (79+5)° (7425)°  (94£2)®  (109£2) (119%3)  (124%3)
Psy 2,5 %pr (68+3)2 (83+2)  (96+1)*  (109+1)*  (11922)

T: temperatura, A: poblacion de agua, Psy: psyllium, DR: descanso refrigerado. Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas entre las muestras con y sin DR (p<o,05).

Luego de que las masas fueron sometidas al descanso refrigerado, la presencia de
psyllium provocd que una mayor proporcion de agua se encontrase mas débilmente
entrampada (~40 %) en relacion al control (~32 %). Sin embargo, de los tres
hidrocoloides evaluados el psyllium presenté el menor porcentaje de agua evaporable
Psy 2,5 % se mostré mas parecida al
control, con una mayor proporcidn de agua fuertemente entrampada en relacion a las
masas con goma xantica y HPMC. Esto se expreso en panificados con psyllium de
estructuras internas menos firmes y mas blandas que las muestras con los demas
hidrocoloides evaluados, mientras que no se diferenciaron del control.

por debajo de los 100 °C. En este sentido,
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Figura 3.63 Termogramas de la derivada de la pérdida de peso de masas LG sin aditivos y con psyllium.
a. Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. Derv: primera derivada, PP: pérdida
de peso, A: poblacion de agua, Psy: psyllium, DR: descanso refrigerado.
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La utilizacion de hidrocoloides e ingredientes de altos contenidos de fibra provocan un
efecto de suavizado de la estructura interna, especialmente en panificados LG; debido
a la gran capacidad de absorber agua y retenerla durante el proceso de horneado.
Particularmente los ingredientes que poseen altos contenidos de fibra soluble, como
el psyllium, tienen un efecto positivo en la ternura de la miga de productos como el
pan, ya que colaboran en la retencion de la humedad de la estructura. Cappa et al.
(2013) informaron una disminucion de la firmeza de la miga en panes LG cuando se
incorpord psyllium, con una gran capacidad de retencion de agua, en relacion a otros
aditivos.

En la masa con psyllium no se observé un aumento general de las temperaturas de
pico de las poblaciones, en relacion al control, excepto en la poblacion A1 (tabla 3.23).
Sin embargo, la presencia de psyllium provocd un aumento del area relativa de Az, la
cual se presentd mas entrampada que antes del tratamiento y de A4, relacionada
inicialmente con agua mas entrampada. Esto puede haber provocado que durante el
calentamiento, la cantidad de agua que se encontré mas entrampada fuera mayor a la
muestra con el aditivo antes del tratamiento y mas similar al control con descanso
refrigerado.
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Figura 3.64 Areas relativas de las poblaciones de agua de masas LG sin aditivos y con psyllium. a. Antes
del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. A: poblacién de agua, Psy: psyllium, DR:
descanso refrigerado. Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre las poblaciones de cada
muestra (p<o,05).

3.3. CONCLUSIONES

La presencia de los hidrocoloide modifico las propiedades de las masas y de las piezas
laminadas, como asi también las interacciones entre los componentes del sistema
(figura 3.65). Mediante la incorporacion de los hidrocoloides en ambas
concentraciones se logro la obtencion de panificados laminados LG de buenas
caracteristicas tecnoldgicas. En general, las muestras con los aditivos presentaron
estructuras internas en donde primd la presencia de capas en lugar de alveolos, con



mayores valores de dimension fractal y bajos de contraste. El agregado de
hidrocoloides no provocé un crecimiento indeseable en direccion horizontal, y si bien
no se observd un aumento en la relacion de altura para los productos con aditivos;
estos fueron mas altos al finalizar el horneado y de mayor volumen especifico que el
control. La presencia de los hidrocoloides reforzé la estructura, la cual se presento
como mas firme que el control. Se observo la necesidad de encontrar un equilibrio
entre las propiedades de la masa y los parametros de textura, que si bien por un lado
impiden que el producto colapse durante el horneado, por otro lado ejercen un efecto
negativo sobre la firmeza y masticabilidad del producto.

La goma xantica provocd una rigidizacion de la masa, que se presenté como mas
resistente a la deformacién. Durante la relajacion el sistema mostré una mayor
capacidad elastica y grado de recuperacion. La presencia de goma xantica en el
sistema tuvo un efecto sobre la fraccion proteica de la masa. A una menor
concentracion las moléculas del hidrocoloide interfirieron en las interacciones entre el
agua y los otros componentes y entre los componentes presentes en la masa, como
proteinas de soja y almidones. Mientras que a una mayor dosis la repulsion entre las
cadenas del aditivo fue el efecto que mayormente dominé el comportamiento de la
fraccion proteica y por lo tanto su solubilizacidn en las distintas fracciones. Con ambas
dosis evaluadas se observd un aumento del contenido de proteinas que
permanecieron retenidas en el precipitado por estar interaccionando a través de
enlaces covalentes y estuvieron formadas en el caso de 2,5 % por subunidades de alta
masa molecular.

Por otro lado, se logré asociar una poblacidn de agua con la fraccion de agua unida a la
goma xantica y se observd como la presencia de este aditivo provocé una mayor
estructuracion de las poblaciones de agua, como asi también una reorganizacion de
las mismas entre los componentes de la masa. Esto revela que la goma xantica
compite por el agua presente en la masa y por lo tanto el/los componente/s asociados
a las distintas poblaciones se ven hidratados en diferente medida segun la dosis de
hidrocoloide presentes en el sistema. La estructura discontinua de la masa LG sin
aditivos se vio en cierta forma reforzada con la incorporacion de goma xantica, a
través de la formacion de una matriz compuesta por proteinas hidratadas y el
hidrocoloide, en donde los granulos de almiddn parcialmente hidratados fueron
contenidos. Esta mayor estructuracion de la masa permitié asociarla con un soélido
viscoeldstico de mayor rigidez en relacion a la muestra sin aditivo. Lo cual hizo posible
un mejor manejo de la misma durante el hojaldrado y laminado, obteniéndose asi una
pieza de masa laminada que inicid el horneado con mayor altura que el control.

La incorporacion de goma xantica en la masa gener6 un sistema, que durante el
calentamiento, presentd una estructura mas compleja y entrelazada que el control
hasta aproximadamente los 8o °C. La mayor respuesta viscosa de la masa con el
aditivo se asocio con la formacion de una estructura de tipo “gel débil”, a pesar de que
seguramente la capacidad de hidratacion del hidrocoloide se vio reducida debido a la
competencia por el agua entre los componentes del sistema. Ademas la retencion de
agua por parte del aditivo generé un retraso de la gelatinizacion y la misma ocurrié en
menor proporcidn; por consiguiente durante la gelatinizacidn del almidon la masa con
goma xantica fue menos viscosa que el control.

La mayor viscosidad compleja durante la mayor parte del calentamiento de la masa
con goma xantica pudo asociarse con el menor crecimiento vertical de la pieza
laminada durante el horneado en relacidon al control, el cual mostré una menor
resistencia a fluir. Sin embargo, debido a la mayor altura inicial de los panificados, al
finalizar el horneado estos fueron mas altos y con mayores valores del factor de forma
y volumen especifico que el control. Por otro lado, la presencia de una estructura
laminada de textura rugosa y compleja en el panificado con goma xantica, se
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relaciond con una mayor viscosidad de la masa durante el calentamiento y el retraso
en la gelatinizaciéon. La mayor resistencia a fluir debido a la presencia del aditivo y la
menor gelatinizacion del almiddn, promovio la preservacion de la integridad de las
capas de masa en el horneado.

En concordancia con estos resultados, en la masa con el aditivo una mayor proporcion
agua se encontré mas débilmente entrampada y necesité menor temperatura para ser
liberada, por lo que el hidrocoloide debilité o disminuyd el nUmero de interacciones
proteinas-agua y almidon-agua. Esto tuvo un efecto en la textura de los productos con
hidrocoloide, los cuales resultaron mas firmes y con mayores valores de
masticabilidad que el control.

La incorporacion de HPMC permitid obtener un sistema con mayor resistencia a la
deformacion que el control, pero que luego de ser sometido al descanso refrigerado
presenté mayor fluidez y un comportamiento asociado al de un liquido viscoelastico.
Las masas con este aditivo pudieron ser laminadas y hojaldradas en mejor medida que
el control y presentaron valores de altura levemente mayores al control. El agregado
de HPMC provoco un efecto en la fraccion proteica de la masa, al igual que en el caso
con goma xantica. Del mismo modo, se observd una estructuracion de las poblaciones
de agua en las masas con el aditivo.

Durante el calentamiento, la incorporacion de HPMC en ambas dosis promovio la
formacion de un sistema de estructura mas compleja y entrelazada con mayor
cantidad de puntos de contacto en comparacion con el control. El desarrollo de esta
estructura ocurrid hasta diferentes valores de temperatura relacionados con la dosis
de HPMC. Hubo un efecto del hidrocoloide en la gelatinizacion del almidon, la
presencia del aditivo generd una menor disponibilidad del agua en el sistema para dar
inicio a la gelatinizacion. También se observaron diferencias en el perfil de la tan &
entre las masas con ambas dosis del aditivo, las cuales sugirieron la formacion de una
estructura tipo gel en la muestra con la mayor concentracion. Mientras que en el
sistema con una menor cantidad de hidrocoloide el proceso de gelificacion fue
incompleto o no tuvo lugar. Por lo tanto presento, hasta aproximadamente los 60 °C,
una menor viscosidad newtoniana que la masa con mayor cantidad de HPMC y el
control. Por lo que el mayor crecimiento vertical de la pieza laminada con la dosis mas
pequena del aditivo durante el horneado se pudo asociar con la menor viscosidad de la
masa. Ademas la presencia de una estructura interna laminada, compleja y rugosa en
los productos horneados denoté la capacidad del aditivo para reforzar la integridad
estructural de las micelas de grasa y de aire durante el horneado. La masa con una
mayor dosis de HPMC fue mas viscosa y con una mayor resistencia a la deformacion,
por lo que la capacidad de la pieza de masa laminada para expandirse con la presion
del vapor de agua generado disminuyd. Por lo tanto experimentd un menor
crecimiento y dio como resultado un producto de estructura interna mas firme.

El psyllium provocé un efecto en el comportamiento reoldgico de las masas similar al
observado en las muestras con HPMC luego del descanso refrigerado. Se observaron
sistemas con mayor fluidez y menor viscosidad newtoniana durante la deformacion y
una menor capacidad de recuperacidn durante la relajacion. De la misma forma que
con la incorporacion de los otros hidrocoloides, se observé una mayor estructuracion y
reorganizacion de las poblaciones de agua. Las masas con el aditivo soportaron en
mejor medida el laminado y hojaldrado e iniciaron el horneado con una mayor altura
que el control. A pesar de que Unicamente con la menor dosis el sistema crecié en
direccion vertical, con ambas concentraciones los productos fueron mas altos que el
control.

Durante el calentamiento Unicamente la masa con una mayor dosis se presentd como
un sistema mas estructurado y eldstico que el control. Ambas concentraciones



provocaron un leve pero significativo aumento de la viscosidad newtoniana del
sistema debido a la formacidn de una estructura tipo gel entre los 25 y 60 °C. Por
encima de esta temperatura el hidrocoloide provocd un leve retraso en la
gelatinizacion del almiddn lo cual provoco una menor viscosidad del sistema. Esto le
permitid a las piezas de masa laminada conservar su estructura y no expandirse en
direccion lateral obteniéndose una estructura laminada al finalizar el horneado. La
presencia de psyllium en las masas generd una reorganizacion de las poblaciones de
agua entre los componentes de la masa y una mayor proporcion de agua se vio mas
débilmente entrampada en relacion al control, por lo que la presencia del aditivo
facilitd la evaporacion del agua del sistema. Sin embargo, la proporcidon de agua
retenida por encima de los 100 °C para la muestra con psyllium fue mayor a la cantidad
observada en las muestras con los otros aditivos. Esto se relaciond con productos con
psyllium de menor firmeza en relacion a los otros aditivos.

Los hidrocoloides ejercieron un efecto en el sistema laminado LG, el cual guardé una
estrecha relacidn con las estructuras moleculares y la conformacion de las cadenas de
cada uno de ellos. Esto determind las interacciones en el sistemay el comportamiento
reoldgico de la masa y consecuentemente influyo las caracteristicas tecnoldgicas del
panificado.
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Efecto de la incorporacion de

Parametros
Goma Xéntica HPMC Psyllium
taltura de masa laminada después del Leve faltura de masa laminada después del hojaldrado | #altura de masa laminada después del
hojaldrado Crecimiento durante el horneado: hojaldrado
Crecimiento durante el horneado: #vertical vertical #2,5%, #5% Crecimiento durante el horneado:
< = horizontal | = horizontal vertical #2,5%, #5%
° E,, 4 altura del producto +altura del producto = horizontal
= '% #factor de forma Factor de forma: #2,5%, #5% #altura del producto
S5 #volumen especifico #volumen especifico #factor de forma
L] #firmeza y masticabilidad #firmeza y masticabilidad #volumen especifico

& contraste #dimension fractal 2 presencia de
laminas

# contraste #dimension fractal & presencia de laminas

=firmeza y masticabilidad

Contraste: = 2,5%, #5%

Dimension fractal: = 2,5%, #5%-> presencia de
laminas

#fluidez #fluidez *fluidez
# comportamiento sdlido viscoelastico 4 comportamiento sélido viscoelastico # comportamiento liquido viscoeldstico
5 « €% | #resistencia a la deformacion ATESISTETCia 3 ta deformacitn #resistencia a la deformacion
b < 0 | #viscosidad #viscosidad = viscosidad
2ol
@ g ﬁ Efecto mas marcado en 2,5%
s =
'g ";z < | e= | 2,5%: = capacidad elastica = capacidad elastica = capacidad elastica
e 0 | 5%: ¥capacidad elastica #viscosidad 5% #resistencia a la deformacion
]
£y
25|y |, | ¥iuides tluidez #luidez
'E § a EG #resistencia a la deformacion 2,5%: ¥resistencia a la deformacion #resistencia a la deformacién
cE=4 3 #viscosidad 5%: #viscosidad $viscosidad
g" § #resistencia a la deformacion
£ 3
S & | &= | 2,5%: tcapacidad elastica = capacidad elastica = capacidad el3stica
0 #tiempo de recuperacion #tiempo de recuperacion = tiempo de recuperacién
5%: no se midid
2,5% > C: 2,5%>C: 2,5%>C:
& 2| -#sub. prot. de alta masa molecular ~#sub. prot. de masa molecular < 28.000 -#sub. prot. de masa molecular 97.000, aparicién
z% banda a 200.000
Tls%=C 5%<C
5%<C
& 2,5% < C: 2,5%<C: 25%<C:
" E -Xan compite por el H,0 2 #proteinas-H,0 ~HPMC compite por el H,0 = #proteinas-H,0 -#sub, prot. de masa molecular 200,000
2|y -conformacién extendida <reordenamiento de -moléculas hidratas de HPMC impiden proteinas-proteinas=
‘E 2 § proteinas en interacciones mas fuertes reordenamiento en agregados de menor masa molecular 2,5% < C (pero >2,5%)
&o ] + | -#sub. prot. menores a 28.000 -4 sub. prot. menores a 28.000
-: &g -efecto sobre interacciones no covalentes de los anillos
@ exagonales de los polip. Ay B de la proteina de soja 5%>C
hi les de | | de |l ina d
z 5% > C:
-efecto de repulsian entre Xan y proteinas de soja=>
cambio a conformacién mas compacta —># proteinas-
H,0
| |25%>C 2,5%=C
g -#sub. prot. masa molecular entre 110.000-97.000y <
g 45.000
o [5%>C
o = -#poblaciones> 5 poblaciones de H,0 - poblaciones—> 5 poblaciones de H,0 (poblacién A4 = | -#poblaciones—> 5 poblaciones de H,0
= T (poblacién A4 = H,0-Xan) H,0-HPMC) (poblacién A4 = H,0-Psy)
T ® -# #intensidades relativas de las poblaciones—> | -# ¥intensidades relativas de las poblaciones=> -4 #intensidades relativas de las
: % reorganizacion de las moléculas de H,0, # grado | reorganizacion de las moléculas de H,0, # grado de poblaciones=» reorganizacién de las moléculas
T ] e hidratacién de los componentes idratacion de los componentes e , # grado de hidratacion de los
8 :dh'dt"dl t hidratacion de | t de H,0 do de hidratacion de |
% > -#tiempos de relajacion T2-> #testructuracion y | -®tiempos de relajacién T2-> #estructuracién y componentes
g # movilidad de las poblaciones #movilidad de las poblaciones -#tiempos de relajacién T2-> #estructuracion
& p p p )
£ y #movilidad de las poblaciones
-G’ > G”=>» comportamiento viscoeldstico -G’ > G”=> comportamiento viscoeldstico -G’ > G”=> comportamiento viscoeldstico
AGN ‘G" _Gh
o G": -G" -G
] 25-80°C: G'-Xan > G'-C = Xan= sistema con 25-80°C: G'-HPMC > G'-C = HPMC= sistema con #puntos | 25-80°C: G'-2,5% < G'-C
.E # puntos de contacto de contacto G'-5% > G'-C
kl 80-90°C: Temp-d1,G’-Xan > Temp-d1,G’-C > % Temp > 80 °C: G’-2,5% = G'-C
5
. , A
] gelatinizacion Temp—fﬁll,G -H PMlC‘> 'Ije'-mp—dl,G —C‘ 9 # H,0 disponible Temp-d1,G'-Psy > Temp-d1,G'-C > # H,0
T 6" p‘ala ‘“'c;" Te gellatmlzacwn por absorcion de HPMC y se retrasa | gisponible para inicio de gelatinizacion por absorcion
= el inicio de la gelatinizacion imici
g G"”-Xan > G”-C 2 formacioén de estructura tipo gel -G": de Psy V se‘ tetrasa levemente el inicio de la
S 3 achil : gelatinizacion
5 c Et 25-60°C: G”-2,5% = G"'-C -G
© [ -n*: »_co, . e ; .70, " ’ i
= G”-5% > G"”-C = formacién de estructura tipo gel 25-70°C: G”-Psy > G"-C - formacién de
o _80°C: n*- - i :
5’ © :gosg(llg.égl Xan >n*-C > formacién de estructura | ¢ 10909, G7_5% < G”-C estructura tipo gel
) a o -tan & 70-100°C: G"-Psy < G”-C
S 2 | 80-90°C: n*-Xan < n*-C > Xan retrasa la —ano: v
@ L s L 25-80°C: -tan &:
et o gelatinizacién y ocurre en menor proporcion 25%yve> 40°C 5% > 2.5% > C
b] 90-100°C: n*-Xan > n*-C prevalencia de la 270 Y maxa . . - o o
S formacién de estructura tipo gel por sobre la 5% = max a 40 y 60° (comportamiento tipico de gelificacién | -n*:
E disminucion de la gelatinizacion de HPMC) 25-60°C: n*-Psy > n*-C > formacién de estructura
il -n*: tipo gel
c
g 25-60°C: n*-5% = n*-2,5% >n*-C 60-90°C: n*-Psy < n*-C > Psy retrasa el
g 60-90°C: N*-5% < N*-C > HPMCS% retrasa la gelatinizacion | gelatinizacion y ocurre en menor proporcién
] Y OCurre en Menor proporcién 90-100°C: n*-5% < n*-2,5% < n*-C
90-100°C: n*-5% > n*-C = prevalencia de la formacion de
estructura tipo gel por sobre la disminucién de la gelatinizacion
-#poblaciones—> 5 poblaciones de H,0 -#poblaciones—> 5 poblaciones de H,0 (poblacién A2 = | -#poblaciones—>4 poblaciones de H,0
] (poblacion A2 = H,0-Xan) H,0-HPMC) (poblacién A2 = H,0-Psy)
3 o -Poblaciones A1,A2,A3 < 100°C—>H,0 débilmente | -Poblaciones A1,A2 < 100°C->H,0 débilmente entrampada | -Poblaciones A1,A2 < 100°C>H,0 débilmente
=
8 =} entrampada A3,A4,A5 > 100°C>H20 fuertemente entrampada entrampada
= ,2 % A4,AS > 100°C>H20 fuertemente entrampada -# $areas relativas de las poblaciones—> rearganizacién A3,A4 > 100°C->H20 fuertemente entrampada
g- g - -# $areas relativas de las poblaciones—> de las moléculas de H,0 -# ®areas relativas de las poblaciones—>
z E qa’- reorganizacién de las mnléc:nlas de H,0 -%H,0 evaporada < 100°C: HPMC > C - H,0 débilmente reorganizacién de las molé . las de H,0
T5 & -%H,0 evaporada < 100°C: Xan > C & H,0 entrampada y # facilidad para evaporar que el agua unida al -%H,0 evaporada < 100°C: Psy > C - H,0
E= ﬁ - débilmente entrampada y # facilidad para evaporar almidoén gelatinizado débilmente entrampada y # facilidad para evapaorar
é : que el agua unida al almidén gelatinizado que el agua unida al almidén gelatinizado
= ] Después:
3 £ -%H,0 evaporada < 100°C: Psy > C pero

B diferencia en relacion a los otros aditivos—> hay
4 H20 retenida por encima de los 100°C vs. otros
hidrocoloides

Figura 3.65 Cuadro comparativo del efecto de la incorporacion de hidrocoloides en relacion a la muestra sin aditivos.
C: control, Xan: goma xantica, Psy: psyllium, €: esfuerzo, sub. prot.: subunidades proteicas, Temp.: temperatura.




Capitulo 4

Efecto de la incorporacion de enzimas y emulsionantes
sobre las propiedades estructurales de las masas y la
calidad tecnolégica de los panificados

Las dificultades para elaborar panificados libres de gluten llevan al estudio continuo
del efecto de una amplia variedad de aditivos, de manera tal de mejorar las
propiedades de las masas y las caracteristicas tecnoldgicas de los productos. La
aplicacion de enzimas ha sido evaluada como herramienta para modificar la
funcionalidad de las proteinas de las harinas libres de gluten y mejorar sus
caracteristicas panaderas al promover la formacidn de redes proteicas. La mayoria de
los estudios realizados abordan la aplicacion de glucosa oxidasa, a-amilasa y
transglutaminasa en productos como el pan. Mientras que el efecto de ciertas enzimas
sobre el almiddn contenido en el sistema, como la ciclodextrina glucano tranferasa, ha
sido poco estudiado. Por lo tanto, resulta interesante evaluar la capacidad de enzimas
que actvan sobre la fraccion almidonosa e indirectamente sobre la proteica. De
manera tal de generar una estructura que presente buenas propiedades reoldgicas y
genere un producto panificado laminado LG de caracteristicas tecnoldgicas
aceptables.

Por otro lado, los emulsionantes han sido considerados como agentes estructurantes
en sistemas LG. Estos aditivos son ingredientes lipidicos que funcionan como
estabilizantes de la masa, cuando interactUan con la fraccion proteica de la misma, y
como suavizantes de la miga cuando se acomplejan con el almidon gelatinizado
durante el horneado (Goesaert et al. 2005). Los emulsionantes han sido utilizados en
la industria de la panificacion desde hace mas de 60 afios con el objetivo de retardar el
endurecimiento de la miga (Pisesookbunterng y D'Appolonia 1983). Este efecto se
relaciona con la habilidad de los emulsionantes para formar complejos insolubles con
la amilosa durante el horneado. Autores como Onyango et al. (2009) evaluaron el
efecto de diferentes emulsionantes sobre el endurecimiento de la miga en panes libres
de gluten elaborados a partir de almidon pregelatinizado de mandioca y harina de
sorgo. Sin embargo, no se han encontrado estudios sobre el efecto de la incorporacion
de enzimas y emulsionantes en panificados laminados libres de gluten.

4.1 MATERIALES Y METODOS

Se empled la combinacion m2, compuesta por 35 % de harina de arroz, 45 % de
almiddn de mandioca y 20 % de harina de soja. Se evalud la incorporacion de enzimas
y emulsionantes segun la tabla 4.1. Previamente se realizaron ensayos de panificacion
con dos dosis de emulsionantes, 0,5y 1 %; y se determinaron algunos parametros de
calidad tecnoldgica sobre los productos. Debido a la dificil maquinabilidad de las
masas y la mala calidad de las muestras con la menor dosis, se decidié profundizar en
el efecto de la incorporacion de emulsionantes utilizando una dosis intermedia, 1 %, y
una dosis, 2,5 %. En el caso de las enzimas, las dosis evaluadas se eligieron en funcion
del trabajo realizado por otros autores como Steffolani et al. (2010) y Gujral et al.
(200343).
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Tabla 4.1 Emulsionantes y enzimas empleados

Concentracion

Aditivo Marca (/100 g harina) Muestra
Estearoil Lactilato de Alpha 1 SSL1 %
Sodio Emulsionantes 2,5 SSL2,5%
Acidos Grasos del Acido Alpha 1 Datem 1 %
Diacetil Tartarico Emulsionantes 2,5 Datem 2,5 %
Glucosa Oxidasa 0,01 GOX 0,01 %
(10000 U/g) Novozymes 0,02 GOX 0,02 %
Ciclodextrina Glucano 0,2 CGTase 0,2 %
Tranferasa Novozymes
(3 KNU/g) 0,8 CGTase 0,8 %

4.1.1 Elaboracion de panificados laminados salados libres de gluten

Los panificados laminados salados libres de gluten (LG) se elaboraron utilizando la
formulacion detallada anteriormente en la tabla 3.2 del capitulo 3. Se realizaron
panificaciones con la incorporacién de emulsionantes y enzimas segun las dosis
detalladas en la tabla 4.1 y sin aditivos (muestra control). La cantidad de agua
incorporada en todas las muestras fue 50,5 % y se determind experimentalmente de
acuerdo a las condiciones de trabajo y en base a pruebas previas sobre la consistencia
deseable de la masa luego del amasado. El procedimiento para la elaboracion de los
panificados se realizo segun lo detallado anteriormente en el capitulo 3.

Se elaboraron al menos tres productos con cada emulsionante, enzima y sin aditivos, y
el procedimiento se realizé por duplicado.

4.1.2 Estudio de las interacciones en el sistema masa

Se prepararon piezas de masa segun la formulacidn descripta en la tabla 2 del capitulo
3y con la incorporacion de enzimas y sin aditivos. Las determinaciones se realizaron
sobre piezas de masa sin laminar antes y después del descanso en heladera a g °C
durante 24 h.

Analisis de la fraccion proteica

El analisis de la fraccion proteica se realizé sobre piezas de masa con ambas dosis de
enzimasy sin aditivos.

Extraccion de proteinas. Las proteinas se extrajeron secuencialmente a partir de 1 g de
masa previamente liofilizada y deslipidizada segun se describié previamente en el
capitulo 3 (figura 3.1). A partir de la extraccion secuencial se obtuvieron las fracciones
de sobrenadante F1 y F2 y el precipitado. Las determinaciones se realizaron por
duplicado.

Contenido de proteinas. El contenido de nitrégeno de las muestras de masa,
previamente liofilizadas y deslipidizadas, y de las fracciones F1, F2 y el precipitado se
determind de acuerdo al micro método de Kjeldahl modificado para acido borico,
como se describio en el capitulo 1.

Electroforesis bajo condiciones reductoras. Cada fraccion de la extraccidn secuencial de
proteinas (F1 y F2) y el precipitado fueron analizadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) bajo condiciones reductoras como se describid
previamente en el capitulo 3.



Comportamiento reoldgico

El comportamiento reoldgico se determind sobre piezas de masa con la menor dosis
de ambas enzimas en estudio y sin aditivos.

Ensayo de deformacion-relajacion. La evaluacion del caracter viscoeldstico de las
masas durante un periodo de tiempo se realizé mediante un ensayo de compresion-
relajacion. En el cual se empled un redmetro de esfuerzo controlado RHEOPLUS/32
(Anton Paar, Alemania), con una geometria de platos paralelos (diametro= 25 mm) y
se ajusto una apertura de 2 mm. Las mediciones se realizaron segun se describio en el
capitulo 2. Los datos obtenidos fueron analizados segun el modelo de Burgers. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y se evaluaron cuatro porciones de cada
muestra de masa.

4.1.3 Estudio del efecto de la temperatura en la estructura de la
masa

Se prepararon piezas de masa con la incorporacion de la menor dosis de ambas
enzimas segun la tabla 4.1 y sin aditivos. Las determinaciones se realizaron sobre
piezas de masa sin laminar después del descanso en heladera a g °C durante 24 h.

Comportamiento reologico

Barrido de temperatura. Las determinaciones se llevaron a cabo mediante un reémetro
de esfuerzo controlado RHEOPLUS/32 (Anton Paar, Alemania) y se utilizd una
geometria de platos paralelos (diametro= 25 mm) y 2 mm de apertura. Se evaluaron
piezas de masa sin laminar después del descanso en heladera a 9 °C durante 24 h. Las
determinaciones se realizaron segun se describid en el capitulo 2. De estos barridos se
obtuvieron los moédulos G’y G” y la tan & en funcion de la frecuencia y la temperatura.
Las determinaciones se realizaron por triplicado y se evaluaron cuatro porciones de
cada muestra de masa.

4.1.4 Evaluacion de la calidad tecnolégica de los panificados
Cambio conformacional

El cambio conformacional que experimento la pieza de masa durante el proceso de
elaboracion se evalud a través de las dimensiones de la masa (altura, ancho y largo), al
final del proceso de laminado y hojaldrado o inicio del horneado y sobre el producto
final luego de 1 h de horneado. Se calcularon las relaciones de altura y ancho con los
valores de estas dimensiones de las piezas de masas no fermentadas en relacion a los
valores de los productos horneados.

Factor de forma (FF)

El factor de forma de los productos panificados se calculd segun lo descripto en el
capitulo 1.

Volumen especifico (VE)

El volumen especifico de los panificados se determind por desplazamiento de semillas
de colza como se describid en el capitulo 1.

Los ensayos sobre las dimensiones de los panificados se realizaron por duplicado y se
evaluaron tres piezas por cada muestra de harina.

Color de la corteza (Método 14-22.01, AACC, 2000)

El color de la corteza se determind mediante un espectrofotometro CM-700d/600d
KONICA MINOLTA (Ramsey, EUA) segin se describio anteriormente. El
espectrofotometro fue calibrado antes de cada ensayo con un plato estandar blanco,
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se realizaron mediciones en tres puntos de la corteza de los panificados (en el extremo
superior izquierdo, en el centro y en el extremo inferior derecho). La evaluacion del
color de la corteza de los panificados se realizd por duplicado y se evaluaron tres
piezas por cada muestra.

Analisis del perfil de textura

El analisis del perfil de textura (TPA) se llevd a cabo mediante un texturometro
INSTRON 3342 (Norwood, MA, EUA), equipado con una sonda cilindrica (diametro=
25 mm) y una celda de compresion de 5 kg. Para la evaluacion se tomo una porcion
longitudinal de 20 mm de espesor, luego de 1 h de horneado. Las determinaciones se
realizaron segun se describid en el capitulo 2. Se obtuvieron los siguientes parametros
a través del programa BluehillR 2.27 (Instron, EUA): firmeza, elasticidad y
masticabilidad. Las determinaciones se realizaron por duplicado y se evaluaron tres
piezas por cada muestra.

Analisis textural de imagenes

La medicion de la textura de las imagenes de cortes transversales de los panificados se
llevd a cabo como se describid previamente en el capitulo 1. Se aplico el algoritmo de
Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises (GLCM) y se obtuvieron los parametros
relacionados con la textura, como el contraste, la homogeneidad y la entropia.
Mediante el método de conteo de cajas se calculd de la dimension fractal.

Las imagenes en escala de grises de 8-bits de la estructura interna de cada una de las
muestras se visualizaron en un grafico de superficie en tres dimensiones. Los ensayos
sobre evaluacion de la calidad de los panificados se realizaron por duplicado y se
evaluaron tres piezas por cada muestra de harina.

4.1.5 Analisis Estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizd mediante el programa
INFOSTAT (Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC, Argentina). Las
determinaciones experimentales fueron comparadas mediante un Analisis de la
Varianza (ANAVA), en donde se utilizoé la prueba de LSD Fisher para la comparacion
de medias y la relacion entre las respuestas medidas se determind mediante el
coeficiente de regresidn de Pearson con un p-valor <o,05.



4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1 Efecto de la incorporaciéon de enzimas

Efecto de las enzimas en la calidad tecnologica de los panificados

La evaluacion del efecto de la incorporacion de enzimas en panificados laminados
libres de gluten se realizé6 mediante la elaboracion de los productos (figura 4.1) y la
valoracion de su calidad tecnoldgica. Las vistas laterales y superiores de los
panificados evidencian que el agregado de las enzimas CGTase y GOX no provocd
cambios en el aspecto externo de las muestras. Los productos con enzimas no
presentaron ldminas, sino mas bien escasos estratos gruesos, al igual que el control.
Del mismo modo, no se observé que la incorporacion de enzimas haya provocado
cambios en la altura de las muestras en relacion al control.

Control CGTase 0,2 % CGTase 0,8 % GOX 0,01 % GOX 0,02 %

Figura 4.1 Panificados laminados salados libres de gluten con enzimas

Los productos elaborados con ambas enzimas no presentaron valores de altura al
finalizar el proceso de laminado y hojaldrado significativamente diferentes al control
(figura 4.2). Sin embargo, la tendencia observada mostrd que las piezas de masa con
enzimas fueron levemente mas altas que el control. Del mismo modo la presencia de
estos aditivos no provoco cambios en el crecimiento vertical de las muestras durante
el proceso de produccion, ya que no hubo diferencias significativas entre los valores de
la relacion de altura. Sin embargo, los productos con enzimas fueron mas altos que el
control al finalizar el horneado. Esto revela que la tendencia inicial observada con
respecto a la altura de las muestras con enzimas le permitio a estos sistemas ser mas
altos que el control al finalizar la coccion; a pesar incluso de haber experimentado un
menor crecimiento. En general el agregado de enzimas no provocd un crecimiento de
la pieza de masa en direccion horizontal, excepto un 0,8 % de CGTase (tabla 4.2).

No se observaron diferencias significativas en el factor de forma de los productos
cuando se agregaron enzimas (tabla 4.2). Las muestras con enzimas presentaron
mayores valores de volumen especifico que el control (tabla 4.3). Otros autores
observaron el mismo efecto positivo de la CGTase sobre el volumen especifico de
panes LG de harina de arroz (Gujral et al. 2003b, Shim et al. 2007). En cuanto al color
de la corteza, la presencia de las enzimas no provocd cambios en la luminosidad de la
misma, Unicamente con un 0,02 % de GOX se observo una leve disminucion de la
luminosidad de la corteza en relacion al control (tabla 4.3). Los valores del pardmetro
a* fueron positivos para todas las muestras y no se observaron diferencias
significativas en la intensidad del color rojo con el agregado de enzimas. La misma
tendencia se observd para el parametro b*, que da cuenta de la intensidad del color
amarillo. La incorporacion de CGTase y de un 0,01 % de GOX no provoco cambios en
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Tabla 4.2 Relacion de ancho (Ra)
y factor de forma (FF) de
panificados laminados LG. Letras
diferentes en la misma columna
indican  diferencias  significativas
(p=o0,05).

Muestra Ra FF

Control 1,01 0,44°
CGTase 0,2 % 1,03 0,48
CGTase 0,8 % 1,06° 0,46°

GOX0,01% 1,02%> 0,48°
GOX0,02%  1,03% 0,48°
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Figura 4.3 Imagenes
binarizadas de la estructura
interna de panificados

laminados libres de gluten con
enzimas

la firmeza de los productos. Mientras que con una dosis mayor de GOX se observé una
disminucion de este parametro. El efecto de la GOX ha sido establecido como
dependiente del tipo de harina LG y de la dosis empleada. Algunos autores han
observado una disminucion de la firmeza de panes LG con la incorporacion de la
misma (Gujral y Rosell 2004b). En este estudio los bajos valores de firmeza fueron
acompanados por una disminucion del contenido de grupos sulfhidrilos libres y grupos
aminos. Lo cual fue asociado con un aumento del grado de entrecruzamiento entre las
proteinas de la harina de arroz y la formacion de enlaces covalentes adicionales. Sin
embargo, otros autores (Renzetti y Arendt 2009) informaron que la presencia de la
enzima en panes elaborados con harina de maiz o sorgo generaba un efecto positivo
en el volumen y la estructura de la miga. Mientras que una menor firmeza de la miga
solo se observo en panes elaborados con harina de maiz. Por el contrario, estos
autores no observaron efectos significativos de la GOX en panes con harina de arroz
integral o harina de teff. En cuanto a la masticabilidad, la muestra GOX 0,01 % no
presentd un valor diferente de este pardmetro en relacion al control (tabla 4.3).
Mientras que una mayor cantidad de GOX y ambas dosis de CGTase provocaron una
disminucion de este parametro que da cuenta de la fuerza requerida para desintegrar
el producto.

= |nicial

mFinal

Control CGTase 0,2% (CGTase 0,8% Gox 0,01 % Gox 0,02 %

Figura 4.2 Altura y relacion de altura de panificados laminados LG sin aditivos y con enzimas. En el
recuadro[__]: Relacién de altura. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas en cada
muestra (p<o0,05).

El efecto de la incorporacion de enzimas en panificados laminados libres de gluten
sobre la conformacién de la estructura interna se evalué mediante un analisis textural
de imdgenes. A partir de este ensayo se obtuvieron parametros (tabla 4.4) que
permiten caracterizar la estructura interna en términos de textura. La figura 4.3
muestra la estructura interna de las muestras elaboradas con las diferentes enzimas y
el control. En las muestras con CGTase se observaron espacios vacios de
conformacion mas alargada que en el control y por lo tanto la presencia de algunas
capas de gran espesor. Por otro lado, la incorporacion de la menor dosis de GOX
permitié obtener una miga con espacios vacios de conformacion levemente alargada.
Sin embargo, no se observo la existencia de capas. El producto con la mayor cantidad
de GOX presentd una estructura interna mas similar al control, en la cual los espacios
vacios perdieron su conformacion alargada y adoptaron mas bien la forma de alveolos
circulares.



Las muestras con enzimas presentaron una estructura interna menos homogénea que
el control, aunque esta tendencia no fue significativa (tabla 4.4). Se observé una
disminucion del contraste con el agregado de enzimas, siendo esta tendencia mas
marcada cuando la CGTase estuvo presente en ambas dosis. Esto concuerda con el
mayor caracter de estructura laminada observado en las muestras con CGTase en
relacion al control y GOX. La presencia de espacios de conformacion mas bien
alargada provoca que la variacion local de la escala de grises de los pixels de la region
analizada sea menor cuanto mayor es la cantidad de capas formadas. Por otro lado,
no se observaron diferencias significativas en los valores de entropia para las muestras
analizadas. Lo cual revela que, si bien la presencia de CGTase generd cambios en la
conformacion y aspecto de la estructura interna del producto, esto no afectd la
aleatoriedad de la distribucion de la intensidad de la imagen. La presencia de enzimas
permitié obtener estructuras internas con valores de dimensidon fractal
significativamente mayores al control. Esta tendencia fue mas marcada con CGTase,
por lo que las muestras con este aditivo se caracterizaron por poseer elementos
estructurales de mayor que el control (figura 4.4).

Tabla 4.3 Parametros de calidad tecnoldgica de panificados laminados LG

Muestra VE (cm?) L* a* b* Flrmt)eza Masticabilidad
Control (64:4)*  (5621)® (12+1)  (31,4:0,1)  (62+4)° (63£3)°
CGTase 0,2 % (76x2)°  (56+1)°® (11,2¢0,3)>  (31#1)®>  (58,5:0,8)° (29,69+0,05)%®
CGTase 0,8 %  (76%2)°  (57+0,5)>  (10x1) (32£2)? (64£1)° (18£1)®
GOX 0,01%  (70:1)®  (57%2)° (10£1)2 (3122)° (60+3)° (6011)°
GOX0,02%  (74£1)®  (53+1)®  (12,620,2)® (31,4:0,5)°  (49+2) (365)°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

La incorporacion de enzimas permitié obtener panificados laminados LG de mayor
altura y volumen especifico. Sin embargo, con la adicion de GOX no observé una
mejora de las caracteristicas de la estructura interna. Mientras que la presencia de
CGTase permitio obtener productos con una conformacidon interna rugosa vy
compuesta por capas, aunque estas caracteristicas no se expresaron en la apariencia
exterior de las muestras.

Tabla 4.4 Parametros del analisis textural de imagenes de cortes transversales de los
panificados laminados LG

Muestra Homogeneidad Contraste Entropia DF
Control 0,24% 90,42¢ 7,06° 1,442
CGTase 0,2 % 0,192 79,90 7,217 1,56
CGTase 0,8 % 0,20° 79,432 7,162 1,62¢
GOX 0,01 % 0,192 84,36 717%  1,49°
GOX 0,02 % 0,192 81,83 7,15%  1,48°

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<o,05).

Evaluacion de las interacciones en el sistema masa
Efecto de la incorporacion de enzimas sobre la fraccion proteica

El efecto de la incorporacion de CGTase en masas LG antes del descanso refrigerado
sobre el contenido de proteinas de las fracciones y el precipitado de la extraccion
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secuencial se observa en la figura 4.5.a. El contenido de proteinas de la fraccion F1 no
fue modificado por la presencia de un 0,2 % de CGTase en la masa. Mientras que una
mayor dosis de la enzima provocé un leve y significativo aumento de las proteinas que
se solubilizaron en estado nativo. Por otro lado, la incorporacion de la menor dosis de
CGTase generd un leve y significativo aumento de las proteinas que se solubilizaron en
buffer fosfato+SDS. Concomitantemente se observd una mayor intensidad en las
proteinas del carril correspondiente a CGTase 0,2% en relacion al control (figura 4.7.a).
El agregado de una mayor cantidad de la enzima provocé una disminucion de las
proteinas de la F2, igualandose al control. Finalmente, no se observaron
modificaciones significativas en el contenido de proteinas del precipitado debido a la
presencia de la CGTase. Sin embargo, hubo una diminucion de la intensidad de las
bandas proteicas con el agregado de la enzima (figura 4.8.a).
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Figura 4.5 Contenido de proteinas de las fracciones de la extraccion secuencial de masas LG sin aditivos
y con CGTase. a. Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. Fi: fraccién del
sobrenadante en buffer fosfato, F2: fraccion del sobrenadante en buffer fosfato+SDS.

Después del descanso refrigerado (figura 4.5.b) con el agregado de ambas dosis de
CGTase se observd un aumento significativo de las proteinas que se solubilizaron en
buffer fosfato, en relacion al control. En cuanto a las proteinas que se encontraban
formando enlaces no covalentes, ante la presencia de un 0,2 % de la enzima
mostraron un aumento significativo en relacion al control. Sin embargo, una mayor
dosis de la enzima provocd una disminucion, aunque este valor fue mayor al control.
No hubo modificaciones significativas en la cantidad de proteinas retenidas en el
precipitado con la presencia de la CGTase. Sin embargo, ante el agregado de CGTase
se observd la existencia de subunidades proteicas de alto peso molecular que no
estuvieron presentes en el control, y que incluso quedaron retenidas en el extremo
superior del carril.
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Figura 4.6 Perfil electroforético de las proteinas de las fracciones F1 (sobrenadante en buffer fosfato)
de la extraccion secuencial en masas LG sin aditivos y con enzimas, antes y después del descanso
refrigerado. a. Muestras con CGTase. b. Muestras con GOX. PM: marcador de peso molecular, C: control,
DR: muestras sometidas al descanso refrigerado.



Entre las reacciones que la CGTase cataliza, la formacion de a-, B- y Y-ciclodextrinas
(CD) utilizando al almidén como sustrato, ha sido relacionada por algunos autores con
cambios en la fraccion proteica de sistemas LG. Gujral et al. (2003a) postularon que
durante el proceso de produccion de pan LG se formaban complejos entre la cavidad
interior hidrofébica de las CD vy las proteinas hidrofdbicas del arroz (globulinas y
glutelinas). Esto provocd un aumento en la solubilidad de las proteinas. Por otro lado,
Lee y Fennema (1991) estudiaron la formacion de complejos de inclusion entre CD y
proteinas globulares hidrofdbicas a 3 y 31 °C. Estos autores observaron que la
interaccion entre las CD y las proteinas generd un aumento de su solubilidad a31°Cy
mejor6 su estabilidad durante el calentamiento. La CGTase requiere de ciertas
condiciones de pH y temperatura para exhibir su maxima actividad. Shim et al. (2007)
establecieron que la enzima posee un aumento de su actividad conforme aumenta el
pH del medio y la temperatura, observandose un maximo a pH 6 y 5o °C. Luego la
actividad disminuye conforme aumenta la temperatura. Tonkova (1998) informé un
rango de temperatura de maxima actividad de la enzima comprendido entre 40 y 85
°Cy unintervalo de pH entre 4,5y 7.
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o - -

200000 ¢ 200000

116250
97400

116250
97400

66200 66200
45000 45000

31000 31000

GOX 0,02DR % CDR GOX 0,01DR %

CGTase0,2%DR CDR CGTase 0,8%DR

Figura 4.7 Perfil electroforético de las proteinas de las fracciones F2 (sobrenadante en buffer
fosfato+SDS) de la extraccion secuencial en masas LG sin aditivos y con enzimas, antes y después del
descanso refrigerado. a. Muestras con CGTase. b. Muestras con GOX. PM: marcador de peso molecular, C:
control, DR: muestras sometidas al descanso refrigerado.

Si bien, las condiciones del medio (temperatura y pH) en las que se encontraba la
masa cuando se realizaron las extracciones no son las condiciones de maxima
actividad de la enzima, se observo que la enzima presento cierta actividad que afectd
a la fraccidn proteica del sistema. El aumento observado en la cantidad de proteinas
de la F1 en la masa con CGTase puede relacionarse con la formacion de complejos
entre las subunidades a’ y o de la B-conglicina de la harina de soja, de naturaleza
hidrofdbica, y las CD producidas por la enzima. La formacion de estos complejos
facilito la solubilizacidn de estas proteinas de la soja y concomitantemente se observo
en el perfil electroforético de la F1, un aumento de la intensidad de las bandas
correspondientes (figura 4.6.a). Las bandas asociadas a las subunidades proteicas
mayores a 45.000 fueron mas intensas en las masas con CGTase (figura 4.7.a). Lo cual
puede relacionarse con la formacion de complejos entre estas proteinas y las CD, de
manera tal que su solubilidad aumentd. Si bien no se observaron diferencias
significativas en el contenido de las proteinas retenidas en el precipitado, el perfil
electroforético (figura 4.8.a) de las muestras con CGTase presentd bandas de alta
masa molecular de mayor intensidad que el control.

Los complejos CD-proteinas pueden ejercer un efecto de film protector, de manera tal
de entrampar de manera mas eficiente el vapor de agua generado durante el
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horneado. Por lo tanto, los productos panificados con CGTase resultaron mas altos y
presentaron un mayor volumen especifico y una estructura interna mas laminada e
igual de firme que el control. Si bien la CGTase es una enzima que actUa sobre el
almidon, indirectamente genera un efecto sobre la fraccion de proteinas del sistema,
lo que provoca un efecto positivo en las caracteristicas tecnoldgicas de panificados
laminados LG. Cabe aclarar que otros autores (Jemli et al. 2007) determinaron el
contenido de CD en porciones de productos panificados y corroboraron la produccion
de estos compuestos, principalmente durante la coccion. Ademas pudieron relacionar
la presencia de complejos CD-proteinas con panes LG de mayor volumen y menor
firmeza.

En las masas con GOX antes del descanso refrigerado no se observaron cambios
significativos en el contenido de proteinas de las fracciones y el precipitado en relacion
al control (figura 4.9.a). Sin embargo, conforme aumenté la dosis de GOX se observo
en la F1 una disminucidon de la intensidad de las bandas correspondientes a
subunidades proteicas de alta masa molecular (globulinas) y a las albuminas de la
harina de arroz, como también de las o’ y a de la B-conglicina de la harina de soja
(figura 4.6.b). Roccia et al. (2012) también observaron una disminucidon de la
solubilidad de las proteinas en buffer fosfato cuando la GOX estuvo presente en masa
de harina de soja y trigo. Sin embargo, estos autores asociaron este comportamiento
a ciertas interacciones entre el polipéptido A (glicina 11S) y otras proteinas de la soja o
del trigo.

Seguidamente, en el perfil electroforético de la F2 se observé un aumento de la
intensidad de las bandas de las subunidades proteicas de alto eso moleculary de las o
y o de la B-conglicina en las muestras con GOX en relacidn al control (figura 4.7.b). Por
otro lado, con la enzima se observo un incremento de la intensidad de las subunidades
proteicas de masa molecular menor a 116.000 que permanecieron retenidas en el
precipitado. Sin embargo, conforme aumento la dosis de GOX la intensidad de las
proteinas disminuyo.
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Figura 4.8 Perfil electroforético de las proteinas contenidas en el precipitado de la extraccion
secuencial de masas LG sin aditivos y con enzimas, antes y después del descanso refrigerado. a.
Muestras con CGTase. b. Muestras con GOX. PM: marcador de peso molecular, C: control, DR: muestras
sometidas al descanso refrigerado.

En las masas con GOX sometidas al descanso refrigerado hubo una disminucién del
contenido de proteinas que se solubilizaron en la F1, en relacién al control (figura
4.9.b). La cual fue significativa Unicamente para la menor dosis de la enzima. Al igual
que en el perfil electroforético de las muestras antes del descanso refrigerado, se
observd una disminucion de la intensidad de ciertas proteinas de harina de soja y
arroz, lo cual confirma la interaccidn entre ellas (figura 4.6.b). En la fraccion siguiente



(F2) se observd un aumento significativo del contenido de proteinas que se
solubilizaron con el agregado de GOX. En el perfil electroforético, ambas dosis de
GOX presentaron bandas de masa molecular superior a 62.000 de mayor intensidad
que el control (figura 4.7.b). La GOX ejercié un efecto sobre la fraccion proteica, de
manera tal que una mayor cantidad de agregados proteicos se solubilizaron en buffer
fosfato+SDS. No se observaron diferencias significativas en el contenido de proteinas
que se encontraban formando grandes agregados proteicos unidos por enlaces
covalentes y permanecieron insolubles en el precipitado. Sin embargo, hubo un efecto
positivo de la enzima sobre la intensidad de las proteinas de masa molecular menor a
116.000.

Por lo tanto, la obtencion de productos horneados con mejores caracteristicas
tecnoldgicas que el control se pudo asociar con el efecto de la enzima sobre la
formacion de agregados proteicos solubles en buffer fosfato+SDS. La menor dosis de
la enzima generd productos con mayor volumen especifico, menor firmeza y una
estructura levemente mas laminada que el control. Y la mayor concentracion de GOX
permitié obtener panificados de mayor volumen especifico y menor firmeza, aunque
su estructura interna fue de tipo mas bien alveolada.

Rasiah et al. (2005) informaron acerca de un impacto de la GOX sobre las
interacciones no covalentes y covalentes entre las proteinas del trigo solubles en agua
(albuminas y globulinas) por sobre un efecto en las proteinas formadoras de gluten.
Ademas relacionaron el efecto de la enzima sobre las interacciones entre las proteinas
con mejoras en la estructura interna de croissants, aunque remarcaron la necesidad de
interacciones covalentes entre las proteinas formadoras del gluten para obtener
productos de mayor volumen. Otros autores (Sciarini et al. 2012b, Gujral y Rosell
2004b) observaron la polimerizacion de ciertas proteinas debido a la presencia de
GOX, pero los panes LG obtenidos fueron de menor volumen; aunque se observo un
efecto positivo en la firmeza.
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Figura 4.9 Contenido de proteinas de las fracciones de la extraccion secuencial de masas LG sin
aditivos y con GOX. a. Antes del descanso refrigerado. b. Después del descanso refrigerado. Fa: fraccién
del sobrenadante en buffer fosfato, F2: fraccion del sobrenadante en buffer fosfato+SDS.

Comportamiento reoldgico

El estudio de las propiedades reoldgicas de las masas se realizé Unicamente con las
menores dosis de ambas enzimas, ya que en el caso de la CGTase con la menor
cantidad se obtuvieron panificados de mejores caracteristicas que el control. Mientras
que con la GOX no se obtuvo una mejora significativa con ninguna de las dosis
evaluadas. La figura 4.10 muestra el efecto de la incorporacidon de enzimas en masas
libres de gluten antes del descanso refrigerado sobre el comportamiento reoldgico
durante el ensayo de deformacidn-relajacion. Las muestras analizadas presentaron un
comportamiento viscoelastico tipico.
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Figura 4.10 Deformacion de masas LG sin aditivos y con enzimas en funcion del tiempo antes del
descanso refrigerado

Durante la deformacion, la presencia de un 0,2 % de CGTase en la masa sin descanso
refrigerado provocd un aumento de la pendiente de la seccion recta de la curva, en
relacion al control. Los valores de capacitancia instantdnea y viscoelastica de la
muestra CGTase 0,2 % fueron significativamente mayores al control (tabla 4.4). Estos
resultados revelan que la presencia de la menor dosis de la enzima gener6 un aumento
de la fluidez del sistema y este se presentd con un mayor comportamiento de liquido
viscoelastico. Por lo tanto, la muestra tuvo una menor capacidad elastica y presentd
una gran deformacion, correspondiente con un valor de capacitancia maxima mas
grande. La viscosidad del sistema disminuyo leve pero significativamente con la
CGTase. No se observaron diferencias significativas en los tiempos de retraso de la
componente Kelvin de las muestras.

Una vez retirado el esfuerzo aplicado, la presencia de CGTase no provoco cambios
significativos en los parametros del ajuste. Aunque se observé un leve y significativo
aumento de la porcion relativa viscosa de la capacitancia maxima en relacion al
control (figura 4.11.a). Este efecto puede asociarse con que la formacion de complejos
de CD-proteinas interfirio en las interacciones entre las proteinas de soja y el almidén,
dejando mas cantidad de almidén disponible para hidratarse, aunque sea
parcialmente y en el transcurso del tiempo; de manera tal de aumentar la respuesta
viscosa del sistema.

Después del descanso refrigerado las masas presentaron perfiles correspondientes al
de un comportamiento viscoelastico tipico (figura 4.12). Durante la deformacion la
enzima CGTase provocd el mismo efecto que en la masa sin descanso refrigerado.
Hubo un aumento de la fluidez del sistema en relacion al control y un aumento de los
valores de capacitancia viscoeldstica y maxima. El comportamiento reoldgico de la
masa con CGTase puede estar asociado con la accion de la enzima sobre la fraccion de
almidén dafado. Si bien la enzima presenta una actividad optima a mayores
temperaturas que las del proceso de produccion, evidentemente ejerce cierto efecto
sobre la masa. Este puede estar relacionado con otra de las reacciones que esta
enzima cataliza, la hidrolisis del almidon. Debido a que durante el ensayo no se aplica
calor sobre el sistema y este se encuentra bajo condiciones de agua limitadas, el
acceso de la enzima a las cadenas de amilosa y amilopectina se ve restringido. Por lo
tanto, es de esperar que la enzima actUe sobre el almidon que se presenta mas
disponible por el dafio fisico ocasionado sobre su estructura durante la molienda, es
decir el almiddn dafiado. Gujral et al. (2003a) informaron una disminucion del caracter
de solido viscoelastico de sistemas LG debido a la presencia de CGTase y su efecto
hidrolitico sobre el almidon. Los valores de los pardmetros reoldgicos encontrados en
la muestra con CGTase después del descanso refrigerado fueron menores al de la



masa antes del tratamiento. Lo cual revela una cierta rigidizacion del sistema como
consecuencia del reposo y las bajas temperaturas.

Tabla 4.4 Pardmetros del ensayo de relajacion-deformacion de masas LG con y sin enzimas antes 'y
después del descanso refrigerado

Etapa de deformacion

Muestra (1 /P:;)xm"’ (1 /PaJ)1x 10 )\(srit (Pa sn)ox 100 (1 /Pi"f?( 10°
Control 9,8 10,5° 19,42 1,1° 4,9
AntesDR CGTase 0,2 % 11,2° 11,8° 19,4% 0,9? 5,7¢
GOX 0,01 % 8,5 9,3 20,4° 1,4 4,07
Control 6,120 6,6% 20,82 2,5° 2,5
Después DR CGTase 0,2 % 6,4° 7,5° 20,82 1,92 2,8°
GOX 0,01 % 5,5 6,0 21,6° 2,5° 2,3
Etapa de relajacion
Jo Jq A rec Jeg
(1/Pa)x10®  (1/Pa) x 10°® (s) (1/Pa) x 10-5
Control 13,4° 15,4 183,8? 2,8°
Antes DR CGTase 0,2 % 14,1° 15,4° 178,22 2,9°
GOX 0,01 % 11,0 10,82 178,6 2,12
Control 7,8 7,4 192,9° 1,5
Después DR CGTase 0,2 % 8,12 8,2° 171,12 1,6
GOX 0,01 % 7,2° 7,12 175,9° 1,52

DR: descanso refrigerado, J,: capacitancia instantanea, J,: capacitancia viscoelastica, A rt: tiempo de retraso de la
componente Kelvin, 1, viscosidad newtoniana, Jm.x: capacitancia maxima de deformacion, A : tiempo de
recuperacion de la componente Kelvin, Je,: capacitancia del estado de equilibrio.Letras diferentes en cada
columna indican diferencias significativas (p<o,05).

Durante la relajacion la masa con CGTase no presentd valores de capacitancia
instantanea y viscoelastica significativamente diferentes al control. Es decir que la
incorporacion de la misma no modifico la capacidad del sistema para resistir a la
deformacidn y por consiguiente recuperarse. Sin embargo, en el estado de equilibrio
la muestra con CGTase alcanzé una mayor deformacion que el control y necesito
menos tiempo para llegar a ese estado. Esta tendencia y el leve y significativo
aumento de la porcion relativa viscosa de la capacitancia maxima (figura 4.11.b) de la
masa con la enzima, dan cuenta de una mayor capacidad del almiddn para hidratarse
y aumentar la viscosidad del sistema, en relacion al control. Lo cual se asocia con el
efecto anteriormente descripto sobre de la presencia de los complejos CD-proteinas
en el sistema.

Por otro lado, la incorporacion de GOX provocd una disminucion de la fluidez del
sistema antes del descanso refrigerado. La masa con GOX presenté menores valores
de capacitancia instantanea, viscoelastica y maxima en relacion al control (tabla 4).
Conjuntamente se observé un aumento de la viscosidad cuando la enzima estuvo
presente en el sistema. La rigidizacion de la masa con GOX puede estar relacionada
con las interacciones entre las proteinas promovidas por la enzima. Esto le otorgd al
sistema un mayor comportamiento de sélido viscoelastico con mayor resistencia a la
deformacidn. Durante la relajacion se observé una disminucion de los valores de
capacitancia instantanea, viscoelastica y del equilibrio en la masa con GOX. Por lo
tanto, la enzima le otorgd al sistema una mayor capacidad de recuperacion durante la
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relajacidn, en relacion al control. Lo cual también se evidencié en una porcion relativa
elastica significativamente mayor que la muestra sin aditivo (figura 4.11.a).

Después del descanso refrigerado la muestra con GOX present6 un comportamiento
similar al control, no se observaron diferencias significativas entre los parametros del
ajuste. Durante la relajacion la masa con la enzima no mostrdé valores de capacitancia
instantanea vy viscoelastica significativamente diferentes al control. Es decir que su
presencia no modifico la capacidad del sistema para resistir a la deformacion y
recuperarse, por consiguiente en el equilibrio se deformd en igual medida que el
control. Al igual que en el sistema antes del descanso refrigerado, la masa con GOX
mostro un aumento leve y significativo de la porcion relativa elastica de la
capacitancia maxima (figura 4.11.b).
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Figura 4.12 Deformacion de masas LG sin aditivos y con enzimas en funcion del tiempo después del
descanso refrigerado

Estudio del efecto de la temperatura en la estructura de la masa
Comportamiento reoldgico

Durante el barrido de temperatura las muestras de masa presentaron propiedades
vicoleasticas, con valores del modulo elastico mayores a los valores del modulo
viscoso (figura 4.13). La muestra con CGTase no presentd diferencias significativas en
su respuesta elastica en relacion al control hasta los 70 °C. Entre los 70y 9o °C hubo un
aumento del médulo G'. Sin embargo, la masa con CGTase presentd un menor G’ en
relacion al control (tabla 4.4). Conjuntamente se observd una disminucion de lan* en
la muestra con la enzima durante este intervalo de temperatura (figura 4.15). Gujral et
al. (20033, 2004a) evaluaron el efecto de la CGTase sobre las propiedades de pasting
de harinas de arroz y trigo, y relacionaron la accion hidrolitica de la enzima sobre el
almiddn con la disminucion de la viscosidad de la pasta. Con el consiguiente aumento
de temperatura hasta la finalizacion del ensayo, la respuesta elastica y la viscosidad
compleja de la masa con la enzima fueron levemente menores a las del control.

Por otro lado, la muestra con GOX presento un G’ significativamente mayor al control
después de los 40 °C y hasta cerca de los 70 °C (figura 4.13). Entre los 70 y 90 °C la
masa con la enzima disminuy6 su respuesta elastica por debajo del control, aunque a
temperaturas mayores el G’ volvié a incrementarse. La viscosidad compleja presento
la misma tendencia (figura 4.15).
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Figura 4.13 Barrido de temperatura de masas LG sin aditivos y con enzimas. G": médulo viscoso, G"
modulo elastico.

La incorporacion de las enzimas no provocd cambios en la respuesta viscosa de la
masa, en relacidn al control hasta los 70 °C. En el intervalo de temperatura durante el
cual tuvo lugar la gelatinizacion (70-9o °C) la muestra con CGTase presentd un G”
levemente menor pero significativo en relacion al control, mientras que para GOX esta
diminucidn ocurrié aun en menor medida. Seguidamente, la muestra CGTase 0,2 %y
el control no se diferenciaron, mientras que GOX o0,01 % presentdé un G”
significativamente mayor. Las masas con enzimas no presentaron valores de tan &
significativamente diferentes del control. Sin embargo, en el intervalo de temperatura
comprendido entre los 60 y 8o °C la muestra CGTase 0,2 % presento una tendencia
caracterizada por mayores valores de tan & en relacion al control. Lo cual indica que la
presencia de CGTase aumento levemente el caracter de liquido viscoelastico del
sistema, probablemente por la accion de la enzima sobre el almidon en ese intervalo
de temperatura.

Tabla 4.5 Parametros del barrido de temperatura de masas LG con y sin enzimas después del descanso
refrigerado

Parametros Control DR gg;ags O,SP%XDR
G’ Max 18,4° 14,0° 18,1°
(KPa) | T(°C) 88,62 90,7° 91,8"
d1, ¢ Max 15,5° 13,12 15,6
(KPa) | T(°C) 82,67 85,2° 85,9°
25 °C 0,24 0,23? 0,23°
40 °C 0,312 0,332 0,31°
tan & 60°C 0,27 0,34 0,27°
80 °C 0,30° 0,34 0,30°
100 °C 0,15 0,16® 0,17°
25 °C 20° 20° 24°
" 40 °C 9° 9? 112
(KPa.s) 60 cc 52 52 7°
80 °C 122 92 112
100 °C 142 132 21°

G': modulo elastico, Max: valor maximo de G’, T: temperatura, d1 G': primera derivada de G’, n*: viscosidad
compleja, DR: descanso refrigerado. Letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (p<o,05).
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Figura 4.14 Efecto de la temperatura en la tan & de masas LG sin aditivos y con enzimas
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Figura 4.15 Efecto de la temperatura en la viscosidad compleja de masas LG sin aditivos y con enzimas.
n*: viscosidad compleja.

4.2.2 Efecto de la incorporacion de emulsionantes
Efecto de los emulsionantes en la calidad tecnolégica de los panificados

La figura 4.16 muestra los panificados laminados LG elaborados con emulsionantes.
En general los productos con estos aditivos no presentaron una apariencia externa
laminada. Unicamente con la incorporacién de 2,5 % de Datem se observd la
presencia de algunas capas. Las imagenes de la vista superior revelaron que las
muestras con 1 % de SSL y 2,5 % de Datem crecieron levemente en direccion lateral
en relacion al control. Consecuentemente la forma otorgada durante la etapa de corte
de las piezas de masa se vio afectada.

Control SSL 1% SSL 2,5 % Datem 1 % Datem 2,5%

Figura 4.16 Panificados laminados salados libres de gluten con emulsionantes



Las piezas de masa laminadas con emulsionantes fueron inicialmente mas altas que el
control (figura 4.17). Esto revela que la incorporacion de estos aditivos permitio
obtener una estructura laminada que resistié en mejor medida el proceso de laminado
y hojaldrado. Sin embargo, durante el horneado el control experimenté el mayor
crecimiento y no hubo diferencias significativas en los valores de altura entre las
muestras al final del horneado. La presencia de emulsionantes en la formulacion no
provocd cambios en la expansion lateral de las piezas de masa durante el horneado, ya
que no se encontraron diferencias significativos entre los valores de relacion de ancho
(tabla 4.6). Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias significativas en los
valores del factor de forma entre las muestras evaluadas.

m|nicial mFinal

1,282
0,0 T T 1

C SSL 1% SSL 2.5% Datem 1% Datem 2.5%

Figura 4.17 Altura y relacion de altura de panificados laminados LG sin aditivos y con emulsionantes.
En el recuadro[J: Relacion de altura. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas en cada
muestra (p<o,05).

La incorporacion de emulsionantes tuvo un efecto sobre el volumen de los
panificados. Las muestras SSL 2,5 % y Datem 1 % y 2,5 % presentaron mayores
valores de volumen especifico que el control (tabla 4.7). Sciarini et al. (2012b)
estudiaron la incorporacion de 1 % de Datem y SSL en panes LG con un 65 % de agua.
Estos autores observaron que la masa con Datem presento la menor resistencia a la
penetracion y no modifico su volumen especifico, en relacion al control. Mientras que
la masa con SSL fue mas resistente que el control y presenté un menor volumen
especifico. Esta tendencia observada en sistemas LG con emulsionantes de estructura
alveolada resultd opuesta a la encontrada en muestras LG de conformacion laminada.
En este tipo de sistemas una mayor altura de la pieza de masa laminada al inicio del
horneado, como consecuencia de una mayor resistencia a la presion ejercida durante
el proceso de produccidn, permitio la obtencion de panificados de mayor volumen
especifico que el control.

En cuanto al color de la corteza, la presencia de emulsionantes en la formulacion no
provoco cambios en la luminosidad de las mismas. Mientras que si se observd un
efecto sobre el pardmetro a*. Las cortezas con ambas dosis de SSL y 1 % de Datem
presentaron una disminucion de la intensidad del color rojo en relacion al control. Los
valores de b* fueron positivos para todas los productos analizados y la muestra SSL
2,5 % presento una corteza con una intensidad del color amarillo levemente menor al
control y el resto de las muestras.

El agregado de emulsionantes tuvo un efecto en los parametros texturales de los
productos (tabla 4.7). La estructura laminada se vio fortalecida con la incorporacion de
los aditivos, aunque solo con las mayores dosis de SSL y Datem se obtuvieron
estructuras laminadas con valores de firmezas significativamente mayores al control.
Del mismo modo, la presencia de emulsionantes provocd un aumento significativo de
la masticabilidad de los productos en relacion al control. Onyango et al. (2009)
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Tabla 4.6 Relacion de ancho
(Ra) y factor de forma (FF) de
panificados laminados LG.
Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias
significativas (p<o,05).

Muestra Ra FF

Control 1,01  0,44°
SSL1% 1,032 0,46°
SSL2,5% 1,012 0,462
Datem1% 1,01 0,452
Datem2,5% 1,04*> 0,45°
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Figura 4.17 Imagenes binarizadas
de la estructura interna de
panificados laminados libres de
gluten con emulsionantes

informaron un aumento en la firmeza de panes LG de harina de mandioca, sorgo y
soja; conforme aumentd la dosis de Datem incorporada. Sciarini et al. (2012b)
observaron un aumento de la firmeza en panes de harina de arroz cuando se agrego
Datem y SSL a la formulacion.

Tabla 4.7 Parametros de calidad tecnoldgica de panificados laminados LG

Muestra VE (cm?) L* a* b* F"msza Masticabilidad
Control (6424)° (5621)® (1221)° (31,4:0,1)°  (62+4)° (63£3)°
SSL1% (70£1)®  (57,4:0,6)*  (9,8:0,3)°  (31,4:0,8)°>  (794)® (58+2)?
SSL2,5%  (70,4:0,6)°  (60+3)° (7£1)° (28,2+0,4)*  (96+10)°° (63£14)2
Datem 1 % (70£2)>  (58,5:0,8)*  (9,4:0,4)®  (31,0:0,1)> (7526)%° (566)°
Datem 2,5% (72,1:0,6)>  (59+1)®  (11,3:0,2)>  (31+1)®  (109+22)° (74£4)°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

En la estructura interna de los panificados con la menor dosis de SSL se observo la
presencia de pequefios alveolos, mientras que la incorporacion de una mayor cantidad
del aditivo genero una estructura con espacios de conformacidon mas alargada (figura
4.17). En la muestra con 1 % de Datem se observaron algunos espacios de
conformacién mas bien alargada que delimitaron la formacién de capas gruesas en la
parte superior de la estructura. Con una mayor cantidad de Datem hubo formacion de
algunas [aminas gruesas que se presentaron de manera continua en la estructura. Las
muestras con emulsionantes presentaron una distribucion de los elementos
estructurales, alveolos o espacios de conformacidn mas alargada segun cada caso,
menos homogénea en relacion al control (tabla 4.8). Excepto en la muestra con 2,5 %
de Datem en donde se observé un aumento en la homogeneidad. La incorporacion de
SSL en ambas dosis y la menor de Datem no provocaron cambios significativos en el
contraste de las muestras. Mientras que la mayor dosis de Datem permitio obtener
productos de estructura interna con un menor valor de contraste, lo cual confirma le
presencia de capas en la muestra. Sin embargo, la menor cantidad de laminas
observadas en los productos con emulsionantes en relacion a los productos con otros
aditivos, impidio que las muestras crecieran durante el horneado y fueran mas altas
que el control al finalizar el horneado. No se encontraron diferencias significativas
entre los valores de entropia del control y los panificados con emulsionantes, excepto
para SSL 2,5 %. Esta muestra mostré una mayor aleatoriedad en la distribucion de la
intensidad de la imagen, lo cual permite asociarla con una estructura interna mas
compleja. Las menores dosis de los emulsionantes no provocaron cambios
significativos en la dimension fractal en relacion al control. Mientras que una mayor
cantidad de SSL y Datem generd productos cuyos elementos estructurales
presentaron mayor tortuosidad en comparacion con el control, lo cual se asocié con la
presencia de capas y espacios vacios de conformacion alargada.

Tabla 4.8 Parametros del analisis textural de imagenes de cortes transversales de los
panificados

Muestra Homogeneidad Contraste Entropia DF

Control 0,24 90,42° 7,060 1,447
SSL 1% 0,172 90,56° 6,992  1,48%
SSL2,5% 0,182 92,06P 7,42°  1,57°
Datem 1 % 0,192 81,97° 7,08 1,48%
Datem 2,5 % 0,32¢ 45,30° 7,012 1,53

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<o,05)



Con la incorporacidn de las mayores dosis de SSL y Datem se observé una mejora en
algunas de las caracteristicas tecnoldgicas de los panificados en relacion al control.
Hubo un aumento del volumen especifico cuando el SSL y Datem estuvieron
presentes, aunque no provocaron un efecto positivo sobre la altura final de los
panificados. Las estructuras con las mayores dosis de aditivos fueron mas firmes y
presentaron una estructura interna de conformacion compleja y textura rugosa. Sin
embargo, la incorporacion de emulsionantes tuvo un efecto positivo solo en ciertas
caracteristicas tecnoldgicas de los panificados, las cuales no se expresaron en una
mejoria general del producto. Por lo tanto, se decidié no continuar con el estudio de
las propiedades reoldgicas de las masas y las interacciones del sistema.

4.3 CONCLUSIONES

La incorporacion de ambas enzimas generd cambios en las interacciones del sistema
LG. La presencia de CGTase genero en la masa un aumento de la solubilidad de las
proteinas en buffer fosfato posiblemente debido a la formacidon de complejos con CD.
Mientras que la GOX promovié la formacién de agregados proteicos que se
solubilizaron en buffer fosfato+SDS. Concomitantemente se observé un efecto sobre
las propiedades reoldgicas de la masa. La muestra con CGTase se presentd menos
rigida ante la deformacion, pero durante la relajacion mostré una mayor respuesta
viscosa. Esto y sumado a un posible efecto de film protector de los complejos CD-
proteinas permitid obtener estructuras laminadas, que si bien fueron levemente mas
altas que el control, luego del horneado generaron panificados laminados de buenas
caracteristicas tecnoldgicas.

La GOX permitié la mayor formacion de agregado proteicos solubles en buffer
fosfato+SDS. Estos se asociaron con una masa menos fluida y mas viscosa y que
durante la relajacion presenté con una mayor respuesta viscosa que el control.
Durante el calentamiento el sistema mostré mayor resistencia a fluir que la muestra
sin aditivos. Sin embargo, la presencia de la enzima no fue capaz de otorgar a la masa
las caracteristicas necesarias para generar una estructura laminada; sino mas bien una
de tipo alveolar. Esto se asocio con valores de contraste y dimension fractal cercanos
al control y con migas menos firmes.

La incorporacidon de las mayores dosis de los emulsionantes evaluados gener6 un
efecto positivo sobre ciertas caracteristicas tecnoldgicas de los panificados, como un
mayor volumen y la presencia de una estructura levemente laminada. Sin embargo,
estos cambios no resultaron significativos en la calidad tecnoldgica integral de los
productos laminados LG.
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Capitulo 5

Evaluacion del efecto combinado de aditivos vy
metodologias de conservacion sobre la calidad tecnolégica
de los panificados

La evaluacion del efecto sinérgico de la combinacion de aditivos sobre los parametros
de calidad de panificados ha sido ampliamente utilizada en el desarrollo y
optimizacion de estos productos. A través de la evaluacion de la contribucion relativa
de diferentes variables sobre los parametros predictivos del producto se determinan
los niveles dptimos de los ingredientes a utilizar (Mancebo et al. 2015, Crowley et al.
2001). De manera tal de obtener un panificado de ciertas caracteristicas tecnoldgicas.

El envejecimiento de los productos de panificacidn estd definido como la disminucion
de la aceptacion por parte del consumidor causada por cambios que no resultan de la
accion de microorganismos dafino (Betchel 1955). Entre las alteraciones que se
producen en productos como el pan se destacan el endurecimiento de la miga, los
cambios en el sabor y el aroma y la pérdida de crujibilidad de la corteza (Cauvian
1998). El desarrollo de la dureza de la miga con el tiempo es un fendémeno en el que
influyen diversos factores. La pérdida de humedad de la miga junto con la
recristalizacion del almiddn son los dos mecanismos admitidos como basicos.

En la actualidad se utilizan diferentes metodologias para conservar sin
alteracionesdurante mas tiempo las caracteristicas tecnologicas y sensoriales de los
panificados. Una de las metodologias ampliamente utilizada incluye la aplicacion de
frio, a través de la congelacion y el almacenamiento congelado. La calidad de las
masas congeladas se deteriora gradualmente durante la conservacidon en estado
congelado, hecho que se atribuye a la pérdida en la capacidad de retener gases de la
masa. Este cambio se debe principalmente a una disminucion de la fuerza de la masa,
y a la pérdida gradual de la actividad y la viabilidad de las levaduras. El efecto de la
aplicacion de estas metodologias esta ampliamente estudiado en productos
panificados libres de gluten como el pan y las galletitas. Sin embargo, no hay
precedentes de trabajos sobre sistemas laminados libres de gluten.

5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Efecto combinado de los aditivos

Seleccion de variables y planteo del disefio experimental

A partir del estudio del efecto individual de cada aditivo sobre la calidad de los
productos laminados salados libres de gluten, se seleccionaron tres aditivos, goma
xantica, psyllivmy CGTase, a fin de estudiar el efecto combinado sobre los parametros
de calidad de los productos laminados salados. Los aditivos seleccionados como
variables fueron elegidos a partir de los resultados obtenidos en los capitulos
anteriores. La presencia de goma xantica permitié obtener panificados con buenas
propiedades tecnoldgicas pero con valores de firmeza excesivamente grandes; por lo
que se considerd la combinacion con psyllium y CGTase. Estos Ultimos dos aditivos
también generaron estructuras laminadas, mientras que se observé un efecto opuesto
sobre la firmeza de la estructura interna.
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Tabla 5.1 Dosis de los
aditivos empleados en disefio
de superficie de respuesta

Dosis Dosis
Aditivo minima maxima
(%) (%)
Xan 0,1 0,5
Psy 0,1 0,5
CGTase 0,05 0,25

Tabla 5.2 Disefio experimental

Xan Psy CGTase

Muestra %) %) %)
1 0,3 0,3 0,15
2 0,5 0,3 0,05
3 0,5 0,3 0,25
4 0,1 0,5 0,15
5 0,3 0,3 0,15
6 0,5 0,1 0,15
7 0,1 0,3 0,05
8 0,3 0,1 0,25
9 0,3 0,5 0,05
10 0,3 0,5 0,25
11 0,3 0,3 0,15
12 0,1 0,1 0,15
13 0,5 0,5 0,15
14 0,3 0,1 0,05

wu

0,1 0,3 0,25

Con el objetivo de determinar la dosis empleada en la optimizacidn se realizaron los
siguientes ensayos preliminares:

Elaboracion de los panificados: se elaboraron productos laminados salados LG segun la
metodologia descripta en el capitulo 3. Se incorporo 2,5 % de goma xantica, 2,5 % de
psylliumy o,2 % de CGTase.

Propiedades viscosimétricas: se evaluaron las propiedades viscosimetricas a través de
un Viscoanalizador Rapido (RVA) segun se describid previamente en el capitulo 1. El
ensayo de RVA se realizd por duplicado sobre soluciones de 2,5 % de goma xantica y
psyllium y sobre las combinaciones de ambos hidrocoloides en las siguientes
proporciones 2,5, 1,5y 0,5 %.

A partir de estos ensayos se definieron las dosis definitivas a evaluar (tabla 5.1).
Mediante la metodologia de regresion de superficie de respuesta (Statgraphics plus
5.0, EUA) se evalud el efecto sinérgico de los aditivos seleccionados sobre las
propiedades tecnoldgicas de los panificados. Se utilizd un disefio central compuesto
rotable (Box-Behnken) con tres factores y cinco niveles, el cual permitié estudiar el
efecto de los tres factores (aditivos) a través de 15 panificaciones (tabla 5.2). El disefio
de Box-Behnken es rotable de segundo orden, y posee tres niveles en cada factor lo
que permite estimar efectos de tipo cuadratico, ademas de interacciones y efectos
lineales. Debido a que se desconoce la localizacion del punto éptimo, la propiedad de
rotabilidad permite realizar estimaciones precisas en todas las direcciones. El orden de
los experimentos fue totalmente aleatorio para evitar efectos de variables ocultas. Se
hicieron cuatro réplicas del punto central que permitié la estimacion del error puro
mediante la suma de cuadrados.

Elaboracion de los productos laminados y evaluacion de la calidad tecnoldgica

Se elaboraron los productos laminados salados de acuerdo a las 15 formulaciones
obtenidas mediante el disefio planteado en el punto anterior y siguiendo el
metodologia detallada en el capitulo 3.

La calidad tecnoldgica de los panificados se evalué mediante la determinacion de las
dimensiones de los productos elaborados (altura antes de la fermentacion y después
de la fermentacion y el horneado), se calcularon las relaciones de ancho y altura y
factor de forma. El volumen especifico se evalud por desplazamiento de semilla de
colza. Se llevd a cabo un anélisis del perfil de textura utilizando un texturometro
INSTRON 13342 (Norwood, EUA) equipado con una sonda cilindrica (diametro= 25
mm) y una celda de compresion de 5 kg. Para la evaluacion se tomd una porcion
longitudinal de 20 mm de espesor, luego de 1 h de horneado. Se obtuvieron los
siguientes parametros a través del programa BluehillR 2.27 (Instron, EUA): firmeza,
elasticidad y masticabilidad. Las determinaciones se realizaron por duplicado y se
evaluaron tres piezas por cada muestra.

Se determinaron los parametros de color (Lab, CIELAB 1976) segun se describio en el
capitulo 1. Se evaluaron las caracteristicas de la estructura interna (uniformidad,
entropia, complejidad, contraste y dimension fractal), por medio del analisis de
imagenes de cortes transversales de los productos como se describid previamente en
el capitulo 1. Las determinaciones se realizaron por duplicado y se evaluaron tres
piezas por cada muestra.

Tratamiento de los resultados y evaluacion de las ecuaciones predictoras.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el método de regresion multiple. La
calidad de los modelos ajustados se evalué utilizando un ANOVA (Statgraphics plus



5.0) y para el ajuste de cada modelo de los datos experimentales se obtuvo el
coeficiente de determinacion R2. Se desarrollaron ecuaciones de regresion multiple
solo con coeficientes significativos (p < 0,05). Se generaron graficos de superficie de
respuestas bidimensionales para cada parametro de calidad.

5.1.2 Optimizacion de la formulacion

El calculo de las condiciones en la que se combinan los factores para una respuesta
optimizada se realiz6 a partir del método de respuestas multiples (Statgraphics plus
5.0, EUA), a través de la funcidn de conveniencia (desirability function) (Ferreira et al.
2007). La funcidon de conveniencia es un método que asigna una "puntuaciéon" a un
conjunto de respuestas y elije la combinacion de factores que maximizan esa
puntuacion para alcanzar la conveniencia global maxima.

Mediante la optimizacion se calcularon las dosis de goma xantica, psyllium y CGTase
necesarias para obtener un producto laminado LG de maxima relacion de alto, factor
de forma, luminosidad (L*) y dimension fractal y de minima relacion de ancho y
firmeza. Una vez determinados los niveles de los factores para la respuesta dptima se
realizaron los ensayos de panificacion y se determinaron las caracteristicas de los
productos obtenidos con el proposito de corroborar los valores predichos por las
ecuaciones para las variables de respuesta: relacion de altura y ancho, luminosidad,
dimensidon fractal, factor de forma y firmeza. Estas determinaciones se realizaron
segun lo descripto anteriormente.

5.1.3 Evaluacién de metodologias de conservacion

El efecto de la implementacion de diferentes metodologias de conservacion se evalud
sobre productos elaborados a partir de la formulacidn optimizada en el inciso anterior
y en muestras sin aditivos (control). Las metodologias evaluadas se observan en la
figura 5.1.

En el caso de la tecnologia de masa precocida, una vez que se obtuvieron las piezas de
masa laminada estas fueron horneadas a 210 °C en un horno a conveccion Beta 107
IPA (Pauna, Argentina), durante un tiempo correspondiente a un 75 % del tiempo de
coccion total (7 min). De esta manera se logré fijar la estructura sin formar la corteza
de los productos. Seguidamente las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y
se congelaron a -40 °C hasta que la temperatura en su interior alcanzé los -22 °C.
Posteriormente las muestras se empaquetaron en bolsas de plastico y se almacenaron
a - 18 °C durante 60 dias. La valoracion de la calidad tecnoldgica de los panificados se
realizo a los dias o, 1,2, 15, 30 y 60. Previamente a la determinacion de los parametros
tecnoldgicos las piezas de masa precocida se descongelaron, en primer lugar, dentro
de sus envases a temperatura ambiente durante 20 min. En una segunda instancia se
colocaron en una cdmara a 30 °C, con 8o % de humedad relativa durante 35 min.
Finalmente las muestras fueron horneadas hasta completar el tiempo total de coccion
(9:30 min). Luego de 1 h de enfriamiento se realizaron las determinaciones
relacionadas a la calidad tecnoldgica.

Por otro lado, las piezas de masa laminada sometidas a la metodologia de masa
congelada fueron congeladas a -40 °C hasta que la temperatura en su interior alcanzé
los -22 °C. Seguidamente se empaquetaron en bolsas de plastico y se almacenaron a -
18 °C durante 60 dias. Al igual que en el caso anterior, la evaluacion de la calidad
tecnoldgica se realizo a los dias o, 1,2, 15, 30 y 60. Previamente las muestras se
descongelaron dentro de sus envases en una camara a 30 °C, con 8o % de humedad
relativa durante 35 min. Luego se hornearon a 210 °C durante 9:30 min y después de 1
h de enfriamiento se sometieron a la evaluacion de los parametros de calidad.
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Figura 5.1 Metodologias de conservacion evaluadas en panificados laminados LG

Evaluacion de la calidad de los panificados

Los productos fueron sometidos a ensayos de calidad durante el periodo de
almacenamiento. Las mediciones se realizaron los dias o, 1, 2, 15, 30 y 60. El cambio
conformacional que experimento la pieza de masa durante el proceso de elaboracion
se evaluo a través de las dimensiones de la masa (altura, ancho y largo), al final del
proceso de laminado y hojaldrado o inicio del horneado y sobre el producto final luego
de 1 h de horneado. Se calcularon las relaciones de altura y ancho con los valores de
estas dimensiones de las piezas de masas no fermentadas en relacion a los valores de
los productos horneados y el factor de forma. El volumen especifico se evalud por
desplazamiento de semilla de colza. Se llevd a cabo un analisis del perfil de textura
utilizando un texturdmetro INSTRON 3342 (Norwood, EUA). Se determinaron los
parametros de color (Lab, CIELAB 1976). Ademas, se evaluaron las caracteristicas de
la estructura interna (uniformidad, entropia, complejidad, contraste y dimension
fractal), por medio del analisis de imagenes de cortes transversales de los productos
como se describié previamente. Las determinaciones se realizaron por duplicado y se
evaluaron tres piezas por cada muestra.

5.1.4 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizd mediante el programa
INFOSTAT (Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC, Argentina). Las
determinaciones experimentales fueron comparadas mediante un Analisis de la
Varianza (ANAVA), en donde se utilizé la prueba de LSD Fisher para la comparacion
de medias y la relacion entre las respuestas medidas se determind mediante el
coeficiente de regresidn de Pearson con un p-valor <o0,05.



5.2 RESULTADOS Y DISCUSION

5.2.1 Ensayos preliminares

La masa elaborada con 2,5 % de goma xantica y psyllium y 0,02 % de CGTase no
presentd buenas caracteristicas para ser laminada y hojaldrada. Su elevada
consistencia y pegajosidad dificulto el proceso de obtencion de una pieza de masa
laminada. Luego del horneado los productos permanecieron crudos en su interior y
muy pegajosos. La presencia conjunta de goma xantica y psyllium en un 2, 5 %
provoco una excesiva retencion de agua del sistema, la cual no pudo ser evaporada
una vez finalizada la coccion.

Debido a estos resultados se realizo un ensayo de RVA para determinar las
propiedades viscosimétricas de estos dos aditivos en conjunto. La hidratacion de cada
uno de ellos durante el ensayo es diferente comparada con la que experiementan
cuando se encuentran en la masa, por lo que los resultados observados mediante RVA
no se pueden relacionar directamente con su comportamiento en el sistema. Sin
embargo, este analisis se realizd para evaluar el efecto relativo y combinado de ambos
aditivos sobre la viscosidad, de manera tal de elegir un rango de los mismos en el
disefio en bloque cuyo comportamiento viscosimétrico fuera similar al de la
combinacion (m1) de la formulacion base.

La figura 5.2 muestra los perfiles de viscosidad de soluciones de goma xantica y
psyllium en diferentes concentraciones. Durante el calentamiento (figura 1.a) se
observd que las muestras presentaron comportamientos diferentes. En el rango
comprendido entre los o y 30 °C, la muestra Xanz,5:Psy1,5 presentd una mayor
viscosidad, seqguida de la muestra mas concentrada y de Xano,5:Psy0,5. Entre los 30y
90 °C se observd un leve aumento en el perfil de la muestra menos concentrada,
mientras que Xan2,5:Psy2,5 experimentd un brusco aumento de viscosidad y presento
un perfil superior a Xanz,5:Psy1,5. La cual a su vez, en este intervalo de temperatura
disminuyd su viscosidad con respecto al perfil que exhibid en los primeros minutos del
ensayo.

Xan0,5:Psy0,5 ==—=Xan1,5:Psy1,5 emmmm=Xan2,5:Psy2,5 b. Xan0,5:Psy0,5 ====Xan1,5:Psy1,5 =====Xan2,5:Psy2,5
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Figura 5.2 Perfiles de viscosidad de soluciones de goma xantica y psyllium. a. Calentamiento 25-90 °C.
b. Isoterma a 9o °C. c. Enfriamiento go-25 °C.
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En la isoterma a go °C, la viscosidad de las soluciones permanecié constante (figura
5.1.b). La muestra Xan2,5:Psy2,5 presentd un viscosidad significativamente mayor a
las soluciones menos concentradas. Cuando la temperatura disminuyo se observo una
descenso brusco de la viscosidad de Xanz,5:Psy2,5, mientras que en el caso de
Xani,5:Psy1,5 fue gradual. Esto revela una mayor facilidad de la estructura tipo gel
formada en la muestra mas concentrada para desintegrarse, por la accion de la
temperatura y las fuerzas de cizalla. Sin embargo, con el consiguiente descenso de la
temperatura, la viscosidad de las tres muestras volvid a aumentar, aunque en
diferente magnitud. Xanz,5:Psy2,5 mostré la mayor viscosidad final, sequida de
Xanz1,5:Psy1,5 y Xano0,5:Psy0,5. Este comportamiento resultdé consecuente con las
concentraciones de los hidrocoloides en cada solucion. Sin embargo el aumento de
viscosidad en este punto del ensayo denota la capacidad de los aditivos de gelificar
con el descenso de temperatura.

Las muestras Xani,s5:Psy1,5 y Xan0,5:Psy0,5 presentaron valores de viscosidad
cercanos a los obtenidos por la combinacion ma (figura 3.8, capitulo 3). Por lo que los
niveles minimo y maximo elegidos para los hidrocoloides en el disefio fueron 0,1y o,5
%, respectivamente, y para la enzima CGTase fueron 0,05y 0,25 %.

5.2.2 Efecto combinado de los aditivos sobre las caracteristicas
tecnoloégicas de los panificados

A partir del estudio del efecto individual de cada aditivo sobre la calidad de los
productos, se seleccionaron dos hidrocoloides y una enzima con el objetivo de
estudiar el efecto combinado sobre los parametros de calidad de los productos
laminados salados LG. La tabla 5.3 muestra los resultados de los parametros de
calidad evaluados en las 15 formulaciones y la muestra sin aditivos (control).

La mayoria de las formulaciones evaluadas, excepto las muestras 3, 4, 6, 10 y 13,
presentaron valores de la relacion de altura iguales o menores al control. Lo cual
indica que en general las combinaciones de aditivos ensayadas no generan un efecto
positivo en el crecimiento en direccion vertical de la estructura durante el proceso de
produccion, en relacion al control.

Los graficos tridimensionales de superficie de respuesta permiten evaluar el efecto
combinado de un conjunto de factores, aditivos, sobre la respuesta de una variable, en
este caso los parametros de calidad tecnoldgica. La figura 5.2.a muestra los graficos
de superficie de respuesta para la relacion de altura, en donde se observa que las
combinaciones de hidrocoloides y la enzima tuvieron un efecto sobre la relacion de
altura. El mayor crecimiento en direccion vertical del sistema se vio promovido por
altas concentraciones de goma xantica y CGTase y concentraciones minimas y
maximas de psyllium. Como se observd en los capitulos anteriores valores mas
grandes de la relacion de altura no se asocian directamente con productos mas altos al
finalizar el horneado. Hay otros factores que influyen en la altura final del producto,
como las propiedades de la masa. Piezas de masa que resisten en mejor medida el
laminado y hojaldrado, como consecuencia de su extensibilidad, son mas altas al inicio
y final de la coccion. Sin embargo, el efecto observado en la figura 5.3.a permite
visualizar concentraciones de los aditivos que generan una mejora en el crecimiento
del sistema en direccion vertical.

En cuanto a la expansion en direccion lateral de las muestras, en general las
combinaciones evaluadas no presentaron una mejora con respecto al control, y en



algunos casos hasta mostraron un aumento de los valores del parametro (tabla 5.3).
En el caso de productos de estructura laminada se busca que se expandan
lateralmente lo menos posible durante el proceso de produccion. Las dosis mas altas
de goma xantica y psyllium y las menores dosis de CGTase generaron un efecto
positivo en la relacion de ancho (figura 5.3.b). La presencia de goma xantica en la
masa promueve la formacion de una estructura mas entrelazada con un mayor
comportamiento viscoso durante el calentamiento. Lo cual impide que el sistema se
expanda en menor medida en direccion lateral. El mismo efecto se observo en el
barrido de temperatura para masas que contenian psyllium. Mientras que, con la
menor dosis de CGTase evaluada en el capitulo 4 (0,2 %), la cual es cercana a la dosis
maxima de la optimizacion, se observé una disminucion de la viscosidad compleja de
la masa durante el calentamiento. Por lo que resulta légico que para promover una
menor expansion horizontal del sistema la dosis de la enzima sea menor.

a. Superficie de Respuesta Estimada b. Superficie de Respuesta Estimada
TGase=0.15 TGase=0.15

Figura 5.3 Graficos de superficie de respuesta. a. Relacion de altura (Rh). b. Relacion de ancho (Ra).

Los productos panificados de las combinaciones obtenidas en el disefio de respuesta
presentaron mayores valores del factor de forma en relacion a la muestra sin aditivos
(tabla 5.3). La incorporacion combinada de goma xantica, psyllium y CGTase en las
dosis ensayadas permitié obtener productos de mayor altura y menor ancho. Un
aumento en las dosis de los hidrocoloides evaluados generd un incremento en el
factor de forma de las muestras (figura 5.4.a). Mientras que el incremento de CGTase
en la formulacion de los panificados fue conveniente hasta un cierto valor critico, por
encima del cual se observé una disminucion del factor de forma conforme aumento la
dosis de la enzima.

Durante la configuracion del disefio de respuesta se minimizo la variable firmeza
debido a los altos valores para este parametro que presentaron las muestras
elaboradas con los aditivos de manera individual (goma xantica: 115-119 N, psyllium:
58-66 N, CGTase: 58-64 N). La incorporacion combinada de los aditivos permitio
obtener productos con estructura interna de menor firmeza que las muestras
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elaboradas con los aditivos por separado. En relacion al control, algunas
combinaciones fueron menos firmes mientras que otras presentaron mayores valores
del parametro de textura (tabla 5.3). Resulta necesario un equilibrio entre las
propiedades texturales de los productos al final del horneado y las propiedades de la
masa que le otorgan mayor resistencia a la deformacion. En este sentido, el aumento
de las dosis de aditivos provocd un incremento de la firmeza de la estructura hasta un
cierto valor, el cual fue mayor al del control (figura 5.4.b). Por encima de este punto, la
firmeza disminuyd. Por lo tanto la combinacion de goma xantica con psyllium y
CGTase logré disminuir los altos valores de este parametro obtenidos principalmente
con el empleo individual de goma xantica.

Tabla 5.3 Respuesta experimental de los parametros de calidad tecnoldgica de panificados
laminados LG

Muestra  Rh Ra FF F"(",]‘)”a L*  DF
1 1,43 0,97 0,68 70,21 52,47 1,67
2 1,36 0,97 0,58 59,35 53,92 1,43
3 1,49 1,04 0,61 5517 56,90 1,61
4 1,49 1,03 0,57 5521 50,58 1,62
5 1,43 1,00 0,59 6548 51,56 1,68
6 1,54 0,99 0,64 73,37 5522 1,62
7 1,38 1,04 0,54 67,92 57,83 1,58
8 1,46 1,02 0,59 54,01 56,83 1,65
9 1,48 1,00 0,57 62,02 51,68 1,59
10 1,52 1,00 0,61 53,32 50,62 1,66
11 1,47 1,02 058 66,46 52,74 1,67
12 1,42 1,06 0,52 40,07 51,99 1,62
13 1,53 1,00 0,64 68,38 51,72 1,70
14 1,46 0,99 0,58 63,87 51,46 1,62
15 1,45 1,06 0,52 36,20 5506 1,63

Control 1,48 1,01 0,44 62,40 56,10 1,44

Rh: relacion de altura, Ra: relacion de ancho, FF: factor de forma, L*: luminosidad, DF: dimension fractal.

Superficie de Respuesta Estimada
Superficie de Respuesta Estimada P
TGase=0.15 TGase=0.19

FF
Firmeza

FF
Firmeza

FF
Firmeza

Figura 5.4 Graficos de superficie de respuesta. a. Factor de forma (FF). b. Firmeza (N).



En general la presencia conjunta de los tres aditivos permitio obtener productos de
estructura interna laminada (figura 5.5). Sin embargo, en el producto obtenido de la
combinacion 2 se observo una estructura interna de tipo mas bien alveolar y
semejante al control. Esto se condice con los mayores valores de dimension fractal
obtenidos por las combinaciones ensayadas, excepto para la muestra 2, en relacion al
control (tabla 5.3). En general la presencia conjunta de los aditivos permitié un arreglo
geométrico de los elementos estructurales mas complejo y de mayor rugosidad
morfoldgica que el control, lo cual puede asociarse con una estructura mas laminada.
Con el incremento de goma xantica y CGTase en la formulacion se observo un
aumento de la dimension fractal hasta un cierto valor (figura 5.6.a). El consiguiente
aumento de las dosis de estos aditivos provocod una disminucion del pardmetro
textural de la imagen. Mientras que el agregado de las dosis minimas y maximas de
psyllium permitié obtener estructuras internas con altos valores de dimension fractal,
lo cual indicd la existencia de un mayor nivel de laminado.

Figura 5.5 Imagenes binarizadas de la estructura interna de panificados laminados LG

En general las cortezas de los productos obtenidos de las combinaciones presentaron
valores de L* mas bajos que el control, excepto las muestras 3, 7y 8 (tabla 5.3). Por lo
que la presencia combinada de los hidrocoloides y la enzima promovid la obtencion de
cortezas mas oscuras en relacion al producto sin aditivos. Las dosis minimas y
maximas de goma xantica y CGTase provocaron un efecto positivo en el pardmetro
L*, obteniendo mayores valores (figura 5.6.b). Mientras que el incremento en la dosis
de psyllium generd una respuesta positiva hasta un cierto valor, por encima del cual el
sucesivo aumento del hidrocoloide provocé la disminucion en la luminosidad.

La tabla 5.4 muestra los coeficientes de regresion significativos de las ecuaciones de
los modelos ajustados para los parametros de calidad tecnoldgica de panificados
laminados LG. La CGTase presentd un efecto lineal positivo y el psyllium un efecto
cuadrdtico positivo sobre la relacion de alto. Es decir que a medida que se incrementa
la cantidad de CGTase y psyllium adicionados la expansion vertical del producto
durante el horneado es mayor. Las masas con diferentes dosis de psyllium presentaron
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un comportamiento similar durante el calentamiento en el barrido de temperatura
(capitulo 3). Sin embargo, por encima de los 60 °C la muestra con la mayor dosis del
hidrocoloide fue la menos viscosa. En este sentido, se espera que una masa de menor
viscosidad fluya en mayor medida durante el horneado y por lo tanto la estructura
experimente un mayor crecimiento en direccion vertical. Del mismo modo, la masa
con CGTase presentd una menor viscosidad que el control por encima de los 70 °C en
el barrido de temperatura (capitulo 4).

La goma xantica mostrd un efecto lineal negativo sobre la relacién de ancho y un
efecto lineal positivo sobe el factor de forma. Estos resultados indican que aumentos
en la cantidad de goma xantica incorporada promueven una menor expansion en
direccidn horizontal de la pieza de masa durante el proceso de produccion. A su vez, el
producto panificado obtenido presenta mayor altura y menor ancho. La goma xantica
forma una estructura de tipo “gel débil”, la cual provoca el aumento de la respuesta
viscosa de la masa y puede asociarse con una mayor resistencia del sistema a fluir. La
goma xantica también mostré un efecto lineal positivo sobre la firmeza de la
estructura interna de los panificados. Esto puede relacionarse con la menor expansion
en direccion vertical del sistema laminado cuando la goma xantica esta presente lo
cual se traduce luego del horneado en productos que, si bien son mas altos que el
control, presentan una estructura interna compuesta por laminas y espacios vacios de
conformacion alargada que imparten una mayor resistencia a la deformacion.

a. - Superficie de Respuesta Estimada
TGase=0.15
Superficie de Respuesta Estirada
TGase=015

DF

Figura 5.6 Graficos de superficie de respuesta. a. Dimension fractal (DF). b. Luminosidad (L*)

Los tres aditivos incorporados mostraron un efecto sobre el pardmetro de color. El
psyllium tuvo un efecto lineal positivo, la goma xantica y CGTase presentaron efectos
cuadraticos positivos y la interaccion psyllium-CGTase un efecto cuadratico negativo
sobre la luminosidad de las cortezas. Esto indica que los aditivos de manera individual
promueven la obtencion de cortezas mas claras. Mientras que la presencia conjunta
en el sistema de psyllium y la enzima produce un oscurecimiento de la corteza. San
Miguel (2013) observo que el agregado de psyllium contribuyd de manera positiva en



la luminosidad de la corteza de panes de harina de arroz. Por otro lado, informé a
cerca de una interaccion entre los niveles de psyllium y agua incorporados en la masa,
la cual presentd un efecto significativo cuadratico negativo sobre el pardmetro L*.
Barrera et al. (2016) observaron un efecto negativo del contenido de almidon dafado
de harinas de trigo sobre la luminosidad de la corteza de los panes. En este sentido
podemos asumir que el oscurecimiento de las cortezas con la incorporacion conjunta
de psyllium y la enzima se relaciona con la mayor absorcion de agua debido a los
efectos que estos aditivos generan sobre los componentes del sistema. La CGTase
actuo sobre el almidon, el cual posiblemente se encontré mas disponible para
absorber agua debido a los complejos CD-proteinas. Por otro lado, como se observo
mediante el analisis termogravimétrico, la presencia de psyllium disminuy¢ la cantidad
de agua disponible para interaccionar con otros componentes presentes en la masa.

La enzima mostré un efecto lineal positivo y la interacciéon goma xantica-CGTase un
efecto cuadratico negativo sobre la dimension fractal. El efecto que ejerce la enzima
sobre la preservacion de la estructura laminada debido a la formacion de complejos
CD-proteinas permite obtener estructuras internas de conformacidon rugosa vy
compleja. La interaccion con goma xantica favorecio la presencia de una estructura
laminada rugosa hasta un cierto valor de las dosis incorporada de ambos aditivos. Los
consiguientes aumentos fueron en detrimento de la dimension fractal. Como se
observé anteriormente la presencia de goma xantica en una mayor dosis provocé una
disminucion de la solubilidad de las proteinas en buffer fosfato+SDS, debido a un
efecto de repulsion del hidrocoloide; el cual provoco que las proteinas experimentaran
un camabio conformacional hacia una forma mas compacta. Por lo tanto podemos
asumir que las proteinas se encontraron menos disponibles para formar complejos
con las CD. De manera tal que el efecto positivo sobre la preservacion de la estructura
laminada observado con la CGTase se vio afectado cuando la goma xantica estuvo
presente y se expreso en un coeficiente negativo.

Tabla 5.4 Coeficientes de regresion significativos de las ecuaciones de los modelos ajustados para los
parametros de calidad tecnoldgica de panificados laminados LG

Factor Rh Ra FF  Firmeza (N) L* DF
Constante 1,43 1,13 0,42 36,65 56,18 1,58

A:Xan ns -0,63 0,58 109,97 ns ns
B:Psy ns ns ns ns 32,84 ns
C:CGTase 0,44 ns ns 29,49 ns 1,36

AA ns ns ns ns 42,55 ns
AB ns ns ns ns ns ns
AC ns ns ns ns ns -3,00
BB 1,41 ns ns ns ns ns
BC ns ns ns ns -80,28 ns
CcC ns ns ns ns 196,87 ns
R? 84,54 85,62 74,48 85,38 90,00 89,69

Rh: relacion de altura, Ra: relacion de ancho, FF: factor de forma, L*: luminosidad, DF: dimension fractal, ns:
no significativo (p>0,05).

5.2.3 Optimizacion de la formulacion de panificados laminados LG

Los resultados obtenidos al evaluar la incorporacion conjunta de los aditivos
seleccionados demostraron un efecto positivo sobre los pardmetros de calidad
tecnoldgica de los panificados. Seguidamente a través de un procedimiento de
optimizacidn se calculd la combinacion mas adecuada de las variables (aditivos) para
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obtener un producto de dptimas caracteristicas. Es decir, un panificado laminado LG
caracterizado por una estructura interna de gran complejidad topografica debido a la
presencia de laminas y espacios vacios de conformacion alargada, de firmeza
intermedia y de altos valores de altura. Por lo que en la optimizacion se busco
maximizar la relacion de alto, el factor de forma, el parametro de color L* y la
dimension fractal. La relacion de ancho fue minimizada y se fijaron valores
intermedios de firmeza. Los resultados obtenidos establecieron la siguiente
combinacion de variables como la mas adecuada: 0,38 % de goma xantica, 0,120 % de
psyllivumy 0,23 % de CGTase.

Se elaboraron los panificados con las concentraciones establecidas en la optimizacion
y se evaluo su calidad en relacion al control y a las muestras elaboradas con los
aditivos de manera individual. La optimizacion presentd una altura al inicio del
horneado significativamente mayor al control y a la masa con CGTase (figura 5.7).
Esto indica que la pieza de masa laminada resistié en mejor medida el laminado y
hojaldrado en relacion al control, debido a sus propiedades de extensibilidad. Durante
el horneado no se observaron diferencias significativas en el crecimiento en direccién
vertical entre las muestras evaluadas. Si bien el producto obtenido mediante la
optimizacion presento una relacion de altura levemente menor al control, al finalizar
el horneado fue significativamente mas alto. Se observé un efecto positivo de la
combinacion de los aditivos en la altura de los productos en relacion a la muestra con
CGTase. Mientras que en comparacion con los productos con hidrocoloides, la
muestra optimizada fue levemente mas baja.

M Inicial ®Final
3,5 d
cd
[
3,0
b
25 d
£ a c
2 20 b
o
3
25 a
1,0
0,5 1
1,482 1,37a 1,502 1,353
0,0 : : : . ]
C 0] Xan 2,5% Psy 2,5% CGTase 0,2%

Figura 5.7 Altura y relacion de altura de panificados laminados LG. [ : Relacién de altura. C: control, O:
optimizacion. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas en cada muestra (p=<o,05).

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de relacion de ancho de
la optimizacion, el control y las muestras con los aditivos individuales (tabla 5.5). El
empleo de los aditivos de manera combinada no tuvo un efecto sobre la expansion de
la pieza de masa en direccion horizontal durante el horneado. Los productos
optimizados presentaron un factor de forma mayor al control y la muestra con
CGTase, es decir que fueron mas altos y menos anchos. La presencia conjunta de los
aditivos representd, en general, una mejora en la evolucion conformacional de las
piezas de masa y los productos. Aunque este efecto siempre fue menor al producido
por la goma xantica.

La combinacion y optimizacién de los aditivos no afecto la luminosidad de la corteza
de los panificados. Si bien se observd una leve disminucion de L* en relacidon al control
y las muestras con aditivos incorporados de manera individual, esta no resultd
significativa. Se observd una disminucidon significativa de la firmeza en la muestra
optimizada, en relaciéon a los productos con hidrocoloides. Este efecto sobre el



187

parametro de textura puede ser considerado como positivo ya que los productos
elaborados con goma xantica, que mostraron las mejores caracteristicas tecnoldgicas,
presentaron estructuras internas excesivamente firmes.

Tabla 5.5 Pardmetros de calidad tecnoldgica de panificados laminados LG

Muestra Ra FF L* Firmeza (N) DF
Control 1,013 0,44° (56+1)2 (62+4)® 1,44
Optimizacion  1,02*  0,59° (53£2)? (52+6)? 1,64°

Xan 2,5 % 0,98 0,68 (55,5:0,8) (115£7)° 1,53°
Psy 2,5 % 1,01 0,60° (55,6:0,9)° (66+1)° 1,47°
CGTase 0,2% 1,03> 0,482 (56+1)? (58,5+0,8)®  1,56°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<o,05).

En la imagen binarizada del interior del panificado optimizado se distinguid
claramente la presencia de laminas, delimitadas por la formacidn de espacios vacios
de conformacion alargada (figura 5.8). Esta estructura fue similar a la obtenida en las
muestras con hidrocoloides agregados de manera individual, mientras que se
diferencio del control; la cual se caracterizo por la presencia de alveolos de tamano
irregular. Estas observaciones se expresaron en la dimension fractal, ya que la muestra
optimizada mostro el mayor valor para este pardmetro. La combinacion y proporcion

, .. Figura 5.8 Imagenes
de los aditivos seleccionados permitid la obtencion de un producto de estructura binarizadas de la estructura
interna de textura rugosa asociada a una compleja disposicion de sus elementos interna  de  panificados
estructurales. laminados LG

Con el propdsito de corroborar el poder predictivo de las ecuaciones para las variables
de respuesta se calcularon las diferencias entre los valores medidos
experimentalmente y los predichos y se expresaron en porcentaje (tabla 5.6). Las
diferencias calculadas fueron menores al 15 %. Por lo que la combinacion de variables
definidas por la optimizacion permitid una buena prediccion de los parametros
relacionados a la calidad tecnoldgica de panificados laminados LG.

Tabla 5.6 Valores esperados y experimentales de las variables de respuestas correspondientes a la
optimizacion

e Vo Ve (Voo (9
DF 1,58 1,64 3,70
FF 0,62 0,59 -3,87

Firmeza (N) 60,76 51,56 -15,15
L* 56,00 53,14 -5,10
Rh 1,51 1,46 -2,81
Ra 1,01 1,02 0,52

Vp: valor predicho, Ve: valor experimental, DF: dimension fractal, FF: factor de forma, L*: luminosidad, Rh:
relacion de altura, Ra: relacion de ancho.

5.2.4 Efecto de diferentes metodologias de conservaciéon sobre la
calidad tecnolégica de los panificados

Una vez que el producto panificado ha sido elaborado y se almacena, comienza el
proceso de envejecimiento. Durante este tiempo se producen cambios en el producto
que cuando no son generados por la accion de microorganismos pero provocan una
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disminucion de la aceptacién por parte del consumidor, se relacionan con el
envejecimiento. En panes de harina de trigo se genera un endurecimiento de la miga,
hay una pérdida de la crujibilidad de la corteza y se detectan cambios en el sabor y el
aroma (Cauvain 1998). En productos laminados, como Danish pastry, Sternhagen y
Hoseney (1994) observaron un aumento de la firmeza y una disminucion de la
humedad de la miga. Hozova et al. (2002) detectaron una disminucidn general de la
calidad sensorial de croissants almacenados durante un periodo de go dias a
temperatura ambiente. Los panificados tipo puff pastry poseen una vida de anaquel de
alrededor de 7 dias debido a su naturaleza altamente higroscopica, por lo que durante
el proceso de envejecimiento se vuelven mas duros y gomosos (Ke y Brown 1985).

El envejecimiento en los productos elaborados con harina de trigo esta asociado con
diversos factores, como la pérdida de humedad de la miga, la reorganizacion del
almiddn y las interacciones entre este Ultimo y las proteinas del gluten. Las diferencias
de presidn de vapor entre la corteza y la miga del panificado provocan un gradiente de
humedad. Esta migracion de agua hacia la corteza genera un aumento de la rigidez de
la pared de los alveolos presentes en la miga y un incremento de la humedad en la
corteza con la consecuente pérdida de su crujibilidad.

Por otro lado, durante el almacenamiento tiene lugar el proceso irreversible de
retrogradacion de las cadenas de amilopectina. Las bajas temperaturas y el paso del
tiempo favorecen las interacciones entre los polimeros presentes en el sistema vy la
concomitante expulsion del agua retenida en la estructura. Las cadenas de amilosa
presente en los productos panificados se asocian después del horneado, durante el
enfriamiento de la pieza, y colaboran con la dureza inicial de la miga del panificado. El
aumento de la dureza de la miga durante el almacenamiento se atribuye a los cambios
de la molécula ramificada de amilopectina. En un producto fresco, las cadenas
ramificadas se encuentran planas y dispersas en el agua disponible y se agregan
gradualmente por interacciones intermoleculares, lo que aumenta la rigidez de la
estructura de almiddn y causa el endurecimiento de la miga. La amilopectina parte del
estado completamente amorfo, en el producto fresco, para adoptar con el paso del
tiempo un estado parcialmente cristalino y mas ordenado (Biliaderis 1990). Las
interacciones que se establecen entre el almidon y las proteinas durante el
almacenamiento también generan un efecto negativo sobre las caracteristicas
texturales del panificado.

En el caso de los panificados LG, en donde el almiddn es el componente mayoritario
del sistema, la retrogradacion es el principal proceso al cual se atribuye el detrimento
de la calidad tecnoldgica (Seow y Teo 1996). Incluso algunos autores han informado
que la retrogradacion del almidon de arroz es mayor que la que experimenta el
almiddn de trigo (Baker y Rayas-Duarte 1998). Sumado a esto los productos LG, como
el pan de harina de arroz, poseen una miga mas seca y dura y son mas susceptibles a
retrogradar durante el almacenamiento que los panes con harina de trigo (Kadan et al.
2010). Por lo que es estudio de metodologias de conservacion que permitan extender
la vida de anaquel de los productos LG es de suma importancia.

El rechazo de los productos de panificacidon relacionado con su envejecimiento
representa una importante pérdida econdmica. Diferentes estrategias se han
estudiado y se utilizan en la actualidad para aminorar los efectos negativos
anteriormente descriptos. Entre ellas se encuentran las tecnologias de masas
congeladas y masas parcialmente horneadas o precocidas. A partir de los resultados
obtenidos en las secciones anteriores se evalud el efecto de la aplicacion de estas
metodologias de conservacion sobre la calidad tecnoldgica de las muestras control y
la optimizacion.



El objetivo de la metodologia de masas precocidas en muestras de harina de trigo es
promover la gelatinizacion y coagulacion del gluten, sin alcanzar a desarrollar
reacciones de color en la corteza del producto (Roussel y Chiron 2002). Los productos
parcialmente horneados experimentan dos etapas de coccion. Una primera fase en la
que se hornea aproximadamente durante un tercio del tiempo de coccion total del
panificado y en donde se busca fijar la estructura de la miga sin llegar a la formacion
de una corteza crujiente. Seguidamente su almacenamiento se puede realizar
mediante distintas técnicas, como refrigeracion, congelacion o almacenamiento en
atmosfera modificada o inerte. El producto se mantiene en dicho estado hasta el
horneado final, en donde se completa el tiempo total de coccion y se genera la corteza
y se produce la liberacion de los aromas caracteristicos. La aplicacion de esta
tecnologia afecta los atributos de calidad de los productos. Vulicevic et al. (2004)
observaron una pérdida de la humedad del pan precocido de harina de trigo durante el
almacenamiento en congelacién, como consecuencia de la disminucidon en la
capacidad de retencion del agua de la estructura panaria. Otros efectos negativos son
el descascarillado de la corteza, producto de un secado excesivo de la superficie del
pan al final del enfriamiento y congelacion del producto precocido (Lucas et al. 2005,
Hamdami et al. 2007). Ademas se ha observado un aumento en la retrogradacion de la
amilopectina, lo cual conlleva a una modificacion del encogimiento de la miga
originando una rapida deformacion durante la formacion de cristales de hielo (Ribotta
y Le Bail 2007).
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Figura 5.9 Dimensiones de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa precocida. a.
Altura final de los panificados. b. Factor de forma (FF) de los panificados. Letras minusculas diferentes en
cada columna indican diferencias significativas entre las muestras para cada dia (p=o,05).Letras mayuUsculas
diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre los dias para cada muestra (p<o,05).

En primer lugar para evaluar el efecto de la metodologia de masas precocidas se
elaboraron las piezas de masa laminada y se determinaron sus dimensiones. Las
muestras optimizadas fueron mas altas (altura promedio: 1,96 cm) que las piezas
control (altura promedio: 1,87 cm). Lo cual se relacion6 con una mejora de las
propiedades elasticas de las masas debido a la presencia combinada de los aditivos.
Seguidamente se realizo el pre-horneado. Como era de esperar la altura de los
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productos aumentd luego de la coccidn parcial y las piezas optimizadas (altura
promedio: 2,58 cm) fueron mas altas que el control (altura promedio: 2,30 cm).

Las muestras precocidas fueron congeladas y almacenadas. Los parametros de
calidad tecnoldgica se determinaron en diferentes dias sobre los panificados. El
producto control obtenido de la masa sin congelamiento (dia 0) presentd la mayor
altura. El congelado y almacenamiento de la masa precocida durante un dia provoco
una diminucion de un 8,9 % de la altura inicial en el panificado obtenido (figura 5.9.a).
Sin embargo, las muestras obtenidas de las piezas de masa que se conservaron
durante mas tiempo no modificaron su altura con respecto al dia 1. El crecimiento de
las muestras durante el proceso de produccion de los panificados mediante la
tecnologia de masas precocidas se evalud a través de las relaciones de altura y ancho
(tabla 5.7). El control mostrd una disminucion del crecimiento vertical de su estructura
luego del dia 0. Por otro lado, en cuanto a la expansion en direccion horizontal no
deseada en este tipo de productos, no se observaron diferencias en las muestras a lo
largo de los dias. Es decir que la implementacion del pre-horneado no tuvo un efecto
significativo en este parametro, por lo tanto si bien las piezas crecieron verticalmente
en menor medida con el aumento del tiempo de almacenamiento congelado; la
expansion horizontal no fue promovida.

Tabla 5.7 Dimensiones de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa precocida

Dia 0 1 2 15 30 60

Rh € (1,36:0,03)  (1,2650,02°™ (1,20:0,03/ (1,27+0,03™ (1,19:0,04/% (1,214:0,003)
0 (1,52:0,03y  (1,24:0,02)* (1,26:0,03)* (1,28:0,03)® (1,38:0,05)"  (1,34:0,02)*

Ra C  (1L1:0,6/°  (1,03:0,06 (1,04:0,02" (1,0:0,6)  (1,09:0,02/  (1,06:0,02)"
0  (1,02:0,01)®  (1,0:0,6)®  (1,00:0,03)* (0,99:0,02)* (1,049:0,001)  (1,01:0,02)*

Rh: relacion de altura, Ra: relacion de ancho, C: control, O: optimizacion. Letras mayusculas diferentes en cada
columna indican diferencias significativas entre los dias para cada muestra (p<o,05). Letras minUsculas diferentes
en cada fila indican diferencias significativas entre las muestras para cada dia (p=<o,05).

La muestra sin congelacion permitié obtener un panificado de mayor valor del factor
de forma (figura 5.9.b). El aumento del tiempo de congelado de las masas precocidas
fue en detrimento de este pardmetro, y por lo tanto se obtuvieron panificados de
menor altura y mayor ancho y largo. La conservacion de las masas precocidas no
provoco un efecto en la firmeza de los productos hasta el dia 15 (figura 5.10). Después
del cual se obtuvieron muestras de estructuras internas mas firmes con valores
superiores a los 60 N. La congelacion durante un dia de las masas precocidas provoco
una gran disminucidn de la dimension fractal (figura 5.11). Se observé una estructura
con una importante cantidad de alveolos de distribucidn irregular, en relacion a la
muestra sin congelar. Sin embargo, no se detectaron modificaciones de este
parametro hasta el dia 30, después del cual se observd nuevamente un gran
detrimento de la tortuosidad de la estructura. La muestra se caracterizd por una
disminucion de la cantidad de alveolos, una miga de textura mas suave y compacta.
Por lo tanto, el mayor deterioro de la estructura interna del control estuvo relacionado
con el congelamiento inicial de la muestra, ya que las caracteristicas internas no se
vieron afectadas durante el almacenamiento congelado hasta después del dia 30.

La muestra optimizada elaborada a partir de masa sin congelar present6 la mayor
altura al finalizar el horneado (figura 5.9.a). Luego de un dia de almacenamiento el
producto obtenido fue mas bajo y se observd una gran disminucidn de este parametro
(18,6 % de la altura inicial de la muestra del dia 0). Los panificados obtenidos de piezas
de masa sometidas a mayores tiempos de conservacion, 30 y 60 dias, fueron



levemente mas altos que los obtenidos en los dias 1y 2. Estos resultados concuerdan
con la tendencia observada para los valores de relacion de altura (tabla 5.7). El
panificado sin congelar experimentd el mayor crecimiento, el cual se vio disminuido
en los productos cuyas masas fueron congeladas durante uno y dos dias. Sin embargo,
un mayor tiempo de conservacion tuvo un efecto positivo en la capacidad de
expansion vertical de los sistemas.

A pesar de esto, los productos obtenidos de las masas sometidas a la congelacion
presentaron menores valores del factor de forma en relacion a la muestra sin
conservacion (figura 5.9.b). Por otro lado, no se observaron cambios en este
parametro con el paso del tiempo como ocurrid con el control, es decir que la
conformacion global de las muestras optimizadas no se vio afectada por mayores
tiempos de congelacion. Un incremento de los tiempos de conservacion provocé una
disminucion progresiva de la firmeza de la estructura interna de los panificados (figura
5.10). Al igual que en el control se observé una disminucion de la dimensidn fractal en
los productos con el congelamiento inicial de la masa precocida (dia 1), aunque este
ocurrié en menor medida. Si bien la tendencia observada en los dias subsiguientes no
fue clara, se observé una leve disminucidn de la dimension fractal en los productos de
las masas almacenadas por 2,15 y 30 dias. Sin embargo, las imagenes mostraron
estructuras con la presencia de ldminas y espacios de conformacion alargada
distribuidos en toda la superficie del corte transversal. A los 60 dias de
almacenamiento las muestras siguieron presentando un valor alto de dimensién
fractal y el producto mostré algunas capas aunque de mayor espesor. Esto se condice
con estructuras que no perdieron su capacidad de crecimiento en direccion vertical y
concomitantemente generaron productos de gran altura.
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Figura 5.10 Firmeza de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa precocida. Letras
mayusculas diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre los dias para cada muestra (p<o,05).
Letras minusculas diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las muestras para cada dia
(p=0,05).

Al comparar el comportamiento de las muestras control y optimizacion durante el
almacenamiento se observaron algunas diferencias. El producto obtenido de masa
optimizada sin congelar fue mas alto que el control (figura 5.9.a). Si bien al dia 1 las
muestras no lograron diferenciarse entre si, en los dias siguientes los panificados
optimizados fueron mas altos que el control. No se observaron diferencias
significativas entre la capacidad de crecimiento en direccion vertical de las muestras
almacenadas hasta durante los primeros 15 dias (tabla 5.7). Mientras que a tiempos
mayores de conservacion las muestras optimizadas mostraron mayores valores para
la relacion de altura que el control. Si bien no hubo diferencias significativas en el
factor de forma entre las muestras, la tendencia observada mostré que los productos
horneados optimizados fueron mas altos y de menor acho y largo que el control
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durante todo el ensayo (figura 5.9.b). Las muestras optimizadas presentaron
estructuras internas mas blandas que el control durante los 60 dias (figura 10). Sciarini
et al. (2012c) informaron el mismo efecto de la goma xantica sobre la firmeza de
panes de harina de arroz y maiz sometidos a conservacion obtenidos de masas
precocidas. Si bien no se encontraron diferencias significativas en la dimension fractal
entre las muestras durante la conservacion, la tendencia observada mostré que los
productos optimizados tuvieron una estructura laminada y de textura rugosa durante
los 60 dias (figura 5.11). Mientras que el control mostré una miga con alveolos, la cual
se suavizo precipitadamente después del dia 30 debido a la formacion de una
estructura mas compacta.

0 1 2 15 30 60
mControl = Optimizacion

Figura 5.11 Dimension fractal (DF) de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa
precocida. C: control, O: optimizacion. Letras mayUsculas diferentes en cada columna indican diferencias
significativas entre los dias para cada muestra (p<o,05). Letras minusculas diferentes en cada columna indican
diferencias significativas entre las muestras para cada dia (p=<o,05).

La congelacion de masas se aplica a la produccion de una gran variedad de
panificados, entre los cuales se encuentran los croissants, como uno de los mas
importantes. Este sistema de produccion centraliza el armado de las piezas de masa
pero descentraliza el horneado en pequefios comercios permitiendo la obtencion de
un producto recién horneado en todo momento. Sin embargo, esta tecnologia
presenta ciertas desventajas ya que las masas congeladas son sistemas complejos mas
sensibles al cambio de los ingredientes y a las condiciones de proceso que los de
elaboracion de masas tradicionales. Diversos autores han observado un detrimento en
la calidad de masas congeladas durante el almacenamiento (Inoue y Bushuk 1991,
Kenny et al. 1999, Ribotta et al. 2001). Los efectos negativos se asocian con una
disminucion en la fuerza de la masa y una pérdida gradual de la actividad y viabilidad
de las levaduras. Esto conlleva, en sistemas sometidos a fermentacion, a una
disminucion de la capacidad de retener gases. Lo cual se traduce en un producto
horneado de menor volumen y textura deteriorada.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la metodologia de congelacion en la calidad
tecnoldgica de panificados laminados LG se elaboraron las piezas de masa laminadas
y se determind la altura de las mismas antes del congelamiento. Las muestras
optimizadas (altura promedio: 1,95 cm) fueron levemente mas altas que el control
(altura promedio: 1,89 cm), lo cual se asocio con el efecto de los aditivos en el sistema
anteriormente descripto.

Luego las muestras se congelaron y almacenaron. A diferentes dias las piezas de masa
se descongelaron y hornearon. La figura 5.12 muestra las dimensiones de los
productos evaluadas durante un periodo de 60 dias. La altura del panificado control



disminuyd de manera gradual hasta el dia 15 (figura 5.12.a). Seguidamente hubo una
disminucidn mas drastica de este pardmetro a los 30 y 60 dias (25,5 % y 26,8 % de la
altura del control al dia 0). La pieza de masa sin almacenamiento (dia 0) experimento
la mayor expansion en direccion vertical (tabla 5.8). Las muestras almacenadas y
congeladas presentaron menores valores de la relacion de altura. Por lo que la
congelacion de las piezas de masa disminuyd la capacidad del sistema para crecer de
manera vertical. Por otro lado, en general, no se observaron cambios significativos en
la expansion en direccion horizontal del control a lo largo de periodo de tiempo
evaluado. El panificado obtenido de la pieza de masa sin congelar (dia 0) mostro el
mayor factor de forma (figura 5.12.b). Los valores para este parametro de calidad
disminuyeron en las muestras provenientes de masas congeladas.

No se observaron diferencias significativas en la firmeza entre los productos obtenidos
de las piezas de masa control sin almacenamiento (dia 0) y las que se conservaron
hasta el dia 15 (figura 5.13). Luego de este tiempo hubo un aumento significativo de la
firmeza de la estructura interna del control.
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Figura 5.12 Dimensiones de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa congelada. a.
Altura después del horneado de los panificados. b. Factor de forma (FF) de los panificados. Letras
mayusculas diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre los dias para cada muestra (p<o,05).
Letras minusculas diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las muestras para cada dia

(p=0,05).

El efecto de la congelacion sobre la conformaciéon de los elementos estructurales,
como alveolos y capas, se evalu6 mediante la dimension fractal de imagenes de las
estructuras internas de los productos. En general el control mostré una leve
disminucion de este parametro textural a partir de que las piezas de masa se
congelaron y almacenaron hasta el dia 15 (figura 5.14). Seguidamente con el aumento
del tiempo de congelacién de las piezas de masa, los panificados obtenidos
disminuyeron significativamente su valor de dimension fractal. Esto se condice con las
imagenes del interior de las muestras, en donde se observo para los dias 30 y 60
estructuras con una menor cantidad de alveolos, mas compactas y densas.
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El almacenamiento y congelamiento provocaron cambios en la muestra sin aditivos,
los cuales fueron en detrimento de su calidad tecnoldgica, principalmente después de
los 30 dias de conservacion. Con el aumento del tiempo de congelado de las masas se
obtuvieron productos cada vez mas bajos, de mayor firmeza y con una estructura que
crecié en menor medida y presentd una estructura poco porosa, en relacién a las
imagenes de los primeros dias.

Por otro lado se evalud el efecto de la congelacion de masas en la muestra
optimizada. El producto obtenido de la masa sin congelamiento (dia 0) presento el
mayor valor de altura (figura 5.12.3). Los sucesivos tiempos de congelamiento y
almacenamiento de las piezas de masa laminadas provocaron una disminucion de la
altura de los panificados obtenidos a partir de las mismas. Sin embargo, la pérdida en
la altura de los productos fue mayor al aumentar el tiempo de almacenamiento de la
masa en estado congelado. A los 30y 60 se alcanzd una reduccion del 34,6 %y 36,4 %,
respectivamente, del valor inicial (altura de la optimizacion al dia 0). El mayor
crecimiento en direccidn vertical se observo en el producto elaborado a partir de la
muestra sin conservacion (dia 0), mientras que el posterior congelamiento tuvo un
efecto negativo en la relacion de altura (tabla 5.8). Por otro lado, en general no hubo
cambios en la relacion de ancho de las muestras con el almacenamiento. Los
productos presentaron menores valores del factor de forma conforme aumento el
tiempo de congelamiento de las masas (figura 5.12.b).

Tabla 5.8 Dimensiones de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa congelada

Dia 0 1 2 15 30 60

Rh

Ra

C  (1,36:0,03)® (1,20:0,04)**  (1,30,1)®*  (1,17£0,03)*®  (1,24:+0,04)"> (1,14£0,04)"
0 (1,52£0,03)® (1,37£0,01)®  (1,37:0,04)%  (1,31:0,04)®®  (1,22+0,01)% (1,25£0,03)%
C (1,0810)"° (1,1620,09)%  (1,05:0,03)**  (1,02:0,02)*  (1,025:0,001)**  (1,052+0,001)"°
0 (1,02:0,01)%  (1,02:0,02)®*  (1,01:0,01)** (0,98+0)* (1,03£0,03)%  (0,9753+0,0004)"*

Rh: relacion de altura, Ra: relacion de ancho, C: control, O: optimizacion. Letras mayuUsculas diferentes en cada
columna indican diferencias significativas entre los dias para cada muestra (p<o,05). Letras minUsculas
diferentes en cada fila indican diferencias significativas entre las muestras para cada dia (p<o,05).

Se observd un leve efecto del empleo de la metodologia de conservacion en la firmeza
de la estructura de los productos optimizados (figura 5.13). Sin embargo, la tendencia
encontrada no fue clara. En general las muestras no presentaron cambios
significativos en sus valores de firmeza con respecto a la muestra del dia 0.
Unicamente los panificados obtenidos de las piezas de masa almacenadas hasta los
dias 1y 30 fueron mas duros.

Hubo una progresiva disminucion de la dimension fractal de los productos conforme
aumento el tiempo de congelado de las masas (figura 5.14). Esto puede asociarse con
un gradual suavizado de la textura de la imagen, conforme la estructura se simplificd
debido a la ausencia de laminas. Si bien la reducciéon no fue significativa, en los
productos almacenados hasta los dias 30 y 60 se observd la formacion de estratos mas
gruesos y una menor cantidad de espacios de conformacion alargada.

Baier-Schenk et al. (2005) observaron que la formacion de cristales y su crecimiento
en masa de panes de harina de trigo durante el congelamiento provocaban dafos en
la estructura de la red de gluten. El deterioro de la red proteica tuvo un efecto
negativo sobre la capacidad de la estructura para retener el didxido de carbono
liberado durante la fermentacion, lo que se tradujo en una disminucidn del volumen
de los panes obtenidos de masas congeladas. En los productos laminados el
fortalecimiento de la estructura de la masa promueve la expansion vertical del sistema
durante el horneado. Por lo tanto, la pérdida en la capacidad de crecimiento vertical



durante el congelamiento puede estar relacionada con la interrupcion de la
continuidad de las capas debido a la formacion de cristales de hielo durante el
almacenamiento. Esto conlleva a la obtencion de productos panificados laminados de
menor altura y con una estructura interna menos laminada. Ban et al. (2016)
observaron que la formacion de cristales en piezas de masa de croissants durante el
congelamiento generé productos de mayor firmeza y menor volumen. Ademas
informaron que la velocidad de congelamiento determina el tamafo de los cristales
formados en la masa y por lo tanto la magnitud del efecto de los mismos sobre la
estructura.

m Control = Optimizacion
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Figura 5.13 Firmeza de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa congelada. Letras
mayusculas diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre los dias para cada muestra (p=o,05).
Letras minusculas diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las muestras para cada dia

Si bien el empleo de la metodologia de congelacion provocé el deterioro de ciertas
caracteristicas de la muestra optimizada, ésta soportdé en mejor medida que el control
el periodo de conservacion. Los productos optimizados fueron mas altos (figura
5.12.3) y experimentaron un mayor crecimiento en direccion vertical en relacion al
control durante el ensayo (tabla 5.8). Gerrard et al. (2000) también observaron un
efecto positivo con la incorporacion de transglutaminasa, la cual fortalecio la
estructura de las masas de croissants y por lo tanto experimentaron un mayor
crecimiento vertical que el control durante el congelamiento por 100 dias. Por otro
lado, se observaron diferencias significativas entre los valores del factor de forma para
las muestras durante los 60 dias. Los productos optimizados presentaron mayor altura
y menor ancho y largo que el control.

Las muestras optimizadas fueron menos firmes que el control durante el periodo de
conservacion, aunque esta diferencia fue significativa después del segundo dia de
congelamiento (figura 5.13). El efecto de los hidrocoloides sobre las propiedades de
panificados LG resulta dependiente del origen del aditivo y de la cantidad de agua
utilizada. Por lo que las comparaciones entre los comportamientos de los sistemas LG
son dificiles, sumado a la gran variacion que existe entre las caracteristicas de los
almidones y proteinas de la formulacion. La bibliografia informa sobre diferentes
efectos de la goma xantica sobre las propiedades de textura de productos LG
elaborados de masas congeladas o refrigeradas. Lazaridou et al. (2007) observaron un
incremento de la firmeza en panes de harina de arroz con la incorporacion de 1y 2 %
de goma xantica conforme aumento el tiempo de conservacion. Lo cual fue asociado
con una gran disminucion de la actividad de agua del sistema en el tiempo. Mientras
que Lorenzo et al. (2009) no observaron variaciones durante el tiempo de congelado
en la fuerza méaxima de quiebre de discos de empanadas LG cuando agregaron goma
xantica. En el caso del psyllium, Cappa et al. (2013) observaron una disminucion de la
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firmeza de panes de harina de arroz y almidon de maiz con 1,5y 2,5 % del hidrocoloide
sometidos a conservacion.
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Figura 5.14 Dimension fractal (DF) de panificados laminados LG sometidos a la tecnologia de masa
congelada. C: control, O: optimizacion. Letras mayusculas diferentes en cada columna indican diferencias
significativas entre los dias para cada muestra (p<o,05). Letras minUsculas diferentes en cada columna indican
diferencias significativas entre las muestras para cada dia (p<o0,05).

Por otro lado, las reacciones de ciclacion promovidas por la CGTase conllevan a la
formacion de ciclodextrinas (CD) que interactUan con las proteinas y el almiddn
presente en el sistema. Estos complejos inhiben las interacciones proteina-almiddn,
responsables de la obtencion de migas mas duras. Por lo tanto se promueve la
obtencion de estructuras internas menos firmes. Gujral et al. (2003) evaluaron la
firmeza de panes de harina de arroz con y sin CGTase congelados durante 6 dias.
Estos autores informaron una disminucion del parametro textural con la incorporacion
de CGTase, tendencia que se mantuvo conforme aumento el tiempo de conservacion.
A su vez observaron una disminucion de la velocidad de retrogradacion de la
amilopectina con la presencia de CGTase. Estos resultados se asociaron a la formacion
de complejos CD-proteinas y se relacionaron con la disminucion de la firmeza de los
productos durante el almacenamiento.

Por lo tanto el efecto positivo generado por la presencia combinada de los aditivos
sobre la firmeza de los productos laminados en relacion al control durante la
conservacion puede estar asociado, con la accion de los mismos sobre las
interacciones entre los componentes del sistema. Como se observo anteriormente en
el capitulo 3 la goma xantica y el psyllium, a través de diferentes mecanismos,
interfieren en las interacciones entre las proteinas, lo cual puede estar afectando las
interacciones entre estas y el almidon. Por otro lado, la CGTase actud sobre el almidon
e indirectamente sobre las proteinas a través de la formacion de complejos con las CD,
como se observd en el capitulo 4.

No se encontraron diferencias significativas en los valores de dimension fractal entre
las muestras obtenidas de masas que se conservaron hasta el dia 15 (figura 5.14). Sin
embargo, en las muestras optimizadas se observo la presencia de espacios vacios de
conformacion alargada de gran tamafo, mientras que en control éstos fueron mas
pequeiios y hubo una mayor cantidad de alveolos. Las masas optimizadas congeladas
hasta los dias 30 y 60 generaron panificados con valores de dimension fractal mayores
al control. Si bien estas diferencias no fueron significativas, la tendencia se condice
con las imagenes de las estructuras internas. En el control se observé una estructura
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mas compacta, mientras que la optimizacion mostré una mayor cantidad de espacios
vacios de conformacion alargada.

5.3. CONCLUSIONES

Se estudid el efecto combinado de goma xantica, psyllium y CGTase sobre las
caracteristicas tecnolodgicas de los panificados laminados LG.

A través de la metodologia de optimizacion de respuestas se determinaron las
concentraciones de goma xantica, psyllium y CGTase que permitieron obtener un
panificado laminado libre de gluten de buenas caracteristicas y calidad tecnoldgica.

En general la coccion parcial de las piezas de masa y su almacenamiento congelado
generaron cambios en detrimento de la calidad tecnoldgica de los panificados, en
relacion a los productos obtenidos de masas sin este tratamiento. Sin embargo, si bien
la optimizacion sufri6 un mayor impacto sobre sus dimensiones durante la
congelacion inicial (dia 1), presentoé una estructura capaz de soportar en mejor medida
los cambios fisicos que tuvieron lugar durante el almacenamiento. Por lo tanto, se
obtuvieron productos de estructura laminada que no perdieron su capacidad de
expansion vertical después de 60 dias de almacenamiento. De manera tal que la
tecnologia de masa precocida resultd conveniente para la obtencion de productos
laminados LG.

Por otro lado, en el caso de la metodologia de masas congeladas los mayores cambios
sobre las dimensiones de los productos se observaron después de los 30 dias de
almacenamiento. Por lo que el almacenamiento congelado generd un mayor impacto
negativo sobre las muestras en relacion a la congelacion inicial de las mismas. A pesar
del detrimento observado, la formula optimizada soporté en mejor medida que el
control el tratamiento aplicado.

Conforme aumentd el tiempo del almacenamiento congelado de las masas control, lo
productos obtenidos fueron mas bajos, de mayor firmeza y con una miga mas
compacta. Mientras que las masas optimizadas presentaron mayor capacidad de
expansion vertical que el control, lo cual se tradujo en productos mas altos y de
estructura laminada. La tecnologia de masas congeladas permitio obtener panificados
laminados LG de buenas caracteristicas tecnoldgicas por un menor periodo de tiempo
que la metodologia de masas precocidas.
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Conclusiones generales

En los Ultimos afnos la comunidad cientifica ha informado sobre la existencia de un
amplio espectro de trastornos crénicos relacionados con la intolerancia de las
prolaminas contenidas en ciertos cereales, como el trigo, la avena, el centeno y la
cebada. Surge entonces la necesidad de ampliar la oferta de productos que resulten
aptos para el consumo de las personas que padecen estas enfermedades. El desafio
cientifico se manifiesta en mayor medida en aquellos alimentos que estructuralmente
dependen de las proteinas que contienen. Ya que sus propiedades intrinsecas se ven
afectadas durante el proceso de produccion, como asi también las caracteristicas
sensoriales y tecnoldgicas del producto final.

En Argentina, como también en otros paises del mundo, los productos panificados son
parte de la dieta basica y diaria de la poblacidon. Las masas libres de gluten (LG)
carecen de una red continua de proteinas, por lo que el almiddn, presente en una gran
proporcion, es el principal elemento estructural. Esto provoca cambios indeseables en
las propiedades de las masas y se vuelve necesario utilizar una combinacion de
ingredientes y aditivos que permitan parcialmente imitar las propiedades de la red de
gluten. Por lo que innumerables investigaciones se han llevado a cabo sobre el empleo
de diferentes ingredientes LG en el desarrollo de la estructura y caracteristicas
deseables de panes, masas para pizza y pastas. Como asi también en aquellos
productos en los que el gluten no cumple una funcion estructural de relevancia, como
galletitas, snacks y bizcochuelos. Sin embargo, no se han encontrado evidencias de la
evaluacion del efecto de la incorporacion de aditivos en panificados laminados salados
LG tipo puff pastry o “criollitos”.

El trabajo de investigacion llevado a cabo se basd en el estudio y desarrollo de un
producto panificado libre de gluten de estructura laminada, que incluyd la utilizacion
de una mezcla de harinas y almidon libres de gluten y la evaluacion de aditivos que
actuaron sobre los diferentes componentes del sistema.

Para lograr el objetivo principal fue necesario en una primera etapa determinar el
efecto de la utilizacion de harinas de diferentes tipos de trigo sobre las propiedades
estructurales de las masas laminadas y la calidad tecnoldgica de los panificados. Se
utilizaron muestras de harinas de trigos pan y blando. Los resultados encontrados
sugirieron la existencia de un efecto de la calidad de la red de gluten y la presencia de
un cierto nivel de componentes hidrofilicos, como arabinoxilanos y almidon danado,
sobre el comportamiento de la masay las caracteristicas del producto. Se encontraron
correlaciones positivas entre los parametros relacionados a la calidad de la red de
gluten, como el contenido de proteinas, macropolimero de gluteninas y gluten
humedo, y el tiempo de relajacion de la pieza de masa laminada luego de que se le
aplico una deformacion. Del mismo modo, los SRC carbonato, agua y sacarosa
correlacionaron de manera positiva con la viscosidad aparente y la resistencia a la
deformacidn de las masas. A su vez estos parametros reoldgicos de la masa mostraron
asociaciones positivas con la altura de los productos al inicio y final de la fermentacion
como también luego del horneado. Mientras que correlacionaron de manera negativa
con la expansion de la pieza en direccion horizontal durante el horneado. Los moédulos
eldsticos de las masas correlacionaron positivamente con la firmeza de los productos.
Estas asociaciones sugieren un efecto de la calidad de la red de gluten, principalmente
sobre la consistencia de la masa. Por otro lado, la presencia de componentes con
capacidad de absorber agua también influyd en las caracteristicas tecnoldgicas de los
productos. Un cierto nivel de estos componentes permitié obtener masas con una
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estructura rigida y de comportamiento viscoso. Cuando las piezas de masa fueron
sometidas a compresién en el laminado y a calentamiento durante la coccion, su
consistencia y viscosidad tuvo un papel fundamental en la expansion vertical;
concomitantemente en la altura final y en la presencia de una estructura interna mas
laminada en los panificados. Los parametros relacionados a la calidad de la red de
gluten y a la presencia de componentes hidrofilicos correlacionaron de manera
positiva con la altura de los productos en las diferentes etapas de produccion, como
asi también con el factor de forma y la dimension fractal.

Por otro lado se establecieron relaciones entre el contenido de solidos grasos (SFC) y
el comportamiento reoldgico de diferentes muestras de materia grasa y la calidad
sensorial y tecnoldgica de productos laminados salados con harina de trigo. Las
muestras de materia grasa con un SFC superior al 20 % en el rango de temperatura 15-
35 °C mostraron un comportamiento mas viscoso y una estructura con mayores
puntos de contacto y fueron menos sensibles a los cambios de temperatura. Como
consecuencia, se obtuvieron piezas con capas de grasa y masa de mayor
estructuracion, lo cual impidid su colapso durante las etapas de laminado y horneado.
Esta conformacion estructural le otorgd al sistema mayor consistencia y resistencia a
la deformaciéon y promovié el crecimiento en direccidon vertical en lugar de la
expansion lateral, conservando la simetria durante los procesos de fermentacion y
coccion. Luego del horneado se obtuvieron panificados de mayor altura, con una
estructura interna compleja formada por laminas. Estos productos resultaron ser los
mas preferidos por los evaluadores del panel sensorial y fueron caracterizados por una
gran simetria y un mayor nivel de laminado de la estructura interna.

Una vez establecido el proceso de produccion y los parametros de calidad de los
productos se evalud el efecto de la incorporacion de hidrocoloides sobre las
propiedades estructurales de masas y la calidad tecnoldgica de panificados laminados
LG. Se elaboraron masas y panificados semi-hojaldrados con harina de arroz y soja y
almidén de mandioca y margarina para hojaldre sin aditivos (control) y con 2,5 %y 5 %
de goma xantica, psyllium y HMPC. La presencia de goma xantica provocd la
rigidizacion de la masa durante la deformacion y en la relajacidn el sistema mostro
una mayor capacidad eldstica y grado de recuperacién en relacion al control. También
hubo un efecto sobre la fraccion proteica de la masa, se observé un aumento del
contenido de proteinas que permanecieron retenidas en el precipitado por estar
interaccionando a través de enlaces covalentes y estuvieron formadas en el caso de
2,5 % por subunidades de alta masa molecular. Mediante resonancia magnética
nuclear se asocié una poblacion de agua con la fraccion de agua unida a la goma
xantica, la presencia de este aditivo provocd una mayor estructuracion de las
poblaciones de agua, como asi también una reorganizacion de las mismas entre los
componentes de la masa. Por lo tanto, se obtuvo una pieza de masa laminada con
mejores propiedades eldsticas que inicid el horneado con mayor altura que el control.
Durante el calentamiento, la masa con goma xantica presentd una estructura mas
compleja, entrelazada y viscosa que el control. La presencia del aditivo retraso la
gelatinizacion, la cual también ocurrio en menor proporcidon. Al mismo tiempo,
mediante termogravimetria, se observd que en la masa con goma xantica una cierta
fraccion de agua se encontré mas débilmente entrampada y pudo ser liberada a
temperaturas menores. Por lo que el hidrocoloide debilité o disminuyo el numero de
interacciones proteinas-agua y almidon-agua. El comportamiento de la masa
asociado a la presencia del aditivo permitio la obtencidon de productos que no se
expandieron en direccion horizontal y fueron de mayor altura que el control,
presentaron una estructura interna caracterizada por un incremento en su
complejidad topografica debido a la presencia de capas y espacios vacios de
conformacion alargada y concomitantemente de mayor firmeza.



Por otro lado, la incorporaciéon de HPMC permitié obtener un sistema con mayor
resistencia a la deformacion que el control, pero que luego de ser sometido al
descanso refrigerado se presenté con mayor fluidez y un comportamiento asociado al
de un liquido viscoelastico. Las masas con este aditivo pudieron ser laminadas y
hojaldradas y se recuperaron en mejor medida que el control. El agregado de HPMC
provoco un efecto en la fraccion proteica de la masa y sobre la estructuracion de las
poblaciones de agua. Durante el calentamiento las diferencias observadas en los
perfiles de la tan & y la viscosidad compleja sugirieron en la muestra de mayor
concentracion del hidrocoloide, la formacion de un gel que otorgd mayor viscosidad al
sistema e influyd en la expansion vertical de la pieza de masa. Conjuntamente hubo un
efecto en la gelatinizacion del almidon, relacionado a la menor disponibilidad de agua
por el agregado del aditivo y la consecuente menor hidratacion del almidén. La
presencia de una estructura interna laminada, compleja y rugosa en los productos
horneados denot¢ la capacidad del hidrocoloide para reforzar la integridad estructural
de las micelas de grasa y de aire durante el horneado.

En el caso del psyllium, si bien las masas fueron mas fluidas y de menor viscosidad se
observé una mayor estructuracion y reorganizacion de las poblaciones de agua. Las
masas con el aditivo se recuperaron en mejor manera del laminado y hojaldrado e
iniciaron el horneado con una mayor altura que el control. Por lo tanto, a pesar de que
Unicamente con la menor dosis el sistema crecid en direccion vertical, con ambas
concentraciones los productos fueron mas altos que el control. Durante el
calentamiento Unicamente la masa con una mayor dosis se presentd como un sistema
mas estructurado y eldstico que el control. Sin embargo, con ambas concentraciones
hubo un efecto sobre la gelatinizacion del almidon, en concordancia con un aumento
de la cantidad de agua mas débilmente entrampada y unida al aditivo. Esto le
permitio a las piezas de masa laminada conservar su estructura y no expandirse en
direccion lateral obteniéndose una estructura laminada al finalizar el horneado.
Ademas se observo que el psyllium facilito la retencion de una mayor cantidad de agua
mas fuertemente entrampada durante el calentamiento en relacion a los otros
aditivos, lo cual se expreso en productos de menor firmeza.

Se evalud el efecto de la incorporacion de enzimas, 0,2 % y 0,8 % de Ciclodextrina
Glucano Tranferasa (CGTase) y 0,01 %y 0,02 % de Glucosa Oxidasa (GOX); y 1y 2,5 %
de emulsionantes, Estearoil Lactilato de Sodio (SSL) y Acidos Grasos del Acido
Diacetil Tartarico (DATEM). La incorporacion de CGTase generd en la masa un
aumento de la solubilidad de las proteinas en buffer fosfato, posiblemente debido a la
formacion de complejos con CD. Mientras que la GOX promovi6 la formacion de
agregados que se solubilizaron en buffer fosfato+SDS. Concurrentemente se observo
un efecto sobre las propiedades reoldgicas de las masas. Las cuales en el caso de la
incorporacion de CGTase permitieron obtener estructuras laminadas, que si bien
fueron levemente mas altas que el control, luego del horneado generaron panificados
de buenas caracteristicas tecnoldgicas. Mientras que la presencia de GOX, pese a
promover la obtencion de una masa mas rigida que durante el horneado presento
mayores puntos de contacto, generd un producto de estructura alveolada y de menor
firmeza. El uso de emulsionantes ejercid un efecto positivo en algunas de las
caracteristicas tecnoldgicas de los productos, Unicamente cuando se utilizaron las
mayores dosis.

A partir del estudio del efecto individual de cada aditivo sobre la calidad de los
productos se seleccionaron tres aditivos, goma xantica, psyllium y CGTase. Mediante
la metodologia de regresion de superficie de respuesta se analizo el efecto combinado
sobre los parametros de calidad de los productos. La combinacion de variables
definida para la optimizacion de multiples respuestas permitié predecir
satisfactoriamente los atributos de calidad, con una diferencia menor al 15 %. La
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formulacion 6ptima obtenida (0,38 % de goma xantica, 0,1 % de psyllium y 0,23 %
CGTase) y el control fueron utilizados para elaborar piezas de masa que se emplearon
en el estudio de dos metodologias de conservacion. Las tecnologias de masas
congeladas y precocidas generaron un impacto sobre las caracteristicas tecnoldgicas
de los panificados durante la conservacion. Sin embargo, en ambos casos los
productos optimizados presentaron caracteristicas estructurales que les permitieron
soportar en mejor medida que el control los cambios que ocurrieron durante el
periodo de almacenamiento.

La incorporacion de aditivos permitio obtener panificados laminados LG de buenas
caracteristicas tecnoldgicas. Se evaluo el efecto sobre la fraccion proteica, la
distribucion de las poblaciones de agua y las propiedades reoldgicas de las masas
antes y después del descanso refrigerado y durante el calentamiento. A través de
estos estudios se determinaron las posibles interacciones y mecanismos por los cuales
los aditivos generaron ciertas caracteristicas en las piezas de masa laminadas y en los
productos horneados.
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