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RESUMEN

Importancia del tema. El amaranto y la quinoa son granos pertenecientes a los
pseudocereales. El amaranto (Amaranthus spp.) pertenece a la familia Amaranthaceae
y la quinoa (Chenopodium quinoa Willd) a la familia Chenopodiaceae. Estos granos ricos
en almiddn resultan aptos para la elaboracidn de panificados, con la ventaja de que
poseen un contenido de proteina (12 a 18%) un poco mas elevado que el de los cereales
convencionales, entre otras propiedades. La germinacién controlada de granos se esta
realizando en la actualidad con el objetivo de mejorar el perfil nutricional de las harinas
derivadas de las semillas, ya que, durante dicho proceso, se producen importantes
cambios en la composicidn de los granos: la a-amilasa hidroliza los granulos de almidén,
las proteinas se convierten en oligopéptidos y aminoacidos libres, cambiando su
composicion. Por su parte, los triglicéridos comienzan a hidrolizarse y la proporcion de
acidos grasos saturados/insaturados se modifica; el nivel de factores antinutricionales
(fitatos, inhibidor de tripsina, taninos, entre otros) disminuye significativamente y los
compuestos bioactivos como fenoles, fitoesteroles, folatos y GABA (acido vy-
aminobutirico) aumentan. Por lo tanto, en los granos germinados casi todos los
nutrientes estdn completamente disponibles y varios antioxidantes se encuentran en
concentraciones mas altas, proporcionando asi la base para definir las harinas de
semillas germinadas como “ingredientes funcionales”. Utilizar harinas de semillas
germinadas en productos panificados resulta una buena alternativa, dado que el
proceso mejora el perfil nutricional de las harinas germinadas trasladdndose esa aptitud
a los panificados. Ademds, los panes son alimentos de consumo masivo por una gran
parte de la poblacién. Por otra parte, a diferencia de las semillas germinadas que se
degradan rdpido, la conversién de éstas en harina mejora la preservacion, permitiendo
mantener una bajo contenido de agua y actividad acuosa y contribuyendo a la
conservacion de los componentes bioactivos, facilitando a su vez el manejo tecnolégico

durante la produccién del pan.



Objetivo. En el presente trabajo se buscé mejorar la calidad nutricional de harinas
provenientes de semillas de amaranto y quinoa mediante la germinacion para su
incorporacion en productos panificados a base de harina de trigo y de esta forma
contribuir no sélo a incrementar la produccién y la utilizacidon de estas semillas, sino
también a agregar valor y mejorar el perfil nutricional de panificados a base de cereales.
Se pretendio dejar evidencia de las variables de proceso éptimas para la elaboracién de
panes de alta calidad tecnoldgica, sensorial y nutricional.

Metodologia. La germinacion de los granos se llevé a cabo remojando las semillas
previamente a 20-30°C por distintos tiempos, segun el tipo de semilla. Luego se secaron
y molieron para obtener las harinas utilizadas como materias primas para la obtencién
de masas y panes. Se determind la composicién de las semillas tanto germinadas como
sin germinar. Con la harina germinada seleccionada, acorde a las mejores caracteristicas
nutricionales y estructurales (FTIR y SDS-PAGE) obtenidas, se procedié a analizar las
diferentes propiedades de las masas en combinacién con harina de trigo, como forma
de predecir el comportamiento de la masa durante la panificacion. Se formularon
mezclas con harinas de trigo y de harinas de semillas germinadas y no germinadas al 5%,
15% y 25%. Se determinaron las propiedades farinograficas, el contenido de gluten
himedo y seco, las propiedades de hidratacion (absorcion de agua, humedad, actividad
acuosa y movilidad molecular), reoldgicas (textura, relajacion y viscoelasticidad) de las
masas y las propiedades térmicas de las suspensiones acuosas de las harinas
(temperatura y variacion de entalpia de desnaturalizacidn/gelatinizacién y viscosidad en
caliente y en frio de pastas). La determinacién de los pardmetros optimos de
fermentaciéon de la masa con levadura permitié poner a punto el proceso de
panificacion.

Utilizando las mejores variables tecnolégicas de formacién de masa, se elaboraron los
panes por horneado a tiempo y temperatura adecuados. Se determind la calidad
tecnoldgica por medidas de volumen, color, alveolado, textura y relajacion, humedad y
actividad acuosa de la miga; en fresco y almacenados hasta 7 dias. Se analizaron
diferentes atributos sensoriales (color, aroma, sabor, textura, aceptabilidad general) por
ensayo de escala heddnica. La calidad nutricional de los panes se evalué por medidas de
composicion porcentual, caracterizacion de compuestos fendlicos y actividad

antioxidante y por ultimo a través de la actividad antitumoral de los productos



resultantes de la digestion gastrointestinal in vitro, en una linea celular humana de

cancer de colon.

Resultados

Amaranto. La germinacién produjo un ligero aumento en el contenido de cenizas y
proteinas, en este ultimo caso debido probablemente a un incremento en la sintesis de
enzimas que son responsables de activar este proceso en la semilla. Se registré un
aumento de los carbohidratos solubles en agua, por la hidrélisis del almiddn y/o a la
gluconeogénesis a partir de aminoacidos, y una reduccion en el nivel de lipidos. Si bien
el contenido de proteinas aumento con la germinacién, éstas cambiaron su estructura,
evidenciandose disociacion de las globulinas Py 11S (62 kDa) y aumento del contenido
del polipéptido A-11S (34 kDa). Por otro lado, se determind el perfil de aminoacidos y
acidos grasos, en donde la harina obtenida de semillas germinadas durante 18h mejoré
la proporcién de lisina y de acidos grasos insaturados esenciales frente a las semillas sin
germinar, lo que condujo a una baja relacién de w6/w3 (<13). La germinacién por 18h
fue la que mejores resultados arrojé y por consiguiente fue la seleccionada para elaborar
masas y panes.

Las masas con un 25% de harina de amaranto sin germinar (A25) y germinada (AG25)
mostraron una mayor humedad pero una menor movilidad molecular que la masa de
trigo. La masa A25 fue un poco mas dura en comparacién con la masa de trigo, aunque
presentd menor relajacién de los polimeros de la matriz pero un comportamiento
viscoso superior al eldstico (> tan 8). La masa AG25 evidencidé por viscoelasticidad
dindmica una mayor tan & que A25. A grandes deformaciones esta masa presento la
misma dureza aunque una mayor elasticidad (TPA) y mayor modulo eldstico de la
fraccion polimerica (>E2 y <T2) que la masa de trigo. Las proteinas globulares de
amaranto, que contribuyen a la elasticidad de la masa a través de la estabilizacién de
proteinas poliméricas del gluten, modifican su estructura con la germinacion, reflejado
en el comportamiento reoldgico descripto. En general, la harina de trigo adicionada con
un 25% tanto con harina de amaranto germinado como sin germinar, permitié obtener
masas de propiedades reoldgicas aceptables para la panificacion.

La masa con un 25% de harina de amaranto germinado fue la que fermenté mas rapido

debido a la presencia de azlcares libres, sustratos importantes para la fermentacion de



las levaduras que se generaron durante la germinacidon. Aunque el volumen de masa
fermentada fue menor para AG25, los panes obtenidos presentaron mayor volumen
especifico y fueron mds oscuros que los panes A25. Un mayor volumen y un color
tostado son dos de las propiedades de calidad requeridas por los consumidores.
Ademas, la miga AG25 presentd un alto numero de alvéolos por unidad de area y un
area alveolar total mayor que la miga de pan de trigo. En comparacién con la miga de
pan A25, la de AG25 presentd menos alvéolos para la misma superficie ocupada, lo que
indica que estos alvéolos son mas grandes, lo que da como resultado una miga mas
aireada. La firmeza de la miga de pan A25 fue la mas elevada, mientras que la AG25
presentd similar firmeza y viscoelasticidad por relajacién que la miga del pan de trigo.
Ademas, el incremento de firmeza durante el almacenamiento fue menor para AG25,
indicando una mayor vida Util de estos panes. Los panes con amaranto (A y AG)
presentaron mayor cantidad de fibra dietaria y lipidos de mejor perfil nutricional con
respecto al pan de trigo, aportando el mayor porcentaje de proteinas el pan AG25.
Quinoa. El proceso de germinacion de ambas quinoas (blanca y roja) fue similar al de
amaranto, con un remojo de 5 h y germinacién a 20°C a diferentes tiempos. En quinoa
blanca la germinaciéon produjo un aumento en el contenido de lipidos y de fibra dietaria
total; mientras que en quinoa roja el componente que mayor aumenté fue la fibra
dietaria total. En quinoa blanca germinada 48 horas aumento el nivel de acidos linoleico
y a-linolénico y de actividad antioxidante; mientras que para quinoa roja resultaron,
luego de 24 h de germinacién, aumentados los acidos oleico y a-linolénico, los
aminoacidos esenciales Lys, Hys y Met y los compuestos fendlicos, junto con un menor
nivel de sodio. Por esta razdn se seleccionaron 48 h y 24 h de germinacion para semillas
de quinoa blancay roja, respectivamente.

La harina de quinoa produjo cambios en el gluten y la masa, sin embargo la germinacion
no condujo a un cambio sustancial con respecto a la materia prima sin germinar. Las
masas con un 25% de harina de quinoa blanca sin germinar (QB25) y germinada (QBG25)
como aquellas con 25% de quinoa roja (QR25, QRG25) fueron las de mayor humedad y
movilidad molecular. Para ambos tipos de quinoa la dureza de la masa disminuyé al
aumentar el nivel de quinoa sin germinar, mientras que las masas con harina germinada

de ambas variedades mostraron un incremento de la dureza, siendo maximo al 25%. Las



masas con harina de quinoa germinada (tanto blanca como roja) presentaron un mayor
componente elastico (menor tan §), especialmente a 25%.

La harina de quinoa de ambas variedades en un 25% formé masas que fermentaron mas
rapido, pero con diferente cinética. No hubo diferencias entre QB25 y QBG25, pero en
quinoa roja la masa QRG25 fue mds estable que la QR25. Si bien el volumen de masa
fermentada fue mayor para la masa con quinoa blanca germinada, esta diferencia en el
volumen del pan no se evidencio, ya que el volumen especifico de ambos panes (QB25
y QBG25) no presentd diferencias entre si, y en ambos casos el volumen fue menor que
el del pan de trigo. Para quinoa roja, el volumen maximo de masa alcanzado durante la
fermentacion fue mayor en QRG25, sin embargo el volumen especifico de los panes no
presentd diferencias significativas. Por otro lado, los panes de quinoa de ambas
variedades exhibieron el mismo indice de pardeamiento: se obtuvo un incremento del
color tostado de los panes, especialmente en productos con harina sin germinar.

En ambos tipos de panes (quinoa blanca y quinoa roja), el incremento en el nivel de
guinoa tanto sin germinar como germinada generd panes con una mayor firmeza y
masticabilidad, aunque menos pronunciado en los panes con harina de quinoa
germinada. Se evidencid también un aumento en los pardametros eldsticos y el tiempo
de relajacion-T1, aunque para QBG25, T1 no presentd diferencias con la miga del pan de
trigo. Para quinoa roja, QR25 presentd un valor mucho mayor de los parametros
elasticos respecto a QRG25 y un menor T1. Los panes con harina de quinoa germinada,
especialmente la roja, presentaron un menor incremento de la firmeza durante el
almacenamiento.

El anélisis de la composicién de los panes con el mayor nivel de adicién de quinoa de
ambos tipos (QB25-QBG25 y QR25-QRG25) evidencid para la quinoa germinada y sin
germinar un mayor contenido de lipidos y fibra dietaria total y actividad antioxidante
gue el pan de trigo. El pan QBG25 exhibié un mayor contenido de proteinas, mientras
gue el pan QRG25 tuvo un contenido de proteinas similar al pan de trigo. El nivel de fibra
dietaria resulté mayor al 6% en QBG25 y en QR25 y QRG25, por lo que segun el Cédigo
Alimentario Argentino se los puede clasificar como de “alto contenido de fibra”.

No se observaron diferencias en los atributos de apariencia, textura, sabor, color y
aceptabilidad general de los panes con 25% de harina de quinoa, ni con el tipo de quinoa

ni con el tratamiento.



Conclusiones. Los panes con un 25% de harina germinada, tanto de amaranto como de
las dos quinoas (blanca y roja), y teniendo en cuenta el perfil nutricional mejorado de
estos productos, en general presentaron una calidad tecnolégica aceptable, tanto las
masas como los panes frescos y almacenados.

Los panes mejorados nutricionalmente con los 3 pseudocereales germinados que a su
vez presentaron mayor actividad antioxidante fueron a su vez bien aceptados por parte
de los consumidores. Por otro lado, no se observd en las condiciones estudiadas una
inhibicién de la actividad celular en ensayos in vitro con células tumorales de colon.
Desafios a futuro. Encontrar las condiciones adecuadas de ensayo para la comprobacién
in vitro e in vivo de la actividad biolégica de los panes con harinas de semillas

germinadas.



Indice

CAPTTUIO [ttt bbb bbb en b 1
INEFOAUCCION ..ottt 1
I I = o TPt 2
1.1. Produccion de trigo en la Argentina ........coccveeieeieieeecciie e 2
1.2. Trigo: ASPECTOS SENEIAIES ...ttt e e e 4
1.3. Estructura y composicién del grano de trigo .......cccceeeeeceeeiiiieeeeeciiie e 5
1.4. Molienda del grano de trig0.....ccuiuiieieei it e 7
1.5. Composicidn y tipificacion de la harina de trigo ......ccccovveeveeciiee e, 8
1.6. Componentes de la harina de trigo.......ccccceeeeeie e 10
1.7. Proceso de PanifiCacion.........cccoiuiiiiieiiiiie ettt 17
1.8. Envejecimiento del Pan ........oieieee e e 19
1.9. Mejora de la calidad nutricional del pan.......cccccceeeeeiiieeie e, 20

2. AMAIANTO ceiiiiiii e e e e e 20
2.1. Produccion mundial y €n Argentina .........oooeeciieieieie et 20
2.2. Formas de consumo Y UtiliZacion ..........ocooeeeeiiieieie e 21
2.3. Amaranto: ASpectos GENErales......cccviiiieiiieiiiiiieie e e e 21
2.4, EStructura del Brano .....cceeviiiieie et e e 23
2.5. Composicion quimica y valor nutritivo del grano de amaranto...................... 24

O 1] s o X- TP PSPPSR 27
3.1. Produccion mundialy €n Argentina .......coccccveeeeeieieeecieie e 27
3.2. Formas de consumo Y Utilizacion .........ccccoovvieieiieie it 28
3.3. QUIN0A: ASPECLOS BENEIAIES ...eviiiiiii et e et e e s 29
3.4, Estructura del Srano ... e 30
3.5. Composicién quimica y valor nutritivo del grano de quinoa .........cccccuveenneeee. 32

4. GEIMINACION . ..eiuitietietie ettt ettt ettt st sa e eabe e sae et et e e sbeesbeesbeesabeeabeenneas 35
4.1. Historia de la germinacidon de semillas.........cccoeeeveeieiciie e 35
4.2. El proceso de |a germinacion......ccueeeccciieiecciieee ettt e tre e e e eaae e e 36

4.3. Principales componentes producidos durante la germinacion....................... 37



OBUETIVOS ...ttt sttt st st 39

CAPTEUIO 1ttt e s nn e 40
Materiales Y METOAOS ... 40
1.1, MAEEIIAIES ..ottt st 41

S & -1 o= W [ o o = 0o TP 41

- Semillas de amMaranto ......ccceeereccieee e e e 41

S Y=1 0 11| T e (R o [T [o T SRR 41

= ClOrUro de SOMI0...cccuiiiieiii ettt e e e e s 41

s LEVAAUIA. .t e e e e s 41

{72V 1= o Yo [o Yool = - g - [P 41
2.1. Germinacion de semillas de Amaranto y de QUiNOa......cc.ceeeeeciveeeeeciveeecennnnenn. 41

2.2. Obtencion de las harinas a partir de las semillas germinadas............ccccu...... 42

2.3. Porcentaje de germinacion........ccceeccueeeeecieee et erae e e 43

2.4. Composicién quimica de 1as harinas ........ceeeeveeeeeieecciie e 43

2.5. Actividad acuosa de las harinas de amaranto y quUinOa ..........ccceeecvivveeeeeeenne. 48

2.6. Caracterizacion de proteinas y determinacion de aminodcidos de amaranto y

GUINO e 49
2.7. Determinacidn de minerales de amaranto y quinoa .........ccccccveeeeecrveeeeennenn. 51
2.8. Determinacidon de acidos grasos de amaranto y qUIN0@.........cccccvvveeeeeeeeeennne 52
2.9. Determinacién de compuestos antioxidantes de amaranto y quinoa............ 53
2.10. Propiedades estructurales de las harinas de amaranto y quinoa................. 55
2.11 Propiedades térmicas de las harinas de amaranto y quinoa.........cccceeeeeuvveennneee. 56
2.12. Capacidad de retencion de solventes (CRS) .....eeeeevveeeeeecieiececiieeeeeire e 58
[1.3. Métodos: Masas Panarias ......ccecueeueerieereinitineeenieesiee sttt ettt et sae e sree e 59
3.1. Disefio eXperimental......ccccccuiiiiiiiie e s 59
3.2. Calidad panadera de 1as MezClas........ccuvvveeeiiicciiieieee e 60
3.3, Elaboracion de Masa.......ccoieeiiiie ittt ettt 61
3.4. ContenidO de GIULEN ...ceiee e e 62
3.5. Propiedades de hidratacidn de 1as masas ........ccccveeeeeieeeccciiieieee e, 63
3.6. Propiedades reoldgicas de 125 Masas ......cccvveeeeiieeeeecieee e e 63
3.7. Movilidad MOIECUIAN ......eiiie et 74
1.4, METOAOS: PANES ...ttt ettt ettt ettt ettt e st st essbeeaenbaesneee 75
4.1. Curvas de fermentacion .......ccoueiiii it s 75
4.2. Protocolo de panificaCion ........c..uueeeieiieiccee e 77
4.3. Evaluacién de la calidad panadera.......cccceccveeieecceeeee et 77

4.4. Evaluacion de la vida Util de [0S panes ........ueeveeeeeeeciiieeeeeeececce e 82



4.5. Evaluacion sensorial de [0S Panes ......ccccuuiieeeieee et 82

4.6. Composicion porcentual de l0S Panes.......cceeeeeeeeeciiieiieeee e 83

4.7. Determinacién de los compuestos antioxidantes de los panes...................... 83

4.8. Evaluacion de la actividad antitumoral de los panes .......ccccccccveveeeeeeecccnnnenen, 83
ANALISIS @STAAISTICO ..eiuteeeie ittt et st 85
CAPITUIO Il 86
Germinados de semillas de Amaranto y QUIN0Q .........ccccooverrinieieenieiecnnseeesreeas 86
S HAMNAS - bbb 86
PArte A bbb 87
AMATANTO ...ttt bt 87
IILA.1. Germinacion de semillas de AMaranto........cccceeceereerieinieeneeneenie e 88
[II.LA.2. Composicidon quimica de las harinas de amaranto ..........cccceceeeeeeeeeecnnneen.. 89
[1I.LA.3. Disponibilidad de agua de las harinas de amaranto..........ccccceeeeeeeeennnnneen. 91

lII.LA.4. Caracterizacion de las fracciones de proteinas y contenido de aminoacidos

de las harinas de amaranto. ........coovee it e 92
IIILA.5. Contenido de minerales de las harinas de amaranto ..........ccccceeevveeerneennnn. 96
III.LA.6. Perfil de acidos grasos de las harinas de amaranto.........c.cccceeeeeeeeecnnnenee. 98
lII.LA.7. Polifenoles y actividad antioxidante de las harinas de amaranto .............. 99
lII.LA.8. Propiedades estructurales y térmicas de las harinas de amaranto.......... 101
[11LA.9. Retencidn de SOIVENTES ........eeveecieee e 109
PArtE B ...t 113
QUIN0A BIANCA Y ROJA.......vuiieeiereesee et 113
[11.B.1. Germinaciéon de semillas de qUIN0a ........ccuvveeieciiiieeceieeecce e 114
[11.B.2. Composicion quimica de las harinas de quinoa blanca y roja................... 115
[11.B.3. Disponibilidad d€ @agUa .......ccccuiiiiiiiiiiicciiete et 119
[11.B.4. Caracterizacion fracciones de proteinas y contenido de aminoacidos de las
Narinas d& QUINO@ .......uiiiiiii e ee e e e et ee e e e eeenanaaaeae e s 120
[11.B.5. Contenido de minerales de las harinas de qUINOA.........cccooeeiiviiieeeeereennnns 127
[11.B.6. Perfil de acidos grasos de las harinas de quUINO@......cccceeeeeciveeeecciieee e, 130
[11.B.7. Actividad antioxidante de las harinas de qUINOa ...........ccceeeiriiieeeeerecnnn, 132
[11.B.8. Propiedades estructurales y térmicas de las harinas de quinoa............... 135
[11.B.9. Retencion de SOIVENTES ......c.c.oecueeiiiiiiiiieeeerite ettt 147
CAPTLUIO TV ettt s bt s s 151
Masas y Panes de trigo con harinas de amaranto.........c.cccccocoeeiinnicecienecvene, 151
Y I 1Y = 1Y PP TP P RO PP OPOTUPPRURPRPPRRPPPOE 152

IV.1.1. Caracterizacion de la harina de trigo ......cccceeeeeeieiciiiiieee e, 152



IV.1.2. Calidad panadera de 1as mezclas .........cuveeeeeeeiiccciieie e, 153

IV.1.3. Propiedades de hidratacion de 1a masa.....ccccccceeeccveeeeieeeecccciiiieee e, 156
IV.1.4. Caracterizacion reoldgica de 1as Masas.....cccveeeeececieieeeeeee e e e 158
IV .2, PAN@S. ..ottt e e e e e e e s e e eees 168
IV.2.1. Proceso de fermentacion de 1a masa.......cooveeeiveiniiinnieieciccceeeeee e 168
IV.2.2. Evaluacion de la calidad panadera.........ccoeeeeeeeeececieieeeee e 171
IV.2.3. Evaluacion de la vida Util de [0S panes.......eeeeeeeeeeeciiieeeee e, 183
CAPITUIO V ettt ettt bbb a bbb s e 189
Masas y Panes de trigo con harinas de quinoa blanca y roja .........c.ccceevenenee. 189
VL IMlaS8S ittt e s s ae e s 190
V.1.1 Caracterizacion de las harinas de trigo y de quinoa .........cccoceeeeeeeeecnneneen.. 190
V.1.2. Calidad panadera de las mezclas ......c.ccoeeeeeeeieeciieieeeee e 190
V. 1.3. Propiedades de hidratacion de lamasa.......cccccoveeeeeeiieccciiiiieee e, 194
V.1.4. Caracterizacion reoldgica de 1as Masas.......cceccveeeeecveeieccvieeeciee e e eree e 197
RV - 1= OO S RPPT P 210
V.2.1. Proceso de fermentacion de 1a masa.......ccoceeeeeirniiiinniiecnseicceee e 210
V.2.2. Evaluacién de la calidad panadera........ccccceeeeeeeieieie e 215
V.2.3. Evaluacién de la vida Util de 10S Panes......eeeeveeeccieieeeee et 232
CAPITUIO V..t ettt 239
Calidad nutricional de los panes de amaranto y quiNOa.............ccccecvuieerrecrennnenn, 239
VI.1. Analisis sensorial de [0S Panes.........ccccvieeieiiieeeicieie e e 240
RV T Vg g = 1 =T o) o J PPV 240
VIEL.2, QUINOQ ittt et e et s s e 241
VI.2. Composicién, compuestos fendlicos y actividad antioxidante de panes frescos
.................................................................................................................................. 247
[V T Vo g = =1 ) o J PSPPI 247
VIEL.2, QUINOQ ittt s e s s e 249
V.3. Determinacidn de actividad antitumoral ...........cceeeeiieiiiiniiinne e 255
CoNClUSIONES GENEIAIES ...........ocoveeeeeeeceeeeeeee et s 257

IREIEICINICIAS ..ot e e e e et eaeeae st et e s e ene e et e seeeaeeeeneeenenaeeanes 261






Capitulo |
Introduccion



1. Trigo

1.1. Produccién de trigo en la Argentina

Nuestro pais se encuentra entre los 20 principales productores de trigo a nivel Mundial
tal como se observa en la Figura 1.1, habiendo ocupado durante la cosecha 2018-2019
el noveno lugar con 19.200 toneladas métricas (Statista, 2021), situando al trigo como
el 3° producto en el pais durante esa cosecha (Agricultura Argentina, 2021).

Su destino fundamental en el mercado interno es la molienda para obtener la harina y

utilizarla en productos de panaderia.
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Figura 1.1. Principales productores de trigo a nivel mundial, durante las ultimas cosechas.



Existen dos grandes zonas trigueras en la Argentina, una con foco en el sur de la
provincia de Bs As y La Pampa y otra que va desde el norte de la provincia de Buenos
Aires hasta el Noroeste argentino (NOA).

En los ultimos afios se estd revirtiendo la marcada concentracion de la produccién de
trigo en la provincia de Buenos Aires. Crece la siembra en el litoral argentino, con foco
en Cérdoba y en el NOA, esto se debe a la ampliacion de las fronteras productivas sobre
territorios no tradicionales para el trigo, lo cual generé un mayor volumen
comercializable en las provincias del centro y noroeste de la Argentina. Promediando las
ultimas cuatro cosechas, se puede ver en la Figura 1.2 que la principal regidn productiva
resulta ser la provincia de Buenos Aires representando el 44% del total nacional. En
segunda posicidn se ubica la provincia de Cérdoba con el 22% de la produccién nacional,
seguida por Santa Fe con un 17% de la cosecha triguera. Juntando estas tres provincias
representa mas del 80% del trigo argentino. Por otra parte, la provincia de Entre Rios
aporta el 7% de la cosecha nacional, y La Pampa el 5%. Las provincias de Santiago del
Estero, Chaco, Tucuman y Salta, situadas al norte de la principal regién productora

cosechan el 7% de la produccion total.
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Figura 1.2. Produccién de trigo en Argentina como un promedio en las cosechas del 2015-
2019 (Fuente: https://ruralnet.com.ar/2020/02/17/en-que-regiones-esta-localizada-la-
produccion-y-comercializacion-de-trigo-en-argentina/)



Después de la exportacién, la produccién de trigo es destinada a la molienda en
Argentina. Siguiendo datos de la Federacién Argentina de la Industria Molinera (FAIM) y
Hinrichsen S.A., se puede aproximar la cantidad de trigo destinado a molienda en cada
una de las dos grandes regiones definidas anteriormente. Se estima que el 80% de la
actividad molinera se desarrolla en la “Regién Norte” del pais mientras que la industria
de la Region Sur muele el 20% del trigo argentino. En la provincia de Buenos Aires se
procesa el 54% del trigo, y los molinos provinciales se distribuyen de la siguiente manera:
65% en los departamentos del norte y 35% en los departamentos del sur. Cérdoba es la
segunda provincia molinera del pais, con una participacion del 21%, seguida por Santa
Fe que procesa el 14% del total (Di Yenno y col., 2020).

Estas estadisticas permiten resaltar la importancia de la produccién de trigo para el pais
y por ende de su utilizacién en la elaboracidn del pan, un alimento sumamente
importante en la mesa de los argentinos (Cucinare, 2019). Es por ello que a continuacidn
daremos informacidon de las caracteristicas generales del grano de trigo, de los
principales componentes de la harina y de las aptitudes para la formacién de un pan de
buena calidad, debido a que la harina de trigo serd el componente mayoritario de los

panes funcionales con harinas de amaranto y quinoa estudiados en este trabajo.

1.2. Trigo: Aspectos generales

La planta y cereal conocido como trigo es una familia de graminea que se encuentra
estructurada por un conjunto de tallos cilindricos, los cuales generalmente son huecos,
suelen estar interceptados por nédulos y un conjunto de hojas que se intercalan entre
si, brotando estas de dichos nudos, los cuales envuelven al tallo. El nombre cientifico
con el cual se identifica a este cereal es Triticum, ya sea en su version silvestre o la planta
cultivada, la cual tiene un régimen de produccidon anual y es uno los granos mas
sembrados, cultivados y procesados en toda la Tierra.

Las especies cultivadas mas importantes desde el punto de vista comercial se pueden
clasificar en dos grandes grupos: las destinadas a panificacion o trigo pan (T. aestivum)
y aquellas utilizadas en pastas o trigo fideo (7. durum). Los procesos de panificacion
requieren harinas con un contenido proteico y una fuerza determinadas. La fuerza del
trigo es una cualidad relacionada con sus aptitudes panaderas (Campbell y col., 2007),
es decir, con la capacidad de la harina para producir piezas de pan de gran volumen con
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una miga de buena textura. Los trigos con esta cualidad poseen un elevado contenido
proteico y se los llama trigos fuertes. En cambio, aquellos con los cuales se consiguen
piezas pequefias de pan con migas poco estructuradas suelen tener un bajo contenido
proteico, clasificdndolos de trigos débiles, siendo ideales para la elaboracién de
productos en los que no llega a desarrollarse el gluten o que no requieren
fermentaciones con levadura, como ser las galletitas, tortas y pasteleria en general

(Ledn y Rosell, 2007).

1.3. Estructura y composicion del grano de trigo

Por su estructura y composicion es que el grano de trigo se ha visto favorecido en su uso
en alimentos, dado que facilitan su almacenamiento el bajo contenido de humedad
(composicién) y la presencia de una capa de salvado protectora (estructura). Su
estructura (Figura 1.3) ha sido también la base de los métodos de separacion y
refinamiento del endosperma almidonoso para uso en alimentos, dado que el salvado

es mas duro y liviano que el endosperma almidonoso y esto facilita su separacion.

Composicion del Grano de Trigo

Epidermis
Hipodermis
Células cruzadas

Células tubulares
Tegumento

Nucelo
Aleurona

S
Salvado
Endosperma

Figura 1.3. Estructura del grano de trigo y sus partes (Fuente:
http://laharinoteca.blogspot.com/).

En el grano de trigo pueden reconocerse 3 estructuras diferentes, la capa exterior o

salvado, el germen y el endosperma (Figura 1.3.).



- Salvado: La capa de salvado esta compuesta por el pericarpio, la testa y la capa
aleurona, las cuales difieren ampliamente en su composicién. El pericarpio estd
compuesto en su mayoria por carbohidratos no almidonosos que se originan en las
paredes celulares. La testa parece contener carbohidratos no almidonosos, material
cutaneo y pigmentos fendlicos. La capa aleurona tiene relativamente un alto contenido
de proteinas, lipidos, minerales, vitaminas y enzimas. La composicion tipica del salvado
es: 15% de proteinas, 5% lipidos, 6% de cenizas, 14% de agua, 24% de otros
componentes. De los carbohidratos presentes en el salvado, 35% es celulosa, 45% es
hemicelulosa, 8% azucares, y el resto es almidon. También en esta fraccion se
encuentran lignina, lipidos y minerales. Casi todo el fésforo (1%) estd presente como
acido fitico en la capa aleurona.

- Germen: el germen representa aproximadamente el 3% del grano de trigo y contiene
un 30% de proteinas, 4% de cenizas, 17% de azucares (siendo las mayoritarias sacarosa
y rafinosa), 10% lipidos y contiene gran variedad de enzimas (lipasas, lipooxigenasa,
amilasas, proteinasas, entre otras) y vitaminas del grupo B (niacina, riboflavina, tiamina)
y E (tocoferol). Esta formado por el eje embrionario (raiz y tallo rudimentarios) y el
cotiledén que funciona como un érgano de digestidn, absorcidon y almacenamiento de
nutrientes.

- Endosperma: el endosperma se encuentra formado por la capa de aleurona y el
endosperma almidonoso. La capa de aleurona es la capa mas externa del endosperma,
se encuentra formada por una sola capa de células y rodea al endosperma y al germen
por completo. Sus células tienen un nucleo grande, poseen granulos que consisten
principalmente en proteina y presentan paredes celulares gruesasy ricas en celulosa. La
capa de aleurona contiene aproximadamente el 61% de los minerales del grano de trigo,
el 80% del niacina y 60% de la piridoxina (vitamina B6). En la molienda la capa de
aleurona se desprende junto con el pericarpio, las envolturas de la semilla y la epidermis
nuclear constituyendo parte del salvado.

El endosperma almidonoso ocupa el centro del grano, representa el componente
morfolégico mds grande de todos los cereales (Evers y Millar, 2002) y contiene los
componentes mas importantes para la panificacion ya que la harina se compone
principalmente de este tejido. En el grano maduro el endosperma almidonoso estd

compuesto bdsicamente por almidén y proteinas. El almiddon se acumula durante el
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desarrollo del grano, en forma de granulos incluidos en una matriz proteica. El almiddn
del endosperma a su vez se compone de un cuarto de amilosa y el resto de amilopectina,
donde un 0,8 % de lipidos forman complejos con la fraccidn amilosa. Pese a no ser el
componente mas abundante del endosperma harinoso, las proteinas de trigo son el
componente mas importante con respecto a la panificacién. Son las propiedades
fisicoquimicas de estas macromoléculas las que permiten que la harina de trigo tenga la
habilidad casi Unica de transformarse en pan. Las proteinas de trigo se dividen en 5
fracciones, segun la clasificacién de Osborne (1924) en albuiminas, globulinas, gliadinas,
gluteninas y las proteinas insolubles. Las albdiminas y las globulinas componen el 20-25
% de las proteinas, las gliadinas el 35-40% y las gluteninas el 35-40%. Estos dos ultimos

grupos son principalmente las formadoras del gluten.

1.4. Molienda del grano de trigo

En el proceso de molienda del grano de trigo se separa el endosperma del germen y del
salvado obteniéndose la harina blanca para panificacion.

Previo a la molienda, lo que se realiza es la limpieza de los granos, que tiene como fin la
eliminacidn de impurezas como ser piedras, paja, arena, polvo, metales, otras semillas,
entre otras. Posteriormente se realiza el acondicionamiento de los granos, en donde se
adiciona agua al grano de trigo y se deja reposar durante 20 horas para uniformizar la
humedad en el grano. Con el acondicionamiento se incrementa la humedad del grano
de 14% a 16% para favorecer el proceso de la molienda, logrando una textura dura y
eldstica para el salvado y blanda para el endosperma, que facilitard la posterior
separacion de estas dos fracciones.

Luego del acondicionamiento se somete el grano de trigo al proceso de molienda, en el
cual se liberan particulas del endosperma con una minima desintegracion del salvado
(Webb y Owens, 2003). Se emplea un sistema de rodillos estriados que rompen y abren
el grano extrayendo el endosperma. Las particulas grandes que se obtienen
corresponden a la sémola. Los productos pasan luego a un cernedor oscilatorio que los
separa en subfracciones que envia hacia los rodillos de reduccion. En esta etapa se
obtiene algo de harina que, sin pasar por el resto del proceso, se tamiza y separa. Las
muestras asi trituradas se someten a purificacion por medio del pasaje a través de
purificadores, rodillos de molienda y tamices. En este paso se logra la separacién de las
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particulas en base a sus diferentes tamafios y peso especifico. Generalmente Ia
purificacion del material proveniente de la primera y segunda rotura da lugar a
endosperma puro, mientras que la purificacién de roturas posteriores da lugar a
material con mayor contenido de salvado (Webb y Owens, 2003).

La etapa final de la molienda es la reduccion, en ella se obtiene la harina con las
caracteristicas deseadas. Se emplean hasta 12 pares de cilindros lisos que giran con
diferente velocidad para reducir el tamafo de las particulas de harina. De este proceso
se obtiene harina de diferente calidad, lograndose la harina de mejor funcionalidad para
la panificacidn a partir de los primeros cilindros. El material obtenido en cada par de
cilindros de reduccién pasa a través de un cernedor oscilatorio que lo clasifica, la harina
se separa y las fracciones restantes, con mayor tamafio de particula, pasan al cilindro
siguiente. La compresién realizada por los cilindros en esta etapa produce la rotura de
los granulos de almiddn, lo cual afecta a la absorcién de agua de la harina resultante y

por ende la calidad final del producto.

1.5. Composicion y tipificacion de la harina de trigo

La composicién promedio de la harina de trigo se muestra en la Tabla 1.1. Alrededor del
70% de la harina obtenida se utiliza para la fabricacion de pan, siendo las harinas de trigo
y en menor grado la de centeno las Unicas que resultan panificables. Esta particularidad
se debe a la presencia de las gliadinas y gluteninas en el grano (Lindsay y Skerritt, 1999;

Shewry y col., 2001).

Tabla 1.1. Composicién quimica aproximada de la harina de trigo.

Componente Contenido porcentual (%)
Almidon 60,0 - 68,0
Proteinas 7,0-18,0
Humedad 8,0-18,0

Pentosanos 2,0-2,5
Fibra cruda 2,0-2,5
Lipidos 1,5-2,0
Cenizas 1,5-2,0

*Fuente: Ledn y col. (2007).



Los componentes mayoritarios en la harina de trigo son el almidén y las proteinas.
Juntos son los principales responsables de las propiedades fisicas y quimicas de la harina
y de los productos obtenidos a partir de ella.

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) en el Capitulo IX, articulo 661 (Res 167, 26.1.82)
define como “Harina” al producto obtenido de la molienda del endosperma del grano
de trigo y tipifica comercialmente a las harinas del siguiente modo: cuatro ceros (0000),
tres ceros (000), dos ceros (00), cero (0), medio cero (medio 0), harinilla de primera y
harinilla segunda, las cuales se obtienen de la molienda gradual y metédica del
endosperma en cantidad de 70-80% del grano limpio.

En la Tabla 1.2 se muestran las caracteristicas requeridas para los diferentes tipos de

harinas.
Tabla 1.2. Tipificacién comercial de las harinas de trigo seguin el CAA.
Cenizas ..
Harina tipo Humedad g/100 Absorciéon de | Volumen pan
. g/100 g 3
g (max.) i agua g/100 g cm? (min.)
(max.)
0000 15,0 0,492 56-62 550
000 15,0 0,65 57 -63 520
00 14,7 0,678 58 - 65 500
0 14,7 0,873 60 -67 475
%0 14,5 1,350 - -

La tipificacion de las harinas se basa en: 1) el contenido de cenizas determinado a 900-
920°C (calculadas sobre residuo seco), 2) la humedad determinada a 130°C durante una
hora, 3) la absorcién farinografica de agua (cantidad de agua que absorben 100 g de
harina) y 4) el volumen de pan que puede obtenerse a partir de 100 g de harina (Tabla

1.2).



1.6. Componentes de la harina de trigo

1.6.1. Almiddn

Los granos de cereales almacenan energia en forma de almiddn. El almiddn es el hidrato
de carbono mayoritario en el grano de trigo maduro, representa entre el 65-70% de la
harina de trigo. El almiddn se acumula en forma de granulos, los cuales se forman dentro
de los amiloplastos. Los granulos de almiddn tanto de la harina de trigo, como de otros
cereales, muestran una distribucién de tamafio bimodal, los granulos mds pequefios
(tipo-B) son esféricos y con un diametro inferior a 10 um, en tanto que los grandes (tipo-
A) son lenticulares y poseen un didmetro cercano a 20 um (Rojas y col., 2000). El interior
de los granulos estd formado por regiones cristalinas y amorfas alternadas, por lo que el
almiddén estad considerado como un polimero semicristalino o parcialmente cristalino
(Eliasson y Gudmundsson, 1996), en el cual las zonas amorfas son menos densas y estan
conformadas principalmente por amilosa mientras que las zonas cristalinas estdn
formadas principalmente por doble hélices de amilopectina. Las propiedades
funcionales del almiddon responden esencialmente a estos dos tipos de moléculas:
amilosa (25%) y amilopectina (75%), y representan aproximadamente el 15 y el 50%
respectivamente del total de la harina. La amilosa se encuentra formada por residuos
de glucosa unidos a través de enlaces a (1 - 4) (Figura 1.4.A). El grado de polimerizacion
de la amilosa se encuentra entre 500 y 6000 residuos de glucosa y sus cadenas presentan
una estructura helicoidal en donde los grupos hidroxilo estdn orientados hacia el
exterior, generandose en el interior un ambiente no polar en donde pueden incluirse
moléculas tales como los acidos grasos. Por su parte, la amilopectina es un polimero
altamente ramificado formado por cadenas de residuos de glucosa unidos a través de
enlaces a (1 = 4) las cuales se encuentran unidas a través de enlaces a (1 = 6),
originandose de este modo las ramificaciones (Figura 1.4.B). El grado de polimerizaciéon
de la amilopectina se encuentra entre 3 x10° y 3x10° residuos de glucosa, sus cadenas
se clasifican en A, B, C, en base a la presencia de ramificaciones y extremos reductores,
presentando una estructura en clusters. Cuando se los observa con un microscopio de
luz polarizada, presentan birrefringencia con forma de cruz de Malta, la cual refleja el
arreglo radial de las moléculas de almidén en el granulo alrededor del centro

biosintético, el hilium (Jane, 2004).
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Figura 1.4. Estructuras de: A) amilosa y B) amilopectina.

Al preparar una suspension de almiddn en exceso de agua a temperatura ambiente los
granulos de almidén son capaces de absorber parte del agua incrementando su tamafio
un 10-30% (Dengate, 1984). Cuando se calienta la suspension, ocurre el fendmeno
irreversible conocido como gelatinizacién (Figura 1.5), en donde se pierde el orden

molecular y el granulo de almidén pierde su birrefringencia.

Pasta de
almiddn

Gel de almidon

Red de amilosa

i

Amilosa § PR
Gral_m!os de Fragmentos | (/_\_,‘ {
almiddn + H,0 Granule | | & de granules Ao =—_n |
hinchado ' de almidén % g
(\‘ \ ninchades gt =
® b % N\
® S 5(
) -’l 1

Lixiviacion de J \ =5 . “\
amilosa S| ;'. \ P “,,:"..- \ ¥ (§¥m
kT :i:i:kl N 4 \ |'-’J"Ls‘
i iR N )
Calentamiento - Enfriamiento

-
v

Figura 1.5. Cambios que experimenta el granulo de almidén en una mezcla almidén-agua
durante un calentamiento, enfriamiento y almacenamiento. (Adaptada de Salcedo Mendoza
y col., 2017)
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La gelatinizacidn inicia por las zonas amorfas dado que los enlaces de hidrégenos son
mas labiles en estas zonas y permiten la entrada de agua al granulo por lo que comienza
a hidratarse e hincharse. Ademas, ocurre la disociacidén de la doble hélice de moléculas
de amilopectina, la fusién de las zonas cristalinas y la salida de moléculas de amilosa
fuera del grénulo, originando un incremento de la viscosidad de la suspensién. Al
continuar incrementando la temperatura o al realizar un esfuerzo de cizalla la estructura
remanente del granulo seguird dafidndose y continuard la salida de amilosa. Al enfriar
la pasta asi obtenida ocurre la gelaciéon de la amilosa debido a la formacién de una
estructura de doble hélice entre las moléculas, obteniéndose una matriz de amilosa
continua en la cual se encuentran embebidos granulos de almidén gelatinizados
enriquecidos en amilopectina o sus remanentes. La recristalizacién de la amilosa y la
amilopectina se conoce como retrogradacion y es un proceso que ocurre en el término
de horas en el caso de la amilosa y es mas lento, de dias a semanas, para la amilopectina.
La retrogradaciéon de la amilopectina ocurre en los granulos gelatinizados o en los
remanentes. La retrogradacion de la amilopectina es uno de los fendmenos que conduce
al endurecimiento de la miga del pan durante el almacenamiento.

Otra manera de estudiar el proceso de gelatinizacion en el almidén de trigo es mediante
la calorimetria diferencial de barrido (DSC). El almiddn en exceso de agua, se presenta
como una Unica endoterma y suele comenzar aproximadamente a los 50°C y finalizar
cerca de los 80°C, observandose un pico alrededor de los 60°C. Mientras que en los
sistemas en donde el agua es limitante se observa un aumento del rango de temperatura

de gelatinizacién y un desdoblamiento de la endoterma (Ghiasi y col., 1982).

1.6.2. Pentosanos

A todos los polisacdridos no almidonosos que estan presentes en la harina se los
denomina en forma genérica como pentosanos dado que el 80% de los azucares que los
componen son pentosas: D-xilosa (Figura 1.6.A) y D-arabinosa. También se los denomina
hemicelulosas porque son los polisacdridos predominantes de las paredes celulares. Son
sustancias complejas, cuyo esqueleto estd formado por residuos de D-xilosa unidos por
enlaces B (1->4) al que se denomina xilano. El xilano puede estar sustituido en el
carbono 2 y/o en el carbono 3 por residuos de D-arabinosa principalmente (Figura 1.6.B
y 1.6.D) y en menor medida de glucosa, fructosa y manosa. Los residuos de arabinosa
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pueden estar a su vez, sustituidos en su C5 por acido ferulico (Figura 1.6.C). Un
parametro de caracterizacion es la relacidn arabinosa/xilosa cuyo valor tipico es 0,5-0,6

en la harina de trigo (Cleemput y col., 1993).
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Figura 1.6. Estructura de los arabinoxilanos. A) Residuo de D-Xilosa no sustituida. B) Residuo
de D-Xilosa sustituida en el C(0)-2 con un residuo de D-arabinosa. C) Residuo de D-Xilosa
sustituida en el C(O)-3 con un residuo de D-arabinosa que tiene unido al C(O)-5 una molécula
de acido ferulico. D) Residuo de D-Xilosa sustituida en el C(0)-2 y C(0)-3 con residuos de D-
arabinosa.

Los pentosanos, aunque representan sélo el 2-2,5 % de la harina, son componentes muy
importantes desde el punto de vista funcional debido a que absorben de 10-15 veces su
peso en agua y forman soluciones muy viscosas o geles por uniones covalentes
afectando la distribucién de la humedad entre los constituyentes de la masa y alterando
asi la formacién del gluten y las propiedades reoldgicas de la masa y la calidad final del

pan (Kimy D’Appolonia, 1977).

1.6.3. Proteinas

Una clasificacién de las proteinas de origen vegetal, un tanto antigua pero aplicable hoy
en dia, es aquella en base a una secuencia de solubilidad en diferentes solventes. La
secuencia de Osborne (1924) clasifica a las proteinas de trigo en: solubles en agua
(albuminas), en solucién salina diluida (globulinas), en alcohol (prolaminas) y en solucién

diluida de acidos o alcalis (glutelinas). Las prolaminas de trigo se denominan gliadinas y
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las glutelinas de este cereal se denominan gluteninas. Una fraccién importante de
proteinas se excluye de las fracciones de Osborne porque no son extraibles con ninguno
de los disolventes utilizados, son las proteinas insolubles del trigo.

Desde el punto de vista de la funcionalidad de las proteinas, se pueden distinguir dos
grupos de proteinas de trigo:

- Proteinas no pertenecientes al gluten: constituyen entre un 20-25% del total de las
proteinas del trigo (segun clasificacién de Osborne son las albiminas y globulinas). En
su mayor parte son proteinas monoméricas, estructurales o fisiolégicamente activas
(enzimas).

-Proteinas de gluten: se las conoce también como proteinas de almacenamiento,
constituyen entre el 75 y el 80% de las proteinas totales. Se designa como gluten a la red

formada por gluteninas y gliadinas hidratadas durante el amasado.

Proteinas y estructura del gluten

El conocimiento de la estructura de las proteinas de trigo y el tipo de interaccidén que se
establece entre ellas durante la formacién del gluten resulta muy importante ya que
permite saber cdmo se veran afectadas por la incorporacion a la harina de trigo de otros
tipos de harinas, que pueden tener un efecto sinérgico o antagdnico en el desarrollo de
la matriz de masa panaria. Por esta razén, se realiza a continuacidon una descripcion
completa de la estructura de las proteinas de trigo y su interaccidon en la matriz del
gluten.

Las gliadinas son un grupo altamente polimérfico de proteinas monoméricas ricas en
glutamina y prolina, con un bajo nivel de aminoacidos cargados. Han sido identificados
cuatro tipos de acuerdo a su movilidad cuando son separadas mediante electroforesis
acida (A PAGE): a- (~28 kDa), B- (~30 kDa), y- (35) y w-gliadinas (45 kDa). Posteriormente,
mediante HPLC en fase reversa se demostrd que las subunidades a- y B- se encuentran
dentro de un mismo grupo (a/B) (Wieser, 1996). Las w-gliadinas son ricas en glutamina,
prolina y fenilalanina y no poseen residuos de cisteina, lo que las limita para formar
interacciones covalentes en la masa (Tatham, 1995). Las a-, B- y y-gliadinas poseen un
dominio N-terminal repetitivo rico en residuos de glutamina, prolina, fenilalanina y
tirosina; y un dominio C-terminal no repetitivo que posee residuos de cisteinas. En

general, las a/B-gliadinas contienen seis y las y-gliadinas presentan ocho residuos de
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cisteinas que forman tres y cuatro enlaces disulfuro intramoleculares respectivamente,
lo que las hace incapaces de establecer nuevos enlaces covalentes y formar parte en la
formacién de la red de gluten (Shewry, 2019). De cualquier manera, estos enlaces
disulfuro son importantes para mantener el plegamiento de la estructura que determina
la naturaleza de las interacciones no covalentes con la red de gluteninas (Wrigley y col.,
1998).

La fraccién de gluteninas comprende agregados proteicos los cuales se mantienen
unidos por puentes disulfuro y fuerzas no covalentes intermoleculares (Wieser, 2007).
Al tratar las gluteninas con una solucién de dodecil sulfato de sodio (SDS) mas un agente
reductor, como el B-mercaptoetanol o el ditiotreitol, se obtienen dos grupos de
proteinas que se diferencian en su masa molecular: las subunidades de baja masa
molecular (LMW-GS) y las subunidades de alta masa molecular (HMW-GS) (Wieser,
2000). Las subunidades LMW-GS poseen la habilidad de formar puentes 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 (Grosch y Wieser, 1999;
Wieser, 2003), seis residuos estan en una posicion homodloga a las gliadinas, y por lo
tanto pueden formar puentes disulfuro intramoleculares. Los residuos de cisteinas de
las LMW-GS adicionales no son capaces de formar puentes disulfuro intramoleculares,
probablemente por impedimento estérico, pero pueden formar puentes disulfuro
intermoleculares y llevar a la formacidn de agregados proteicos entre ellas y con las
HMW-GS (Pogna y col., 1994). En general, las LMW-GS se relacionan con la resistencia y
la extensibilidad de la masa (Cornish y col., 2001; Shewry, 2019).

Shewry y col. (2001) presentaron un modelo estructural de HMW-GS basandose en
datos espectroscépicos, donde muestran a las subunidades de gluteninas de alta masa
molecular como moléculas alargadas que poseen una estructura pB-espiral repetitiva en
la regién central, mientras que los dominios N- y C-terminal poseen una estructura
similar a las proteinas globulares, presentando a-hélices y estructura desordenada. En
los dominios terminales se encuentran la mayoria de los residuos de cisteina que
proveen los sitios necesarios para la formacién de puentes disulfuro intermoleculares.
A las gluteninas, sobre todo a las HMW-GS, se les asigna la capacidad de conferir a la

elasticidad de las masas, debido a la repeticién de las estructuras tipo giro-B. En la Figura
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1.7 se muestra un esquema de la estructura del gluten en el cual las gluteninas de alta
masa molecular forman la columna vertebral del polimero y se encuentran unidas entre
si a través de puentes disulfuro intermoleculares ubicados en los extremos. La columna
vertebral de HMW-GS sirve de base para que se unan a ella las subunidades de bajo peso
molecular (LMW-GS) mediante puentes disulfuro en los puntos de ramificacion. Las
gliadinas, consideradas tradicionalmente por contribuir a la viscosidad del gluten,
interactdan principalmente con los polimeros de gluteninas mediante interacciones no
covalentes. En el dominio central de las HMW-GS ocurren interacciones puentes de
hidrégeno probablemente entre las amidas de los residuos de glutamina. Estas
interacciones son muy importantes porque contribuyen a la viscoelasticidad de la masa

(Shewry ,2009; Belton, 1999; Barak y col., 2013).
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Figura 1.7. Esquema de la estructura de la matriz de gluten. Imagen adaptada de Shewry y
col. (2001).

Esta matriz Unica podria sufrir cambios de estructura por el agregado de harinas
diferentes a las de trigo en premezclas para ser utilizada en la elaboracién de panes
funcionales, debido a que se incorporan proteinas de diferente naturaleza, que no son
capaces de formar gluten, pero si podrian afectar la interaccién de las proteinas de trigo.
Si bien seria posible formar una matriz panificable en premezclas, esa estructura seria
diferente a la del gluten de trigo, y esa diferencia seria la que conduce a las diferentes

caracteristicas de calidad del pan funcional.
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1.7. Proceso de Panificacién

La capacidad de la harina de trigo para formar una masa viscoelastica se relaciona
intimamente con las caracteristicas de las proteinas de almacenamiento del grano de
trigo, gliadinas y gluteninas, que son, como lo expresamos anteriormente, aquellas
capaces de formar la matriz de gluten y permitir la obtencion del pan y demas productos
leudados.

Existen diversos procesos de panificacién, sin embargo, todos comparten ciertas etapas
generales: la formacién de una masa con adecuadas caracteristicas viscoelasticas, la
incorporacion de aire (O2y N3), el formado de las piezas, la fermentacion (produccién de
CO,) y el horneado. Un adecuado desarrollo de todas estas etapas contribuye a la calidad
del producto final; de cualquier manera, las propiedades mdas relevantes se obtienen
durante la etapa de amasado. Los cambios deseables resultantes de un desarrollo
O6ptimo de la masa estdn asociados a la capacidad de la masa de retener burbujas de gas
(CO3) y permitir, durante la fermentacion y el horneado, la expansidén uniforme de la
pieza. Para mejorar la retencion de gas es deseable obtener masas extensibles, ademas
la reduccién de la resistencia y elasticidad son propiedades importantes de la estructura
de la masa ya que contribuyen a la retencion de las burbujas de gas luego de la expansion

y durante el horneado (Cauvain, 2002).

1.7.1. Amasado

Durante la etapa del amasado los componentes de la harina se hidratan y como
resultado de la entrega de energia mecanica se produce el desarrollo de la red cohesiva
y viscoelastica de gluten. Ademads, durante esta etapa se incorpora aire al sistema. Al
final de la etapa de amasado, la masa panaria debe tener las caracteristicas
viscoelasticas éptimas para su posterior procesado (Belton, 2003). Cuando el amasado
es insuficiente o excesivo las propiedades viscoelasticas del gluten y en consecuencia las
de la masa obtenida seran pobres y esto afectara el éxito de las etapas siguientes y la
calidad de los productos panificados obtenidos.

El O2 que se incorpora a la masa es rapidamente consumido por las levaduras, mientras
gue el N> queda retenido en forma de burbujas junto con el CO; generado durante la

fermentacion. Las burbujas son las que se convertiran en los alveolos de la miga del pan
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durante la fermentacidn y horneado por la migracién del CO; generado. Por lo tanto, la
obtencién de un pan de buena calidad estd relacionada con un proceso de amasado
optimo donde se produzca un desarrollo adecuado de la red de gluten (con un balance
entre las propiedades viscosas y elasticas del mismo) y una adecuada incorporacion de

gas (Maloney y Foy, 2003; Campbell, 2003; Gan y col., 1995).

1.7.2. Laminado

El laminado tiene como fin extender la estructura alveolar y reorientar las proteinas del

gluten para facilitar la expansién durante la fermentacién de la masa.

1.7.3. Reposo

Durante el reposo lo que se busca es la relajacion parcial de la estructura del gluten,
debido a las tensiones generadas durante el amasado. Esto facilita la divisidon y posterior
moldeado de la masa. Ademas, durante el reposo hay producciéon de sustancias que

aportan sabory aroma caracteristicos al producto.

1.7.4. Division, boleado y armado

La divisién o cortado de la masa va a depender del tamafio de las piezas de pan que se
pretendan obtener. Al cortar se generan rupturas en la estructura del gluten que se
recuperan parcialmente con el boleado de las piezas. Luego se realiza un reposo de las
mismas y finalmente se procede al armado con la forma que se desee para los panes. El
armado suele realizarse en maquinas destinadas a dicho fin o puede realizarse

manualmente.

1.7.5. Fermentacion

El objetivo de la fermentacion es permitir que la pieza ya moldeada se relaje y expanda
para que se forme una pieza aireada que cuando se hornee tenga la formay el volumen
adecuados. En la fermentaciéon también se producen cambios debido a la composicion
de la matriz como consecuencia de los productos formados durante la misma como,
etanol y CO; y por la accién de las proteasas y amilasas de la harina, las cuales actian

sobre las fuentes de reserva.
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1.7.6. Horneado

En esta etapa durante la cual se aplica calor, inicialmente las levaduras producen CO;
hasta que mueren por la alta temperatura generando una rapida expansion del gas
retenido en la masa. Ademas, hay inactivacién de enzimas, pérdida parcial de agua,
gelatinizacién del almidén y agregacién de las proteinas. Todo ello contribuye a la
fijacién de la estructura final del pan. Asimismo, se produce la formacién de la corteza
en la superficie de la masa por deshidratacion y se promueve la reaccién de
pardeamiento no enzimatico o reaccién de Maillard en la que se producen diferentes

compuestos que contribuyen al color, aroma y sabor caracteristicos del pan.

1.7.7. Enfriamiento

Esta etapa es particularmente importante cuando el pan es envasado en rebanadas,
para que no se rompa al cortarse y evitar el crecimiento de mohos que ocurriria si se
envasara cuando aldn se encuentra la pieza caliente (Pateras, 1998). La pérdida de
humedad excesiva debe evitarse porque constituye una pérdida econdmica y porque

acelerara el envejecimiento del pan.

1.7.8. Envasado

El material mas comun para realizar el envasado es el polietileno de baja densidad en
forma de bolsa. Constituye una buena barrera frente al vapor de agua por lo que se

previene la deshidratacion.

1.8. Envejecimiento del pan

Se denomina envejecimiento al conjunto de los cambios fisicoquimicos que llevan a la
pérdida de la calidad del pan durante el almacenamiento. Durante esta etapa se
producen diferentes cambios fisicoquimicos: se endurece la miga, hay pérdida de
cohesividad y se pierde el aroma caracteristico a pan recién horneado, entre otros
cambios. Este proceso no incluye los efectos derivados de actividad microbiolégica. El
proceso comienza inmediatamente después del horneado. Ocurre una reorganizacion
del almidén, adquiriendo asi, cierta cristalinidad (Gray y Bemiller, 2003; Rodriguez-

Sandoval y col., 2005).
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Se produce el endurecimiento debido a la retrogradacion de amilopectina con una
pérdida de elasticidad de la miga y un ablandamiento de la corteza originado por la
migracién del agua desde la miga hacia la superficie (Baik y Chinachoti, 2000; Gray y

Bemiller, 2003).

1.9. Mejora de la calidad nutricional del pan

Con el objetivo de mejorar la calidad nutricional de los panes es que se han incorporado
diferentes ingredientes a los panificados tradicionales, como ser el salvado como fuente
de fibra insoluble, se han agregado diversos minerales y complementado la harina de
trigo por otras de mayor cantidad y calidad proteica. En este sentido, se han utilizado
harinas de otros cereales y pseudocereales como también de varias leguminosas tanto
germinadas como sin germinar (Rosales-Juarez y col., 2008; Ertas, 2015; Sabanis y Tzia,
2009). Si bien se han utilizado harinas de amaranto y quinoa para complementar harina
de trigo, poco se ha estudiado sobre la utilizacién de las mismas obtenidas a partir de
semillas previamente germinadas.

Para una mejor comprensién de los resultados de esta tesis, vamos a hacer a
continuacion una descripcion de los aspectos mas sobresalientes del cultivo de

amaranto y quinoa.

2. Amaranto

2.1. Produccidon mundial y en Argentina

En las ultimas décadas, el cultivo de amaranto tuvo un crecimiento exponencial en varios
paises. Actualmente, China es el pais en donde se cultiva la mayor superficie de
amaranto, con mds de 150 mil hectdreas, a la vez que posee uno de los bancos de
germoplasma mas importantes del mundo. India es otro de los principales productores
del mundo y tanto el grano como las hojas son utilizados en la cocina tradicional hindu.
Este pais cuenta con el segundo banco de germoplasma de amaranto mas relevante del
planeta. En Estados Unidos el interés por el amaranto se incrementé en la década del
70 con la creacidn de la Fundacién y el Centro de Investigacion Rodale. La superficie

sembrada es baja, alrededor de 500 hectdreas, el interés por el amaranto se ha
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incrementado y actualmente junto con Japén lideran la investigacion del amaranto. La
produccién de amaranto en Peru decayd largos siglos, sin embargo, en las ultimas
décadas tuvo un aumento sostenido (Direccién de Industria Alimentaria - S.A.G.P.y A,
2021).

El drea de cultivo en nuestro pais comprende las provincias de Jujuy, Santiago del Estero,
Cérdoba, el este de La Pampa y el oeste de Buenos Aires. A la vez se desarrollaron
proyectos en los cuales se impulsé la produccion en el norte patagénico. El cultivo
comercial del amaranto es muy pequefio, ocupa menos de 50 hectdreas y la produccién
alcanzaria las 50 toneladas/afio. La siembra se realiza en forma esporadica y con
compromiso de compra previa, generalmente coordinado por la exportacién. Su
comercializaciéon resulta muy dificil debido a la falta de consumo interno y la ausencia
de un mercado de referencia. La exportacidn argentina de amaranto es insignificante,
en 1996 se exportaron 23 toneladas con destino a Alemania y durante los afios 2000 y
2001 se realizaron envios puntuales a Brasil, con volimenes de escasa relevancia. Por
otro lado, en el afio 2013 se exportd un volumen escaso (sin siquiera saber el nimero
exacto porque se lo clasifica en un grupo como “Los demas cereales”) a Bélgica.
(http://www.alimentosargentinos.gob.ar/contenido/revista/html/18/18_07_amaranto

.htm).

2.2. Formas de consumo y utilizacién

A nivel mundial los granos se consumen molidos, reventados, tostados, germinados,
extrusados e incorporados en barras de cereal. La harina se utiliza para enriquecer
pastas, panes, galletas y alimentos para bebés. También existe el consumo de aceite de
amaranto, bebidas de amaranto y concentrados proteicos (Alimentos Argentinos, 2016,

ficha N°58).

2.3. Amaranto: Aspectos generales

HISTORIA
El amaranto es autdctono de América Central. Siendo un cultivo sumamente importante

de las comunidades maya, inca y azteca, las cuales lo utilizaban tanto como alimento
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como para rituales religiosos. En la época de la colonizacidn de América, a mano de los
espafoles, el cultivo del amaranto fue prohibido, por el uso religioso que se le daba.

Desde finales de 1970, el grano de amaranto fue redescubierto y utilizado como un
"nuevo" cultivo econémico (Cai y col., 2004). En la actualidad, varias investigaciones han
hecho hincapié en buscar nuevos recursos para satisfacer la demanda de alimentos,
como también la desnutricion (Venskutonis y Kraujalis, 2013; Aiking, 2011), con lo que

el amaranto ha tomado una gran importancia en el ultimo tiempo.

DESCRIPCION

El amaranto (Amaranthus) es una especie anual de la familia Amaranthaceae, herbacea
o arbustiva de diversos colores que van del verde al colorado o violeta con distintas
coloraciones intermedias (Figura 1.8.). Al amaranto se lo coloca dentro de la categoria
de los pseudocereales porque sus semillas o granos son semejantes a los de los cereales,
pero de tamafio mucho mas pequefio (Argumedo, 1999). Posee una raiz pivotante con
abundantes ramificaciones y multiples raicillas delgadas, que se extienden rapidamente
después que el tallo comienza a ramificarse, facilitando asi la absorcién de agua vy
nutrientes. La raiz principal sirve de sostén a la planta, permitiendo mantener el peso de
la panoja, las raices primarias pueden alcanzar los 2-2,5 m de longitud. Sus
inflorescencias son decorativas, de color violeta intenso y a veces amarillo o rojo, que
en algunos casos pueden alcanzar 90 cm de longitud. Las inflorescencias pueden ser
erectas, semierectas o laxas. La mayoria de las especies de amaranto puede crecer bien
en suelos alcalinos, acidos, con alto contenido de sal y aluminio. También tienen gran
capacidad para adaptarse a diferentes altitudes, desde el nivel del mar hasta 3500 m
sobre dicho nivel. Algunos genotipos resisten relativamente bien temperaturas bajas.
El género Amaranthus contiene mas de 70 especies, de las cuales la mayoria son nativas
de América y sélo 15 especies provienen de Europa, Asia, Africa y Australia. En la
actualidad se utilizan sélo tres especies para la produccién de grano:

Amaranthus cruentus: Crece en el sur de México, Guatemala y Estados Unidos. Es la
especie mds importante de Centro América.

Amaranthus caudatus: Crece en las regiones andinas de Bolivia, Peru y Argentina.
Amaranthus hypochondriacus: Procedente de la parte central de México, hoy en dia se

encuentra en Nepal, América Central y la India (Arendt y Zannini, 2013).
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Figura 1.8. Ejemplar de Amaranthus  caudatus. Foto obtenida de
https://www.flordeplanta.com.ar/plantas/amaranto-amaranthus-caudatus-caracterisicas-
y-cultivo/

2.4. Estructura del grano

Los granos de amaranto son semillas pequefias, de 1,0 mm a 1,35 mm de didmetro, de
forma lenticular. El color varia desde el blanco hueso hasta beige, marrén, rojo, pardo o
negro, dependiendo de la especie y su morfologia (Becker y col., 1981).

En la Figura 1.9 puede observarse una ilustracion de un corte transversal y longitudinal

de la semilla de amaranto.
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Figura 1.9. llustracién de corte transversal y longitudinal del grano de amaranto. Fuente:
http://granoandino.blogspot.com/2013/09/amaranto-descripcion-botanica.html

La estructura del grano de amaranto se divide en:

a) Epicarpio o Pericarpio
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El epicarpio es una capa delgada y Unica, el cual contiene en el exterior el pigmento que
proporciona el color a la semilla, es rico en calcio, sodio y magnesio, las cenizas estan
concentradas en un 60% en el revestimiento de la semilla y en la fraccién del germen.
b) Endocarpio (Germen o embrion)

El endocarpio circula en el perispermo de uno de sus lados presentando,
consecuentemente, una forma circular. El mismo representa aproximadamente un 25%
del peso del grano. En las células del parénquima del embridn estdn ubicados los
cuerpos proteicos que miden de 3 a 5 um de didmetro.

c) Perispermo

El perispermo esta localizado en el centro de la semilla y consiste en una pared delgada
del parénquima celular o capa de aleurona. Esta capa aleurdnica esta firmemente unida
con la envoltura de la semilla, aunque se puede separar por abrasiéon. Su principal
componente es el almidén que es el mds abundante de los carbohidratos en esta semilla
y estd constituido por amilopectina y sélo 5-7% de amilosa.

d) Endosperma

En el endosperma se ubican los cuerpos proteicos cuyo didmetro estd entre 1,5y 2,4

pum.

2.5. Composicion quimica y valor nutritivo del grano de amaranto

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) en el Capitulo IX, Articulo 660 (Res MSyAS 80 del
13/01/1994) define Amaranto a las semillas sanas, limpias y bien conservadas de las
siguientes especies de este pseudocereal: Amaranthus cruentus L., Amaranthus
hipochondriacus L., Amaranthus caudatus L. y Amaranthus mantegazzianus Passer. El
contenido de proteinas no debe ser menor de 12,5%, la humedad no debe ser mayor de
12,0%, el contenido de cenizas debe ser menor de 3,5%, el contenido de almidén no
debe ser menor de 60%; el peso hectolitrico minimo sera de 77 kg/hl. Los granos de
amaranto, que respondan a las especies mencionadas, seran de color blanco, dmbar
palido, amarillo o castafio muy palido, opaco o translicido.

Entre las principales cualidades del grano de amaranto, ademas de sus propiedades
organolépticas y funcionales, se puede mencionar el muy buen perfil nutricional que se
encuentra por encima del que presentan algunos cereales, al presentar mayor
contenido de proteinas, cenizas, fibra y lipidos, mientras que el contenido de
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carbohidratos es menor (Betschart y col., 1979; Saunders y Becker, 1983; Singhal y
Kulkarni, 1988).

Los valores reportados en la literatura respecto a la composicion quimica del grano de
amaranto son variables, estas diferencias se deben a précticas agrondmicas, genotipo,
clima (Wegerle y Zeller, 1995). En la Tabla 1.3 se muestra la composicién quimica del

amaranto.

Tabla 1.3. Composicion quimica aproximada del amaranto.

Componente Contenido porcentual (%)
Carbohidratos 70-72
Proteinas 12-19
Lipidos 6,1-8,1
Fibra 3,5-5,0
Cenizas 3,0-3,3

Fuente:http://www.fao.org/tempref/Gl/Reserved/FTP_FaoRlc/old/prior/se
galim/prodalim/prodveg/cdrom/contenido/libro01/Cap7.htm

- Hidratos de carbono

El almidén es el carbohidrato que se encuentra en mayor proporcién, encontrandose en
una concentracidon de un 60-65% del peso total del grano, el mismo se almacena
principalmente en el perispermo (Tosi y col., 2001; Choi y col., 2004; Escudero y col.,
2004). Los granulos de almiddén de amaranto son muy pequefios (1-3 um de didmetro) y
presentan formas poligonales. Las propiedades fisicoquimicas de estos granulos
sugieren que existe una masa homogénea intimamente unida, pero susceptible al
ataque de las amilasas (Lorenz, 1981). Particularmente, el almidén de amaranto esta
constituido en su mayoria por amilopectina (mas del 90%), con bajas o nulas
proporciones de amilosa (0 a 10 %). Es por eso que se lo califica como almidon “waxy”
(ceroso) o de baja amilosa; forma pastas de textura cohesiva y gomosa, las cuales no
gelifican y que soportan esfuerzos de corte y ciclos de congelamiento vy
descongelamiento sin presentar sinéresis (Becker y col., 1981; Saunders y Becker, 1983;
Yanez y col., 1986; Uriyapongson y Rayas Duarte, 1994; Radosavljevic y col., 1998; Baker
y Rayas Duarte, 1998; Marcone, 2001; Choi y col., 2004).
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Por otra parte, los principales azucares simples encontrados en el amaranto han sido
sacarosa, glucosa, rafinosa y fructosa. La sacarosa es el azlcar encontrado en mayor
proporcion en todas las especies de amaranto, sin embargo, su concentracién es menor

a la de otros granos (Saunders y Becker, 1983).

- Proteina

El grano de amaranto tiene un alto contenido de proteina, que varia en un rango de 12
a 19%, siendo superior a la mayoria de los cereales. Dichas proteinas poseen un elevado
contenido de lisina, triptéfano y aminodcidos sulfurados (Teutonico y Knorr, 1985;
Escudero y col., 2004; Segura-Nieto y col., 1992; Scilingo y col., 2002). Esta 6ptima
composicion de aminoacidos, sumado a la alta digestibilidad de su proteina, la
convierten en apta para los requerimientos humanos y en un excelente complemento
para los cereales convencionales como el trigo y las legumbres (Marcone, 1999).

Se han hecho comparaciones entre la composicién nutricional de la semilla de
amaranto, con respecto al trigo, soja y leche de vaca encontrandose que el amaranto
supera al resto en calidad de proteina (Betschart y col., 1979). El valor bioldgico (VB) de
la proteina de amaranto es 75. Este valor es mas préximo que el de otros cereales (maiz
44, trigo 60) e incluso que el valor biolégico de leche de vaca (VB=72) al perfecto
equilibrio de aminodcidos que tendria una puntuacién de 100 en la escala nutricional de

maxima calidad de proteina (FAO/WHO/UNU, 2007).

- Lipidos

El contenido lipidico del amaranto es aproximadamente dos o tres veces mayor que el
de los cereales, pero varia segun la especie. La fraccién lipidica contribuye al 17%
aproximadamente de las calorias totales del grano. Estos lipidos presentan una alta
proporcion de insaturacion (aproximadamente 75%), siendo los mas abundantes el
acido linoleico y el acido oleico. También estan presentes el acido palmitico, el dcido
estearico y linolénico. Ademds, se pueden encontrar otros tipos de lipidos como ser
esteroles, fosfolipidos, glucolipidos, tocoferoles e hidrocarburos (Becker y col., 1981; He

y col., 2002; Gamel y col., 2007).

- Minerales y fitatos
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El contenido de minerales del amaranto puede alcanzar el doble que el de los cereales.
A su vez, varia entre variedades y también se ve afectado por el procesamiento. Los
niveles de calcio, magnesio, hierro, potasio y zinc son particularmente altos (Yanezy col.,
1994; Gamel y col., 2006a).

Los fitatos son compuestos naturales que se hallan en todas las semillas y su presencia
interfiere con la absorcién de los minerales. En su estado nativo forma complejos con
proteinas y cationes mono y divalentes. Los cereales y las legumbres son
particularmente ricos en acido fitico, que representa una importante reserva de fosfato.
El contenido de fitatos en el amaranto se encuentra en el rango de 0,2 a 0,6% (Breene,
1991; Escudero y col., 2004; Gamel y col., 2006a). Los acidos fiticos tienen la capacidad
de formar complejos con los residuos proteicos basicos, lo que produce la inhibicidn de
reacciones digestivas enzimaticas e interfiere con la adsorcion de minerales,
particularmente el zinc. Es por esto que se buscan alternativas para poder reducir su
contenido en las semillas. Se ha demostrado que la coccidn reduce el contenido de
fitatos del amaranto en aproximadamente un 20%, el extrudado un 15% vy la

germinacién (48 h) en un 22% (Gamel y col., 2006a).

3. Quinoa

3.1. Produccidon mundial y en Argentina

La quinoa se cultiva en Bolivia, Ecuador, Perq, Chile y Argentina (Lezcano, 2013). Pert y
Bolivia lideran la produccidn y exportacion de quinoa segun informd la FAO. En 2012,
Bolivia concentré casi el 60% del mercado, y Peri mas del 20% (Lezcano, 2013).
Colombia y Estados Unidos se encuentran también en el proceso de cultivo (Bergesse y

Calandri, 2013).

PRODUCCION EN ARGENTINA

Los registros de la FAO no incorporan aun a Argentina como pais productor debido a
gue su cultivo es incipiente y en muchos casos informal o de subsistencia. El area de
cultivo actual mas importante corresponde a la region noroeste (NOA), sobre una

variedad de ambientes muy diversos (Bazile y Baudron, 2014). La mayoria de los
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productores de quinoa del NOA son pequeifios o medianos agricultores que
tradicionalmente usan pocos insumos en su produccidn, aunque en la ultima década
agricultores de la raigambre sojera y vitivinicultora estdn incorporando el cultivo de
guinoa a modelos de explotacién agroindustrial (Bazile y Baudron, 2014).

Se estima para esta regidn una superficie cultivada total de 151 hectareas (Ha), donde
se destacan las provincias de Catamarca (74 Ha), Salta (47 Ha) y Jujuy (25 Ha) con
rendimientos promedio de 1,25 tn/Ha (Bazile y col., 2014).

En las provincias de Buenos Aires y La Pampa, en la zona centro-sur de Argentina, se
destinan al menos 26 Ha a la produccién de quinoa con rindes promedio de 1,6 tn/Ha
(Bazile y col., 2014). La produccion de quinoa en Argentina para el periodo 2009-2011
se estimo entre 97 a 150 toneladas y representaria el 0,2 % de la produccion mundial.
A su vez la Mesa Nacional de Agregado de Valor de los Cultivos Andinos comenzé, junto
con el EEA INTA San Juan, un proyecto para que los pequefios y medianos productores
de la Regidn de Cuyo reintroduzcan la quinoa en los valles andinos y centrales de la
provincia, en donde se cultivan unas 70 hectareas con un rendimiento promedio de 2000
kg/Ha. (https://www.argentina.gob.ar/noticias/agricultura-y-el-gobierno-de-san-juan-

promueven-la-produccion-de-quinua)

3.2. Formas de consumo y utilizacién

Cualquiera sea la forma de consumo de la quinoa, como primer paso se debe realizar
una desaponificacién de las semillas, ya que la saponina no sélo puede resultar téxica
cuando la ingesta es elevada, sino que ademas otorga un sabor amargo. Por eso es que,
sobre las semillas se eliminan las saponinas ya sea por escarizacion o mediante lavados
hasta desaparicién de espuma (Borges y col., 2010).

Comercialmente, se encuentran como semillas o harinas, copos o snacks expandidos. Se
puede comer cocido, de igual forma que el arroz; o combinarlos con otros ingredientes
en diferentes preparaciones alimenticias, como: sopas, salsas; cereales para el
desayuno, entre otros. A su vez, la harina se puede utilizar en productos horneados
(panes y galletitas) y pastas (Bhargava y col., 2006; Spehar, 2006). También se pueden
obtener bebidas vegetales a partir de la guinoa
(https://www.conicet.gov.ar/lanzamiento-del-primer-alimento-bebible-a-base-de-
quinoa-en-el-mercado-argentino/).
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A nivel mundial, los mayores consumidores son Peru, Bolivia y Ecuador. Siendo Bolivia
el pais con el mayor consumo per cdpita, con 5 kilos anuales. En todos los casos, el
consumo esta destinado a la cocina tradicional de familia. Por su parte, el consumo de
los estadounidenses y europeos, esta representado por alimentos funcionales o cocina

gourmet (Bergesse y Calandri, 2013).

3.3. Quinoa: Aspectos generales

HISTORIA

Segln Jacobsen (2003) la quinoa es uno de los cultivos mas antiguos de la region Andina,
con aproximadamente 7000 aios de cultivo, en donde culturas como la Tiahuanacota y
la Incaica han participado para su domesticacién y conservacion. La introduccién de
cereales como la cebada vy el trigo durante la conquista espafiola fue lo que llevé a la
marginacion y el reemplazo de la quinoa (Mujica, 1992; Jacobsen y Stglen, 1993).
Durante 1996 la quinoa fue catalogada por la FAO como uno de los cultivos promisorios
de la humanidad, tanto por sus grandes propiedades benéficas y por sus multiples usos,
como asi también por considerarla como una alternativa para solucionar los problemas
de desnutricion humana. A su vez, fue utilizada también por la NASA dentro del sistema
CELLS (Schlick y Bubenheim, 1996), con lo cual tuvo un nuevo resurgir. Tal es asi, que la
FAO considero el afio 2013 como el Ao Internacional de la quinoa por desempefar un
papel importante en la erradicacién del hambre, la desnutricién y la pobreza.

(https://www.fao.org/quinoa-2013/es/?no_mobile=1)

DESCRIPCION

La quinoa (Chenopodium quinoa) es una planta anual de la familia Amaranthaceae,
dicotiledénea, usualmente herbacea, que alcanza una altura de 0,2 a 3,0 m. Al igual que
el amaranto, a la quinoa se la considera como un pseudocereal. Las plantas presentan
un tallo principal el cual puede estar ramificado o no, dependiendo del ecotipo, la raza,
la densidad de siembra y de las condiciones del medio en que se cultiven, a su vez es de
seccidn circular en la zona cercana a la raiz, transformandose en angular a la altura de
las ramas y hojas.

Las hojas son de cardacter polimérfico en una sola planta; su color va desde el verde hasta
el rojo, pasando por el amarillo y el violeta, debido a la presencia de B-cianinas (Figura
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1.10). Contienen ademds granulos en su superficie dandoles la capacidad de retener una
pelicula de agua, lo que aumenta la humedad relativa de la atmdsfera que rodea a la
hoja y, consecuentemente, disminuye la transpiracion (Dizes y Bonifacio, 1992; Rojas,
2003), contribuyendo a la retencién de agua.

La inflorescencia es racimosa y se denomina panoja por tener un eje principal mas
desarrollado, la misma tiene entre 15 y 70 cm de longitud, del cual se originan los ejes
secundarios y en algunos casos terciarios. Cardenas (1944) fue el primero que agrupé a
la quinoa por su forma de panoja, en amarantiforme por el parecido que tiene con la
inflorescencia del género Amaranthus. La quinoa es una planta resistente, tolerante y
eficiente en el uso del agua, con una extraordinaria adaptabilidad, pudiendo soportar
temperaturas desde —-4° hasta 38°C y crecer con humedades relativas desde el 40 %

hasta el 88%.

Figura 1.10. Ejemplar de  Chenopodiun  quinoa. Foto obtenida de
https://www.chilebio.cl/2019/11/04/desarrollan-metodo-para-mejorar-y-adaptar-el-
cultivo-de-quinoa-al-calor/

3.4. Estructura del grano
La semilla de quinoa varia en tamafio entre 1,5 y 2,5 mm de diametro, dependiendo de
la variedad. A su vez, hay variantes en cuanto al color, ya que existen quinoas de color

crema, amarillo, rosa, rojo, violeta y negra (Figura 1.11)..
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Figura 1.11. Semillas de Chenopodium quinoa. (Foto: https://olgasofiaperez.com/)

La semilla presenta tres partes bien definidas que son: epispermo, embrién y

perispermo que se observan en la Figura 1.12.

Figura 1.12. llustracidn de la seccion longitudinal media de la semilla de quinoa (Prego y col.,
1998). PE: Pericarpio, SC: Cubierta de la semilla, EN: Endosperma; C: Cotiledones, H:
Hipocotileo; SA: Apice del Meristemo; R: Radicula, P: Perisperma; F: Funiculo.

El epispermo fue estudiado por Mujica y col., (2001), quienes describieron la presencia
de cuatro capas: una capa externa, que determina el color de la semilla, de superficie
rugosa, quebradiza y seca que se desprende facilmente con vapor de agua; la segunda
capa difiere en color de la primera y se observa sdlo cuando la primera capa es
trasllcida; la tercera capa es una membrana delgada, opaca, de color amarillo; la cuarta
capa es traslicida y estad formada por una sola hilera de células que cubre el embridn.
Las saponinas se ubican en la capa mas externa y su contenido y adherencia en los
granos es muy variable.

El embrién, estd formado por dos cotiledones y la radicula, el mismo envuelve al

perisperma como un anillo, es de color amarillento y ocupa el 34 % de toda la semilla
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(Gallardo y col., 1997). En el embridn se encuentra la mayor cantidad de proteina que
ronda en valores entre un 35-40%, mientras que en el perisperma la cantidad de
proteinas presentes se encuentra entre 6,3 al 8,3% de la proteina total del grano. El
embrion se puede desprender con facilidad al momento de frotar con demasiada fuerza
o aplicar intensos mecanismos abrasivos. Tanto el endosperma como el embrién estédn
constituidos por células vivas. Ambos tejidos reservan proteinas en cuerpos proteicos,
lipidos en cuerpos lipidicos, y minerales especificamente fosfato, magnesio y potasio
como fitina en globoides localizados dentro de los cuerpos proteicos.

El perisperma es el principal tejido de almacenamiento y esta constituido mayormente
por granulos de almidén, tiene un color blanquecino y representa aproximadamente el
60 a 70% de la semilla (Galwey y col., 1990). Sus células son grandes y de mayor tamafio
gue las del endosperma, de forma poligonal con paredes delgadas, rectas y con grandes
agregados de almiddn. Estos agregados estan compuestos por cientos de miles de
granulos de almidon individuales, en la mayoria de los casos de forma hexagonal (Mujica
y col., 2001; Gallardo y col., 1997). Este almidon tiene un valor variable de amilosa de
entre 7 a 27%, que depende de la variedad (Vega-Galvez y col. 2010; Araujo-Farro y col.,
2005).

3.5. Composicion quimica y valor nutritivo del grano de quinoa

La quinua o quinoa estd definida en el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) en el Capitulo
IX, Articulo 682 (Res. Conj. SPRel 282/2014 y SAGyP 298/2014). Se entiende como
guinoa a las semillas sanas, limpias y bien conservadas del género Chenopodium quinoa
Willd. Deberan cumplir con las siguientes especificaciones: Proteinas totales sobre base
seca: minimo 10%, Humedad a 100-105°C: maximo 13,5%, Cenizas a 500-550°C sobre
base seca: maximo 3,5%. Las semillas de quinua o quinoa que se industrialicen deberan
ser sometidas a un proceso que asegure la eliminacién de las saponinas y la
biodisponibilidad de los aminodcidos. Las semillas que se comercialicen envasadas en
ausencia del cliente, listas para ofrecerlas a los consumidores, deberdan llevar en la cara
principal del rétulo con caracteres de buen realce, visibilidad y con tamano no inferior a
2 mm la leyenda “Lavar hasta eliminacién de espuma. No apto para el consumo crudo,

cocer previo a su consumo”.
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Los principales atributos de esta semilla se basan en su versatilidad para el consumo, ya
gue se puede consumir cocida, en sopas; como harina se la puede utilizar en la
elaboracién de pan, bebidas, entre otros alimentos. A su vez puede ser consumida por
las personas con celiaquia por no contener prolaminas toxicas causantes de esta
enfermedad. Pero su principal virtud es su perfil nutricional. El contenido de proteinas
en el grano varia entre un 12-23% en base seca. Su contenido lipidico puede alcanzar
hasta un 8%, duplicando por ejemplo a los valores del maiz (Koziol, 1992) Ademas,
contiene grandes cantidades de calcio, hierro, zinc y magnesio, en comparacion con los

cereales mas comunes. La composicion nutricional se muestra en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Composicidén quimica aproximada de la quinoa.

Componente Contenido porcentual (%)
Carbohidratos 61-74
Proteinas 14 -16,5
Lipidos 5-10
Fibra 2-3
Cenizas 3

Fuente: Arendt y Zannini (2013).

- Hidratos de carbono

Los componentes principales de la quinua son los carbohidratos, que constituyen del 60
al 70% de la materia seca (Wright y col., 2002). El almiddn representa aproximadamente
del 58 al 64 % de esa materia seca (Repo-Carrasco y col., 2003), del cual entre el 10 y el
21% (dependiendo de la variedad) es amilosa (Lorenz y Coulter, 1991; Araujo-Farro y
col., 2010). Los granulos de almidén de quinoa se ubican en el perispemo de la semilla,
tienen forma poligonal con un didmetro de 0,4-2,0 um, siendo mas pequefios que los
reportados para maiz (1-23 um) y trigo (2-40 um). Este tamafio y la alta viscosidad del
granulo de almidén pueden aprovecharse de manera beneficiosa para aplicaciones
industriales especializadas (Galwey y col., 1989), incluidas aquellas fuera de la industria
alimentaria. Ademas, seglin Araujo-Farro y col. (2010), el almidén de quinua es capaz de
formar peliculas biodegradables comestibles transparentes sin ningln pretratamiento

guimico. Su excelente estabilidad de congelaciéon-descongelacion lo convierte en un
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espesante ideal en alimentos congelados y otras aplicaciones, donde se desea

resistencia a la retrogradacion (Ahamed y col., 1996).

- Proteinas

El contenido de proteina en los granos de quinua oscila entre el 8% y el 22%, con un
promedio del 15% (Koziot, 1992), siendo estos valores mayores a los que se pueden
encontrar en algunos cereales. La principal proteina de almacenamiento de semillas de
la quinua es una globulina de tipo 11S llamada quenopodina (Brinegar y Goundan, 1993).
Las albuminas y globulinas son las principales fracciones proteicas (44-77% de la
proteina total), mientras que el porcentaje de prolaminas es bajo (0,5-7,0%) (Koziot,
1992; Abugoch y col., 2008).

A diferencia de la mayoria de las plantas, la quinoa tiene un excelente equilibrio de
aminodcidos esenciales debido a que su espectro de aminoacidos es mas amplio que el
de los cereales y legumbres (Ruales y Nair, 1992). Las proteinas contienen mayor
contenido de lisina (5,1-6,4%) y metionina (0,4-1,0%) que cualquier cereal (Prakash y
Pal, 1998). Segun valores indicados por FAO/OMS/UNU (FAO / OMS / UNU, 2007), la
proteina de la quinoa puede aportar alrededor del 180% de la histidina, 274% de la
isoleucina, 338% de la lisina, 212% de la metionina y cisteina, 320% de la fenilalanina y
tirosina, 331% de la treonina, 228% del triptéfano y 323% de la valina de la ingesta diaria
recomendada para la nutricion de adultos. La metionina y la cistina (aminoacidos
esenciales que contienen azufre) también son particularmente importantes para las
dietas vegetarianas, asi como para corregir las deficiencias en las dietas a base de
leguminosas (Cusack, 1984). En estudios que involucran varios cultivares comerciales y
variedades, se ha demostrado que la composicion de aminodcidos de la proteina de la
semilla de quinoa es virtualmente idéntica al patréon de referencia estdndar de la
FAO/OMS sin deficiencia en ninglin aminoacido esencial (Grossy col., 1989). De acuerdo
con el perfil de aminoacidos y los estudios en animales se puede concluir que la calidad
de la proteina en la quinoa es similar a la de la caseina, que es una de las proteinas

presentes en la leche (Ranhotra y col., 1993).
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- Lipidos

El contenido de aceite en la quinoa varia de 1,8% a 9,5%, con un contenido promedio de
5,0-7,2. Los 4cidos grasos saturados constituyen aproximadamente el 11% del total de
acidos grasos en la semilla. El acido graso saturado predominante en la semilla de quinua
es el acido palmitico y en menor medida se encuentran el acido miristico, estearico,
entre otros. Por su parte, los acidos grasos insaturados representan aproximadamente
el 85% del total de los acidos grasos, dentro de este grupo, los mas abundantes en la
guinoa son los acidos grasos poliinsaturados linoleico (w- 6), seguido del oleico (w-9) y
luego por el a-linolénico (w- 3). Los acidos grasos poliinsaturados tienen varios efectos
positivos sobre las enfermedades cardiovasculares, ademads de mejorar la sensibilidad a
lainsulina de los pacientes (James, 2009). Todos los acidos grasos presentes en la quinoa
estan bien protegidos por la presencia de vitamina E, que actia como un antioxidante

natural (Ngy col., 2007).

- Minerales

El contenido de cenizas de la quinoa (aproximadamente 3%) es superior al del arroz
(1%), trigo (2%) y otros cereales tradicionales, esto se debe a que la quinua contiene
grandes cantidades de minerales como Ca, Fe, Zn, Cu y Mn (Repo-Carrasco y col., 2003;
Diniy col., 2001). Se ha informado que el hierro procedente de la quinoa es mas soluble
y, por lo tanto, podria estar facilmente disponible para una parte de la poblacién que

padece anemia ferropénica (Valencia y col., 1999).

4. Germinacion

La germinacién es un proceso natural para la obtencién de una nueva planta. En el
mundo cada vez mas hay una tendencia a elaborarse alimentos a partir de germinados,
se logra que los productos obtenidos adquieran unas muy buenas caracteristicas

nutricionales.

4.1. Historia de la germinacion de semillas

Los germinados fueron consumidos desde épocas muy remotas tanto por sus cualidades

nutritivas como terapéuticas. Se cree que los primeros usos de este alimento, se
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remontan unos 3 mil afos atras, en China, en donde, se utilizaba no solo como alimento,
sino que también para tratar enfermedades (Pagand y col., 2017). A su vez, formaron
parte de la dieta de otras antiguas civilizaciones, donde se encontraron la descripcion
de las sencillas técnicas de germinacién de trigo, para elaborar panes, en las Escrituras
de los Esenios, que vivian en Israel y Egipto en tiempos de Cristo.

En occidente hubo un gran consumo en el siglo XVIIl, cuando los marinos y
expedicionarios generalizaron su consumo, tanto por su facilidad de conservacion y
produccidn, asi como para prevenir enfermedades, como por ejemplo el escorbuto,
dado que durante la germinacién obtenian mayor fuente vitamina C (De Leén y col.,
2013). Si bien los germinados siempre estuvieron presentes en la dieta de muchos paises
asiaticos, no fue hasta los afios 70 cuando los brotes empezaron a despertar el interés
de un amplio sector de la poblacién occidental debido a sus excepcionales cualidades
nutritivas. En América y Europa, la ingesta de este alimento es cada dia mayor, debido
al descubrimiento de los beneficios que otorgan el consumo de productos germinados
(https://germinados-medicina.blogspot.com/2011/07/historia-de-los-

germinados.html).

4.2. El proceso de la germinacion

La germinacion es un conjunto de fendmenos mediante los cuales el embridn, que se
halla en estado de vida latente dentro de la semilla, reanuda su crecimiento y se
desarrolla para formar una plantula. El proceso de germinacién estd influenciado tanto
por factores internos como externos. Dentro de los factores internos estan la viabilidad
del embrién, la cantidad y calidad del tejido de reserva y los diferentes tipos de
dormancia. Algunos de los factores externos que regulan el proceso son el grosor de la
testa, disponibilidad de agua, temperatura y tipos de luz (Melgarejo y col., 2010).

En la Tabla 1.5 se resumen los procesos que ocurren en cuatro etapas principales de la

germinacion.
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Tabla 1.5. Procesos que ocurren durante las diferentes etapas de la germinacion.
Etapadela Procesos que ocurren

germinacion

Imbibicion de agua - Entrada de agua a la semilla (40-60% de su peso).

- Lacantidad de agua que ingresa depende de las
sustancias solubles en la semilla (endospermas
proteicos > endospermas almidonosos).

- Elingreso del agua al comienzo es rapido, en donde
las macromoléculas y estructuras se rehidratan y
recuperan sus formas funcionales.

- Paralelamente a la imbibicién y como consecuencia
de ésta, se reactiva la actividad respiratoria en la

semilla.

Sintesis y activacion de . .
- Sereactivan las enzimas que se encontraban

los sistemas . . .,
inactivas por la desecacion.

enzimaticos , . .
- Sintesis de nuevas enzimas.

Degradacion de - Se produce la hidrolisis de los hidratos de carbono,

sustancias de reserva . -
generandose monosacaridos solubles.

- Se degradan los triglicéridos, principales lipidos de
reserva, a cuerpos lipidicos, mitocondrias y
glioxisomas. Ademas se genera glicerol y 4cidos
grasos.

- Las proteinas de reserva son hidrolizadas a

aminodacidos por proteinasas.

Elongacién de las . L L
& - Alfinalizar el proceso de degradacion, el embridn

células del embridn . - .
y dispone de suficientes nutrientes para crecer

emergencia de la s
& normalmente. Los productos de la hidrdlisis nutren

radicula L, L .
al embridn, para el inicio de su crecimiento.

Fuente: Nelson y col., (2013).

4.3. Principales componentes producidos durante la germinacion

Mediante la germinaciéon se producen cambios sustanciales en la composicidon
bioguimica de los granos: las reservas de almidén son removidas por la accién de la

amilasa, que actua la superficie del granulo y forma poros; las fracciones que contienen
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nitrégeno se desplazan hacia oligopéptidos y aminoacidos libres, y la composicién de los
aminoacidos también cambia. Los triglicéridos comienzan a hidrolizarse y la proporcién
de 4cidos grasos saturados/insaturados se modifica; la cantidad de factores
antinutricionales (por ejemplo, fitatos, inhibidor de tripsina, tanino) disminuye
significativamente y los compuestos bioactivos como fenoles, fitoesteroles, folatos y
GABA (Acido y-aminobutirico) aumentan. Por lo tanto, en los granos germinados casi
todos los nutrientes estdan completamente disponibles y varios antioxidantes se
encuentran en concentraciones mas altas, proporcionando asi la base para definir los
brotes como “alimentos funcionales” (Benincasa y col., 2019).

Diferentes autores estudiaron panificados con harina de semillas/granos germinados
como lupino (Ertas, 2015), porotos caupi (Hallén y col., 2004), soja (Jideani y Onwubali,
2009); Rosales-Juarez y col.,, 2008) y arvejas (Sadowska y col.,, 2003). En donde
encontraron mejoras en el volumen especifico de los panes, una mejor textura, mayor

contenido de proteinas, fibras, entre otros beneficios.

Los resultados previos obtenidos por otros autores en otras semillas, evidencia que
utilizar germinados en productos panificados resulta una buena alternativa, dado que el
proceso mejora el perfil nutricional de las harinas germinadas trasladdndose esa aptitud
a los panificados. Ademas, al ser estos de consumo masivo, hacen de la utilizacién de
germinados, una muy buena alternativa para que pueda consumirse masivamente en la
poblacion. Por otra parte, las semillas germinadas se degradan rdpido, mientras que
elaborar una harina de semilla germinada aumenta su conservacion ya que permiten
mantener una bajo contenido de agua y actividad acuosa, a la vez que conserva los
bioactivos generados, facilitando ademas su manejo desde un punto de vista

tecnoldgico.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

Mejorar la calidad nutricional de harinas provenientes de semillas de amaranto y quinoa
para su incorporacién en productos panificados a base de harina de trigo y de esta forma
contribuir no sélo a incrementar la produccién y utilizaciéon de estas semillas, sino

también a agregar valor y mejorar el perfil nutricional de panificados de cereales.

Objetivos Especificos

e Estudiar el efecto de la germinacién sobre las semillas de amaranto y quinoay como
ésta afecta a los diferentes nutrientes. Correlacionar los cambios de las estructuras
poliméricas presentes en las harinas con las variedades y el tratamiento aplicado a
las semillas.

e Analizar las propiedades térmicas de dispersiones acuosas de las harinas para
predecir el comportamiento de los sistemas durante el horneado.

e Analizar el efecto de la complementacion de harina de trigo con las diferentes
harinas de cultivos andinos sobre las propiedades de hidratacion, reolégicas y
estructurales de las masas.

e Evaluar la calidad tecnolégica de los panes y los cambios fisicoquimicos de los
mismos durante el almacenamiento.

e Caracterizar el perfil sensorial, nutricional y funcional de los panes frescos.

39



Capitulo Il

Materiales y
Meéetodos



[1.1. Materiales

- Harina de trigo
La harina de trigo (Triticum spp) empleada en esta tesis fue tipificada segun el Cédigo
Alimentario Argentino como tipo 000 (CAA, 2021) donada por Molino Campoddnico
Ltda. (La Plata, Argentina). Esta harina de trigo comercial es enriquecida con hierro en
forma de sulfato ferroso y vitaminas (niacina, acido félico y vitaminas B1 y B2) con la
finalidad de prevenir anemias y malformaciones del tubo neural en la poblacién (Ley
25.630, Decreto Reglamentario N2 597/2003).
Los parametros alveograficos de la harina empleada para la realizacidon de las masas y
los panes, proporcionados por el Molino, fueron: P = 86 mm de H,0, L =62 mm, W =
241x104 ).
Durante el periodo de duracién del trabajo de tesis, la harina fue fraccionada en
recipientes plasticos con cierre hermético (5 kg) y conservada en camara a 0°C.

- Semillas de amaranto
Se usaron semillas de Amaranthus caudatus que fueron proporcionados por TAVIRAS.A.
(La Plata, Argentina).

- Semillas de quinoa
Las semillas de quinoa utilizadas fueron la blanca Real y quinoa roja Real (Puna Andina,
Argentina) compradas en la dietética “Green House” de la ciudad de La Plata.

- Cloruro de sodio
Se empled cloruro de sodio comercial marca Celusal, fina corrediza (Argentina).

- Levadura
La levadura utilizada en la elaboracién de las masas empleadas para la optimizacion de
los tiempos de fermentacién y para la realizacion de los panes fue levadura fresca

prensada marca La Cordobesa (Argentina).

[1.2. Métodos: Harinas

2.1. Germinacién de semillas de Amaranto y de Quinoa
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Amaranto

Las semillas de amaranto fueron germinadas siguiendo el protocolo publicado por
Aphalo y col. (2009) con algunas modificaciones. Las semillas de amaranto (0,05 kg) se
remojaron con 1 L de solucién de hipoclorito de sodio comercial (20% v/v) durante 20
min como tratamiento antifungico y luego se lavaron con abundante agua destilada
varias veces. Posteriormente, se remojaron con 450 mL de agua destilada durante 6 h
con agitacién constante. Después del remojo, se separd una fraccién de las semillas que
fue utilizada como control de la germinacién y al resto de las semillas se las dividid en
tres partes y se las colocd (120 semillas/caja) en cajas de plastico (19 cm largo x 16 cm
ancho x 5 cm alto) cubiertas previamente con papel absorbente y algodén humedecido
con agua destilada. Se tapé las cajas y se las colocd en una estufa a 30°C durante

diferentes tiempos de germinacién: 0 (control), 18, 24 y 48 horas.

Quinoa

Las semillas tanto de quinoa roja como de quinoa blanca fueron germinadas de manera
similar al amaranto, pero con algunas modificaciones. Las semillas de quinoa (0,25 kg) se
remojaron con 2 L de solucién de hipoclorito de sodio comercial (10% v/v) durante 20
min como tratamiento antifungico y luego se lavaron con abundante agua destilada
varias veces. Posteriormente se remojaron con 2 L de agua destilada durante 5 h con
agitacion ocasional. Después del remojo, se procedid a la germinacién (120 semillas /
caja) en estufa a 20°C en cajas de plastico con tapa (19 cm x 16 cm x 5 cm) cubiertas con
papel absorbente y algodén humedecido con agua destilada durante 0 (control de la

germinacién), 18, 24 y 48 horas.

2.2. Obtencidn de las harinas a partir de las semillas germinadas

El secado de las semillas germinadas y sin germinar tanto para amaranto como para
guinoa se realizdo en estufa de conveccién forzada (Sanjor SL60SF, San Andrés, Buenos
Aires, Argentina). Las semillas se secaron a 40°C para detener la actividad enzimatica,
hasta alcanzar una humedad del 10%. Una vez secas, las muestras se molieron con un

molinillo de café (Moulinex, Alecon, Francia). Al producto de la molienda de las semillas
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se las pasd por un tamiz de 500 um (#35) normalizado de acuerdo a la norma ASTM

(ASTM, 2013). Las harinas se guardaron a 0°C hasta el momento de su uso.

2.3. Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacion se calculd utilizando la ecuacién:

semillas germinadas * 100

Ec. 2.1

Porcentaje de germinacion = -
semillas totales

donde las semillas germinadas son aquellas cuya radicula sobresalia a través de la
cubierta de la semilla. El recuento de las semillas se realizé antes de someterlas al secado

con la ayuda de una lupa.

2.4. Composicion quimica de las harinas

Para la harina de trigo se determiné el contenido de humedad, cenizas, proteinas, lipidos
y fibra dietaria total segun se describe a continuacion y el contenido de hidratos de
carbono diferente de fibra se calculé por diferencia.

En cambio, para las harinas de amaranto y quinoa, germinadas y sin germinar, ademas
de determinar la composicién quimica porcentual se caracterizaron algunos minerales
importantes desde el punto de vista nutricional y ademas se estudio el perfil de acidos

grasos presentes en la materia grasa y los aminoacidos que constituyen las proteinas.

2.4.1. Humedad

La determinacion de humedad se realizé a través del método indirecto. Este método se
basa en la pérdida de peso de la muestra por evaporacidn del agua. Se realizd segln
método AACC (2000) en el cual la muestra (3 £ 0,001 g) se seca en estufa (San Jor,
Argentina) a 105°C hasta peso constante. El ensayo se realizo por triplicado.

El porcentaje de agua se calculé utilizando la ecuacién 2.2 (Ec. 2.2.).

(ml-m )

* 100 Ec. 2.2
(m1-mo)

H (%) =

donde:
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mO = masa de capsula de Petri vacia (g)
m1 = masa de cdpsula de Petri con la muestra himeda (g)

m2 = masa de cdpsula de Petri con sélidos luego del secado (g)

2.4.2. Cenizas totales

Se determind el contenido de cenizas empleando método directo segin AACC (2000)
basado en la oxidacién completa de la materia orgdnica, quedando las cenizas en el
residuo. Se pesaron 5 + 0,0001 g de harina en cdpsula de porcelana previamente
calcinada y pesada. Se carbonizaron con mechero en triangulo de pipa y luego se
calcinaron a 550°C hasta obtencidon de residuo blanquecino y peso constante. La
determinacion se realizé por triplicado.

Se calculé el contenido de cenizas utilizando la siguiente ecuacion (Ec. 2.3):

c (%) = T2 % 100 Ec. 2.3.
donde:
mO = masa de capsula de porcelana vacia (g)
m1 = masa de capsula con residuo inorganico obtenido luego de calcinar la harina (g)

m = masa de harina (g)

2.4.3. Proteinas

La determinacion del contenido de proteinas se realizé por el método de Kjeldahl. En
este método se determina el contenido de nitrégeno total. La digestiéon de la materia
organica se realiza con H,SO4 concentrado p.a., en presencia de la mezcla catalizadora
K2SO4 anhidro p.a. y Cu2S04.5H,0 en relacién 10:1 en un digestor (BUCHI K-435, Suiza).
Una vez finalizada esta etapa se procede a la liberacién del amonio formado como
amoniaco, empleando NaOH 32% p/v en un equipo semiautomatico (BUCHI K-350,
Suiza), que se destila y se recoge sobre 50 mL de solucién de H3BOs 4% p/v en presencia
de indicador de Mortimer (rojo de metilo/verde de bromocresol). Se valoré
directamente los miliequivalentes de nitrégeno utilizando HCI 0,1 N valorado. Se realizd
un blanco para evaluar la posible presencia de compuestos nitrogenados en los reactivos

empleados.
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El porcentaje de nitrégeno se calculé empleando la ecuacién 2.4:

N (%) — (an—lVb)

*Npcx Pmeq * 100 Ec. 2.4.

donde:

Vm = volumen de HCl gastados en la titulacién de la muestra (mL)
Vb = volumen de HCI gastados en la titulacién del blanco (mL)
Nuc = normalidad del HCI

Pmeq = peso miliequivalente del nitrégeno (= 0,014 g/meq)

m = masa de la muestra (g)

Para estimar el contenido de proteinas se multiplico el porcentaje de nitrégeno por el
factor de conversién f = 5,7 g proteina/g nitrogeno, que es el adecuado para cereales
como el trigo. Para la conversion de %N a %proteina se utilizd el factor 5,85 para las
proteinas de amaranto (Beckery col., 1981; Paredes-Lépez, 1989)y 5,7 para las proteinas
de quinoa.

Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.4.4. Lipidos

La determinacidn de lipidos se realizdé por extraccion semi-continua empleando una
mezcla de solventes orgdnicos para su extraccion utilizando una modificacion de la
técnica AACC (2000) en la cual se emplea el equipo de Soxhlet. Las muestras se pesaron
en cartuchos armados con papel de filtro. Los lipidos de la harina fueron extraidos con
mezcla de éter de petréleo (fraccidn 30-60°) y éter etilico en relacion 1:1 llevandose a
cabo unas siete sifonadas para lograr una extraccion completa. Una vez finalizada la
extraccién se obtuvo gravimétricamente el extracto etéreo luego de evaporar el
solvente en manta calefactora. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

El porcentaje de lipidos se calculé empleando la ecuacidn 2.5:

L (%)= @ * 100 Ec. 2.5.
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m1= masa del balon con extracto etéreo luego de evaporado el solvente (g)
mO = masa del balén vacio (g)

m = masa de la muestra (g)

2.4.5. Fibra Dietaria Total

Se determiné el contenido de fibra dietaria total (FDT) de las harinas segin AACC (2000),
empledndose el método enzimo-gravimétrico utilizando el kit marca Megazyme. A la
muestra (1 + 0,001 g de harina), por duplicado, se le adiciond buffer fosfato (pH = 6),
luego fue tratada con a-amilasa termoestable a 100°C y digerida por via enzimatica con
proteasa y amiloglucosidasa para eliminar las proteinas y el resto de almiddn.
Posteriormente, se precipitd la fibra dietaria soluble por adicion de etanol hasta lograr
una concentracion de 70% v/v y se dejé en reposo durante 1 h. El residuo obtenido
previa filtracion se lavd sucesivamente con alcohol 70% v/v, alcohol 95% v/v y acetona.
Posteriormente fue secado (105°C) y pesado. A uno de los residuos de fibra dietaria (FD)
se le determiné el contenido de cenizas calcinando la muestra a 550°C, y al otro se le
determind contenido de proteinas por el método de Kjeldahl con la finalidad de poder
corregir el valor de fibra dietaria.

La FD sin corregir se determind segln la ecuacién 2.6 y se corrigié el peso de la fibra

dietaria descontandole el porcentaje de proteinas (Ec. 2.7.) y de cenizas (Ec. 2.8.)

FD sin corregir (%) = @ * 100 Ec. 2.6.

p (%) = LRI Pmea ]« 109 Ec. 2.7.
(ml-m )
C (%) = 2m0) x 199 Ec.2.8.
(ml1-m )
FDT (%) = FD (%) - [P (%) +C (%)] Ec. 2.9.

donde:

m1= masa del filtro con celite y el residuo de fibra dietaria (g)
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mO= masa del filtro con celite (g)

m= masa de la harina (g)

m2= masa del filtro con celite y el residuo de las cenizas (g)

Vm = volumen de HCl gastados en la titulacién de la muestra (mL)
NHCI = normalidad del HCI

Pmeq = peso miliequivalente del nitrégeno (g/meq)

f =factor de conversiéon de Kjeldahl

2.4.6. Hidratos de carbonos presentes en harinas de amaranto y quinoa

-  Obtencion de extractos acuosos

Azucares solubles. Los azlcares solubles se extrajeron de acuerdo al método de Eliasson
(2006). En un primer paso se mezcld 1 g de harina desgrasada (de amaranto o quinoa)
con 13 mL de agua Milli-Q durante 10 min. Posteriormente se agregd 1 mL de soluciéon
de Carrez | (3,6 g de Hexacianoferrato de potasio K4 [Fe(CN)e].3H20 en 100 mL de H,O
destilada) y 1 mL de solucién de Carrez Il (7,2 g de sulfato de cinc ZnS04.7H,0 en 100 mL
de H,0) con la finalidad de clarificar las proteinas y precipitar polisacaridos de alto peso
molecular. La mezcla se calenté a 70°C durante 30 min a 600 rpm en termomixer (DLAB,
Riverside, EE UU) y se enfrié hasta 25°C. Luego se llevé a volumen final de 10 mL con
acetonitrilo y se centrifugd durante 10 min a 2655 g empleando una centrifuga (Rolco,
Argentina). Por ultimo, el sobrenadante se filtr6 con membranas de 0,45 um (Extracto
1).

Almiddn. Para la determinacion de almiddn se realizé previamente una hidrolisis total
de la harina. Para ello, 1 g de harina se mezclé con 20 mL de una solucién acuosa de HCI
al 16,7% v/v a reflujo durante 2 h, se enfrid y se llevé a pH 8. Finalmente, se llevd a un
volumen final adecuado con acetonitrilo y el sobrenadante se filtr6 con membranas de

0,45 um (Extracto 2).

- Determinacion de azucares mediante cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC)

Sobre los extractos acuosos obtenidos previamente (1 y 2) se realizaron diferentes

diluciones con agua destilada y se los filtré (0,45 um), para posteriormente determinar
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azUcares simples por medio de un cromatdgrafo liguido Waters 1525 (Waters
Corporation, Massachusetts, EEUU) equipado con un detector de indice de refraccion
Waters 2414. Se inyectaron 20 puL de muestra y la separacién de los azucares fue
realizada de forma isocratica con la fase movil acetonitrilo y agua en proporcién 75:25
con etilendiamina al 0,2% v/v a un flujo de 1,0 mL/min empleando una columna C18-
amida de 150 mm de largo y un diametro interno de 4,5 mm con un tamafio de particula
de 3,5 um (Thermo Fisher Scientific Inc. Massachusetts, EEUU). La columna fue
mantenida a 30°C, el eluente de la columna ingresé al detector de indice de refraccién
con una sensibilidad de 16.

Los azlcares estandar utilizados fueron glucosa, fructosa y sacarosa (Sigma Aldrich,
Missouri, EEUU) preparados en fase movil, filtrados con filtros de membrana de 0,45 um
e inyectados por duplicado en concentraciones crecientes de 0,05 a 13 mg/mL a los que
se les determind las areas y tiempos de retencién utilizando el software PeakFit (version
4.12 para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EEUU). Las areas de los picos de los aztcares
presentes en las muestras se calcularon y los mismos fueron identificados por
comparacion con los tiempos de retencidon de las soluciones estandares. Luego, para
cada azucar, se grafico el drea en funcion de la concentracidn y se realizd una regresion
lineal que permite por interpolacion del drea de las muestras calcular las
concentraciones. Las muestras se prepararon por duplicado. Los valores de los azucares
se expresaron como gramos cada 100 gramos de harina en base seca. Por su parte, para
la determinacion del contenido de almiddn, se calculé el contenido de glucosa del
Extracto 2 y se le sustrajo el valor calculado en el Extracto 1, dicha diferencia dio el
contenido de glucosa proveniente de la hidrolisis del almidén. Luego usando el factor de
conversién de glucosa a almiddn, se obtuvo el contenido de almidén en las muestras
expresado como gramos cada 100 gramos de harina en base seca. Las muestras se

prepararon por duplicado.

2.5. Actividad acuosa de las harinas de amaranto y quinoa

La actividad acuosa (aw), que es la relacion entre la presidn de vapor de agua en el
alimento y la del agua pura a una determinada temperatura (aw= Pvm/Pv0), de las
harinas se midié por el método del punto de rocio a 25°C utilizando un equipo Meter
Agualab serie 4 TEV (Decagon Devices Inc., Washington, EEUU). En este equipo, la
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muestra es equilibrada con el aire presente en una cdmara sellada, un espejo, un sensor
Optico, un micro-ventilador y un termémetro infrarrojo. El ventilador interno genera una
circulacién de aire que reduce el tiempo de equilibrio entre la muestra y el aire de la
camara. El equilibrio se logra sin pérdida ni ganancia considerable de humedad para la
muestra en virtud de que su masa es mucho mayor que la del aire y, sobre todo, que la
del vapor contenido en la cdmara. El rango de medicién de aw se encuentra entre 0,03

y 1, con una resolucion de + 0,001. Los ensayos se realizaron por triplicado.

2.6. Caracterizacion de proteinas y determinacion de aminoacidos de

amaranto y quinoa

2.6.1. Analisis de proteinas mediante gel de poliacrilamida con

dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

Se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS -
PAGE) posteriormente a la extraccion de las proteinas solubles en tres soluciones
diferentes. La extraccion de proteinas se realizé en las diferentes muestras de las harinas
de amaranto y quinoa desgrasadas (40 mg). La harina desgrasada se suspendié en 1,5
mL de solucidn acuosa de acetona (50% v/v) y se agitdé en Termomixer durante 40 min a
25°Cy 650 rpm; este lavado con la solucion de acetona 50% v/v es un proceso previo
que se utiliza para eliminar cualquier rastro que pueda existir de polifenoles en la
muestra, ya que los mismos interfieren con las electroforesis. Luego, la mezcla se
centrifugd a 6100 g durante 10 min a 25°Cy el precipitado se resuspendid en diferentes
soluciones buffer: (A) 0,086 M TRIS base, 0,090 M glicina y 0,003 M EDTA como buffer
de extraccién (BE) a pH 8, (B) BE con detergente SDS (2% p/v) donde las proteinas son
desnaturalizadas y cargadas negativamente y, (C) solucion B con 0,5% p/v de ditiotreitol
(DTT) responsable de romper los puentes disulfuros.

Los tres extractos se incubaron en Termomixer durante 40 min a 60°C y 650 rpm y
posteriormente fueron centrifugados a 16100g durante 10 min en una centrifuga de
Eppendorf (Giumelli Z-127-D, CABA, Argentina). Se mezclaron 10 pL de los diferentes

extractos de proteina con 10 pL buffer de muestra (Tris-Base 0,5 M, glicerol al 50% p/v,
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SDS al 0,4% p/v, 5% p/v de 2-mercaptoetanol y azul de bromofenol al 0,05% p/v) y luego
se calentd a 100°C durante 2 min.

Con el fin de separar las subunidades de proteinas extraidas se utilizé un equipo Mini-
PROTEAN® llI (Bio-Rad, California, EEUU) y el método utilizado fue el de electroforesis
en geles con una matriz de poliacrilamida (PAGE) descrito ampliamente por Hames
(1998). Las proteinas presentan una carga eléctrica neta y si se encuentran en un medio
de pH diferente a su punto isoeléctrico (pl) se desplazan cuando se las someten a un
campo eléctrico como es el caso de la electroforesis. En la PAGE las proteinas migran de
acuerdo a la carga y al tamafio, es decir a su relacidén carga/masa. La SDS-PAGE es una
electroforesis en la que se emplea dodecil sulfato sodio (SDS) como agente
desnaturalizante de las proteinas. El SDS al ser un detergente anidnico tiene la
particularidad de cargar negativamente a las proteinas, por lo que las mismas migran
por el campo eléctrico de acuerdo solamente a su tamafio. Las mas pequefias lo hacen
mas rapido que las mas grandes, permitiendo la separacion de diferentes fracciones
proteicas por su tamafo. En el gel apilador (4% de poliacrilamida) que tiene mayor
tamafio de poro es en donde se siembran las muestras y permite apilar las proteinas
antes de entrar al gel separador (12% de poliacrilamida), siendo este ultimo un gel de
tamafio de poro mas pequefio que permite la separaciéon de las subunidades. Al estar
las proteinas cargadas negativamente, este método permite mediante una comparacion
con proteinas patrones de masa molecular conocida graficar el logaritmo de la masa
molecular en funcion de la distancia de la proteina al punto de siembra y mediante una
curva de calibracién se pueden calcular las masas moleculares de las diferentes
proteinas separadas por electroforesis presentes en las diferentes fracciones solubles
de la muestra.

En el gel se sembraron 10 pL de muestra por calle y 4 uL de patrdn. La electroforesis se
realizd a 30 mA en buffer de corrida 5X (glicina 0,96M, Tris-Base 0,125 M y 0,5% p/v SDS)
hasta que el tinte de rastreo llegé al fondo del gel. Luego de la corrida los geles fueron
coloreados durante 24 h en una solucién 16:40:44 de acido acético (16% v/v), metanol
(40%v/v), H20 (44%v/v) y colorante Coomasie Blue R-250 (2% p/v). La decoloracidén se
realizé con una solucién similar a la de tincidn (25:10:65) compuesta por metanol (25%
v/v), acido acético (10% v/v) y agua (65% v/v). Una vez decolorados los geles se

almacenaron sumergidos en agua destilada para su posterior andlisis.

50



Las masas moleculares de las subunidades proteicas se calcularon utilizando como
proteinas estandar los patrones de baja masa molecular (GE Healthcare, Inglaterra): 97
kDa (fosforilasa b), 66 kDa (albumina), 45 kDa (ovoalbumina), 30 kDa (anhidrasa
carbdnica), 20,1 kDa (inhibidor de tripsina) y 14,4 kDa (a -lactoalbumina). Las masas
moleculares se calcularon utilizando el software informatico denominado Gel Analyzer

2010.

2.6.2. Analisis de aminoacidos

Para la determinacion del perfil aminoacidos, se hidrolizaron las harinas desgrasadas
con HCl 6 M (2 mg de proteina / 1,5 mL de solucién &cida). Las soluciones se colocaron
en tubos bajo atmdsfera de nitrégeno; se sellaron e incubaron a 110°C durante 24 h. Los
aminoacidos se derivatizaron a 50°C durante 50 min con exceso de dietil
etoximetilenmalonato usando acido D, L-a-aminobutirico como patrén interno y se
determinaron mediante RP-HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion en fase
reversa) de acuerdo con Cian y col. (2015). Se utilizé un HPLC Modelo Agilent Serie 1100
con detector de longitud de onda variable VW (Santa Clara, CA, EEUU) equipado con una
columna de fase reversa de 300 mm x 3,9 mm de didmetro interno (Novapack C18, 4 m;
Waters) mantenida a 18°C. Se utilizé para la elucién un gradiente binario a una velocidad
de flujo de 0,9 mL/min. Los solventes usados fueron acetato de sodio (25 mM)
conteniendo azida sddica (0,02% p/v) pH 6,0 (A) y acetonitrilo (B). La elucion se llevd a
cabo de la siguiente forma: 0 a 3 min con gradiente lineal desde A/B (91/9) a A/B (86/14);
de 3 a 13 min con A/B (86/14); de 13 a 30 min con A/B (86/14) a A/B (69/31) y hasta
completar los 35 min con A/B (69/31). Los aminoacidos eluidos fueron detectados a 280
nm. El triptéfano se determind por RP-HPLC luego de una hidrdlisis alcalina segun el
método de Yust y col. (2004). Las determinaciones se realizaron por duplicado y se

expresaron como gramos de aminoacido cada 100 g de proteinas.

2.7. Determinacién de minerales de amaranto y quinoa

Las harinas (0,5 g) se digirieron en 10,0 mL de HNO3s de alta pureza al 85% p/v utilizando
un digestor de microondas (A QLAB Pro Questron, EEUU). Finalizada la digestion las

muestras fueron filtradas con filtros jeringa (0,45um) y llevadas a 50 mL en matraz con
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agua destilada Tipo Il (Conductividad eléctrica < 1,00 uS/cm a 25°C). Las muestras
digeridas y diluidas fueron medidas empleando un Espectrémetro de Plasma de Emision
Optica Inductivamente Acoplado (ICP-OES) modelo ICPE-9820 (Shimadzu, Japdn)
equipado con un automuestreador automatico ASX-520 (CETAC Technologies) bajo la
Norma EPA METHOD 6010D. Los elementos determinados fueron: calcio (Ca), potasio
(K), magnesio (Mg), sodio (Na), fésforo (P), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn),
molibdeno (Mo), Selenio (Se) y cinc (Zn).

Se construyeron 6 (seis) curvas de calibracién cada una formada por al menos 5 puntos
y un blanco de calibracién considerando las compatibilidades entre los elementos dados
por la Norma EPA. Se utilizaron las siguientes curvas de calibracion: 1) Se, Zny Mn; 1l) Fe,
Cu; lll) Mo; IV) Na, Cay K; V) Mgy por ultimo VI) P. La secuencia de medidas contemplé
la medicidon de las curvas de calibracién y posteriormente los siguientes controles:
blanco de calibracion inicial, verificacion inicial de la calibracion, asi como la verificacion
del punto mas bajo y un punto medio de la curva de calibracién antes de proceder con
las medidas de las muestras. Posteriormente y cada 10 (diez) muestras se hizo una
verificaciéon de validez de la curva de calibracidn mediante un control de curva de
calibraciéon y un blanco control de calibracidn. Los valores se expresaron en mg del

elemento por kilogramo de harina seca.

2.8. Determinacion de acidos grasos de amaranto y quinoa

Obtencidn de la fase grasa. Para la extraccion de la materia grasa de la muestra se utilizé
el método de Folch. Se pesé en un tubo Falcon una cantidad adecuada de muestra como
para obtener 1 g de lipidos. A la muestra se le agregaron 10 mL de mezcla cloroformo:
metanol en relacion 2:1 (grado HPLC). Luego se lo llevé a heladera (4°C) toda la noche,
con el fin de lograr una buena extraccion. Posteriormente se filtrd, y al filtrado se le
adiciond 2 mL de H,0 mili Q y se centrifugd 5 min a 620 g (Rolco, Argentina). Se separd
la fase organica y la misma se llevd a un rotavapor (Bichi Labortechnik AG, Postfach, CH-
9230, Flawil, Suiza) con el fin de eliminar el solvente, quedando solamente los lipidos.
Derivatizacion y metilacion. Se transvasaron los lipidos obtenidos a un tubo Hach y se
les adicioné 2 mL de una solucion de HCl en metanol (5% v/v, con una pizca de sulfato
de sodio como deshidratante) a fin de homogeneizar la muestra en el solvente se tapé
y agité vigorosamente, posteriormente se los colocé en un bafio con agua hirviendo por
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10 min. Después se enfrid y se agregd 1 mL de agua destilada milli-Qy 0,5 mL de hexano.
Los tubos se taparon, se agitaron y se centrifugaron por 15 min a 1333 g (Rolco,
Argentina) hasta que ambas capas quedaron transparentes. Se tomé la capa superior
con los ésteres metilicos disueltos en hexano y se filtré (0,45 um).

Separacion e identificacion de los acidos grasos. Finalmente, los ésteres metilicos (1 pL)
se inyectaron en un cromatégrafo de gases Agilent Technologies 7890A (Agilent
Technologies; Santa Clara, CA, EEUU) con detectores de ionizacién de llama. Se utilizé
una columna capilar DB 23 (30 m, 250 um d.i., 0,25 mm) marca Supelco. El modo dividido
fue 50: 1y el programa de temperatura del horno fue: isoterma 1 min a 50°C, de 50 a
175°C a 25°C/min, de 175 a 230°C a 4°C/min, isoterma a 230°C durante 15 min. Caudal
(helio): 0,4763 mL/min. Las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron a
250 y 280°C, respectivamente. Los acidos grasos se identificaron al comparar con los
tiempos de retencién de los estandares de los esteres metilicos de acidos grasos Supelco
37-Component FAME Mix (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Se analiz6 el area de los diferentes
picos utilizando el software PeakFit (version 4.12 para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL,
EE. UU.). Las determinaciones se analizaron por duplicado y se expresaron como g del

acido graso cada 100 g de lipidos.

2.9. Determinacién de compuestos antioxidantes de amaranto y quinoa

2.9.1. Obtencién de extractos de polifenoles y antioxidantes

Los compuestos antioxidantes se extrajeron modificando la técnica de Avallone y col.
(1997). Se mezclaron 0,7 g de harina con 10 mL de acetona, se agitaron 15 min y se
centrifugd 15 min a 1333 g (Rolco, Argentina), obteniendo el sobrenadante 1 (S1). A la
fraccion insoluble anterior, se le adicioné 10 mL de una mezcla acetona:agua (70:30), se
agito 15 min y centrifugd 15 min a 1333 g, obteniéndose el sobrenadante 2 (S2). El paso
anterior se repitié una vez mas, obteniendo el sobrenandante 3 (S3). Los sobrenadantes
se combinaron (S14S2+S3) y a la mezcla se le agregé 15mL de cloroformo,
posteriormente se centrifugd 10 min a 853 g empleando una centrifuga (Rolco,
Argentina), para luego almacenarlos durante toda la noche a 4°C en reposo, a fin de

facilitar la extraccidn. Se recogio la fase acuosa (superior), la acetona residual se evapord
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en rotavapor (Buchi Labortechnik AG, Postfach, CH-9230, Flawil, Suiza) y se diluyé con
agua destilada en matraz aforado hasta 25 mL. Sobre esta solucidn se determinaron el

contenido de polifenoles y la actividad antioxidante.

2.9.2. Determinacién del contenido de polifenoles solubles

El contenido total de compuestos fendlicos solubles se determiné colorimétricamente
por el método de Folin-Ciocalteu modificado por Asamiy col. (2003). A 50 pL del extracto
descrito anteriormente (2.9.1.) se le agregd 750 pL H,0 destiladay 50 pL de reactivo de
Folin-Ciocalteu, se esperd 3 min y se incorporé 150 plL de una soluciéon de Na,;COs 20%
p/v preparada en una solucion de NaOH 0,1N y se esperaron 120 min para que se
complete la reaccién. Se midié la absorbancia a 760 nm utilizando acido gélico como
patrén en un espectrofotémetro Shimadzu UV-Mini 1240 (Shimadzu Corporation, Kioto,
Japon). La concentracion de polifenoles se expresé en mg de equivalentes de acido
galico (GAE) cada 100 g de harina en base seca (GAE/100g b.s.). Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

2.9.3. Actividad antioxidante mediante los métodos de FRAP y DPPH

Método FRAP

El ensayo del poder antioxidante reductor de iones férricos (FRAP) se determiné de
acuerdo con Benzie y Strain (1999). Se mezclé 900 uL de reactivo FRAP fresco con 100
uL el extracto antioxidante (2.9.1.) y se midid la absorbancia a 593 nm luego de 60 min
de reaccion. Se utilizé una curva de calibracién que contenia diferentes concentraciones
(0-99 pg/mL; r2 = 0,999) de Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico). Los valores de FRAP se presentan como pg de Trolox por gramo de harina

en base seca. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Método DPPH

Este método es un método rdpido, simple y ampliamente utilizado para medir la
capacidad de los compuestos para actuar como captadores de radicales libres o

donantes de hidrégeno, y para evaluar la actividad antioxidante de los alimentos
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(Kedare y Singh, 2011). Esta determinacion se realizé siguiendo la metodologia de
acuerdo con Hasperué y col. (2016). Se mezclaron volimenes iguales del extracto
obtenido anteriormente (2.9.1.) con el reactivo DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo), se
dejo reaccionar por 90 min en oscuridad y se determind la absorbancia a 515 nm. La
concentracion de la muestra que causdé una disminucién en la concentracidn inicial de
DPPH a un nivel del 50% se define como la concentracion efectiva media maxima (CEsp),
y el parametro utilizado para calcular la capacidad antioxidante de la muestra fue CEsp™.

Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.10. Propiedades estructurales de las harinas de amaranto y quinoa.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se realizaron los espectros FTIR de las harinas de amaranto y quinoa tanto germinadas
como sin germinar. Se colocd la muestra finamente molida en el portamuestras de un
espectrometro ATR-FTIR Thermo Nicolet iS10 (Thermo Scientific, MA, EE. UU.). Se
tomaron 32 barridos con una resolucién espectral de 4 cm~?! en el rango 4000-500 cm™
1 utilizando el software OMNIC (versién 8.3, Thermo Scientific, MA, EE. UU.). Se
realizaron 5 espectros de cada muestra.

La asignacion de las bandas en funcidn al modo en que vibran los grupos funcionales
especificos se realizd mediante comparacion con datos espectrales de la literatura, asi
como con espectros de compuestos de referencia incluidos en la biblioteca espectral del
software. Se utilizaron espectros de la segunda derivada invertida para estimar el
numero y la posiciéon de los elementos individuales que componen la banda Amida |
(1580-1710 cm™1) y las bandas entre 995 y 1150 cm™ ! correspondientes a la estructura
del almiddn. Esta informacidn se tuvo en cuenta para ajustar las bandas de la Amida | en
los espectros de proteinas con los perfiles de banda Gaussiana * Lorennziana y en el
almiddén se ajustd con los perfiles de banda Gaussiana, utilizando el software PeakFit
(versién 4.12 para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). La asignacién de las
estructuras proteicas secundarias a las principales frecuencias de Amida | se realizd

segln Gerbino y col (2011).
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2.11 Propiedades térmicas de las harinas de amaranto y quinoa.

2.11.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de las harinas de amaranto y quinoa se determinaron sobre
suspensiones acuosas de las mismas (40% p/v) mediante calorimetria diferencial de
barrido, utilizando un equipo Q100 (TA Instruments, EEUU). Se utiliz6 el método de
Menegassiy col. (2011) con algunas modificaciones. La suspensién (10 mg) se colocé en
capsulas de aluminio que se cerraron herméticamente y se sometieron a un ciclo de
calentamiento desde 10°C hasta 140°C a 10°C/min. La gelatinizacién del almiddn y la
desnaturalizacion de las proteinas se caracterizé evaluando las siguientes temperaturas
para cada pico: inicio (To), pico (Tp) y final (Tf). La variacién de entalpia asociada a cada
proceso endotérmico (AH) se determind entre Toy Tr. Las determinaciones se analizaron

por duplicado.
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Figura 2.1. Termograma DSC tipico de suspensidn de harina de trigo.

2.11.2. Viscoamilografia rapida (RVA)
Para determinar las propiedades de viscosidad durante la coccién y enfriamiento de
suspensiones de las diferentes harinas se empled un viscoamilégrafo rapido RVA 4500

(Perten Instruments, Australia) seguiin el método AACC 76-21.01 (2000).

56



Las mezclas estudiadas fueron las siguientes: harina de trigo, harina de amaranto sin
germinar (A), harina de amaranto germinada a 30°C durante 18 h (A1s); harina de quinoa
blanca sin germinar (QB), harina de quinoa blanca germinada a 20° C durante 48h (QBas),
harina de quinoa roja sin germinar (QR) y harina de quinoa roja germinada 24h (QR24).
Se pesaron 3,50 g de sélidos y se agregaron 25,0 £ 0,1 mL de agua destilada (el peso de
la muestra). Cabe aclarar que la cantidad de agua que se agregd fue corregida en base a
una humedad del 14%. La suspensidn se coloco en el RVA, se agité vigorosamente hacia
arriba y abajo durante 10 s con el fin de homogeneizar (960 rpm). Luego se termostatizé
la suspension a 50°C durante 1 min agitando. El ensayo continué con un calentamiento
desde 50°C hasta 95°C a una velocidad de 12,16°C/min. Se mantiene a 95°C durante 2,5
min. Finalizado este tiempo, comienza a disminuir la temperatura a 50°C en 3,8 min
manteniéndose a esta temperatura durante 1 min.

En la Figura 2.2 se muestra un perfil de viscosidad tipico y los diferentes pardmetros

obtenidos:
Viscosidad Perfil de temperatura Temperatura
Viscosidad final
N . s o s i L A_o95°C
VISE?SIdad de Asentamiento 2 -
,/pico | _l_ %

1

Estabilidad

\sentamiento 1

/ Lo se
Temperatura de Vi‘SC?Sidad
empaste minima
Tiempo de Tiempo
empaste

Figura 2.2. Perfil viscoamilografico tipico de almiddn de trigo y parametros calculados a
partir del mismo. Adaptado de Dengate, 1984.

Se obtuvieron los siguientes pardmetros:
o Tiempo de empaste: tiempo al cual comienza el aumento de la viscosidad.

o Tiempo de aparicién del pico (ty): tiempo en que aparece el pico de viscosidad
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maxima a 95°C expresado en minutos.

e Viscosidad de pico (VP): maxima viscosidad obtenida durante el calentamiento hasta
95°C, relacionada con la capacidad de la muestra para ligar agua. Expresado en
centipoise (cP).

e Viscosidad minima (VM): viscosidad de la pasta caliente, medida durante el
mantenimiento de la temperatura en 95°C, y cuyo valor depende de la habilidad de Ia
muestra para resistir el calentamiento y el esfuerzo de cizalla. Expresado en cP.

o Viscosidad final (VF): relacionada con la habilidad de la muestra para formar una
pasta viscosa o gel después de la coccién y el enfriamiento. Expresado en cP.

o Estabilidad (BD; breakdown): diferencia entre VP y VM, relacionada con la habilidad
de la suspensién para resistir el calentamiento y el esfuerzo de cizalla. Expresado en cP.
e Asentamiento 1 (SB-1, setback 1): diferencia entre VF y VM. Expresado en cP.

e Asentamiento 2 (SB-2, setback 2): diferencia entre VF y VP. Al enfriar la muestra
ocurre una asociacion de las moléculas de almidén formandose un gel por lo que esta
zona de la curva se relaciona con la tendencia a retrogradar de la pasta. Expresado en

cP.

2.12. Capacidad de retencién de solventes (CRS)

La cantidad y calidad de los distintos componentes de las harinas determinan su
desempefiio o su adecuacién para diferentes usos. Particularmente, esto es asi en el caso
de las proteinas, los pentosanos y el almidén dafiado. En el ensayo de capacidad de
retencion de solventes (CRS) se ponen en evidencia cada uno de estos componentes al
interaccionar de manera distinta cuando son enfrentados con soluciones de diferentes
solutos.

Los solventes empleados fueron agua destilada, solucién de sacarosa 50% p/p, solucién
de carbonato de sodio 5% p/p y solucion de acido lactico 5% p/p. A excepcién del agua,
la cual interactia de manera global con todos los componentes de la harina, cada
solvente interactla de manera distinta con las diferentes fracciones mencionadas.
Generalmente se asocia a la capacidad de retencién de la sacarosa con las caracteristicas
de los pentosanos, a la del carbonato de sodio con el almidén dafiado, y a la del acido

lactico con las caracteristicas de las gluteninas (AACC International, 2000). El valor de la
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SRC se obtuvo como el porcentaje de solvente retenido en base a la harina ensayada
con una humedad del 14%. Las capacidades de retencién de agua (CRA), sacarosa (50%,
p/p) (CRS), carbonato de sodio (5%, p/p) (CRC) y acido lactico (5%, p/p) (CRAcL) fueron
evaluadas para cada muestra por duplicado. Brevemente, el método consistié en
mezclar 5 g de harina con 25 ml de solvente en tubos de centrifuga de base cénica de
50 ml, empleando un tubo diferente por cada solvente. Estas mezclas se agitaron
vigorosamente cada 5 min para favorecer la solvatacién y el hinchamiento durante un
tiempo total de contacto solvente-muestra de 20 min. Luego, los tubos fueron
centrifugados (1000xg; 15 min) y el sobrenadante se descartd. La cantidad de solvente
retenido por cada muestra fue determinada por pesada (peso del gel). Los valores de

capacidad de retencion de solvente se calcularon entonces segun la Ecuacién 2.10.

%CRS = (M - 1) x ( 86 )x 100 Ec. 2.10.

peso hari 100—humeda de la har

[1.3. Métodos: Masas Panarias

3.1. Disefio experimental

El objetivo de capitulo de analisis de masas fue evaluar la posible interaccion entre los
componentes de las harinas de pseudocereales germinadas durante el tiempo dptimo y
sin germinar, tanto de amaranto como de quinoa, con la harina de trigo y su influencia
sobre la calidad tecnoldgica de la masa. Para ello se utilizé un disefio bifactorial, en
donde se realizaron mezclas con 0 (C, solamente trigo), 5, 15 y 25% de adicion de las
diferentes harinas de amaranto y quinoa a la harina de trigo.

Amaranto. En total se estudiaron 6 formulaciones: tres mezclas con adicién de la harina
de semillas de amaranto sin germinar al 5 (A5), 15 (A15) y 25% (A25) y tres muestras con
las harinas obtenidas a partir de semillas germinadas de amaranto denominadas AG5
(5%), AG15 (15%) y AG25 (25%).

Quinoa. Se estudiaron también 6 formulaciones con quinoa blanca: tres con adicion de
la harina de quinoa blanca sin germinar al 5 (QB5), 15 (QB15) y 25% (QB25); y tres
mezclas obtenidas a partir de harina de semillas de quinoa blanca germinadas

denominadas QBGS5 (5%), QBG15 (15%) y QBG25 (25%).
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Se prepararon también 6 formulaciones con quinoa roja: tres con adicién de la harina
de quinoa roja sin germinar al 5 (QR5), 15 (QR15) y 25% (QR25); y tres con las harinas
germinadas denominadas QRG5 (5%), QRG15 (15%) y QRG25 (25%).

3.2. Calidad panadera de las mezclas

3.2.1. Ensayos farinograficos

Los ensayos fueron llevados a cabo en un farindgrafo de Brabender (Brabender,
Duigsburg, Alemania) con amasadora de 300 g de acuerdo al método AACC (2000). La
determinacién se realizé para la formulacidn de harina de trigo y para las mezclas con
adicién de harinas de pseudocereales sin germinar: A5, A15, A25, QB5, QB15, QB25,
QRS5, QR15 y QR25 como se describié en la seccidon 3.1., con agregado de 1,5 g de cloruro
de sodio cada 100 g de harina de trigo. El equipo registra la fuerza realizada a velocidad
constante por las paletas durante el mezclado de la harina o mezcla de harinas con el
agua adicionada; la cantidad de agua es la cantidad de agua necesaria para alcanzar las
500 unidades Brabender (UB) y corresponde a la absorcion de agua farinografica y se
expresa como mililitros de agua cada 100 gramos de sdlidos. La Figura 2.3 muestra un

farinograma tipico de harina de trigo.
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Figura 2.3. Farinograma tipico de una masa de harina de trigo.
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A partir de esta curva se pudieron calcular los siguientes pardmetros relacionados con
la aptitud para la formacién de masa:

e Tiempo de desarrollo (td): tiempo que transcurre desde el comienzo del
agregado de agua hasta la consistencia maxima (segundo pico). Se expresa en
minutos.

e Estabilidad (Es): tiempo que transcurre desde que la parte superior de la curva
alcanza los 500 UB hasta que el punto cae por debajo de ese valor. Se expresa en
minutos.

o Aflojamiento (Af): expresa la caida en la consistencia de la masa, se determina
como la diferencia en UB entre la maxima consistencia (segundo pico) y la que

se obtiene 12 minutos después.

Cabe aclarar que los ensayos farinograficos no se realizaron sobre las mezclas de
pseudocereales germinados (amaranto, quinoa blanca y roja) con trigo debido a que
otros autores no encontraron diferencias significativas en los parametros alveograficos
(Abs y tiempo de desarrollo) en mezclas sin germinar y germinada empleando un

reemplazo del 20% de quinoa (Sudrez-Estrella y col., 2020).

3.3. Elaboracién de masa

Las formulaciones empleadas fueron las mencionadas segun el disefio descripto en la
seccion 3.1, alas cuales se les agregd NaCl (1,5% en base harina de trigo) y agua destilada
fria segun la absorcién farinogréafica. Los ingredientes sélidos se mezclaron primero
durante un minuto en una amasadora planetaria (KitchenAid Heavy Duty, EEUU), luego
se agregd el agua y se amasd durante el tiempo de desarrollo (obtenidos de la seccidon
3.2.1.). El primer minuto se amasé a 50 rpm vy el resto del tiempo a 90 rpm hasta
completar el tiempo de desarrollo. La masa obtenida se la laminéd manualmente 4 veces
(girando la masa 90° antes de cada pasada) con el objeto de alinear los filamentos de
gluten para asi aumentar la fuerza de la masa. Una vez laminada, se la dejo reposar a
temperatura ambiente durante 15 min tapada con film para evitar la deshidratacion

superficial. Una vez terminado el periodo de reposo, se estird (1 cm de espesor) y se
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cortaron piezas con un cortante cilindrico de 3 cm de didmetro para emplearlas en

estudios posteriores. Todas las masas se hicieron por duplicado.

3.4. Contenido de gluten

El contenido de gluten de las diferentes formulaciones se determiné segun el método
AACC 38-12 (2000) modificado. Se partié de la masa formada en la amasadora como se
describié en la seccién 3.3 y se empled el Glutomatic (Glutomatic 2200, Perten
Instruments, Suecia) para el lavado de la masa. Esta modificacion surge como
consecuencia de que los tiempos necesarios para la formacidon de la masa obtenidos a
través del farinograma en general son mayores al tiempo maximo que permite amasar
el equipo. Una porcién de masa (equivalente a colocar 10 g de harina) se colocé en el
Glutomatic, se amasé durante 1 min y se lavé durante 5 min empleando una malla
metalica de 80 um de poro. El gluten obtenido se centrifugd empleando una centrifuga
2015 (Perten Instruments, Suecia) a 6000 rpm durante 1 min. Se registré el peso del
gluten humedo total (m1). Se calculé la cantidad de gluten himedo (GH) cada 100 g de
harina, referido a una harina de 14% de humedad. Finalmente, el gluten se secé en
condiciones estandarizadas a 150°C durante 5 min en el Glutork (Perten Instruments,
Suecia) y se pesé luego de alcanzar temperatura ambiente. Se calculd el porcentaje de

gluten seco (GS).

GH (%) = (=) * 100 * [(100 — 14)/(100 — H)] Ec. 2.11.

GS (%) = (=) * 100 * [(100 — 14)/(100 — H)] Ec. 2.12.
donde:
m1 = masa de gluten himedo (g)
m2 = masa del gluten seco (g)

m = cantidad de masa pesada (g)

H = humedad de la harina (%)

Se calculé ademas la relacion gluten himedo/gluten seco (GH/GS).
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3.5. Propiedades de hidratacion de las masas

Se determind la humedad de las masas, la cual esta relacionada con la cantidad de agua
en la muestra, y la actividad acuosa que lo estd con la disponibilidad de agua y la vida
util. También se midié el pH de las masas vinculado con la concentracién de protones

del medio.

3.5.1. Humedad

Una porcion de masa se estird sobre la superficie de la placa de Petri formando una fina
ldmina con el fin de lograr una mayor superficie de evaporacién. Se determiné el

contenido de agua segun se describid en la seccién 2.4.1.

3.5.2. Actividad acuosa

La actividad acuosa (aw) se determiné como se describio en la seccidén 2.5., en este caso
se colocd una cantidad de masa tal que no superara la mitad del contenedor que se
coloca en el equipo. Este ensayo se realizd por triplicado empleando una solucién de

sulfato de potasio saturada como estandar de calibracion.

3.5.3. Evaluacién del pH

Se determind el pH de las masas en ausencia de levadura, empleando un pHmetro
(SevenMulti, Mettler Toledo, EEUU) con un electrodo de punta especialmente disefiado
para sélidos, el cual se introdujo (2 cm) dentro de la masa a 25°C en forma similar a lo
descripto por Miller y col. (1994). Para una buena lectura es importante un buen
contacto entre la masa y el electrodo.

Es importante conocer el pH de la masa debido a que valores entre 4 y 5,5 las levaduras
tienen la maxima formacién de gas. Esta determinacion se realizd por cuatriplicado

sobre la masa fresca.

3.6. Propiedades reoldgicas de las masas

Se realizaron diferentes ensayos para estudiar el comportamiento reolégico de las
masas: ensayos de textura en condiciones de alta deformacién (perfil de textura y

relajacion de la masa) y ensayos de reologia dinamica a bajas deformaciones.
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Equipamiento Textura. Para los ensayos de textura de masas con harina de amaranto se
empled un texturémetro (TA. XT2i, Stable Micro System, Surrey, Reino Unido) utilizando
el programa Texture Expert para Windows (v.1.2) mientras que para las masas con
harina de quinoa se utilizé el texturémetro CT3 Texture Analyzer (Brookfield Engineering
Laboratories, INC. EEUU).

Equipamiento Viscoelasticidad. Para los ensayos de reologia dindmica se usaron un
redmetro oscilatorio de esfuerzo controlado (RS600, Haake Alemania) utilizando el
programa RheoWin data Manager 3.30 para el analisis de las masas de amaranto,
mientras que para las de quinoa se utilizé un redmetro AR-G2 (TA Instruments; New
Castle, DE, EEUU).

Para ambos tipos de equipos, sea cual fuera la técnica reoldgica usada, se usé como
control la masa de harina de trigo, por lo que el cambio de equipamiento no afecté la

credibilidad de los datos experimentales.

3.6.1. Analisis de perfil de textura

Se realizé un analisis de perfil de textura (Texture Profile Analysis, TPA) que consiste en
un ensayo de doble compresion con un tiempo de espera entre ellos (Bourne, 2002). A
cada disco de masa (3 cm x 1 cm) se lo sometié a un ciclo de doble compresiéon
empleando una deformacién del 40% de la altura original con una sonda adecuada y una
celda de 25 kg. Se esperd 5 segundos entre ambos ciclos. La velocidad del ensayo fue de
0,5 mm/s. Se ensayaron 16 discos por cada formulacidn. Se registro la fuerza (expresada
en Newtons) en funcién del tiempo (expresado en segundos) obteniéndose un grafico

como el de la Figura 2.4., del cual se obtuvieron los siguientes pardmetros:

e Dureza o firmeza: fuerza maxima del primer ciclo de compresidn. Se expresa en
unidades de fuerza (N).

e Consistencia: suma de las dreas positivas del primer (Area 1) y segundo (Area 2) pico.
Posee unidades de N*s. (en las masas con amaranto)

e Cohesividad: cociente entre el drea de la segunda compresion (Area 2) y el dreade la
primera compresion (Area 1). Representa la fuerza con la que estan unidas las particulas

en la masa. Es un parametro adimensional.
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e Adhesividad: drea del pico negativo después del primer ciclo de compresién (Area 3),
representa el trabajo necesario para despegar el émbolo de la superficie del alimento.
Se mide en N*s.

e Elasticidad: altura que recupera el alimento durante el tiempo transcurrido entre el
primer ciclo y el segundo. Se calcula como la distancia desde el tope de deformacion del
ciclo 1 hasta el punto de ruptura del ciclo 2.

¢ Resiliencia: cociente del drea entre el maximo y el final del primer pico respecto al
area entre el inicio y el madximo del mismo pico. Es un pardmetro adimensional. (en las

masas con quinoa)
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Dureza
Fracturabilidad
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Figura 2.4. Curva caracteristica de Analisis de Perfil de Textura (TPA)

3.6.2. Ensayo de relajacion

El ensayo de relajacién consiste en deformar el material aplicando una compresién a
deformacién constante (Figura 2.5.A) y registrar la fuerza que opone el material para
mantener dicha deformacion en funcidn del tiempo.

Conceptos tedricos. Al aplicar sobre diversos materiales el ensayo de relajacién, se
observan diferentes comportamientos (Figura 2.5.B): si el material es un sélido eldstico
ideal no experimenta relajacion (Figura 2.5.B.a), si el material posee comportamiento
de un liquido viscoso ideal se relaja instantaneamente (Figura 2.5.B.b). Los materiales

viscoelasticos poseen un comportamiento intermedio entre ambos, se relajan en forma
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gradual y el valor de esfuerzo final (c.) dependerd de qué tipo de comportamiento
predomine. En el caso que predomina el comportamiento sdélido sobre el liquido se
alcanzara un valor de equilibrio positivo (Figura 2.5.B.c); mientras que si predomina el

comportamiento fluido sobre el sélido el esfuerzo final serd cero (Figura 2.5.B.d) (Steffe,

1996).
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Figura 2.5.A) Deformacion en funcidn del tiempo. B) Curvas de relajacion de diferentes
materiales. y,: deformacion aplicada. o,: valor de esfuerzo alcanzado en el equilibrio

(Adaptado de Steffe, 1996).

El comportamiento de los materiales viscoeldsticos se puede representar mediante
diferentes modelos. El comportamiento de fluido ideal obedece la Ley de Newton (Ec.
2.13.), con un pistén trabajando en un cilindro, mientras que el del sélido ideal esta
representado por un resorte y obedece la Ley de Hooke (Ec. 2.14.). El pistdn representa
la disipacién de energia en forma de calor mientras que el resorte representa la energia
almacenada en el material.

oc=n*y Ec. 2.13.
donde:
o: esfuerzo de corte (kPa)
n: coeficiente de viscosidad dindmica (Pa *s)

y: gradiente de velocidad (s)
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o=E*y Ec. 2.14.
donde:
o: esfuerzo (kPa)
E: modulo elastico (kPa)

y: deformacion relativa

Se considera que el material viscoelastico internamente trabaja con diferente
combinacion de resortes y pistones. Los modelos mas sencillos son dos, el modelo de
Maxwell con el resorte y el pistdn en serie (Figura 2.6.a) y el modelo de Kelvin-Voigt con

el resorte y el pistén conectados en paralelo (Figura 2.6.b).
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Figura 2.6. a) Modelo de Maxwell. b) Modelo de Kelvin-Voigt.

El modelo de Maxwell es el que frecuentemente se ha utilizado para interpretar los
datos de las curvas obtenidas en los ensayos de relajacién de fluidos viscoelasticos.
Como los elementos estan en serie, puede suponerse que la deformacién total del
material es igual a la suma de las dos deformaciones:

Y=V resorte T Y piston Ec. 2.15.

Diferenciando la Ec 2.15 respecto del tiempo y usando las definiciones provenientes de

las ecuaciones 2.13 y 2.14 puede obtenerse la ecuacidn general del modelo de Maxwell

y =dy/dt = 1/E (do/dt) + o/n Ec. 2.16.

Reordenando la ecuacién 2.16 obtenemos la siguiente expresién:
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n*y=0+(n/E) (do/dt) = o + Trel (do/dt) Ec. 2.17.

donde:

Trel€s el tiempo de relajacidn definido como la relacién entre el componente viscoso y
el componente elastico (n /E).

Como el ensayo de relajacidon consiste en aplicar una deformacién constante en el
tiempo, yo, entonces y = dy /dt = 0, por lo tanto, la Ec. 2.17 queda igualada a cero de la

siguiente forma:

0 + Trel (do/dt) =0 Ec. 2.18.

integrando la ecuacién 2.17 respecto del tiempo, obtenemos:

o(t) = oo exp (-t/Trel) Ec. 2.19.

donde og es el esfuerzo al inicio de la deformacién, la cual decae exponencialmente en

funcién del tiempo.

El modelo de Maxwell no considera el esfuerzo en el equilibrio. Por esta razén, el
comportamiento viscoeldstico en los alimentos puede ser mejor descripto empleando
el modelo de Maxwell generalizado (Hassan y col., 2005; Rodriguez-Sandoval y col.,
2009), que consiste en varios elementos de Maxwell y un resorte, conectados en
paralelo. El resorte contempla el término del esfuerzo del equilibro. El modelo que mejor
ajusta en las masas contiene dos elementos de Maxwell asociados a un resorte (Figura

2.7.).

68



AAONNOININNNNNNNNNN

M ™

Vo

Figura 2.7. Modelo de Maxwell generalizado aplicado a las masas.

La ecuacién obtenida del modelo de Maxwell generalizado es la siguiente:

o(t) = o1*exp (-t / T1) +o2*exp (-t / T2) + 03 Ec. 2.20.

Donde o(t) representa el esfuerzo medido durante el ensayo de relajacién, t representa
el tiempo. El tiempo de relajacién (Ti) estd definido como la relacidn entre la viscosidad

y el médulo eléstico (Ti=ni/ Ei).

El médulo elastico (Ei) es definido como la relacidn entre el esfuerzo y la constante de
deformacién (Ei = oi/€0). Donde g0 es una tensién constante calculada como el cociente

de la deformacion a la altura inicial de la muestra.

Ensayos experimentales y modelado de las curvas. Los discos de masa (n=3) se
sometieron a una compresién de 40% a 0,5 mm/s durante 20 min empleando el
texturometro. El ensayo se realizd a 25°C. Se registré la fuerza en funcién del tiempo.
Para evitar la desecacion de las muestras los bordes fueron cubiertos con vaselina
semisolida. El ensayo se realizé por duplicado para cada formulacién. Se ajustd la curva
de esfuerzo (Fuerza/area) en funcién del tiempo utilizando el modelo de Maxwell
generalizado (Ec. 2.20.) usando OriginProl0 (OriginLab Corporation, MA, EEUU)

obteniéndose la ecuacion 2.21:

o(t) = A1* exp (-t/T1) + A2* exp (-t/T2) + Es*yo Ec. 2.21.
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donde:

Ai: factores pre-exponenciales.

Ti: son los tiempos de relajacion, definidos como la relacién entre el componente viscoso
y elastico (ni/Ei).

Al aplicar este modelo, se obtuvieron los médulos de relajacién elastica (E) y los tiempos
de relajacion (T) para el primer y el segundo término exponencial. El mdédulo E3

corresponde al mdédulo de equilibrio en tiempo infinito.

3.6.3. Ensayo reoldgico dinamico

Los ensayos reoldgicos dindmicos se utilizan ampliamente para estudiar el
comportamiento viscoeldstico en los alimentos en condiciones de no-deformacién. Los
resultados obtenidos a partir de estos test son muy sensibles a la composicidon quimica
y estructura fisica del material estudiado (Steffe, 1996).

La masa se coloca entre un sistema de platos paralelos a temperatura controlada de
24°C, donde el plato inferior se encuentra fijo y el superior oscila horizontalmente a una
frecuencia fija (w). La deformacidn oscilatoria del material en funcién del tiempo esta

dada por la ecuacion 2.22:

Y= Yo sen (wt) Ec. 2.22.
donde:
y= deformacién del material (-)
Yo = amplitud de deformacion (-)
w= velocidad angular (rad/s o Hertz (Hz))

t = tiempo (s)

El gradiente de deformacién periddico se puede evaluar derivando respecto del tiempo

la deformacién planteada en la ecuacion 2.23.:

Sy/6t =y0 *w * cos (wt) Ec.2.23.

Si la amplitud de deformacién que se aplica es pequefia, de forma que nos encontramos
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en el rango de viscoelasticidad lineal, el esfuerzo producido esta dado por la ecuacién
2.24:

o0 =0 * sen (wt + §) Ec. 2.24.

donde:

o = esfuerzo (kPa)

oo = amplitud del esfuerzo (kPa)

6 = angulo de desfasaje que separa al esfuerzo de la deformacion (°)

t = tiempo (s)

Para un material perfectamente eldstico, la onda de deformacidn se encontrara en fase
con el esfuerzo (o) aplicado. Por lo tanto, para un sélido ideal el angulo de desfasaje (6)
entre el esfuerzo aplicado y la deformacién sera de 0°. En cambio, para un material
viscoso ideal, la onda que representa la deformacién oscilatoria se encuentra
exactamente 90° fuera de fase (6 = 90°) con respecto a la correspondiente al esfuerzo
(Steffe,1996).

Los materiales viscoeldsticos presentan un comportamiento intermedio entre el
correspondiente al viscoso ideal y al eldstico ideal, por lo tanto, las funciones
trigonométricas que representan la deformacion y el esfuerzo presentan dngulos de

desfasaje entre 0y 90° (Figura 2.8.).

Tiempo (s)

== Deformacion
= == Esfuerzo
Figura 2.8. Comportamiento dindmico de un material viscoelastico.
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La ecuacién 2.24 también puede escribirse como:

0=Gy+(G"/ w) Ec. 2.25.

Se definen los nuevos pardmetros G’ y G” de la siguiente forma:

G’ = (o0o/ yo) cos & Ec. 2.26.

G” = (o0/ vo) sen 6 Ec.2.27.

donde:

G’ = méddulo de almacenamiento o mddulo elastico (Ec. 2.26) relacionado con la
respuesta del material como un sdlido. Se expresa en kilopascales (kPa).

G” = modulo de pérdida o mddulo viscoso (Ec. 2.27) relacionado con la respuesta del
material como un fluido. Se expresa en kPa.

Otras funciones que describen el comportamiento viscoelastico de la muestra y su
dependencia con la frecuencia son el médulo complejo (Ec. 2.28) y la tangente del

angulo de desfasaje (Ec. 2.29).

* = go/yo = [ (G')2+ (G”)2 ]2 Ec. 2.28.

tan 6 =G"/G’ Ec. 2.29.

El G* da idea de la resistencia general a la deformacién oscilatoria.
La tan & vincula la relacidn entre la energia perdida por la muestra por ciclo (G”) respecto

a la energia almacenada (G’) por ciclo (Steffe, 1996).

En el ensayo de las masas con harina de amaranto se utilizé un sensor de platos paralelos
rugosos, el plato superior moévil (PP35/S) de 35 mm de didmetro y el plato inferior fijo
(D35/S); mientras que en las masas con harina de quinoa se utilizé un sensor liso de 40
mm. Se trabajé a temperatura controlada (24°C) y con un espacio entre los platos (gap)

de 1,5 mm. Se colocd el disco de masa sobre el plato inferior y se acercé el plato superior
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hasta alcanzar el gap seleccionado, se corté suavemente el excedente de masa y luego
se la recubrid con vaselina semisdlida para evitar la deshidratacién superficial de la masa
durante el ensayo. Se esperé el tiempo necesario para que se relaje la masa (15 min)

antes de comenzar con los diferentes ensayos que se describen a continuacion:

Barrido de deformacion

Se realizé un barrido de deformacidn a una frecuencia de 1 Hz entre 0,5 y 200 Pa para
determinar el mdaximo de deformacion (yo) para la muestra en el rango de
viscoelasticidad lineal. Se define como rango de viscoelasticidad lineal de un material a
aquel en el cual las propiedades reolédgicas del mismo no dependen de la magnitud del
esfuerzo aplicado, de la deformacion realizada o de la velocidad de aplicacion de la
deformacion. El ensayo se realizd por triplicado. Se registré el médulo complejo G* en

funcidn del esfuerzo obteniéndose un grafico como el de la Figura 2.9.
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Figura 2.9. Mddulo elastico complejo G* en funciéon de la deformacion aplicada tipico de
una masa de trigo.

El rango de viscoelasticidad lineal en masas generalmente se mantiene hasta

aproximadamente los 10 Pa.
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Barrido de frecuencia

Se realizd un barrido de frecuencia entre 0,005 Hz y 100 Hz (Figura 2.10.) a deformacién
constante dentro de un rango viscoelastico lineal, para el cual, segun la Figura 2.9 se
seleccioné un valor de esfuerzo 1= 5 Pa. Se midieron el mddulo eldstico o de
almacenamiento (G’), el médulo viscoso o de pérdida (G”) y la tangente del angulo de

desfasaje tan 6 = G"/G' en funcidn de la frecuencia (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Barrido de frecuencia: G’, G” y tan & de una masa de trigo en funcién de la
frecuencia de oscilacidn tipico de una masa de trigo.

Las propiedades reolégicas de las masas estdn estrechamente ligadas a la matriz
formada resultante de la interaccidn entre los componentes de los ingredientes durante
el amasado y posterior reposo. Dicha matriz esta formada principalmente por proteinas
y el almiddn y esta estabilizada por diferentes uniones entre los componentes que la
forman, cuya interaccién define la estructura final de la masa. Resulta interesante
conocer cuan estable o laxa es la matriz formada y es por ello que a continuacién se
describe la técnica de relajacién de los protones de la masa por Resonancia Magnética

Nuclear (RMN).

3.7. Movilidad molecular

La movilidad molecular (A) de la masa se analizé mediante ensayos de relajacién usando
RMN Briiker Minispec (Briiker, EEUU) segun Salinas y col. (2015). Se colocé una porcion
de masa en tubos de vidrio (10 mm de didmetro) hasta 3 cm de altura, los tubos se

cerraron para evitar la deshidratacién. Los tiempos de relajacién *H spin-spin (A) se
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midieron usando la secuencia de pulso Carr-Purcell-Meiboom-Gill con un tiempo entre
pulsos de 200 ps. Los nucleos son excitados por unos pocos milisegundos, y cuando el
pulso se detiene, regresan al estado fundamental emitiendo una sefal. El decaimiento
de la Intensidad de sefial del protdn (*H) en funcidn del tiempo (Figura 2.11.) se modelé
con una ecuacidon exponencial de primer orden (Ec. 2.30.) utilizando el programa
Origin2018 (EEUU), obteniéndose los tiempos de relajacidn spin-spin (A) de los nucleos

de hidrégeno presentes en la masa.
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Figura 2.11. Intensidad (1) de sefial del *H en funcion del tiempo.

I(t)=Aexp(-t/A) Ec. 2.30.

Donde | (t) representa la intensidad de la sefial *H (proporcional a la fraccion de agua
movil en la masa), t es el tiempo expresado en ms, A tiempo de relajacién spin-spin (A)
de los nucleos de hidréogeno. Se expresa en milésimas de segundo (ms) y A es la
intensidad de la sefial de los protones en t = 0. Los ensayos (n = 3) se realizaron por

duplicado a temperatura ambiente.

I1.4. Métodos: Panes

4.1. Curvas de fermentacion

Se realizaron las curvas de fermentacion para evaluar el comportamiento de las masas

frente al leudado y determinar el tiempo dptimo de fermentacién de las masas frescas
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previo al ensayo de panificacidon; lo que permitira obtener el mejor volumen y miga de
pan. Las masas para este ensayo se prepararon de igual modo al descripto en inciso 3.3,,
con el agregado de levadura (3 g cada 100 g de sélidos). Una vez formada la masa, se
dejo reposar por 15 min, se laminé (4 pasadas) y se dejo descansar otros 10 min tapada
con film.

Transcurrido ese tiempo, se colocaron bollos de 50 g en una probeta de 500 mL (5 cm
de didmetro) provista de un émbolo movil, las cuales se colocaron a 30°C y humedad
relativa del 70% en una fermentadora (Brito Hnos, Argentina). Se midié el incremento
del volumen en funcién del tiempo, inicialmente cada 10 min y luego cada 30 min
durante 4 h obteniéndose una grafica como se muestra en la Figura 2.12. Las curvas se
ajustaron con el programa Sigmaplot 10.0 empleando el modelo de Chapman de 3
parametros (Ec.2.31.). El tiempo requerido para alcanzar % del incremento maximo de
volumen de masa se definié como el tiempo de fermentacidon, debido a que durante el
inicio del horneado continta leudando la masa hasta que se fija la estructura y hasta

producirse la muerte de las levaduras. Las curvas se realizaron por triplicado.
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Figura 2.12. Curva de fermentacién: cambio de volumen AV de la masa en funcién del
tiempo.
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AV=a*[1-exp(-b*t)]° Ec. 2.31.
donde:
AV = incremento de volumen de masa (mL)
t = tiempo del ensayo (min)
a = Vmax = volumen maximo ocupado por la masa (mL)
b = constante de velocidad de aumento de volumen de masa (min™)
te= tiempo de fermentacién, tiempo que tarda la masa en alcanzar % Vmax (min)

¢ = parametro relacionado con el punto de inflexién y la forma de la curva.

4.2. Protocolo de panificacion

Las masas con levadura se fraccionaron (90 g), se bollaron y se dejaron reposar por 10
min para posteriormente armar las piezas de pan tipo francés en una armadora de pan
(MPZ, Argentina).

Las piezas se llevaron a fermentar en una cdmara de fermentacién a 30°C durante el
tiempo obtenido del ajuste de la curva de fermentacién descripta en la seccién 4.1. La
coccién se efectud durante 13 min (los primeros 8 min fueron con el horno saturado en
vapor de agua, los siguientes 3 minutos se eliminé el vapor y los Ultimos 2 minutos se
encendio el ventilador del horno, de modo de obtener el dorado final) a 200°C en un
horno eléctrico de convecciéon LANIN Il (Panier, Argentina). Una vez terminado el
horneado, se enfriaron los panes a temperatura ambiente durante 90 min para
posteriormente evaluar la calidad panadera del producto obtenido. Los ensayos fueron

realizados por duplicado.

4.3. Evaluacion de la calidad panadera

La calidad panadera de los panes obtenidos se evalud a través diferentes ensayos:
volumen especifico de la pieza, color de corteza, textura y relajacién, humedad,

actividad acuosa y alveolado de la miga.

4.3.1. Volumen especifico de los panes

Se determind el volumen especifico de 4 panes de cada formulacién por desplazamiento

de semillas de colza en un pan-volumendmetro. Se midid el volumen inicial ocupado por
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las semillas, luego se agregd un pan y se leyd el nuevo volumen alcanzado por el
desplazamiento de semillas. La diferencia de volumen entre las semillas + el pan y las
semillas solas es directamente el volumen del pan. El volumen especifico se calculd
como el cociente entre el volumen y la masa de la pieza de pan, ésta ultima medida en

balanza granataria.

4.3.2. Color de la corteza

La determinacion del color de la corteza de los panes se realizd empleando un
colorimetro de superficie Minolta CR 400 Series (Japdn) calibrado con patrones
estandares (Y =93,2,x=0,3133,y=0,3192). Se trabajo en el sistema de medida de color
CIELab (Figura 2.13) (CIE, Comission Internationale de I'Eclairage), que define el color a

partir de las coordenadas L*, a* y b*.

L 100 = Blance

L 0=Negro

Figura 2.13. Espacio de color CIELab.

Las magnitudes L*, a* y b* son adimensionales. L* representa la luminosidad y varia
entre 0 (negro) y 100 (blanco). El corte del eje L* con el plano que forman a* y b* es el
punto acromatico. El valor de a* es una medida de la intensidad de color rojo; en el
desplazamiento sobre el eje a* hacia valores positivos del punto acromatico se observan
los rojos y hacia los valores negativos los verdes. El valor b* es una medida de la
intensidad de color amarillo; en el desplazamiento sobre el eje b* hacia valores positivos
del punto acromatico se observan los amarillos y hacia los valores negativos los azules.
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Para cada formulacién se midieron con tres estimulos luminicos los parametros de color
sobre 16 panes midiendo sobre 3 zonas de cada pan, donde cada medida fue realizada
por duplicado.

A partir de los parametros obtenidos se calculd el indice de pardeamiento (IP) segun las
ecuaciones 2.32 y 2.33, que es una medida de la pureza del color marrén (Buera y col.,
1985). Este pardametro ha demostrado presentar una correlaciéon lineal con la
concentracion de pigmento marrén por lo que ha resultado de utilidad para la
evaluacién de los cambios de color en alimentos que experimentan reacciones de
pardeamiento enzimatico y no enzimatico. En particular, en panificacion ha permitido
observar variaciones en el color del pan debido a modificaciones en las formulaciones

empleadas (Shittu y col. 2007 y 2008; Komleni¢ y col., 2010).

p = 100 (x —0,31) Ec 2.32
- 0,172
donde:
- sE L Ec 2.33.

5645 L*-ta=>~3012 b=

a*: posicion entre verde y rojo
b*: posicidn entre azul y amarillo

L*: luminosidad

4.3.3. Textura de la miga

Para analizar los pardmetros texturales de la miga se realizé un andlisis de perfil de
textura (TPA) sobre la misma. Se ensayaron 4 panes por panificacion, en los cuales, de
la parte media de cada pieza de pan se obtuvieron dos rodajas de 2 cm de espesor y 3
cm de didmetro. Las mismas fueron sometidas a dos ciclos de compresién hasta un 40%
de su altura original.

La velocidad de ensayo fue de 0,5 mm/s. Se utilizé un texturémetro CT3 Texture
Analyzer (Brookfield Engineering Laboratories, INC. EEUU) con una celda de carga de

25kg. Se determinaron: firmeza, cohesividad, resiliencia, elasticidad y adhesividad segun
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se describid en la seccién 3.6.1. (TPA de masas). En las migas a su vez se determiné la
masticabilidad como el producto de la dureza por la cohesividad por la elasticidad. Se
expresa en N.

4.3.4. Relajacion de la miga

El ensayo de relajacion de la miga se realizé sobre rodajas de pan de 1 cm de espesory
3 cm de didametro. La determinacién se realizd en texturometro CT3 Texture Analyzer
(Brookfield Engineering Laboratories, INC. EEUU). Las rodajas se comprimieron a una
velocidad de 0,5 mm/s hasta el 40% de la altura original y la compresién se mantuvo
durante 1 min. La velocidad previa y posterior a la prueba se establecié en 10 mm/s. La
sonda utilizada en la prueba fue TA11 / 1000 (diametro 2,5 cm). Se registroé la fuerza en
funciéon del tiempo y las curvas de relajacién se ajustaron mediante un modelo
exponencial que involucra un elemento de Maxwell generalizado unido a un resorte en

paralelo con la siguiente ecuacion (Xiong y col., 2015):

o (t)= €0 Eo + €0 E1 exp (-t/T) Ec. 2.34.
n=EiT Ec. 2.35.

Donde o (t) es el esfuerzo (Fuerza/érea) en cualquier momento t en la prueba; o es la
compresiéon de deformacidon (40%); Eo y E1 son el mdédulo eldstico de equilibrio y
decaimiento, respectivamente. El tiempo de relajacidén es T cuando o disminuye a 1/e
de su valor inicial. Y n esta asociado a la viscosidad de la miga de pan. Los ensayos se

realizaron a 25°C por duplicado (n=4).

4.3.5. Humedad de la miga

Se determind humedad de las migas desgranadas segun se describié en la seccién 2.4.1.
4.3.6. Actividad acuosa de la miga

Se determind la actividad acuosa de las migas desgranadas (n= 3) como se describié en

la seccién 2.5.
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4.3.7. Alveolado de la miga

El alveolado de la miga se determind mediante el analisis digital de imagenes escaneadas
de las rodajas de pan. Se escanearon 8 rodajas de pan por cada formulacién empleando
un escaner HP 3515; el tamafio de las imagenes obtenidas fue de 10 cm por 10 cm y la
resolucién 600 punto por pulgada (Figura 2.14.A). Para el andlisis de las imagenes se
empled el programa Imagel 1.37v (EEUU). Las imagenes se recortaron de manera tal de
tomar la parte central (Figura 2.14.B) de cada rodaja (15 x 15 mm). Para transformar los
pixeles en cm se calibré escaneando una regla en las mismas condiciones que las rodajas
y se obtuvo que 240 pixeles = 1 cm. Sobre cada imagen cuadrada en color se convirtié a
imagen 8-bit en escalas de grises (Figura 2.14.C) y luego fue binarizada empleando el
algoritmo Isodata y un valor umbral de 157, de modo que los niveles de grises menores
al umbral se convirtieron en negro y los mayores en blanco (Figura 2.14.D). Los alveolos
representan los puntos negros. Se consideré como umbral alveolar 0,005 cm?, los
valores del umbral inferior no se contaron como alvéolos.

Los pardmetros calculados fueron:

SRR
‘.“,. - -‘N‘,f_ 5 . N % au
R W Y e «.n‘\*a RGN \U‘\’\ bl
Figura 2.14. Secuencia de escaneado y transformacién del andlisis de imagenes de las migas
para el alveolado. A) imagen original del escaneo de la rodaja; B) imagen del centro de la
rodaja; C) imagen transformada a escala de grises; D) imagen binarizada.

e Numero total de alveolos por unidad de area. Se expresa en (1/cm?) y da idea de la
densidad alveolar.

e Area ocupada por alveolos: es la suma de las dreas ocupadas por cada alveolo
dividido el drea total del campo donde se efectud la medicién. Corresponde a la fraccion
de aire de la miga. Se expresa en porcentaje (%).

e Circularidad: es una medida de la “regularidad” de la forma de los alveolos, el valor
maximo es 1 y corresponde a un circulo perfecto, al disminuir el valor de circularidad

significa que el alveolo se asemeja mas a una elipse.
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4.4. Evaluacion de la vida uatil de los panes

Los panes se envolvieron individualmente en film y se envasaron en bolsas de polietileno
y almacenarondurante 1, 3,5y 7 diasa 20 (x0,1)°C. El envejecimiento del pan se analizé
através de medidas de humedad, actividad acuosa, perfil de textura de miga y relajacion

de la miga.

4.4.1. Humedad de la miga

Se procedid segun se explicd en la seccién 2.4.1.

4.4.2. Actividad acuosa de la miga

Se procedid segun se explicd en la seccién 2.5.

4.4.3. Analisis de perfil de textura de la miga

Se procedid segun se explicd en la seccién 4.3.3.

4.4.4. Relajacion de la miga

Se procedid segun se explicd en la seccién 4.3.4.

4.5. Evaluacién sensorial de los panes

Debido a que el nUmero de formulaciones es elevado se seleccionaron los mejores panes
obtenidos desde el punto de vista nutricional y tecnoldgico. Para lo cual se realizaron
tres analisis de aceptabilidad sensorial diferentes: i) panes de trigo con 25% de adicion
de amaranto sin germinar (A25) y germinado (AG25); ii) panes con trigo y quinoa blanca
sin germinar (QB25) y germinada (QBG25); iii) panes con trigo y quinoa roja sin germinar
(QR25) y germinada (QRG25).

Para ello se empled un panel sensorial no entrenado de 35 personas. A los evaluadores
se les presenté dos rodajas de pan junto con una planilla con las muestras codificadas
con un numero de tres cifras en la que tenian que evaluar mediante una escala heddnica
de nueve puntos, diferentes atributos: 1- Apariencia; 2- Textura; 3- Sabor; 4- Color; 5-
Aceptabilidad general. Ademas, se les solicitd que indicaran con qué frecuencia

consumen pan, pudiendo responder: 1- Diariamente, 2- Semanalmente o 3-
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Mensualmente. También se le pidid que indicaran qué tipo de pan consumen, las
opciones eran: 1- Con sal, 2- Sin sal, 3- Integral, 4- Otros. La finalidad fue obtener
informacidn acerca del conocimiento/consumo de pan por parte del consumidor.

Debido al distanciamiento Social, Preventivo y Obligatorio (DISPO), las muestras fueron
presentadas en una bandeja de manera aleatoria, cerradas al vacio en condiciones
higiénico-sanitarias Optimas y entregadas mediante el sistema “delivery” con

indicaciones precisas de la forma de evaluacion del producto.

4.6. Composicidn porcentual de los panes
Se determind el contenido de cenizas, proteinas, humedad, lipidos fibra dietaria total e
hidratos de carbono diferente de fibra por diferencia de los panes segun lo descripto en

la seccion 2.4.

4.7. Determinacion de los compuestos antioxidantes de los panes

Se determiné el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante total de

los panes segun lo descripto en la seccion 2.9.

4.8. Evaluacion de la actividad antitumoral de los panes

Por ultimo, se evalué empleando el método de digestién in vitro la actividad antitumoral
en una linea celular humana de cancer de colon (HCT-116) de los productos resultante
de la digestién. Con el fin de poder evaluar el potencial efecto benefico de los panes

sobre la salud.

Digestion in vitro. Se procedid a la digestidn de los panes segun Minekus y col. (2014)
con ligeras modificaciones. El modelo implica tres etapas que simulan el proceso de
digestion: en boca, estdmago e intestino delgado. Para simular las condiciones
gastrointestinales se prepararon 3 soluciones de trabajo: solucién de fluido salival (SSF,
pH=7,00), solucién de fluido gastrico (SGF, pH=3) y solucidn de fluido intestinal (SIF,

pH=7,00). El detalle de las soluciones se muestra en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Soluciones utilizadas durante la digestién in vitro.

SSF (pH=7,00) SGF (pH=3,00) SIF (pH=7,00)
(mM) (mM) (mM)

KCl 15,1 6,9 6,8
KH,PO, 3,7 0,9 0,8
NaHCO3 13,7 25 85

NacCl - 47,2 38,4
MgCl2(H20)6 0,15 0,1 0,33
(NH4)2C0O3 0,06 0,5 -
CaClz(H20):2 * 1,5 0,15 0,6

HCI 1,1 15,6 8,4

*El CaCly se incorporo durante la digestion directamente en la mezcla de reaccidn para evitar
precipitacion de iones. Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico.

El pan, previamente congelado, se molié en un molinillo de café con el fin de simular el
proceso de masticacién. De cada formulacién se pesé 1,0000 g de muestra en un tubo
de vidrio y se agregd 1,0 mL de SSF con a-amilasa (150 U/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EEUU) y 5 pL de la solucién de CaCl; (0,3 M). Cada tubo se incubd durante 2 min a
37°Cy 750 rpm en termomixer (DLAB, Riverside, EE UU). Luego, se agregaron 2 mL de la
solucién gastrica SGF con pepsina (4000 U/mL) (Sigma-Aldrich), quedando una
concentracion final de la enzima en el tubo de reaccion fue de 2000 U/mL. Se ajusté el
pH 3,00 con HCI (1 M), para luego adicionar 2 puL de CaCl2 (0,15 M). Los tubos se
incubaron durante 2 ha 37°Cy 750 rpm.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se agregaron 4 mL de SIF con bilis (20 mM) (Sigma-
Aldrich) y pancreatina porcina (200 U/mL) (Sigma-Aldrich); la actividad final de
pancreatina en la mezcla de reaccidn fue de 100 U/mL. Se agregaron 8 uL de CaCl; (0,3
M). La muestra se dejé digerir durante 2 h a 37°C con agitacién constante. Finalmente,
se procedid a detener la digestion colocando las muestras en hielo y centrifugandolas a
10 min a 2655 g empleando una centrifuga (Rolco, Argentina) para separar la fraccion
soluble (bioaccesible) de la insoluble.

Sobre la fase soluble se realizé las siguientes determinaciones:
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Actividad antitumoral. Se estudio la inhibicidn de la viabilidad celular de los productos
resultante de la digestién in vitro en células derivadas de cancer humano de colon HCT-
116.

La linea celular HCT-116, derivada de cancer humano de colon, se incubd en medio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 10 % de suero
fetal bovino inactivado por calor, 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37°C en atmdsfera himeda conteniendo 5
% CO;.

Determinacidn de la viabilidad celular. Método MTT.

La citotoxicidad de los productos de digestion fue evaluado a través del método MTT
gue mide la reduccidén de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
(MTT) por la enzima succinato deshidrogenasa de las mitocondrias obteniéndose una
sal de formazan color violeta oscuro en células metabdlicamente activas. Esta técnica
permite evaluar de manera directa la viabilidad celular y de manera indirecta la
proliferacion celular.

Tras la incubacién durante la noche, las células HCT-116 se trataron con diferentes
concentraciones del extracto acuoso liofilizado (0 a 1 mg/mL) obtenido de la digestién
durante 24 h. El extracto liofilizado se disolvié directamente en el medio de cultivo
celular. Después de la incubacién, se afiadid6 MTT a cada pocillo, y las células se
incubaron durante 2 hs a 37°C. Luego se descarté la solucion de MTT vy se afiadio
dimetilsulféxido (DMSO) a cada pocillo para disolver la sal de formazan. El nivel del
derivado de formazan coloreado se analizé en un lector de microplacas a una longitud

de onda de 590 nm (Mosmann, 1983).

Anidlisis estadistico
Los andlisis de varianza monofactorial (ANOVA) o bifactoriales y comparaciones de
medias (test de LSD y test de Duncan) se realizaron con el software InfoStat software (Di

Rienzo y col, 2012) con niveles de significancia de 5%.
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[1l.LA.1. Germinacién de semillas de Amaranto
La Figura 3.1 muestra una imagen de las semillas germinadas de Amaranthus caudatus.

Ademas, arriba a la derecha se puede observar la imagen de una semilla germinada

ampliada.

-5 £ o Y 'y A - N - &= -~ g%

Figura 3.1. Semillas de amaranto germinadas. Las flechas sefialan distintos brotes. En la
parte superior derecha se puede observar la imagen ampliada de una semilla germinada.

En la imagen puede observarse que en algunas de las semillas sale un brote de longitud
variable (flechas rojas). El porcentaje de germinacion y la longitud media del brote en
las semillas germinadas se muestran en la Tabla 3.1. Se pudo observar que, a mayor
tiempo de germinacién el porcentaje de semillas germinadas fue mayor y también
presentaron brotes de mayor longitud media. Se probé germinar hasta 48 horas, pero
se observé desarrollo fungico a este tiempo, por lo tanto, no se continué trabajando con

esta muestra.
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Tabla 3.1. Porcentaje de germinacion y longitud media del brote de semillas de amaranto.

Porcentaje de Longitud media
Muestra
germinacion (%) del brote (cm)
AGs 52t2a 0,40+0,04 a
AG2a 73+3b 0,55+0,02b
AGas nd nd

AGisy AGaa: 18 y 24 h de germinacion, respectivamente. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Este comportamiento es esperable debido a que se estimulé la germinacién colocando
las semillas en condiciones favorables de humedad y temperatura para que la planta
comience su desarrollo, por lo tanto, cuanto mayor sea el tiempo de germinacién, mayor
serd el porcentaje de germinacidn y la longitud del brote (Courtis, 2013).

Los brotes adquirieron una tonalidad rosada a la vista, principalmente las semillas
germinadas por 24 h. Esta coloracién ha sido previamente observada en brotes de
semillas de amaranto germinadas a 30°C por Adeniyi y Obatolu (2014), estos autores
han atribuido esa coloracion al pigmento polar denominado amarantina presente en las

semillas de amaranto.

l1l.LA.2. Composicion quimica de las harinas de amaranto

Durante la germinacién los componentes de la semilla van variando dado que la semilla
estd sufriendo modificaciones para convertirse en una planta. La composicidon de las
harinas de amaranto germinado y sin germinar se resume en la Tabla 3.2. La harina
obtenida a partir de semillas de amaranto sin germinar (A) presentdé un 11,1% de
humedad, un 14% de proteinas y un 10% de fibra dietaria total (expresados en base
seca). El hidrato de carbono mayoritario fue el almidén, representando el 64,4% de los

solidos.
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Tabla 3.2. Composicién de harina de semillas de amaranto sin germinar (A) y germinadas

(AG1gy AG24).
Fibra
Harinade | Humedad | Proteinas Cenizas Lipidos
dietaria total
Amaranto (%) (%) (b.s.) (%) (b.s.) (%) (b.s.)
(%) (b.s.)
A 11,1+0,1b | 14,4+0,1a | 2,710,022 | 7,140,144 b 10,5+0,6 a
AGis 8,8+0,0a | 16,0+0,4b | 3,02+0,05b | 5,86 10,07 a 11,4 £+0,2 a
AG24 8,5+0,1a | 15,5+0,1b | 3,11+£0,02b | 591+0,11a 12,4 +0,5a
Carbohidratos disponibles
Fructosa Glucosa Sacarosa Almidon
(%) (b.s.) (%) (b.s.) (%) (b.s.) (%) (b.s.)
A 0,1+0,0a 1,1+0,5a 2,0+10a 64,4+0,9c
AGis 1,3+£0,3b 52+15b 2,2+09a 55,3+3,1b
AGy4 3,5+0,3c¢ 11,1+10c¢c 56+0,7b 44,1+0,2a

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Después de la germinacidn, se observdé un aumento significativo en el contenido de
proteina y cenizas totales y una disminucién en la cantidad de lipidos (Tabla 3.2). Varios
autores encontraron cambios similares a los obtenidos en nuestro laboratorio al
germinar distintas variedades de amaranto (Amaranthus hypochondriacus, A. cruentus,
A. caudatus, A. mantegazzianus, A. rosado y A. quitensis) en condiciones similares a las
empleadas en este trabajo, es decir un incremento en el porcentaje de proteinas y
cenizas totales producto de la germinacién expresados en peso seco. Ademas, el
contenido de lipidos presentd una tendencia similar con el tiempo de germinacién que
en este trabajo (Paredes-Lopez y Mora-Escobedo, 1989; Jimenez y col., 2019; Cornejo y
col., 2019). La disminucién en el contenido de lipidos podria explicarse debido a que
producto de la germinacién, se produce la gluconeogénesis activa cuyo fin es obtener
glucosa a partir de la cual se va a sintetizar sacarosa (fundamental para proporcionar
energia en el crecimiento de las semillas), polisacdridos y otros metabolitos. Estas
moléculas de glucosa podrian entonces obtenerse a partir de acidos grasos mediante el

ciclo del glioxilato (Nelson y Cox, 2005).
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La fibra dietaria total de las harinas de amaranto no cambid significativamente con el
tiempo de germinacién (Tabla 3.2.). Los principales carbohidratos disponibles
encontrados en las harinas de amaranto fueron glucosa, fructosa, sacarosa y
mayoritariamente almidén. Durante el periodo de germinacién aumento el contenido
de fructosa desde 0,11% (A) a 3,5% (b.s.) (AG24) (Tabla 3.2.). Ademds, el contenido de
glucosa aumentd un 10% después de 24 h de germinacion. El contenido de sacarosa
también aumentd (de 2,0 a 5,6% b.s.) mientras que el contenido de almidén disminuyd
significativamente con la germinacién (Tabla 3.2.). Gamel y col. (2005) y Cornejo y col.,
(2019) informaron una reduccion del contenido de almidén en semillas de amaranto
germinadas a 32°C durante 48 y 24 h, respectivamente. Estos resultados obtenidos se
esperaban debido a que las enzimas que degradan los carbohidratos complejos en
azucares simples se activan durante la germinacidn de las semillas, lo que proporciona

los sustratos necesarios a las enzimas para formar la nueva planta (Nelson y col., 2013).

l1I.A.3. Disponibilidad de agua de las harinas de amaranto

La actividad del agua (aw) es una variable importante para evaluar la estabilidad de los
alimentos y la vida util. Los valores inferiores a 0,7 facilitan (desde el punto de vista de
la estabilidad micoldgica) una mayor vida Util de los alimentos a temperatura ambiente
y es por esta razéon que un valor de aw inferior a 0,7 generalmente se asocia "seguro".
Estos valores se utilizan para establecer el punto final de secado que determina el
tiempo asociado con este proceso. La actividad acuosa de las harinas de amaranto se

presenta en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Actividad acuosa de harina de semillas de amaranto sin germinar (A) y
germinadas durante 18 h (AGis) y 24 h (AG2a).

Harina de Amaranto Actividad acuosa
A 0,6064 £ 0,0003 a

AGs 0,7269 £ 0,0020 b

AG2 0,7793 £0,0020 ¢

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05)

La germinacién de las semillas produjo un aumento en la actividad acuosa de las harinas,

siendo mayor a medida que aumento el tiempo de germinacién. Sin embargo, estos
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valores fueron menores a 0,80. Estos resultados sugieren que la probabilidad de
desarrollo de hongos o microorganismos es muy baja, lo que aumenta la vida util de las
harinas.

Aungue la disponibilidad de agua aument, el contenido de agua disminuyé (Tabla 3.2.).
Este efecto se podria atribuir a que durante la germinacién no sélo se produjo un
aumento en el contenido de proteina, sino que podria haber cambiado la calidad de
estas debido a cambios en el perfil aminoacidico y la produccién de péptidos mas
pequefios a partir de las proteinas de reserva de la semilla junto con la hidrdlisis de
almiddén produciendo moléculas mas hidrosolubles aumentando los sitios de interacciéon
y de retencién con el agua (Gamel y col., 2006b, Chauhan y Singh, 2013).

Ademas de la composicién quimica y disponibilidad acuosa, la germinacidn podria haber
afectado la estructura, la calidad y las propiedades tecno-funcionales de las harinas. Es
asi que se ahondd en diferentes estudios que intenten explicar a que se deben los

cambios en la composicion.

lII.LA.4. Caracterizacion de las fracciones de proteinas y contenido de

aminoacidos de las harinas de amaranto.

Los cambios en las fracciones de proteinas (subunidades y polipéptidos) como
consecuencia de la germinacion, se caracterizaron mediante electroforesis SDS-PAGE y
los posibles cambios en la calidad nutricional a través de la determinacion del contenido
de aminodcidos en la proteina.

La Figura 3.2 muestra los perfiles de SDS-PAGE de las proteinas de amaranto extraidas
con diferentes buffers. Una gran cantidad de proteinas de 60—62 kDa y agregados de
alta masa molecular se extrajeron de la harina control con un buffer de pH 8 (AA);
ademas, se observé una banda débil de 43 kDa. La proteina extraida con un agente
desnaturalizante que rompe enlaces no covalentes como SDS, presentd un perfil con
una gran cantidad de bandas de masa molecular mayor a 70 kDa (75 y 97 kDa), y también
tres bandas de 34, 22 y 16 kDa (AB). Se obtuvo una alta cantidad de proteinas de 60, 37,
34,23y 22 kDa con un agente reductor como DTT que rompe enlaces disulfuro S-S (AC).
Este comportamiento sugiere que estas proteinas estaban estabilizando los agregados

de alta masa molecular a través de enlaces S-S. Las proteinas de almacenamiento son
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las proteinas mds abundantes de las semillas de amaranto compuestas por globulinas
(globulina-11S, globulina-p) y glutelinas (Quiroga y col., 2009). La globulina-11S puede
extraerse primero con un buffer neutro de solucién salina (0,5 M), mientras que la
globulina-p puede extraerse posteriormente con agua. Las gluteninas, que
generalmente se agregan, son solubles sélo en soluciones alcalinas o acidas (Quiroga y
col., 2007). Se han definido tres grupos de polipéptidos segin su peso molecular: un
grupo en el rango de 50 a 60 kDa, y los polipéptidos Ay B en los rangos de 31 a 45 kDa
y 16 a 27 kDa, respectivamente (Abugoch y col., 2003). Estos polipéptidos A y B
generalmente estdn vinculados a través de S-S que forman las globulinas de
almacenamiento del tipo 11S (Abugoch y col., 2003). Los polipéptidos en el primer grupo
(50-60 kDa) son mas abundantes en globulina-p y glutelinas que en la globulina-11S.
Como informaron anteriormente Abugoch y col. (2003), la banda de 60 kDa pertenece a
globulina-p, mientras que las de 34-37 kDa juntamente con las bandas de 22—-23 kDa
estaban unidas por enlaces S-S formando agregados de globulina-11S. La Figura 3.2
muestra en las proteinas extraidas a partir de amaranto sin germinar (AA, AB, AC) que
la globulina-p es un mondmero (60 kDa) que forma agregados de masa molecular alta a
través de enlaces S-S, mientras que la globulina-11S es un dimero formado por los
polipéptidos A (34-37 kDa) y B (23 kDa) (AC), también unidos por puentes S-S. La
germinacién aumenté la proporcion de proteinas solubilizadas con el buffer de baja
fuerza idnica (buffer A), las de 68 y 34 kDa y disminuyo la fraccion de 60 kDa (AGisA 'y
AG24A), lo que sugiere que algunas proteinas se estan convirtiendo en otras. Aphalo y
col. (2009) reportaron que la hidrélisis de las proteinas comenzé después de 15 horas
de germinacion a 37°C. Estos autores, al igual que nosotros, encontraron para la fraccion
de globulina una disminucion en la intensidad de las proteinas de 64 y 45 kDa con el
tiempo de germinacién y un aumento en la cantidad de los polipéptidos de 34 y 20 kDa;
la mayoria de los cambios se observaron para la proteina globulina-p.

Al comparar los perfiles con SDS (AB, AG1sB y AG24B), los polipéptidos de 22 y 16 kDa
estuvieron ausentes en las muestras germinadas, y la fraccién de 60 kDa también
disminuyd, lo que sugiere que estas fracciones desaparecen durante la germinacién. Sin
embargo, la proteina de 34 kDa no resulté afectada por el proceso de germinacién. En
los extractos proteicos obtenidos con buffer SDS + DTT (AC, AG1sC y AG24C), no se

observan cambios en la cantidad de agregados de alta masa molecular durante la
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germinacioén. La intensidad de las bandas correspondientes a polipéptidos de 60 y 34
kDa disminuyo ligeramente y las bandas de 43, 37 y 16 kDa desaparecieron después de
24 h de germinacion (AG24C), mientras que la banda de 22 kDa no se modificé. Este
comportamiento sugiere que la hidrdlisis enzimatica se realizé principalmente sobre los
polipéptidos A (37 kDa) de la fraccidn 11S completa, debido a que estas proteinas fueron
extraidas luego del accionar del agente disociante DTT; mientras que los polipéptidos B
(22 kDa) no se hidrolizaron durante la germinacion y, por lo tanto, se pudieron extraer
con el agente DTT.

En resumen, durante la germinacién se modificé principalmente la proteina polimérica
de 60 kDa (AA, AG1sA, AG24A), pero cuando esta proteina se disocié con DTT, quedd una
cierta cantidad intacta a pesar de las 24 h de germinacion. La disociacién de proteinas
de agregados de alta masa molecular liberd polipéptidos de 37 y 16 kDa, que convirtio
a estas proteinas en sustratos para enzimas en el proceso de germinacién. Sin embargo,
la proteina de 22 kDa, después de disociarse de los agregados, no se hidrolizé durante

la germinacién.

kDa LMW AA AB AC AGisA AGisB AGisC AGauA AGuB AG24C

Figura 3.2. SDS-PAGE de proteinas solubles de harinas de Amaranto sin germinar (A) y
germinadas (AGis y AG24). Buffers de extraccion: A (buffer de pH 8), B (buffer de pH 8 + SDS)
y C (buffer de pH 8 + SDS + DTT).
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La proteina presente en las semillas de amaranto es especialmente notable debido a su
excelente equilibrio de aminodcidos esenciales, es decir en aquellos que el cuerpo
humano no puede sintetizar. La Tabla 3.4 muestra el perfil de aminoacidos de la harina
de amaranto Ay de las germinadas (AGis y AG24). Los aminoacidos no-esenciales como
acido glutdmico (Glu) y acido aspartico (Asp), arginina (Arg) y glicina (Gly) y los esenciales
como lisina (Lys), leucina (Leu) y fenilalanina (Phe) fueron los mds abundantes en la
harina sin germinar A. Diferentes autores encontraron una tendencia similar. Gorinstein
y col. (2002) determinaron que la proteina de A. hypochondriacus L. presentd un mayor
contenido de Glu y Gly (no esenciales) y de metionina (Met), isoleucina (lle), Leu y Phe
(aminoacidos esenciales). Mota y col. (2016a) encontraron un alto contenido de Arg,
Asp+Glu, Gly, Leu, Lys y Phe en A. caudatus L.

Al comparar el perfil aminoacidico de las proteinas de amaranto con la proteina de
referencia propuesta por la FAO podemos observar que la cantidad de los aminodacidos
esenciales estd por encima de lo recomendado confirmando la buena calidad nutricional
de la proteina de amaranto.

Después de 18 h de germinacidn, la mayoria de los aminodcidos esenciales aumentaron
con la excepcion de histidina (Hys) y tirosina (Tyr) gue no cambiaron y los aminoacidos
azufrados (Met y Cys) que disminuyeron significativamente (Tabla 3.4.). Sin embargo,
después de 24 h, se observd una disminucién significativa en la cantidad de todos los
aminoacidos, con la excepcion de triptéfano. Gamel y col. (2005) encontraron similar
tendencia en A. caudatus y A. cruentus para Thr, Arg y Tyr. Sin embargo, un incremento
de Asp, Ser y Ala a diferencia nuestra fue encontrado por estos autores. Por otro lado,
el contenido de prolina (Pro) aumentd significativamente después de 24 h de
germinacién. Se cree que la acumulacién de Pro en las plantas desempefia funciones de
adaptacion en la tolerancia al estrés de las plantas (Verbruggen y Hermans, 2008).

La suma de aminodcidos esenciales fue de 48,51; 52,48 y 39,32 g / 100 g de proteina en
las harinas A, AGig y AGys, respectivamente. A pesar de que los porcentajes de
aminoacidos esenciales disminuyeron después de 24 h de germinacion, la composicion
de la proteina de amaranto se aproxima a la de la proteina ideal segun los requisitos de

la FAO para adultos, siendo la Met el aminodcido limitante en AGa.
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Tabla 3.4. Composicién de aminoacidos (g / 100 g de proteinas) presentes en las harinas
de amaranto sin germinar (A) y germinadas (AGisy AG2a).

Proteina de

Aminoacidos A AGss AG24
referencia*
Lisina (Lys) 9,37+£0,21b 10,25+ 0,07 ¢ 7,66 +£0,15a 4,5
Histidina (His) 3,48+0,19b 3,76£0,03b 2,84+0,01a 1,5
Valina (Val) 468+0,01b 5,43+0,00 c 4,06 +0,00 a 3,9
Isoleucina (lle) 4,74+0,02b 5,39+0,05c 3,99+0,07 a 3,0
Leucina (Leu) 8,76 £0,07 b 10,08 £ 0,06 ¢ 7,52+0,02 a 5,9
Treonina (Thr) 5,38+0,01b 5,58 +0,04 c 4,16 +0,02 a 2,3
Metionina (Met) 2,05+0,09 c 1,66+0,00b 1,33+0,01 a 1,6
Cisteina (Cys) 2,78+0,02 c 2,54+0,01b 1,77 +0,03 a 0,6
Met + Cys 4,83 +0,05 4,20 £ 0,00 3,10+ 0,02 2,2
Tirosina (Tyr) 5,25+0,00 b 531+0,01b 3,92+0,08 a -
Fenilalanina
6,52+0,01b 6,97+0,11c 5,08 +0,09 a -
(Phe)
Tyr + Phe 11,77 £ 0,00 12,28 £ 0,05 9,00 £ 0,09 3,8
Triptofano (Trp) 0,75+0,1a 0,82+0,03ab | 0,91+0,02b 0,6
Serina (Ser) 8,72+0,04 c 7,28+ 0,00 b 5,17 +0,02 a -

Acido aspartico
(Asp) y 19,6+1,7b 17,7+0,1b | 14,5+02a ;

Glutamico (Glu)

Prolina (Pro) 7,3t0,2a 9,3+x0,4a 36,5+0,9b -
Glicina (Gly) 10,67 £ 0,04 ¢ 7,32+0,00b 5,10£0,02 a -
Alanina (Ala) 5,62+0,02b 6,44 + 0,03 c 4,91+0,03a -

Arginina (Arg) 12,87+0,10c 11,42+0,06 b 8,30+0,05a -

*Requerimientos aminoacidicos en la nutricion humana - FAO/OMS/UNU (2007). Diferentes
letras en la misma fila indican diferencias significativas (p <0,05).

l1I.LA.5. Contenido de minerales de las harinas de amaranto

La cantidad de minerales presente en las harinas obtenidas a partir de las semillas de
amaranto sin germinar y germinadas pueden observarse en la Tabla 3.5. Los principales
minerales encontrados en las harinas de amaranto sin germinar (A) fueron fosforo (P) y
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potasio (K) alrededor de 6000 mg/Kg. También se encontro alrededor de 3000 mg/Kg de
magnesio (Mg), 2200 mg/kg de calcio (Ca) y 680 mg/Kg de sodio (Na). Ademas, se
detectaron otros minerales como hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn) y cobre (Cu) en
menor cantidad. Mota y col. (2016b) encontraron en harina de amaranto sin ningun
tratamiento valores del mismo orden de magnitud a los de este trabajo. Sin embargo,
estos autores encontraron contenidos mayores de Cu, Fe, Ca y K; y menores cantidades

de Mn, Zn, Mgy P para la harina de semillas no germinadas.

Tabla 3.5. Contenido de minerales en las harinas de amaranto sin germinar y germinadas
durante 18 y 24 h.

Minerales (mg/Kg) (b.s.) A AGis AG24
Calcio (Ca) 2224+ 80 a 2305*+75a 2221 +66 a
Potasio (K) 5895+ 727 a 5927+ 87 a 6123 +199a

Magnesio (Mg) 3152+520a 3524 + 25 ab 3958+ 68 b
Sodio (Na) 684+ 19a 682+6la 867+20b
Fésforo (P) 6094 + 104 a 6301+ 182 a 6883+2b
Cobre (Cu) 9,4+0,2a 10,6+13a 10,1+2,1a
Hierro (Fe) 178+ 31a 155+43a 150+62a

Manganeso (Mn) 38+4a 37t4a 40+5a

Molibdeno (Mo) <Id <Id <ld

Selenio (Se) <lId <lId <ld
Zinc (Zn) 34+2a 38+7a 40+9a

Id: limite de deteccion. El valor del limite de deteccidon de Mo (202,030 nm) fue 0,021 mg/L
y de Se (196,090 nm) fue 0,008 mg/L. Diferentes letras en la misma fila indican diferencias
significativas (p <0,05).

Luego de 18 h de germinacidn, A y AGis presentaron valores estadisticamente similares
en todos los minerales estudiados (Tabla 3.5.). Sin embargo, el contenido de algunos
minerales como P, Mg y Na aumentaron significativamente después de 24 h de
germinacién. A pesar del aumento de Na, el contenido de este mineral en 100 gramos
de harina es muy inferior a la ingesta diaria recomendada (2400 mg/dia) segun cddigo

alimentario argentino (2021).
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Por su parte, Gamel y col. (2006a) observaron en dos variedades de amaranto
germinado (A. caudatus y A. cruentus), que la germinacidon no cambio el contenido de P,

Mg, Mn y Cu. Mientras que el Ca, K, Zn y Fe varié dependiendo la variedad de amaranto.

[Il.LA.6. Perfil de acidos grasos de las harinas de amaranto

La Figura 3.3 muestra los cromatogramas de los acidos grasos de las diferentes harinas
de amaranto. Los principales acidos grasos encontrados en la harina A fueron: palmitico
(16: 0), estedrico (18: 0), oleico (18: 1-w9), linoleico (18: 2- w6), a-linolénico (18: 3- w3),

acidos eicosanoico (20:0) y eicosenoico (20:1-w9).
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Figura 3.3. Perfil de acidos grasos de diferentes harinas de amaranto sin germinar (A),
germinado durante 18 h (AGais) y 24 h (AGaza).

Se puede observar que la germinacién no cambid la intensidad de los picos que
pertenecen a los dcidos grasos de 20 atomos de carbono, sin embargo, los picos de acido
palmitico y acido linoleico aumentaron significativamente (Figura 3.3).

El contenido de acido palmitico aumenté significativamente con el tiempo de
germinacién. Los acidos estedrico y oleico disminuyeron, mientras que los dacidos
linoleico y a-linolénico aumentaron (Tabla 3.6.), probablemente debido a la activacion

de las enzimas desaturasas durante la germinacidon que convierten el acido oleico en
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acido linoleico (w-6) y a-linolénico (w-3) (Nelson y Cox, 2005). El aumento de estos dos
ultimos acidos grasos es importante desde el punto de vista nutricional debido a que
ambos son esenciales para el organismo, es decir el hombre no tienen las enzimas
necesarias para sintetizarlos.

A pesar de que la cantidad de 4cidos grasos insaturados totales no cambié durante la
germinacién, la calidad desde el punto de vista nutricional mejoré debido a que los
acidos grasos w3 y w6 aumentaron significativamente a expensas del acido estearico,
pero principalmente del acido graso oleico, cuyo valor disminuyé significativamente con
la germinacion. Se observé un aumento significativo en w3 para las harinas de semillas
germinadas, lo que lleva a un valor significativamente menor de la relacién w6 / w3. Una
relacién ideal de w6:w3 es 5:1, con una relacién maxima de 10:1 (Simopoulos, 2002).
Con la germinacioén, los valores de este cociente pasaron de 50:1 a practicamente 12:1

(Tabla 3.6), muy cercana a la maxima.

Tabla 3.6. Contenido de acidos grasos en las harinas de amaranto sin germinar y
germinado. Contenido total de acidos grasos saturados e insaturados, relacion
w6/w3.

Acido graso (g/100 g lipidos) A AGis AGa
Acido palmitico (C16:0) 23,1+0,8a 258+13b | 254+09b
Acido estearico (€18:0) 58+0,5b 51+1,0ab 46+0,1a
Acido oleico (€C18:1-w9) 25,5+0,2b 18,8+0,8a 19,3+0,2a

Acido linoleico (C18:2-w6) 41,1+1,1a 459+1,1b | 46,7+0,2b
Acido a-linolénico (C18:3-w3) | 0,83+0,08a |3,71+0,26b | 3,65+0,09b
Acido eicosanoico (€20:0) 0,45+0,03b [0,36+0,03a | 0,42+0,03b
Acido eicosenoico (C20:1-w9) | 0,21+0,05a | 0,22+0,03a | 0,25+0,03 a
Acido graso saturado total 295+1,1a | 31,4+1,6b | 30,5+0,7 ab
Acido graso insaturado total 70,6 +1,2b 68,6+1,6a | 69,5+0,8ab
Relacion w6/w3 50+4b 12,4+09a 129+0,2a

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p <0,05).

l1I.A.7. Polifenoles y actividad antioxidante de las harinas de amaranto

La Tabla 3.7 muestra el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) de las harinas

de amaranto y la actividad antioxidante (AA). El contenido de CFT aumenté
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significativamente con el tiempo de germinacion, presentando el mayor valor la harina
AGaa.

Se utilizaron dos métodos complementarios para comprobar la actividad antioxidante
en las diferentes harinas. Por un lado, el método FRAP evalia de forma indirecta la
actividad antioxidante de la muestra (antioxidante donador de electrones-TE) a través
de la capacidad reductora del complejo férrico-tripiridiltriazina. Por otro lado, la
capacidad reductora de los antioxidantes hacia un radical nitrégeno estable que posee
un electréon impar como el DPPH, también es adecuada para pequefias moléculas
reactivas con buen acceso al sitio radical como el glutation, péptidos, aminoacidos y
carotenoides (Chlopickay col., 2012; Londofio Londofio, 2012). La actividad antioxidante
medida mediante FRAP aumentd significativamente con el tiempo de germinacion. El
ECso calculado por DPPH diminuyd significativmante entre la harina sin germinar y las

germinadas sugiriendo una mayor actividad antioxiante con la germinacién (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Contenido de fenoles totales (CFT) y actividad antioxidante de las harinas de
amaranto sin germinar (A) y germinado durante 18 y 24 h (AGis y AG24).

CFT Actividad antioxidante
Muestra
(mg AGE/g harina b.s.) FRAP DPPH
(ug Trolox/g harina b.s.) (ECso)
A 0,04+0,02a 29,9+0,8a 0,044 £ 0,000 c
AGis 0,94+0,03b 41,3+09b 0,025+ 0,000 b
AG24 1,04+0,04 c 55,6t1,1c 0,023 £0,000 a

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

Mientras que por FRAP se determina la actividad antioxidante de moléculas que tienen
un mecanismo de TE, mientras que DPPH considera ambos mecanismos TE y
transferencia de 4tomos de hidrogeno.

Alvarez-Jubete y col. (2010) estudiaron la composicién de polifenoles y la capacidad
antioxidante de A. caudatus L. y sus cambios durante el proceso de germinacién en la
harina y al incorporarla en panes de trigo. Estos autores encontraron que el CFT medido
por Folin y la AA medida por DPPH y FRAP, aumentaron con el proceso de la

germinacién. Se obtuvieron resultados similares para AA y CFT de A. hypochondriacus a
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partir de semillas germinadas a temperaturas < 32,5°C por parte de otros autores
(Perales-Sanchez y col., 2014; Sandoval-Sicairos y col., 2020).

En este trabajo de tesis las proteinas no fueron precipitadas, por lo cual podrian
cuantificarse los aminodcidos aromaticos (Tyr y Phe) que reaccionan con el reactivo de
Folin- Ciocalteu empleado en la determinacién de CFT. Sin embargo, como se observé
en la Tabla 3.4 los valores de estos aminoacidos en las proteinas durante la germinacién
disminuyen levemente por lo que el incremento de CFT se debe a los compuestos
fendlicos. Hay diferentes estudios que indican que también las proteinas y péptidos
contribuyen a las propiedades antioxidantes. En este sentido, Aphalo y col. (2015)
también encontraron luego de una digestidén gastrointestinal in vitro que las proteinas
de los germinados de A. hypochondriacus, generaron aumento en la actividad de
eliminacidn de radicales ABTS* lo cual indica un mayor poder antioxidante. Otros autores
también estudiaron previamente el efecto de la germinacién a 30°C de semillas de
amaranto A. hypochondriacus sobre la generacién de péptidos bioactivos con actividad
antioxidante obtenidos por digestion in vitro de las proteinas extraidas (Sandoval-
Sicairos y col., 2021). Estos autores estudiaron tres fracciones con péptidos de diferente
tamafio (F1 > 10 kDa, F2 = 3-10 kDa y F3 < 3 kDa) encontrando que los péptidos de la
fraccion F2 estaban en mayor concentracion que las otras fracciones (mayor proteina
soluble) y presentaron mayor actividad antioxidante medida por el método de

capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC).

I1I.A.8. Propiedades estructurales y térmicas de las harinas de amaranto

ATR-FTIR de las harinas de amaranto

En la Figura 3.4 se puede observar los espectros ATR-FTIR en la regién 4000 a 800 cm™
gue muestran bandas correspondientes al estiramiento y deformacion de los principales
grupos funcionales de los diferentes componentes presentes en las harinas de amaranto
sin germinar (A) y germinada durante 18 h (AGig). Las principales bandas de interés
bioldgico se ubican en las regiones de 3600-2800 y 1800-800 cm™* (Barraza-Garza y col.,
2013).
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Figura 3.4. Espectro FTIR-ATR de harina de amaranto sin germinar (A) y de harina de
amaranto germinado durante 18 h (AGas).

Las siguientes regiones fueron analizadas:

3700 a 3100 cm™: se observd una banda ancha a 3290 cm™ en el espectro de
ambas harinas atribuida a vibraciones de estiramiento OH de grupos hidroxilo de
aguay almidén (Monroy y col., 2018).

3100 a 2800 cm™: se observaron tres bandas en ambas muestras a 3007, 2922 y
2852 cm™ correspondientes a las vibraciones de estiramiento del CH en los
dobles enlaces, asimétricas y simétricas de los grupos funcionales CH; alifaticos,
respectivamente. Ademds, la banda de 2922 cm~! estd asociada principalmente
con la fraccién de acidos grasos saturados presente en los lipidos de la muestra
(Guillén y Cabo, 2000) y en menor medida a proteinas (Suresh y col., 2016),
mientras que la de menor intensidad a 3007 cm™ estd asignada a los dobles
enlaces presentes en los acidos grasos poliinsaturados (Dogan y col., 2007). Esta
ultima, no cambia significativamente con la germinacién mientras que las otras
bandas son un tanto mas intensas en la muestra sin germinar (A).

1800 a 1700 cm™: dos bandas fueron observadas en esta zona, una banda mas

intensa a 1744 cm™?, que es mayor en A, asociadas a la vibracién de estiramiento
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C = O del éster carbonilo del triglicérido. Ademas, se observdé una banda de
pequefia intensidad a 1710 cm™ mds intensa en A,

1700 a 1500 cm™: para ambas harinas de amaranto (A y AG18) se observaron
dos bandas a 1644 y 1539 cm-1 (Figura 3.4). Ambas bandas fueron encontradas
previamente por Roa Acosta y col. (2014) y asignadas a la vibracién de flexion del
grupo funcional N-H en Amida | (1644 cm-1) y Amida Il (1539 cm-1) de las
proteinas. El drea de las bandas en la harina de amaranto germinada fue mayor
gue en la sin germinar, esto se relaciona con un mayor contenido de proteina
como consecuencia de la germinacion. A partir de la deconvolucién en la regién
de la Amida | se puede inferir acerca de posibles cambios en la estructura
secundaria de las proteinas como consecuencia de la germinacidn (Tabla 3.8). En
general un aumento de a-hélice, de giros-B junto con una disminucion de hoja
B-paralela y antiparalela indican un mayor plegamiento de la proteina y la
formacién de una estructura mas compacta (Nelson y Cox, 2005).

En este caso no hubo cambios en la estructura a-hélice ni en las estructuras al
azar. Los cambios se produjeron entre las estructuras B. Se puede observar
(Tabla 3.8) que después de la germinaciéon aumento el area porcentual de las
estructuras hoja P-paralela intramoleculares mientras que las [B-paralelas
intermoleculares disminuyeron significativamente junto con los giros-B. Los
resultados sugieren una estructura menos compacta, por ende un mayor
desplegamiento de la proteina como consecuencia de la germinacion. La
germinacién esta desestructurando los polimeros de proteinas y formando

moléculas menos compactas.
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Tabla 3.8. NUmero de onda y porcentaje de estructura secundaria de proteinas
(Amida I) en las harinas de amaranto sin germinar (A) y germinado durante 18
h (AGis).

N° de onda
Estructura secundaria A AGis
(cm)

Hoja B paralela
1620 38+0,9b 32,5+1,7a

intermolecular

Hoja B paralela
1636 16,8+0,2 a 23,4+25b

intramolecular
desordenada 1650 209+1,1a 21,3+0,3a
a-hélice 1661 13,4+0,8a 13,8+0,3 a
Giros B 1674 8,7+0,3b 50+£0,1a

Hoja B antiparalela

1684 2,2+0,1a 44+0,1b

intermolecular

Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05).

e 1500 a 1070 cm™: En esta regiodn se distinguieron diferentes bandas, las mismas
se encontraron a 1456, 1416, 1376, 1239, 1151, 1105 y 1076 cm™. Valdés Garcia
y col., (2013) encontraron en harinas de distintos cultivares de almendras varias
bandas en la regién comprendida entre 1460-1230 cm™ asociadas a las
vibraciones de flexién de CH en los grupos CH; y CHsz asimétrica y simétrica,
respectivamente.

e 1070 a 800 cm™: en esta zona se encontraron diferentes bandas a 1046, 1020,
995 y 927 cm™. El almidén presenta bandas en varias zonas del espectro, pero
principalmente en esta zona.

Monroy y col., (2018) hicieron un andlisis detallado de las bandas usualmente
observadas para el almidén. La banda de 3400 cm™ estd asignada al estiramiento del
—OH de la amilosa y amilopectina, las bandas en el rango 2956-2930 cm™ con la
vibracion de los enlaces C-H y la banda 1153 cm™ con la flexion de enlaces C-O para
un grupo —OH. Las bandas en la regién 900-1300 cm™ corresponden al estiramiento
C-O y C-Crelacionados con cambios de conformacion del polimero; siendo éstas las
mds importantes, fueron las que se analizaron. La banda 1045 cm™ esta relacionada

con las regiones ordenadas del almiddn, generalmente las cristalinas, mientras que
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la banda 1022 cm™ estd asociada a las regiones amorfas del almiddn. Por otro lado,
la banda 995 cm se asocia a la unién de hélices de carbohidrato hidratadas.

El cociente de areas entre bandas también tiene significancia: mayores valores de
1045/1022 estd asociado a un mayor orden de las regiones cristalinas, mientras que
el cociente de las bandas 1022/995 representa el estado de organizacién de las
dobles hélices localizadas dentro de los cristales (Monroy y col., 2018). Como se
observd anteriormente en la Figura 3.4, el drea e intensidad de los picos de esta
region resultaron mayores en la muestra germinada (AGis) que en la sin germinar
(A). Los resultados obtenidos a partir de la deconvolucién en la zona entre 900-1100
cm™ se muestran en la Tabla 3.9. Con la germinacién disminuyé la banda 995 cm™
indicando que hay menores uniones hélices de carbohidratos hidratados mientras
que las bandas 1021 y 1045 cm™ aumentaron significativamente, siendo mayor el
aumento de la 1045 (58%) comparado con la 1022 que aumentd un 28%,
evidenciando un predominio de la regidn cristalina. Este resultado fue confirmado
por los valores de cociente de areas; la relacion de areas 1045/1022 no se modificé
significativamente mientras que la relacién 1022/995 aumentd indicando un

incremento de la regiéon amorfa.

Tabla 3.9. Numero de onda y contribucién de los picos en la regién del espectro
entre los 900-1070 cm™ y cocientes entre los mismos de las harinas de amaranto sin
germinar (A) y germinado durante 18 h (AGas).

N° de onda
A AGis
(em?)
995 63,5+1,6b 52,1+1,7a
1022 29,0+1,3a 37,1+10b
Bandas

1045 75t15a 11,9 +1,1b

1045/1022
0,26+ 0,06 a 0,31+0,01a

(regiodn cristalina)
Cociente de

1022/995

areas 0,46 £0,06 a 0,72+0,04 b
(regidon amorfa)

Banda 1045 cm™: relacionada a la regidn cristalina. Banda 1022 cm™: relacionada a
la zona amorfa. Banda 995 cm™: relacionada a las hélices de carbohidratos
hidratadas. Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas

(p< 0,05).
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Propiedades térmicas de las harinas de amaranto

La Figura 3.5 muestra los termogramas de las dispersiones de las diferentes harinas de
amaranto obtenidos a partir de los ensayos de DSC. Diversos autores atribuyeron un
pico endotérmico en la zona entre 60-100°C a diferentes procesos, a la gelatinizacién de
almidén de amaranto (Gamel y col., 2005) vy a la desnaturalizacidn proteica (Martinez y
Afidn ,1996). En el termograma de la suspension de harina de amaranto (A) se observé
un pico a una temperatura de 77°Cy una variacién de entalpia (AH) de 9,6 J/g. El proceso
de germinacion no modifico la temperatura del pico, sin embargo, luego de 24 h (AG24)
disminuyd en un 50% la variacion de entalpia. En base a estos resultados podemos inferir
gue el pico endotérmico tiene una contribucidn tanto de la desnaturalizacidon de las

proteinas como de la gelatinizacidn del almiddn.
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Figura 3.5. Termogramas obtenidos mediante DSC de las diferentes suspensiones de harina
de amaranto: A: amaranto sin germinar, AGis: germinado durante 18 h, AG24: germinado
durante 24 h. Se muestran los valores de temperaturas inicio, pico y final y variacién de
entalpia (AH).

Durante la germinacidon se produce una hidrolisis de proteinas y del almidén a
compuestos mas simples e hidrofilicos, que necesitan menos energia para
desnaturalizarse (proteinas) y que dejan menos disponible el agua para poder llevar a

cabo el proceso de gelatinizacion (almidon).
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Esto puede relacionarse con los resultados observados previamente a partir de las
electroforesis y del FTIR. Durante la germinacion se produjeron algunos cambios en las
fracciones proteicas, con lo que el comportamiento térmico de las harinas germinadas
podria atribuirse a los cambios en la estructura de la proteina debido a la hidrélisis
enzimatica durante la germinacion. Este proceso de germinacidon supone que las
globulinas se disociaron en proteinas mas pequefias como los polipéptidos A que no
contribuyen al proceso endotérmico, lo que condujo a valores mas bajos de AH. Con
respecto a la estructura secundaria proteica analizada por FTIR, se evidencié una
estructura menos compacta y mas desplegada (mayor proporcion de hoja beta y menor
de giros beta), como consecuencia de la germinacién, por lo que necesité menor energia
para desnaturalizarse.

Gamely col. (2005) estudiaron cémo afecta diferentes tratamientos (cocinado, popeado
y germinado) sobre semillas de dos especies de amaranto (A. caudatus y A. cruentus) en
las propiedades fisicoquimicas de las proteinas y del almidén, encontrando una
temperatura de gelatinizacién de 66,5°C para una suspensién acuosa (50%) de harina de
A. caudatus L. cruda con un AH = 0,43 J/g. Luego de germinarlas durante 48 h a 30°Cy
secarlas, la variacidn de entalpia que encontraron estos autores fue mayor (0,91 J/g).

A su vez, Martinez y Afdn (1996) encontraron en aislados proteicos de A.
hypochondriacus una temperatura de desnaturalizacion de 70-73°C para albiminas y
glutelinas, mientras que para globulinas (globulina-p y globulina 11S) entre 94 y 100°C.
Avanza y Afién (2007) encontraron para la fraccién de proteina 7S (gluteninas vy
componentes menores de las globulinas) un pico a 69°C cuando estudiaron aislados
proteicos de Amaranthus hypochondriacus. Por su parte, Janssen y col. (2017)
documentaron las temperaturas de desnaturalizacién de las fracciones proteicas
encontradas en amaranto, las mismas fueron: entre 70 y 73°C para la albumina-1,
componentes menores de globulinas y glutelinas; entre 94 y 100°C para la albumina-2
(globulina-p) y globulina 11S y 80,2°C para la globulina 7S. La ausencia de endoterma en
la zona 90-100°C sugiere que las globulinas estan desnaturalizadas por efecto de la
germinacién. El pico a 77-79°C estaria asociado a dos procesos: la desnaturalizacién de
la globulina 7S y la gelatinizacién de la fraccidon de almidén nativo (no hidrolizado por

germinacion).
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Otra manera de evaluar como afecta la germinacién en las propiedades térmicas es
evaluar mediante RVA el comportamiento de las suspensiones.

Cuando los granulos de almiddn se calientan en exceso de agua, éstos se hinchan debido
a que los puentes de hidrégenos de las zonas mdas débiles en la regién amorfa se rompen
y va entrando progresivamente el agua, lixivia la amilosa y los granulos pierden su
birrefringencia. Luego se mantiene la temperatura constante, en esta zona se alcanza la
viscosidad maxima del pico y como la suspensién continla agitdndose, los granulos se
rompen por lo que disminuye su viscosidad. Finalmente, se produce durante el
enfriamiento una re-asociacién de las moléculas de almiddn gelatinizado para formar
una estructura ordenada que se define como retrogradacién del almidén o
asentamiento (Arjona-Roman vy col., 2011).

En la Figura 3.6 se muestran los viscoamilogramas de las muestras de harinas de
amaranto sin germinar (A), la germinada durante 18h (AGis) y la harina de trigo y ademas

se muestra el tratamiento térmico aplicado (linea roja, rampa de temperatura).
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Figura 3.6. Viscoamilograma de suspensiones de harina de trigo, de amaranto (A) y de
amaranto germinado durante 18 h (AGas).

En la Figura 3.6 puede observarse un pico mas pronunciado entre los 6 y los 7 minutos
(tp), relacionado con la viscosidad maxima o viscosidad de pico (VP) que se obtuvo
durante el calentamiento hasta 95°C. En la Tabla 3.10 puede observarse los parametros

obtenidos a partir del RVA. La harina de trigo presento mayor VP, BD y SB-1, seguido por
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el amaranto sin tratar y finalmente el amaranto germinado. Por lo que en AGis el
almidén tiene menor tendencia a re-asociarse. Esto sugiere que en muestras con
amaranto germinado es probable que los panes presenten menor grado de

retrogradaciéon de almidén y menor endurecimiento de la miga.

Tabla 3.10. Parametros obtenidos a partir del viscoamilograma rdpido.

Muestra| VP (cP) | VM (cP) | BD(cP) | VF (cP) SB1(cP) | SB2(cP) | tp(min)

Trigo |[2278+13c| 1569+4c | 709 +9 ¢ | 2849419 c | 1280+15c | 571 t6 ¢ | 6,37£0,05b

A 1326+11b | 1196+37b | 183+37b | 1315+10b | 161+21c|-11+6a|597+0,1a

AGis |[210+1a| 186+l1a | 24+0a | 314+x3a | 128+1a |104+1b |6,97+0,05c

Diferentes letras en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(p< 0,05). VP: viscosidad de pico, VM: viscosidad minima, BD: breakdown (VP — VM), SB:
setback (SB1: VF — VM; SB 2: VF — VP), tp: tiempo del pico.

Estos resultados son esperables, ya que tanto el contenido de almidén como de amilosa
en la harina de trigo son mayores que en la harina de amaranto, siendo el contenido de
amilosa de alrededor de un 25% en el trigo versus un 4-12% en el amaranto (Delinski y
col., 2016), esto trae como consecuencia un hinchamiento del granulo de almidén
menor, dando como resultado una curva mas plana durante todo el ensayo (Martinez y
col., 2012; Chandla y col., 2016). En cuanto a la diferencia entre las muestras A y AGis,
dicho comportamiento se podria deber a la disminucién en el contenido de almidon,
producto de la germinacién, que trae como resultado una curva mucho menos

pronunciada para AGis.

[1I.A.9. Retencion de solventes

La retencion de solventes permite obtener pardmetros que se relacionan con la
habilidad de los diferentes componentes de la harina de trigo para retener un grupo de
cuatro solventes después de la centrifugacién.

En la Tabla 3.11 se muestra la capacidad de retencién de solventes de las diferentes a
harina. Se pudo observar que la harina germinada (AG1g) presentd una mayor retencion
de agua (CRA) y de carbonato de sodio (CRC), indicando que durante la germinacién se
generaron una mayor proporcién de componentes hidrofilicos y una mayor proporcion

de almidén dafado. No se observaron diferencias significativas en capacidad de
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retencion de sacarosa (CRS) ni en la de acido lactico (CRAcL), lo cual estaria indicando
gue no hubo cambios en los pentosanos ni en las proteinas insolubles, respectivamente.
Si bien estos parametros se utilizan para caracterizar harina de trigo, en nuestro caso se
utilizé para poder inferir cualitativamente el comportamiento de las harinas producto

de la germinacién.

Tabla 3.11. Capacidad de retencién de diferentes solventes de muestras de harina de
amaranto sin germinar y germinado.

Muestras
A AGis
CRA 110,9+1,0a 124,3+1,4b
CRS 121,4+8,6a 1189+1,9a
CRC 116,9+0,9a 139,6+1,6b
CRAcL 132,2+7,2a 136,5+3,7a

CRA: capacidad de retencién de agua, CRS capacidad de retencién de sacarosa, CRC:
capacidad de retencidn de carbonato de sodio, CRAcL: capacidad de retencién de acido
lactico. Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

Estos resultados podrian relacionarse con lo observado previamente. Una mayor CRA
retencién de agua producto de la germinacion, estaria asociado a una mayor proporcion
de componentes hidrofilicos como consecuencia de un mayor desplegamiento de las
proteinas (observada mediante FTIR) y cambio en su tamafio (electroforesis).
Con respecto al almiddn, se observé un incremento en la proporcion de almidén dafiado
que se correlaciona con un incremento de la region amorfa (mayor relacion 1022/995)

y una mayor area en la banda 995 cm™ observada mediante FTIR.
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Conclusiones parciales- Parte A

Los resultados mostraron que la composicidon quimica, las propiedades estructurales y
térmicas de la harina obtenida luego de germinar las semillas de amaranto fueron
diferentes:

v" El contenido de proteinas aumentd en los germinados probablemente debido a
un incremento en la sintesis de enzimas responsables de activar el proceso de
germinacién en las semillas.

v" El contenido de lipidos disminuyé con la germinacion debido quizds a la
gluconeogénesis que conduce a la obtencidon de glucosa a partir de los acidos
grasos con el fin de formar sacarosa, almidon y otros polisacdaridos.

v El contenido de los minerales no cambié durante la germinacidn, a excepcién del
magnesio y el fésforo que aumentaron junto con la cantidad total de cenizas.

v" El aumento en la glucosa en los germinados podria atribuirse a la hidrdlisis del
almiddén y a la gluconeogénesis a partir de aminoacidos.

v" La harina AGis presentd mayor contenido de lisina y de &cidos grasos
insaturados esenciales (acidos linoleico y a-linolénico), lo que llevé a mejorar la
relacién w6 / w3 (< 13).

v' Tanto el contenido de compuestos fendlicos totales como la actividad
antioxidante aumentaron con la germinacion. Durante este tratamiento se
estarian produciendo mayor cantidad de moléculas que tiene una actividad
antioxidante con un mecanismo de transferecia de electrones (FRAP) por sobre
aquellas que tienen un mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno
(DPPH).

v' La germinacion modificé la proteina polimérica de 60 kDa. A partir de la cual se
liberaron distintas fracciones: 37 y 16 KDa unidad por S-S, que son utilizadas
como sustrato durante la germinacién y otra fraccion de 22 KDa la cual no se
hidroliza.

v" Mediante FTIR se pudo confirmar una estructura proteica menos compacta
como consecuencia de la germinacidn. El contenido de almidén resulté menor,
pero con un incremento en la proporcidon de la estructura amorfa de este

polimero.
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v" Los cambios estructurales de las proteinas y el almidén producto de la
germinacién se reflejaron en los menores valores de energia necesarios para
desnaturalizar y gelatinizar, respectivamente. Ademas, la germinacion hidroliza
ambas macromoléculas generando compuestos hidrofilicos con una mayor

capacidad de retencion de agua.

Del analisis de la composicidon se desprende que los germinados AGig y AGz4 no
presentaron diferencias entre si y sumado a que AGig tuvo mayores componentes
esenciales es que se seleccioné la harina de amaranto germinado por 18hs (AG1s)

para la elaboracién de las masas y panes de trigo.
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Parte B

Quinoa blanca y roja



[11.B.1. Germinacion de semillas de quinoa

La Figura 3.7 muestra las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Blanca Real y

Chenopodium quinoa Roja Real.

Figura 3.7. A) Semillas de quinoa blanca germinadas; B) semillas de quinoa roja germinadas.

En la Tabla 3.12 se observd, al igual que en el amaranto, que al aumentar el tiempo de

germinacién, el porcentaje de semillas germinadas y la longitud media del brote fue

mayor, para ambas quinoas.

Tabla 3.12. Porcentaje de germinacion y longitud media del brote de semillas de quinoa

blanca (QB) y roja (QR) germinadas a diferentes tiempos (18, 24 y 48 h).

Porcentaje de Longitud media
Muestra
germinacion (%) del brote (cm)
Quinoa blanca
QBGis 53+2a 0,6+0,1a
QBG4 72+1b 0,9+0,1b
QBGas 85+3¢c 1,3+0,2¢c
Quinoa roja
QRG1s 50+2a 0,5+0,0a
QRG24 69+2b 0,8+0,1b
QRGag 80t1lc 1,1+0,1c

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

114




A diferencia del amaranto, ambas quinoas (roja y blanca) se pudieron germinar por mas
tiempo, observandose desarrollo fungico a las 72 horas. Por otra parte, los brotes de
guinoa, ya sea blanca o roja, no presentaron ninguna pigmentacién particular.

No hubo diferencias significativas entre las variedades de quinoa al mismo tiempo de

germinacion.

[11.B.2. Composicidn quimica de las harinas de quinoa blanca y roja

La composicion de las harinas de ambas quinoas sin germinar se muestra en la Tabla
3.13. En la misma podemos observar que la harina de quinoa blanca (QB) presentd
mayor humedad que la de quinoa roja (QR). Para comparar la proporcién del resto de
los macrocomponentes se muestran los resultados en base seca, encontrdndose que la
QB presentd mayor contenido de proteinas (16,5% versus 15,9%) y de cenizas (2,74%
versus 2,36%) frente a QR. Por otro lado, el contenido de lipidos mostré una diferencia
importante, en la quinoa blanca fue de 5,1% mientras que la quinoa roja presenté un
7,5% (Tabla 3.13). A su vez, el contenido de carbohidratos fue mayor en la quinoa blanca.
Por su parte, el contenido de fibra dietaria total fue de casi el doble para la quinoa roja

en comparacién con la quinoa blanca.

Tabla 3.13. Composicidn de harinas de semilla de quinoa blanca (QB) y roja (QR)

Macrocomponentes (%) QB QR
Humedad 12,5+0,3 b 95+0,2a
Proteinas (%) b.s. 16,5+0,2 b 159+0,1a
Cenizas (%) b.s. 2,74 0,03 b 2,36 +0,01a
Lipidos (%) b.s. 5,1+0,3a 7,5+0,2b
Carbohidratos (%)* b.s. 68,36+0,9b 60,54+ 1,8a
Fibra dietaria total (%) 7,3t0,8a 13,7+1,8b

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05). *hidratos de
carbono diferente de fibra calculados por diferencia.

Previamente se encontré en el amaranto que durante la germinacién de las semillas la

composicion quimica y el perfil nutricional cambié. Al estudiar la composicién quimica
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de las harinas de quinoa blanca y roja obtenidas a partir de semillas germinadas también
se obtuvieron diferencias que se detallan a continuacion.

La humedad de las harinas de quinoa blanca germinadas fueron 4,13%, 4,1% vy 7,35%
para QBG1s, QBG24 y QBGuag, respectivamente. Mientras que para la quinoa roja fue 4,7%
para QRG1s y QRGz4 y 6,7% para QRGas.

En la quinoa blanca (QB) se obtuvieron tanto para el contenido de proteinas y cenizas
una disminucién en los primeros estadios de la germinacién (Figura 3.8.A). Sin embargo,
a las 48h estos componentes aumentaron su valor y fue estadisticamente igual a las
semillas de quinoa blanca sin tratar. Mientras que las harinas germinadas presentaron
un aumento significativo en el contenido de lipidos en todos los tiempos de germinacién
estudiados. Por otro lado, el contenido de fibra dietaria total aumentdé durante la
germinacién, observdndose el valor mas alto en la harina en QBGs.

En la Figura 3.8.B se observan los cambios de composicién de las harinas de quinoa roja
con la germinacién. Puede observarse que el contenido de proteinas disminuye a lo
largo de la germinaciéon a diferencia que lo que observamos en QB. Sin embargo, el
contenido de cenizas y de lipidos no varid significativamente hasta las 24 h de
germinacidn (QRGz4). Por otra parte, el porcentaje de fibra dietaria total aumentd

significativamente a las 48 h de germinacion (QRGas).
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Quinoa blanca

A
13,92¢ 10,48b 10,24b
7,3a
5,1a 5,56b
5,98¢ 5,94c

QBG18 QBG24 QBG48
B Quinoa roja
19,6b
13,7a 13,5a 14,1a
7,45ab 7,19a 7,96b 7,36a

2,4ab 2,34a 2,48b

15,2b 14,7a 14,7a

QR QRG18 QRG24 QRG48

Figura 3.8. Porcentaje de proteinas (rojo), cenizas (gris), lipidos (amarillo) y fibra dietaria
total (anaranjado), expresados como base seca, de las harinas de quinoa blanca (A) y roja
(B) germinadas a diferentes tiempos

En la Figura 3.9 se muestra el contenido de carbohidratos disponibles de todas las
harinas de quinoa. En las harinas de quinoa blanca (Figura 3.9.A), se observé que la
germinacién aumento el contenido de fructosa y de glucosa, sin embargo el contenido
de sacarosa no se vio modificado. A su vez, el contenido de almiddn resulté disminuido
como consecuencia de la germinacion. Similar tendencia se observé en las harinas de

quinoa roja (Figura 3.9.B).
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Figura 3.9. Contenido de carbohidratos disponibles en las harinas de quinoa blanca sin
germinar (QB) y germinada 18 h (QBG1s), 24 h (QBG2s) y 48 h (QBGasg) (A). Y en las harinas de
quinoa roja sin germinar (QR) y germinada 18 h (QRGis), 24 h (QRG24) y 48 h (QRGuas) (B).
Expresados como base seca.

Los cambios observados en los diferentes componentes, principalmente en proteinas,
lipidos e hidratos de carbono, en ambos tipos de quinoa durante la germinacion,
demuestran que se estan llevando a cabo procesos con diferentes cinéticas de
degradacion de los componentes como producto de la germinacion.

Padmashree y col. (2018) estudiaron la composicién de quinoa variedad roja y variedad
blanca sin germinar y germinada a temperatura ambiente durante 48 h. Estos autores
encontraron que la germinacién de la quinoa blanca aumenté el contenido de proteinas
y fibras, mientras que el contenido de hidratos de carbono totales y almidén disminuyd

al igual que en nuestro caso. A su vez, para quinoa roja, estos autores encontraron que,
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a diferencia de lo observado en nuestro caso, el contenido de proteinas aumentd. La
fibra dietaria aumento, a la vez que el contenido de lipidos, cenizas, hidratos de carbono
y almidoén disminuyé levemente. Por otro lado, Antezana y col. (2015) observaron que
la germinacién (a 20°C por 48h) de la quinoa blanca, produjo un aumento en el
contenido de cenizas (+2,8%), fibra (+6,44%) e hidratos de carbono (+20,83%), a la vez
que las proteinas (-5,27%) vy lipidos (-3,44%) disminuyeron. Al analizar la quinoa roja,
observaron solamente un aumento en el contenido de hidratos de carbono (+1,72%),
pero hubo una disminucién del contenido de proteinas (-5,66), cenizas (-5,08), lipidos (-

2,49%) y fibra (-2,56).

[11.B.3. Disponibilidad de agua

La disponibilidad de agua medida como la actividad acuosa (aw) en las harinas de quinoa
blanca (QB) y roja (QR) obtenidas a partir de las semillas sin germinar fue 0,6287 y

0,4683, respectivamente (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Actividad acuosa de harina de semillas de quinoa blanca y roja sin germinar
(QB- QR) y germinadas durante 18 h (QBG1s-QRGais), 24 h (QBG24-QRG24) y 48 h (QBGas-
QRGag). Diferentes letras indican diferencias significativas en una misma variedad de quinoa
(p <0,05).

En la Figura 3.10 puede observarse un comportamiento diferencial en la aw como

consecuencia de la germinacion entre las dos variedades de quinoa. La harina QB
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presentd la mayor actividad acuosa. Durante la germinacion este parametro disminuyd
hasta las 24h y luego aumentd. Mientras que, en el caso de la quinoa roja, el mayor valor
lo presentd la harina QRGas. Se pudo observar un aumento de aw con la germinacién. Si
bien el valor de aw fue variable, en ningln caso superd el valor de 0,7 por lo que las

harinas se consideran seguras desde el punto de vista de la alteracién fungica.

[11.B.4. Caracterizacion fracciones de proteinas y contenido de aminoacidos

de las harinas de quinoa

Las Figuras 3.11, 3.12 y 3.13 muestran los perfiles de SDS-PAGE de las proteinas de
guinoa blanca y roja extraidas con diferentes buffers. El buffer de extraccion de pH 8
(Figura 3.11) permitié en ambas variedades de quinoa (blanca y roja) y a todos los
tiempos de germinacién, extraer mayoritariamente proteinas de masa molecular 66, 58,
17 kDa y en menor medida proteinas de 42, 35, 26 y 20 kDa. Se observé una banda muy
intensa de masa molecular menor a 14,4 kDa que corrié practicamente con el frente de
corrida. En el caso de la quinoa blanca, se extrajo una leve mayor cantidad de proteina
(66, 58 y 35 kDa) con un tiempo de germinacion > 24h; para la roja, este efecto fue
mucho mas pronunciado con 48h de germinacion. Esto sugiere que en la quinoa roja la
germinacién libera mayor proporcion de estas proteinas que se solubilizan en este
buffer de pH 8. En el caso de la quinoa blanca, no podemos afirmar que no hubo
hidrélisis o no se generaron proteinas producto de la germinacidon, debido a que quiza

el pHy la fuerza idnica del buffer no fueron suficiente para favorecer su solubilizacidn.

El agregado de SDS al buffer de extraccidn que es un agente desnaturalizante, aumentd
significativamente la extraccion de las proteinas, con una intensificacion de todas las
bandas, y principalmente en la quinoa roja (Figura 3.12). Se observaron también en

todas las muestras agregados solubles de alta masa molecular que no entraron al gel.
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LMW QR QRG,; QRG, QRG,, QB  QBG,; QBG,, QBGy

Figura 3.11. SDS-PAGE de proteinas solubles de harinas de quinoa blanca y quinoa roja sin
germinar (QB y QR) y germinadas a diferentes tiempos (QBG1s, QBG24 y QBGas; QRG1s, QRG24
y QRGag). Buffer de extraccion: A (buffer de pH 8).

Las bandas masintensas fueron las de 66 y 58 kDa, sugiriendo que dichas proteinas estan
formando agregados proteicos unidos por uniones no covalentes. La banda de 63 kDa
estd presente solamente en el extracto de quinoa blanca. Esta proteina, en la variedad
blanca estuvo ausente cuando se extrajo en ausencia de SDS, esto sugiere que el buffer
no fue capaz de disociarla de su unién a otras proteinas, pero si se logré con el agente
desnaturalizante (SDS). La ausencia de la proteina de 63 kDa en el extracto de quinoa
roja indicaria que hay diferencias en la forma en que las proteinas estan interaccionando
entre si en cada variedad, o sea, podria tener diferente estructura a pesar de tener el
mismo PM.

Por otra parte se logro solubilizar o disociar en mayor proporcién proteinas de masa
molecular 26, 20, 19 y 15 kDa, todas ellas unidas entre si o a otras de mayor tamafio (>
50 kDa) por uniones no covalentes y que antes por su gran tamafio no podian ser
extraidas solo por efecto del pH alcalino del buffer (pH 8).

La extraccion mediada por el SDS resulté independiente de la germinacién. Sélo se

observo efecto de la variedad en la banda de 63 kDa como se menciond anteriormente.
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Figura 3.12. SDS-PAGE de proteinas solubles de harinas de quinoa blanca y quinoa roja sin

germinar (QB y QR) y germinadas a diferentes tiempos (QBG1s, QBG24 y QBGas; QRG1s, QRG24
y QRGuag). Buffer de extraccion: B (buffer de pH 8 + SDS).

Por ultimo, el buffer de extraccion con el agregado de DTT junto con SDS (Figura 3.13)
produjo disociacién de enlaces covalentes de las proteinas por ruptura de puentes
disulfuro (-S-S-) junto con la desnaturalizacion por ruptura de las uniones no-covalentes
(puente hidrégeno e hidrofobicas). Por esta razén por la ruptura de los agregados
proteicos por este efecto dual, es que se extrae directamente mayor proporcién de
proteinas de menor masa molecular (< 40 kDa).

Se puede observar la ausencia de los agregados solubles de alta masa molecular que
fueron disociados en moléculas mas pequefias. La banda mas intensa, en todas las
muestras, fue la de 35 kDa y en menor medida las de 42, 26 y 20 kDa, dichas bandas se
correlacionan con las disociacidn de las subunidades que conforman la globulina 118, las
cuales se encuentran unidas mediante puentes disulfuro, y en este caso al tratar la
muestra con DTT, dichos puentes se rompen y se pueden observar las subunidades
(Janssen y col., 2017). También, hay proteinas de PM < 14,4 kDa que han corrido con el
frente del gel, dichas proteinas segun Janssen y col., (2017) se corresponden con la
fraccion de albumina 2S. Es evidente que la proteina de 35 kDa estaba unida por uniones

S-S a otras proteinas, podria ser formando las bandas de 66 y 58 kDa cuya intensidad

122



disminuyé significativamente respecto al gel con SDS. Se vuelve apreciar una mayor
porporcion de la banda de 63 kDa en quinoa blanca.

Se observa una pequefia diferencia entre variedades. Para la quinoa roja se obtuvo
mayor proporcion de proteina de 35 kDa (banda mds intensa) que para quinoa blanca,
y fue independiente del tiempo de germinacién de la semilla. Y en quinoa blanca, esta
banda disminuyd su intensidad al aumentar el tiempo de germinacién hasta 48 hs. La
germinacién por 48 hs de la quinoa blanca disminuyd también la intensidad de las
bandas de 42 y 35 kDa. Esta disminucidn en la proporcidn de estas 3 bandas sugiere que
luego de 48 hs de germinado, la proteina polimérica se disocia generdandose proteinas
mas pequefias. Los péptidos muy pequefios (< 14,4 kDa) generados como consecuencia

de la germinacién, no pudieron observarse en este gel.

LMW QB QBG, QBG, QBG, QR  QRG, QRG, QRG

66

30

20,1 M

§

Figura 3.13. SDS-PAGE de proteinas solubles de harinas de quinoa blanca y quinoa roja sin
germinar (QB y QR) y germinadas a diferentes tiempos (QBG1s, QBG24 y QBGas; QRG1s, QRG24
y QRGas). Buffer de extraccion: C (buffer de pH 8 + SDS + DTT).

._7 ) »
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Se puede concluir con este andlisis que la estructura de las proteinas de la quinoa blanca
es diferente a la de la roja; a pesar de tener las mismas fracciones o polipéptidos, estan
estabilizados en proteinas mas grandes o agregados mediante diferentes tipos de
enlaces. Por otro lado, el efecto de la germinacién resulté mayormente evidenciado en

la quinoa roja germinada por 48h.

La proteina presente en las semillas de quinoa posee un excelente equilibrio de
aminoacidos esenciales, que son aquellos que el cuerpo humano no puede sintetizar. En
la Tabla 3.14 se muestran los valores de los aminodcidos en la quinoa blanca sin
germinar y germinada. En lo que respecta a los aminoacidos esenciales, en el caso de la
QBGass se observd que los valores de 6 de ellos (Arginina, Valina, Metionina, Leucina,
Fenilalanina y Triptofano) se mantuvieron estadisticamente similares a los de quinoa sin
germinar (QB), mientras que el contenido de Treonina, Isoleucina y Lisina fue menor en
QBGag que en QB. Por su parte el contenido de Histidina fue mayor en QBGas.

La suma de aminodcidos esenciales para las harinas de quinoa blanca fue de 74,1; 72,0;
mayor a 66,1 y 65,4 g / 100 g de proteina en las harinas QB, QBG1s, QBG24y QBGas,
respectivamente. A pesar de que los porcentajes de aminodcidos esenciales
disminuyeron como producto de la germinacidn, la composicién de la proteina de
guinoa se aproxima a la de la proteina ideal segun los requisitos de la FAO para adultos,

siendo la Metionina el aminoacido limitante en QBGas.
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Tabla 3.14. Composicién de aminoacidos de quinoa blanca sin germinar (QB) y germinada
18 h (QBGas), 24 h (QBG4) y 48 h (QBGas).

Aminoacidos FAO/WHO
(mg/100¢g QB QBGis QBG24 QBGas JUNU
de proteinas) 2007*
Lisina 166+16b | 156+1,0b | 119+25a | 125+0,9a 4,5
Histidina 6,4+0,8a 54+08a | 120+09c | 105+19b 1,5
Valina 6,50,3 bc 6,7+0,5¢ 44+0,1a 57+0,4b 3,9
Isoleucina 15,8+0,2b | 154+0,8b | 12,2+2,2a | 12,2+0,5a 3,0
Leucina 108+0,8a | 10,8+09a | 10,8+0,1a | 9,5+0,1a 5,9
Treonina 8,1+0,5b 7,7+0,4b 6,1£0,2a 6,5+03a
Metionina 1,2+0,6 ab 1,7+0,3b 0,9+0,1a 0,8+0,1a 1,6
Cisteina 0,3+x0,1a 0,5+0,3b 0,6+0,1b | 0,5+0,0ab 0,6
Tirosina 4,0+0,8a 3,9+0,7a 29+0,1a 29+0,4a 2,3
Fenilalanina 6,9t16a 6,91+0,3a 57t12a 56%+03a
Triptéfano 1,5+0,1a 1,3+0,0a 1,5+0,3a 1,6+0,2a 0,6
Serina 3,8+0,6b 2,8+0,4a nd 2,5+0,1a
Acido
o 32,4+00c | 357+3,4c | 229+2,7a (26,3x16ab
aspartico
Acido
51,5+2,1c | 495+3,4b (443+58ab| 38,1+3,0a
glutamico
Alanina +
11,5+1,1a | 13,5+0,3a nd 10,6+1,7a
prolina
Glicina 6,2+0,9¢c 58+0,3bc | 49+0,1a | 5,0+£0,2ab
Arginina 12,7+2,1b | 119+0,7b | 81+3,0a | 9,8+0,9ab

* Requerimientos aminoacidicos en la nutricién humana - FAO / OMS / UNU, 2007.

Diferentes

letras

en la

nd: no determinado

misma fila
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EnlaTabla3.15 se observan los valores de los aminodcidos en la quinoa roja sin germinar
y germinada. Evaluando los aminodcidos esenciales, en el caso de la QRG24 se observd
que 7 de ellos (Arginina, Valina, Isoleucina, Leucina, Fenilalanina, Lisina y Triptéfano) se
mantuvieron estadisticamente similares a los de quinoa sin germinar (QR), mientras que
para Treonina en QRG24 el contenido fue menor que en QR. Por su parte el contenido
de Histidina y Metionina fue significativamente mayor en QRGz4 y luego, dichos
aminoacidos volvieron a disminuir con 48 h de germinacién.

Por su parte, la suma de aminodcidos esenciales para las harinas de quinoa roja fue de
64,1; 66,9; 79,8 y 60,5 g / 100 g de proteina en las harinas QR, QRG1s, QRG24 y QRGas,
respectivamente. Los porcentajes de aminodcidos esenciales presentaron un aumento
con la germinacion, respecto a QR, con la excepcidon de QRGas, en donde el valor fue un
poco menor, disminuyd como producto de la germinacién. La composicion de la
proteina de quinoa se aproxima a la de la proteina ideal segln los requisitos de la FAO

para adultos, siendo la Cisteina el aminoacido limitante en QBGas.

Bhatal y col., (2017) encontraron al germinar semillas de quinoa blanca por 4-5 h, que el
contenido de lisina y triptéfano en las muestras germinadas fue menor que en la quinoa
sin germinar; sin observarse diferencias en la metionina.

Por otro lado, Fouady Rehab (2015) estudiaron el efecto del tiempo de la germinacion
de lentejas sobre el perfil aminoacidico, encontrando una disminucién en la lle, Thr, Met
y un incremento de His al igual que en nuestro caso. Estos autores atribuyeron este
comportamiento a la movilizacién de las reservas de proteinas en los cotiledones, junto
con la sintesis de nuevas proteinas, necesarias para el crecimiento de los brotes. Ademas
sefialaron que los aminodcidos producidos por la hidrélisis de las reservas de proteinas
no se utilizan Unicamente para sintetizar nuevos componentes, sino que también
pueden utilizarse como fuente de energia, especialmente en las primeras etapas de la

germinacién (Fouad y Rehab, 2015).
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Tabla 3.15. Composicién de aminodcidos de quinoa roja sin germinar (QR) y germinada 18h
(QRG1s), 24 h (QRG24) y 48 h (QRGas).

Aminoacidos
FAO/WHO/
(mg/100¢g QR QRG1s QRG24 QRGass
UNU 2007*
de proteinas)
Lisina 13,2+0,6a | 13,3+0,7a |13,9+2,1a| 12,2+0,2a 4,5
Histidina 6,8t1,5a 70+1,1a |22,1+1,7b | 7,0+1,4a 1,5
Valina 55+0,3a 57+0,1a |51+06a | 57+05a 3,9
Isoleucina 140+1,2a | 13,9+0,7a |12,1+1,1a| 12,7+0,1a 3,0
Leucina 95+0,3ab | 10,.5+0,4b | 9.3+0,7a | 9,1%+0,3a 5,9
Treonina 6,7+0,7ab | 74+04b | 65+01a | 69+0,2ab
Metionina 1,1+0,2b 1,3+0,1b | 2,5+0,4c | 0,3%0,1a 1,6
Cisteina 0,5+0,0a 0,5+0,2a | 04+00a| 04+0,0a 0,6
Tirosina 3,8+0,0a 34+04a |29+04a | 3,6x09a 2,3
Fenilalanina 56+0,6a 59+0,8a |62%+03a| 49+0,2a
Triptéfano 1,2+0,1a 1,4+0,1a | 1,7t0,4a | 1,3+0,1a 0,6
Acido
26,2+23a | 30,1+1,3b |254+1,8a| 31,5+00b
aspartico
Acido
43,6+43a | 41,2+4,4a |395+1,4a| 46,1+1,0a
glutamico
Glicina 56+0,2a 56+03a |57+0,2a | 57+0,3a
Alanina +
10,5+0,7ab | 11,4+0,6 ab |10,2+0,3a| 11,8+0,6 b
prolina
Serina 2,8+05ab | 4,2+1,1b |2,1+0,1a | 2,3+0,7ab
Arginina 10,4+0,8a | 11,2+0,6a |10,6+0,9a| 11,4+19a

* Requerimientos aminoacidicos en la nutricién humana - FAO / OMS / UNU, 2007.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

[11.B.5. Contenido de minerales de las harinas de quinoa

Ciertos minerales presentes en las harinas obtenidas a partir de las semillas de quinoa
blanca ya sean germinadas como sin germinar, pueden observarse en la Tablas 3.16. Los

principales minerales encontrados en QB fueron potasio (K), fésforo (P), magnesio (Mg),
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calcio (Ca) y sodio (Na). Ademas, se detectaron otros minerales como hierro (Fe), zinc
(Zn) manganeso (Mn), y cobre (Cu) en menor cantidad. Diferentes autores encontraron
valores del mismo orden de magnitud a los de este trabajo, como asi también los
principales minerales fueron similares en harina de quinoa blanca y negra (Demir y
Bilgicli, 2020; Bhinder y col., 2021).

En cuanto al efecto de la germinacién sobre el contenido de minerales en las harinas de
quinoa blanca (Tabla 3.16), se pudo observar que las harinas de quinoa germinadas,
presentaron un mayor contenido de Ca y Na y menor Cuy Mn que en QB, mientras que
el Mg no cambid independientemente del tiempo de tratamiento. A pesar del aumento
de Na, el contenido de este mineral en 100 gramos de harina es muy inferior a la ingesta

diaria recomendada (2400 mg/dia) segin Cddigo Alimentario Argentino (2022).

Por su parte, en QR la cantidad de minerales encontrados fueron similares a QB, con

excepcion Na y Zn que fue mayor mientras que el K fue menor (Tablas 3.16 y 3.17).

Tabla 3.16. Contenido de minerales en las harinas de quinoa blanca sin germinar y
germinadas durante 18, 24 y 48 h.

Minerales
QB QBGis QBG4 QBGas
(mg/Kg) (b.s.)
Calcio (Ca) 501+ 28 a 769+60b 798 £55b 787 £54b
Potasio (K) 8285+716b 5977 + 447 a 6118 £ 251a | 7536+293 b
Magnesio (Mg) 2043 +31b 1869+ 14 a 2016 +17b 2066+ 17 b
Sodio (Na) 229+5a 359+10b 367+18b 396+20b
Fésforo (P) 4774+ 71 c 4246 + 64 a 4505+ 68b | 462970 bc
Cobre (Cu) 7,0+0,1c 59t0,1a 6,4+0,1b 59+0,1a
Hierro (Fe) 540+15¢c 53,8+1,2¢c 47,4+1,0b 42,9+0,8a
Manganeso (Mn) | 16,7+0,2 ¢ 14,6 +0,3b 13,9+0,1a | 14,2+0,1ab
Zinc (Zn) 31,1+0,2c 58,5+0,4d 27,4+0,5b 26,2+0,2a

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p <0,05).
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Tabla 3.17. Contenido de minerales en las harinas de quinoa roja sin germinar y
germinadas durante 18, 24 y 48h.

Minerales
QR QRG1s QRG24 QRGas
(mg/Kg) (b.s.)
Calcio (Ca) 456+ 17 a 103627 b 448 +11 a 1019+88b
Potasio (K) 6700+359c | 5955+306b | 6360+132bc | 4471+173a
Magnesio (Mg) 1989+ 15b 1925+22b 1717 +11a 1930+37b
Sodio (Na) 1010+ 73 ¢ 718+ 34 b 528+ 25 a 731+56b
Fosforo (P) 4349 +65 ¢ 4059+ 58b 377760 a 3923 +124 ab
Cobre (Cu) 55%+0,1b 51+%0,1a 50+0,1a 5,2+0,1a
Hierro (Fe) 37,1+09b 37,5+0,7b 33,5+0,4a 38,0+0,9b
Manganeso (Mn) | 18,8+0,1c 16,8+0,3 b 17,4+0,2b 15,7+0,4 a
Zinc (Zn) 23,3+0,2b 38,6+0,5¢ 219+0,4a 22,5+0,5ab

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p <0,05).

Respecto al contenido de minerales en las harinas de quinoa roja germinada (Tabla
3.17), se observd un aumento en el contenido de Ca (QRG1s y QRGas), a la vez que el Mg
y Fe no resultaron modificados por la germinacién. Sin embargo, los niveles de K, Na, P,
Cu, Mn y Zn, disminuyeron producto de la germinacién.

Otros autores encontraron un aumento en el contenido de Ca, Fe, Zn en los germinados
de quinoa blanca a 48 h (Demir y Bilgicli, 2020) y 72 h (Darwish y col., 2020) respecto a
la sin germinar. Mientras que, Bhinder y col., (2021) encontraron en la quinoa blanca
germinada, un aumento en Fe, una disminucion en K, Mg y Zn, y sin diferencias en Ca,
Cu y Mn. Por otro lado, en la quinoa negra germinada no observaron cambios en el
contenido de Ca, Mn, Cu y Fe, pero si hubo una disminucién en K, Mg y Zn (Bhinder y
col., 2021).

Las diferentes tendencias encontradas en los minerales durante la germinaciéon nos
permite concluir que el contenido mineral depende de la variedad de quinoa de partida
y de las condiciones de germinacion, debido a que muchos de ellos podrian actuar como

cofactores enzimaticos vy variar de acuerdo al estadio del proceso.
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[11.B.6. Perfil de dcidos grasos de las harinas de quinoa

En la Tabla 3.18 se muestran los valores de los acidos grasos en la quinoa blanca. En la
guinoa sin germinar (QB) se observd que el acido linoleico (18:2) fue el mayoritario
(49%), seguido de los acidos oleico (18:1), palmitico y a-linolénico (18:3) por lo que el
porcentaje de insaturados respecto a los saturados fue mayor (88,9% vs 11,1%). Durante
la germinacién el porcentaje de la mayoria de los acidos grasos no cambid, aunque el
contenido de acido oleico (18:1) disminuyd. A su vez los acidos grasos esenciales
linoleico (18:2-w6) y o-linolénico (18:3-w3) aumentaron con la germinacion,
presentando los valores maximos en la harina QBGas. Este comportamiento, como fue
explicado anteriormente para los lipidos del amaranto, podria ser atribuido a la accién

de las enzimas desaturasas de la germinacién activa que convierten el acido oleico en

acido linoleico y a-linolénico (Nelson y Cox, 2005).

Tabla 3.18. Contenido de acidos grasos de los lipidos en las harinas de quinoa blanca sin
germinar y germinadas. Contenido total de acidos grasos saturados e insaturados, relacién
w6/w3.

Acido grasos QB QBGas QBG24 QBGas
(g/100 g lipidos)
Ac. Miristico (14:0) 0,1+0,0a 0,1+0,0a 0,1+0a 0,1+0a
Ac. Palmitico (16:0) | 10,0+0,2 a 9,9+0,0a 10,1+0,1a 10,1+0,1a
Ac. Estearico (18:0) 0,6+0,0a 0,5+0a 0,5+0,0a 0,5+0,0a
Ac. Oleico
30,0+ 0,0 30,0+0,1 298+0,0 284+0,1
(18:1 -wg) 7’ 7’ c 7 7 c ’ 7 b ’ ’ a
Ac. Linoleico 49,0+0,1a | 49,0+0,0a | 489+00a | 498+02b
(18:2- w6)
Ac. ecLinolénico | o oo 01a| 871£0,06a | 889+0,04b | 9,40%0,04c
(18:3- w3)
Ac. Ezczgs_’;;m'w 0,40£0,05a | 0,39+0,01a | 0,39+0,02a | 0,37+0,03a
Ac. Eicosenoico |, 35, 5014 142+006a | 1,35£004a | 1,314003a
(20:1 -w9)
Acidos grasos 11,1+01a | 11,0+00a | 11,0+0,0a | 11,1+0,1a
saturados totales
_ Acidos grasos 889+0,1a | 890+00a | 890+00a | 889+01a
insaturados totales
Relacién w6/w3 56+0,0b 56+0,1b 55+0,0b 53+0,0a

Diferentes letras es una misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05).
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La OMS establece que el maximo valor de la relacion w6/w3 es 10:1. Si bien ambos
acidos grasos son esenciales, la ingesta excesiva de w6 presente en alimentos
consumidos en mayor medida (legumbres, aceites, palta, entre otros) junto con menor
consumo de los alimentos con w3 (semillas, algunos pescados, nueces, entre otros)
genera un desbalance en la relacién 6ptima que puede originar un deterioro en la salud.
Si bien el contenido de acidos grasos insaturados total no cambid con la germinacion, se
observd una mejora en la calidad debido a que aumentaron el w6 y w3 manteniendo la
relacion w6/w3 constante, excepto en QBGas (5,3), donde la relaciéon fue minima (Tabla
3.18). La harina QBGas resulta un ingrediente atractivo en las dietas occidentales dado

gue mejora el balance entre ambos acidos grasos.

En la Tabla 3.19 se muestran los valores de los acidos grasos en la quinoa roja. En la
guinoa no germinada (QR) se observé al igual que en la quinoa blanca (QB) una mayor
cantidad del acido linoleico, seguido de los acidos oleico y palmitico, pero en una
proporcion diferente. En la QR el porcentaje de insaturados fue de 87,7%
significativamente mayor que los saturados (12,3%). Se observé que, durante la
germinacién el contenido de acido miristico y acido linoleico disminuyeron a diferencia
de lo que ocurrié en la QB que se mantuvo en el caso del C14:0 y aumentd el 18:2. Por
su parte, el contenido de acido oleico aumentd a diferencia de QB. Por ultimo, el acido
a-linolénico aumenté durante la germinacién, siendo maximo en la harina germinada
durante 24 h (QRG24) (Tabla 3.18). En este caso, durante la germinacién se incrementé
la proporcion de acidos grasos insaturados. Ademds, la germinaciéon generd una

disminucion en la relacion w6/w3, presentando el menor valor para QRG2a4.

Park y Morita (2007) encontraron a partir del andlisis de acidos grasos presentes en
semillas de quinoa blanca, que la relacién w6 /w3 para los primeros tiempos de
germinacién (24 y 48 h a 30°C) aumenté respecto a la sin germinar, mientras que a las

72 h el cociente fue el menor.
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Tabla 3.19. Contenido de acidos grasos de los lipidos en las harinas de quinoa roja sin
germinar y germinadas. Contenido total de acidos grasos saturados e insaturados, relacién
w6 / w3.

Acidos grasos
(2/100 g lipidos) QR QRG1s QRG24 QRGas
Ac. Miristico
+ + + +
(14:00) 02+00b | 0,1+00a | 0,165+0,007a | 0,17+0,01a
Ac. Palmitico
+ + + +
(16:00) 11,4+01a | 11,1+01a | 10,935+002a | 11,1+02a
L "
Ac.Estearico |, . 00a | 04+00a | 0395+0007a | 4> *0.007
(18:00) a
Ac. Oleico
27,0+0,0a | 280+01c | 27,83+001bc | 27,56+02b
(18:1, w9)
Ac.Linoleico | 3, h1c | 522400a | 52,12+003a | 52,310,05b
(18:2, w6)
Ac. acLinolénico | o\ 012 | 660£0,03b | 683:001d | 673+0,01c
(18:3, w3)
Ac. Eicosanoico | 55, 503, | 03140.01a | 035:00la | 032+00la
(20:00)
Ac. Eicosenoico | ) 35, 0094 | 1334006a | 1,36+00la | 1,35+0,0la
(20:1 n9)
Acidos grasos
saturados 12,3+0,1b 12,0+0,1a 11,8+0,0a 12,0+ 0,1 ab
totales
Acidos grasos
insaturados 87,7t0,1a 88,0+0,1b 88,2+0,0b 88,0+ 0,1 ab
totales
Relacién w6/w3 8,6+0,1d 7,9+10,0c 7,6+0,0a 7,8+0,0b

Diferentes letras es una misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05).

[11.B.7. Actividad antioxidante de las harinas de quinoa

En la Figura 3.14 se muestra el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT). En el
caso de las harinas de quinoa blanca, el contenido de CFT aumento significativamente
con el tiempo de germinacién, presentando el mayor valor la harina QBGas. Por su parte,
en el caso de las harinas de quinoa roja, la Unica harina que presenté un mayor

contenido de CFT fue la QRGa2a.
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Figura 3.14. Contenido de fenoles totales de las harinas de semillas de quinoa blanca y roja
sin germinar (QB- QR) y germinadas (QBG-QRG). Diferentes letras indican diferencias
significativas en una misma variedad de quinoa (p < 0,05).

En la Figura 3.15 se muestra la actividad antioxidante (AA) medida por dos métodos
complementarios, encontrdndose que la harina QBGag fue la que presenté mayor AA
medida por el método de FRAP, mientras que el EC50 fue menor en todas las harinas
germinadas (QBG) independientemente del tiempo de germinacion (Figura 3.15.A). En
guinoa roja se observd un comportaminto diferente. La actividad antioxidante
disminuyd con la germinacidon siendo menor que en QR en ambos metodos (Figura

3.15.B).

Diversos autores encontraron que el contenido de compuestos fendlicos y de AA en
harinas de quinoa blanca y roja aumentaron con la germinaciéon (Carciochi y col., 2016;
Padmashree y col., 2018 y Choque-Quispe y col., 2021). Similar tendencia en ambos
pardmetros fue encontrada en este trabajo para quinoa blanca pero diferente para la
variedad roja, donde no variaron en los diferentes tiempos de germinacion.

Podemos concluir que las harinas de quinoa roja tuvieron un mayor contenido de
compuestos fendlicos totales y de actividad antioxidante comparado con las de quinoa

blanca.
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Figura 3.15. Actividad antioxidante por los métodos de FRAP y DPPH de las harinas de
semillas de quinoa blanca y roja sin germinar (QB- QR) y germinadas (QBG-QRG). Diferentes
letras indican diferencias significativas en una misma variedad de quinoa (p < 0,05).

En funcién a lo discutido anteriormente y comparando las harinas germinadas de una
misma variedad, se seleccionaron las mejores harinas para la utilizacién en panificados
saludables en base a lo siguiente:

- la quinoa blanca germinada por 48 h (QBGas) debido a que presentd el mayor
contenido de proteinas, fibra dietaria y lipidos. A su vez un mayor contenido de Ac.
Linoleico (18:2- w6) y Ac. a-Linolénico (18:3- w3) y una minima relacion w6/w3 fue
obtenida para QBGas. Por otro lado, QBGass presenté el mayor contenido de compuestos

fendlicos y actividad antioxidante.
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- la quinoa roja germinada por 24 h (QRG2z4) tuvo el mayor contenido lipidico, siendo la
de mayor aporte de Ac. a-Linolénico (18:3- w3) y presentando una relaciéon w6/w3
minima. Por otro lado, se evidencié el mayor contenido de aminodcidos esenciales
(principalmente Lys, Hys y Met) y de compuestos fendlicos y un menor contenido de

sodio.

[11.B.8. Propiedades estructurales y térmicas de las harinas de quinoa

ATR-FTIR de las harinas de quinoa

Las diferentes bandas correspondientes al estiramiento y deformacion de los principales
grupos funcionales presentes en las harinas de quinoa blanca (QB) y germinadas durante
18 (QBGis), 24 (QBG24) y 48 h (QBGag) se muestran en la Figura 3.16. Puede observarse
una banda ancha a 3297 cm™ en el espectro de las cuatro harinas atribuidas a
vibraciones de estiramiento de grupos hidroxilo presentes en el agua y almidén. Siendo
de mayor intensidad en QBGass y minima para QBGis. En la regién 3100 a 2800 cm™ se
observaron 3 bandas: una a 3007 cm asociada a vibraciones de estiramiento de CH del
carbono presente en un doble enlace que no cambid en las diferentes harinas
(relacionada con los acidos grasos poliinsaturados como puede observarse en la Tabla
3.18) y dos bandas a 2924 y 2852 cm™ correspondientes a las vibraciones de
estiramiento asimétricas y simétricas de los grupos funcionales CH; alifaticos,
respectivamente. Ademas, la banda de 2924 cm~ estd asociada con la fracciéon de acidos
grasos saturados presente en los lipidos de la muestra (Guillén y Cabo, 2000). Ambas
son de mayor intensidad en las QBGas. A 1745 cm™ se encontrd una banda asociada a la
vibracién de estiramiento C=0 del éster carbonilo del triglicérido cuya intensidad fue

similar en todas las harinas.
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Figura 3.16. Espectro FTIR-ATR de harina de quinoa blanca sin germinar (QB) y de harina de
quinoa blanca germinada durante 18 (QBGis), 24 (QBG24) y 48 h (QBGas).

Las bandas pertenecientes a la Amida | (1645 cm™) y a la Amida Il (1539 cm™) estan
asignadas a la vibracién de flexion del grupo funcional N-H en la amida. La intensidad de
la banda a 1645 cm™ fue maxima para las harinas QBG,4 y QBGas, mientras que en la
banda de 1539 cm™ la intensidad maxima la presentaron QBGisy QBG2s. En la regidn
entre 1500y 1070 cm™ se distinguieron 7 bandas, correspondientes a 1455, 1417, 1337,
1242, 1150, 1102 y 1077 cm™. La muestra QBGss fue la que presentd la maxima
intensidad para todas las bandas, mientras que las otras muestras no presentaron un
comportamiento definido. Por ultimo, en el espectro se observaron cinco bandas bien
definidas a 1045, 1017, 994, 927 y 860 cm™ asociadas a la C(1)H flexidn, vibracién del
enlace a (1-4) del almidon y a la deformaciéon CH y CH,, respectivamente (Bustos y col.,
2015). La muestra que presentd mayor intensidad de dichas bandas fue, nuevamente,
la QBGuas, y luego la siguieron QBG24, QB y QBGs.

El resultado de la deconvolucién de la Amida | se muestra en la Tabla 3.20. La muestra
sin germinar presentd alta proporcidon de estructura hoja B-paralela, mayormente
intermolecular y bajo porcentaje de a-hélice y giros-B. La germinacién (18 h) disminuyé

significativamente la hoja B-paralela intermolecular y aumenté la a-hélice y los giros-3,
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lo que se asocia a una estructuracién o compactacion de la proteina. A las 48 h hubo un
aumento en la a—hélice (46% respecto a QB), sin observarse cambios significativos en el
resto de las estructuras secundarias.

Los resultados sugieren que 48 h de germinacion producen un cambio en la estructura
de las proteinas favoreciendo un plegamiento o estructura mas compacta que la quinoa

blanca sin germinar.

Tabla 3.20. Numero de onda y porcentaje de estructura secundaria de proteinas (Amida I)
en las harinas de quinoa blanca sin germinar (QB), germinado durante 18 h (QBGis), 24 h
(QBG24) y 48 h (QBGas).

Estructura N°de onda
QB QBG1s QBG24 QBGas
secundaria (cm?)
Hoja B paralela
1620 42+2,5b | 37,7+2,9ab | 32,5%1,9a 37,3+2,4ab
intermolecular
Hoja B paralela
1636 18,5+1,8a | 19,7+1,1ab | 22,4+0,3b 19,7+1,9ab
intramolecular
desordenada 1650 21,6£0,5b | 15,3+1,4a | 18,5+3,8ab | 17,9+2,1ab
a-hélice 1661 6,7t1,0a | 9,210,4b 13,8+0,4d 11,3+0,2c
Giros B 1674 6,4%1,1a 9,4+1,0b 6,1+0,2a 6,1t1,4a
Hoja B
antiparalela 1684 6,0+0,8a 8,3+1,4b 5,6+0,4a 7,5+0,2ab
intermolecular

Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05).

En cuanto a las bandas del almiddn, (Tabla 3.21) no se observaron cambios en las bandas
995, 1022 y 1045 cm™. Al comparar los valores de los cocientes 1045/1022 y 1022/995
se evidencia que la muestra que tiene una estructura mds amorfa (menor valor de
1045/1022 y mayor de 1022/995) fue la QBG1s. A mayor tiempo de tratamiento no hubo

diferencias con QB.
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Tabla 3.21. Nimero de onda y contribucidn de los picos en la regién del espectro entre los
900-1070 cm™ y cocientes entre los mismos de las harinas de quinoa blanca sin germinar
(QB), germinado durante 18 h (QBGs), 24 h (QBG24) y 48 h (QBGas).

N° de onda
QB QBGis QBG24 QBGas
(em™)
995 59,0+ 1,8 ab 56,8+0,5a 56,0+0,7a 60,3+0,2b
1022 30,2+1,6ab 32,5+1,0b 30,4+0,4 ab 289t0,4a
1045 10,7+0,6a 10,7+0,5 a 13,5+0,4b 10,7x0,2a
1045/1022
0,36+ 0,02 ab 0,33+0,03a 0,44+0,01b | 0,37+0,01 ab
(cristalina)
1022/995
0,51+0,04 ab 0,57+0,02c | 0,54+0,01b | 0,48+0,01a
(amorfa)

Banda 1045 cm™: relacionada a la region cristalina. Banda 1022 cm™: relacionada a la zona
amorfa. Banda 995 cm™: relacionada a las hélices de carbohidratos hidratadas.
Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05).

En la Figura 3.17 se muestran los espectros ATR-FTIR en la regién 4000 a 800 cm™ de las
bandas de estiramiento y deformacién de los principales grupos funcionales de los
diferentes componentes presentes en las harinas de quinoa roja (QR) y de la quinoa
germinada durante 18 (QRGug), 24 (QRG24) y 48 h (QRGag). Se puede observar en el
espectro bandas a la misma longitud de onda que las encontradas para quinoa variedad
blanca, aunque con algunas diferencias en la intensidad. La muestra QR presentd una
banda ancha a 3297 cm™ de mayor intensidad que las harinas germinadas. La misma
tendencia se observé en las bandas a 2924 y 2852 cm™ donde la intensidad de estas
bandas en QR fue mayor y en QRGag menor. Para la banda a 1744 cm™ se encontré que
las muestras germinadas presentaron una menor intensidad que la muestra sin
germinar. Con respecto a las bandas de Amida | (1645 cm™) y a la Amida Il (1539 cm™?),
se observé que la muestra QR fue la de mayor intensidad en ambos casos, seguida de
QRGis, mientras que la intensidad de QRG24 fue un poco mayor que la de QRGaus. En la
regién entre 1500 y 1070 cm™ se distinguieron 7 bandas, al igual que para la quinoa
blanca, correspondientes a 1455, 1417, 1373, 1240, 1150, 1102 y 1077 cm™L. La muestra
QR fue la que presenté la maxima intensidad para todas las bandas, mientras que las
otras muestras no presentaron un comportamiento definido. Por ultimo, en el espectro

se observaron cinco bandas a 1045, 1017, 994, 925 y 860 cm?, la muestra que presentd
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mayor intensidad de dichas bandas fue, nuevamente, la QR y luego la siguieron QRG24 y

QRGas, practicamente sin diferencias, y siendo QRG1gla de menor intensidad.
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Figura 3.17. Espectro FTIR-ATR de harina de quinoa roja sin germinar (QR) y de harina de
quinoa roja germinada durante 18 (QRGas), 24 (QRG24) y 48 h (QRGus).

La Tabla 3.22 muestra la estructura secundaria de las proteinas de quinoa roja. Luego
de 24 h de germinacién, las proteinas presentaron una estructura secundaria mas
desplegada que en QR, evidenciado con un incremento de las hojas B paralela

intramolecular y una disminucion de a—hélice.
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Tabla 3.22. Numero de onda y porcentaje de estructura secundaria de proteinas (Amida
I) en las harinas de quinoa roja sin germinar (QR), germinado durante 18 h (QRG1s), 24 h
(QRG24) y 48 h (QRGas).

Estructura N° de onda
QR QRG1s QRG24 QRGas
secundaria (cm?)
Hoja B paralela
1620 30,3+4,1a | 29,3+1,9a | 31,1+3,0a | 31,0+1,3a
intermolecular
Hoja B paralela
1636 20,8+1,2a | 20,9+1,2a | 26,9+2,8b | 23,6+1,2ab
intramolecular
desordenada 1650 27,1+0,7b | 29,1+1,5¢c | 25,2+3,0ab | 21,7+1,7a
a-hélice 1661 10,7+0,4 b 12,1+2,5¢ 8,8t1,5a 15,7£0,6 ¢
Giros B 1674 5,710,05 a 7,310,7 ¢ 7,00,1b 4,6x1,5a
Hoja B
antiparalela 1684 6,6+0,7b | 5,6t1,2ab | 5,1+0,1a | 5,8+0,7 ab
intermolecular

Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas en una misma (p< 0,05).

La Tabla 3.23 muestra los cambios de las bandas del almidén como consecuencia de la
germinacién de la quinoa roja. Se observd un aumento de la banda 995 cm™? y
disminucion de la 1022 cm™, a diferencia de la quinoa blanca donde no hubo diferencias.
La relacién 1045/1022 aumentd producto de la germinacion, mientras que 1022/995
disminuyé, indicando una disminucidon de las regiones amorfas del almidén (no
necesariamente a expensas de las cristalinas) y un aumento de las uniones de hélices de
No se observaron diferencias

carbohidrato hidratadas (Monroy y col.,, 2018).

significativas entre los diferentes tiempos de germinacion.
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Tabla 3.23. Nimero de onda y contribucidn de los picos en la regién del espectro entre los
900-1070 cm™ y cocientes entre los mismos de las harinas de quinoa roja sin germinar (QR),
germinado durante 18 h (QRGsg), 24 h (QRG24) y 48 h (QRGas).

Nidmero de
QR QRG1s QRG24 QRGass

onda (cm™)
995 56,9+1,1 a 62,1+0,6b 63,5+1,8b 61,9+1,8b
1022 32,020 b 26,9+0,8a 25,2+1,8a 25,9+2,2a
1044 11,1+1,0a 11,0+1,4a 11,3+0,01a 12,1+1,8a
1045/1022 0,35+0,05a 0,41 £ 0,06 ab 0,45+0,03b 0,47+0,1b
1022/995 0,56+0,05b 0,43+0,01a 0,40+0,04 a 0,42+0,04 a

Banda 1045 cm™: relacionada a la regién cristalina. Banda 1022 cm™: relacionada a la zona
amorfa. Banda 995 cm™: relacionada a las hélices de carbohidratos hidratadas.
Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0,05).

Xingy col., (2021) utilizaron el analisis de FTIR para evaluar las propiedades estructurales
del almiddn aislado de quinoa blanca y roja sin germinar y germinadas por 24 y 48 horas.
A partir de la relacién de intensidad 1047 cm™/1022 cm™ estimaron la cantidad de
almidodn cristalino en las muestras. Los valores de dicho cociente oscilaron entre 0,580
y 0,654, presentando los germinados valores mas bajos, lo cual estaria reflejando que la
germinacién indujo una alteracién en la estructura ordenada de los granulos de almidén.
En nuestras muestras, se observd un comportamiento similar en las harinas de quinoa
roja, donde al incrementarse el tiempo de germinado, menor fue el valor del cociente
1047 cm/1022 cm™. Sin embargo, en las muestras de quinoa blanca, solamente se

detectd una pérdida de cristalinidad en QBG48.

Propiedades térmicas de las harinas de quinoa

En la Figura 3.18 se muestran los termogramas obtenidos por DSC de las dispersiones
de las harinas de quinoa blanca. Se observé un pico endotérmico en todas las muestras
comprendido entre los 64-66°C el cual corresponde a la gelatinizacidn del almidén (Xing
y col., 2021) junto con la desnaturalizacién de las proteinas (Lopez y col., 2018). La
variacion de entalpia (AH) en QB fue de 52,5 J/g. El proceso de germinacion no modifico

la temperatura del pico endotérmico ni el valor de variacion de entalpia (Figura 3.18).
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AH (J/g sélidos)
QB 52,5+2,4a
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Figura 3.18. Termogramas DSC de las diferentes suspensiones de harina de quinoa blanca.
QB: quinoa blanca sin germinar, QBGis: germinada durante 18 h, QBG24: germinada durante
24 h y QBGass: germinada durante 48 h. Se muestran los valores de temperatura y entalpia
del proceso endotérmico (AH).

Estos resultados se pueden relacionar con lo discutido previamente, en donde el
porcentaje de proteinas y almidon practicamente no varia. Ademds mediante FTIR no se
encontraron cambios en las regiones cristalinas y amorfas en los distintos tratamientos.
Si bien el pico es probable que tenga contribucién de proteinas y almidén, como este
ultimo es mayoritario, domina el proceso de gelatinizacidon que suele observarse en
almidones entre 60 y 65°C. La fraccién 7S de las globulinas suele presentar pico a 70-
75°C, mientras que la 11S lo hace entre 90 y 100°C. Por esta razdn se puede suponer que

la endoterma a 65°C seria atribuible principalmente al almidén.

Por otra parte, en la Figura 3.19 se pueden ver los termogramas correspondientes a las
suspensiones de quinoa roja. En todas las muestras se observé un pico endotérmico
entre 72-73°C. La variacién de la entalpia en QR fue de 63,3 J/g (mayor que en QB). A
diferencia de lo observado con QB, la germinacién produjo una disminucion significativa
de la entalpia, alcanzando su minimo valor para el caso de QRGas (Figura 3.19). Esta
disminucién de la variacidn de entalpia se puede asociar al menor contenido de almidén

durante la germinacién (QR=53% versus QRG13=49%) como se observé en la Figura 3.9.
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B y la cristalinidad aumenté (mayor relacién 1045/1022-FTIR). Asimismo, una
disminucion en el contenido de proteinas con la germinacion (Figura 3.8 b) pudo haber

contribuido a que se use menos energia en los procesos endotérmicos.

o
14
C:
=
o 21
o ‘s
® AH (J/g sélidos)
(]
B QR  63,3%4,5¢
2
[ QR,; 449+1,3b
44
QR,, 43,6%25b
5
- QR,; 30,5%2,0a
0 2'0 4‘0 6’0 8‘0 1(1)0 150

Temperatura (°C)

Figura 3.19. Termogramas DSC de las diferentes suspensiones de harina de quinoa roja: QR:
quinoa roja sin germinar, QRGis: germinada durante 18 h, QRG24: germinada durante 24 hy
QRGass: germinada durante 48 h. Se muestran los valores de temperatura y entalpia del
proceso endotérmico (AH).

Sin embargo, a diferencia de nuestros resultados, Xing y col. (2021) estudiaron el
comportamiento térmico de suspensiones de almidéon (50% p/v) extraido de quinoa
blanca y roja germinada a 25°C durante 24 y 48 h, encontrando que la entalpia de
gelatinizacién aumentd con la germinacion. Estos autores, al igual que Li y col. 2017,
relacionaron este efecto con que las amilasas hidrolizan preferentemente las regiones
amorfas del almidoén, lo que aumenta la estructura ordenada de doble hélice, pudiendo
explicar el incremento en la entalpia de gelatinizacién del almidén de quinoa germinada.
La diferencia con nuestros resultados puede deberse a que en las harinas sin germinar
el almiddn esta nativo y unido a otros componentes, y parcialmente hidrolizado en las
germinadas; mientras que el almiddn aislado por estos autores ha sufrido cambios
estructurales como consecuencia del proceso de extraccion.

En concordancia con nuestros resultados, Jiménez y col. (2019) observaron que los

valores de AH disminuyeron en las suspensiones de harina de quinoa blanca germinada
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(24°C por 24h) frente a la quinoa sin germinar, atribuyendo este comportamiento a la

disminucion del contenido del almiddn luego de la germinacién.

En funcién a lo anterior se podria explicar el comportamiento de las diferentes quinoas
de este trabajo. En el caso de la quinoa blanca no se observaron cambios en el
termograma, asociado con igual contenido de proteinas y almiddén. Por otra parte, en la
guinoa roja lo que puede estar ocurriendo es que el efecto del aumento de FDT de 12,4%
(QR) hasta 18,3% (QRG48) junto con la disminucién del contenido de almidén sea mas
importante que el ordenamiento de la estructura del mismo y por consiguiente el valor

de AH disminuya en las muestras germinadas.

Propiedades de “pasting” de las harinas de quinoa

Los viscoamilogramas de las muestras de harinas de quinoa blanca y roja sin germinar
(QBy QR) y germinadas (QBGasy QRG24) junto con la harina de trigo se muestran en la
Figura 3.20. Mientras que en la Tabla 3.24 y 3.25 se muestran los parametros obtenidos
para QB y QR, respectivamente.

Aligual que en amaranto, en la Figuras 3.20 se observé un pico pronunciado entre los 6
y los 7 minutos, el cual se relaciona con la viscosidad maxima alcanzada durante la
isoterma a 95°C. La harina de trigo fue la que presentd los valores mas grandes en los
pardmetros medidos (Tablas 3.24 y Tabla 3.25), seguida de las harinas sin germinar QB
y QR, aunque no se observd un pico tan pronunciado como en trigo. La viscosidad de
pico fue mayor en QB respecto a QR. El comportamiento de la harina de trigo en
comparacion a las harinas de quinoa sin germinar, se puede interpretar debido a que el
almidén de trigo con 25% amilosa frente a un 10-21% (Arendt y Zannini, 2013),
provocando un menor hinchamiento del granulo de almidén, dando como resultado una

curva mas plana durante todo el ensayo.
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Figura 3.20. Viscoamilograma de suspensiones de harinas de trigo, quinoa blanca (QB) y
quinoa roja (QR) y germinadas (QBGasy QRG24).

En las harinas germinadas (QBGass y QRG24) practicamente no se observé un pico de
viscosidad maxima, lo cual podria deberse a la hidrdlisis del almidén producto de la
germinacién como se observo en la Figura 3.9. Esta disminucién de la viscosidad maxima
se podria correlacionar con una estructura morfoldgica porosa que hace que los
granulos de almidén sean mas susceptibles a la hidrélisis, lo que resultaria en una
pérdida de resistencia al hinchamiento (Gutierrez-Osnaya y col., 2020). El almidén al ser
hidrolizado por la a-amilasa durante la germinacién poseeria cadenas mas cortas y por
lo tanto no podria mantener las interacciones polimero-polimero fuertes requeridas
para laintegridad de los granulos hinchados (Steffolaniy col., 2013; Xu y col., 2012), esto
podria dar como resultado una disminucidn en la viscosidad pico, lo que sugeriria que la

germinacién debilita el poder espesante del almiddn.
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Tabla 3.24. Parametros obtenidos a partir del viscoamilograma rapido.

Muestra VP (cP) VM (cP) BD (cP) VF (cP) SB 1 (cP) SB 2 (cP) tp (min)
Trigo 2278+ 13c | 1569+4c 709+9c 2849+ 19c 1280+ 15¢ 571+6¢c 6,37+0,05b
QB 662+1b 603+3b 59+1b 767+t2b 164+1b 105+1b 7,0£0,0a
QBGass 222+5a 216+6a 6+x1la 282+7a 66*1a 6l+2a 6,87 £0,09c

Diferentes letras en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05). VP: viscosidad de pico, VM:
viscosidad minima, BD: breakdown (VP — VM), SB: setback (SB1: VF — VM; SB 2: VF — VP), tp: tiempo del pico.

Tabla 3.25. Parametros obtenidos a partir del viscoamilograma rapido.

Muestra VP (cP) VM (cP) BD (cP) VF (cP) SB 1 (cP) SB 2 (cP) tp (min)
Trigo 2278+ 13c | 1569t4c 709+9c 2849+19c 1280+ 15¢ 571t6¢c 6,37+0,05a
QR 427+12b | 369+11b 58+1b 691+16b 322+6b 105+1b 7,0+0,0b
QRG34 181+4a 155+4a 26*0a 286t4a 134+ 1a 61+2a 6,87+0,09 c

Diferentes letras en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05). VP: viscosidad de pico, VM:
viscosidad minima, BD: breakdown (VP — VM), SB: setback (SB1: VF — VM; SB 2: VF — VP), tp: tiempo del pico.
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Padmashree y col., (2018) encontraron que la viscosidad final fue mayor para las
muestras de quinoa blanca y roja sin germinar que para la germinadas. A su vez, Xing y
col. (2021) observaron el mismo comportamiento que el de este trabajo al analizar el
comportamiento viscoamilografico de almidén de quinoa blanca y roja germinada (25°C
por 24 y 48 h) como sin germinar, en donde la viscosidad de pico fue mayor en las
muestras de quinoa sin germinar, respecto a las harinas germinadas. A su vez, el pico de
viscosidad fue mayor en la harina de quinoa blanca frente a la quinoa roja, atribuyéndolo

al mayor porcentaje de amilosa en QB.

[11.B.9. Retencién de solventes

La Tabla 3.26 muestra la capacidad de retencion de solventes de las diferentes harinas
de quinoa blanca. Se observé una menor capacidad de retencién de agua a lo largo de
la germinacion indicando que durante la germinacion disminuyeron los componentes
hidrofilicos. Por otro lado, la capacidad de retencién de sacarosa disminuyd a lo largo de
la germinacion, lo que podria sefialar una pérdida de pentosanos posiblemente por
efecto de la hidrolisis durante la germinacién. Respecto a la capacidad de retencion de
carbonato de sodio, se observé un aumento del mismo con el avance de la germinacion.
Por ultimo, las harinas germinadas presentaron menor capacidad de retencién de acido

lactico respecto a QB.

Tabla 3.26. Capacidad de retencion de los diferentes solventes en las muestras de quinoa
blanca sin germinar y germinada.

Muestras
QB QB1s QB24 QBas
CRA 130,6+0,7 ¢ 1259+0,5b 112,8+2,0a 113,2+2,7 a
CRS 113,9+5,5¢ 105,7+£ 1,7 bc 101,5£2,2b 90,1+t49a
CRC 109,7+4,0a 118,0+0,9b 1245+0,7 c 133,3+0,9d
CRAcL 130,4+4,8b 1206 +4,6 a 118,1+3,2a 120,6 +0,8 a

CRA: capacidad de retencion de agua, CRS capacidad de retencién de sacarosa, CRC:
capacidad de retencidn de carbonato de sodio, CRAcL: capacidad de retencion de acido
lactico. Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Por su parte, en la Tabla 3.27 se muestra la capacidad de retencién de solventes de las
diferentes harinas de quinoa roja. En cuanto a la capacidad de retencién de agua, de
sacarosa y de carbonato de sodio no se observé una tendencia marcada con la

germinacién a diferencia de QB.

Tabla 3.27. Capacidad de retencidn de los diferentes solventes en las muestras de quinoa
roja sin germinar y germinada.

Muestra
QR QRus QR24 QRss
CRA 120,51+ 1,7 bc 115,7+2,2b 106,8+4,7 a 125,6+0,9¢
CRS 120,7+1,9ab | 107,8+8,0 a | 115,2+3,8ab |114,4+6,9 ab
CRC 125,3+6,1c¢ 117,5+ 2,8 bc 110,1+0,2b |117,3%+1,3bc
CRAcL 133,0t1,2¢c 126,1+4,6b 118,1+1,1a 120,5+1,5a

CRA: capacidad de retencidon de agua, CRS capacidad de retencién de sacarosa, CRC:
capacidad de retencidn de carbonato de sodio, CRAcL: capacidad de retencion de acido
lactico. Diferentes letras en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).
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Conclusiones parciales- Parte B

En funcidn a los resultados obtenidos en ambas quinoas, se seleccionaron las harinas de
guinoa blanca germinada por 48 h (QBGas) y de quinoa roja germinada por 24 h (QRG24)
para utilizarlas en la elaboracién de las masas y panes con harina de trigo, que reunieron

las siguientes caracteristicas que se resumen a continuacion:

Quinoa blanca

v' La germinacién durante 48h aumentd el contenido de fibra dietaria total y de
lipidos, sin modificar el contenido de proteinas. Presentando QBGas el mayor
contenido de Ac. Linoleico (18:2- w6) y Ac. a-Linolénico (18:3- w3) y el mejor
balance w6/w3. Por otro lado, QBGas presentéd el mayor contenido de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

v' En condiciones no desnaturalzantes ni disociantes se extrajeron
mayoritariamente proteinas de 66 y 58 kDa que forman agregados de alta masa
molecular mediante uninones no covalentes (puente hidrogeno e hidrofébicas)
y que con la ruptura de S-S libera proteinas de 35 y 26 kDa. Hubo un leve
incremento en la extraccién de las proteinas de 66 y 58 kDa con la germinacion.

v La estructura secundaria de las proteinas en QBGas fue mas compacta que en la
sin germinar.

v" No se observaron cambios en las propiedades térmicas por DSC de la quinoa
blanca (germinada y sin germinar) asociado a igual contenido de proteinas y

almiddn. Sin embargo por RVA la viscosidad de pico fue mayor en QB.

Quinoa roja
v" Luego de 24 h de germinacidn en las semillas de quinoa roja, la harina QRG24
presentd mayor contenido de fibra dietaria total, proteinas y lipidos,
aumentando el porcentaje de aminoacidos esenciales (Lys, Hys y Met) y de los
acidos grasos a-linolenico y oleico. Por otro lado, en QRG24 se evidencid el mayor
contenido de compuestos fendlicos y menor contenido de sodio.
v" Mediante electroforesis se extrajeron las mismas bandas que para la quinoa

blanca, pero en mayor proporcidn a partir de muestras germinadas.
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v" QRG34 presentd una estructura proteica mas desplegada que QR y una mayor
region cristalina del almidén.

v" El contenido de almidén en QRG24 fue menor y junto con el aumento de fibra
disminuyd el valor de AH (gelatinizacién de almidén y desnaturalizacién de

proteinas).
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Capitulo IV

Masas y Panes de
trigo con harinas de
amaranto



IV.1. Masas

IV.1.1. Caracterizacion de la harina de trigo

La composicidn porcentual de la harina de trigo utilizada en la elaboracién de masas y
panes con amaranto se muestra en la Tabla 4.1.

De acuerdo al porcentaje de cenizas esta harina se tipifica como 000, debido a que el
porcentaje de ceniza es menor a 0,650% y mayor a 0,492% (CAA, 2022). El porcentaje
de humedad es adecuado para esta harina. Es importante conocer el contenido de
proteinas, ya que influye sobre los atributos de calidad del producto terminado (Wheat
Marketing Center, 2004). En el caso de la harina utilizada, el contenido proteico hallado

es el esperable para una harina de este tipo, apta para panificacion.

Tabla 4.1. Composicion porcentual de la harina de trigo

Componente Composicion porcentual (%)
Proteinas (P) 11,2+0,2
Lipidos (L) 2,3+0,1
Humedad (H) 12,2+0,2
Fibra dietaria total (FDT) 4,8+0,3
Cenizas (C) 0,6 £ 0,01
Hidratos de carbono (HC) 68,9+0,4

Valores promedio + DS

En la Tabla 4.2 se presentan los pardmetros farinograficos, alveograficos y el contenido
porcentual de gluten himedo (GH), gluten seco (GS) y la relacion gluten himedo/gluten
seco (GH/GS) correspondientes a la harina de trigo.

La harina de trigo tiene parametros farinograficos indicativos de una harina de buena
calidad panadera (Tabla 4.2). La relacién P/L cercana a 1 y W tambien sugieren que esta
harina resulta apta para la elaboracion de productos de horno fermentados (panes). La
relacion GH/GS resulté cercana a la éptima que es 3, y da idea de la capacidad de

retencidon de agua del gluten, también esta asociada a la calidad panadera de la harina.
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Tabla 4.2. Parametros farinograficos, alveograficos y contenido de gluten de la harina.
Parametros farinograficos

Ab (%) ty (min) Es (min) Af (UB)

55,9 11,7 20,5 50

Parametros alveograficos

P (mm) L (mm) P/L(-) W*10 (J)

86 62 1,4 241

Contenido de gluten

GH (%) GS (%) GH/GS (-)

33 10,7 3,1

Ab: absorcion farinografica, td: tiempo de desarrollo, Es: estabilidad, Af: aflojamiento, P:
tenacidad, L: extensibilidad, W: trabajo alveografico, GH: gluten hiumedo, GS: gluten seco.

IV.1.2. Calidad panadera de las mezclas

IV.1.2.1. Perfiles farinograficos

Los farinogramas de las diferentes formulaciones se muestran en la Figura 4.1. La
muestra C (harina de trigo) presentd un primer pico pronunciado a corto tiempo,
asociado a la hidratacién de los componentes de la harina; y un segundo pico alrededor
de 12 minutos perteneciente al desarrollo éptimo de la red de gluten en la masa. La
incorporacion del 5% de harina de amaranto (A5) no cambid el farinograma respecto al
de la harina de trigo, se obtuvo un primer pico con mayor consistencia que el segundo;
mientras que el comportamiento opuesto se observé con mayores cantidades de harina

de amaranto, 15y 25% (A15 y A25) como puede observarse en la Figura 4.1.

Como vimos en el Capitulo Ill, el amaranto contiene un 12,8% de proteinay un 9,33% de
FDT. Segin Lamothe y col. (2015) el 80% de esa fibra es insoluble y podria junto con la
proteina estar afectando la reologia de la masa. El segundo pico farinografico mas
pronunciado que el primero fue observado por diferentes autores atribuyéndole esas
diferencias a cdmo los diferentes componentes interaccionan con el agua. En este
sentido, al incorporar en la harina de trigo fibra soluble como la inulina -hasta 12%p/p-

(Salinas y Puppo, 2014), fibra principalemente insoluble como la que esta presente en
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harina de algarroba de la pulpa (hasta 30%) 6 proteinas presentes en harina de germen
de algarroba (Salinas y col., (2015) se observé un segundo pico mas consistente que el
primero. Por otra parte, Mis y col., (2012) obtuvieron un resultado similar al nuestro con
la adicion de avena con 12% de fibra mayormente soluble a la harina de trigo,
observando un segundo pico superior al primero. Atribuyeron dicho comportamiento a
la velocidad del proceso de hidratacion de los componentes de la masa, lo que sugiere

una menor tasa de hidratacién en presencia de altas cantidades de fibra.
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Figura 4.1. Farinogramas tipicos obtenidos para la harina de trigo (C) y para las mezclas con

1,5% de NaCl y distintas cantidades de harina de trigo de amaranto sin germinar: 5% (A5),
15% (A15) y 25% (A25).

Los parametros farinograficos obtenidos a partir del farinograma estdn insertos en cada
uno de los graficos de la Figura 4.1. Se puede observar que resultaron modificados con
la presencia de harina de amaranto. La absorcién de agua (Ab) aumenté con la adicidn
de amaranto, especialmente en A25, mientras que el tiempo de desarrollo (tq)

disminuyd principalmente en las mezclas con mayor contenido de amaranto (A15y A25),
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alcanzando valores inferiores a 10 min. La estabilidad de la masa durante el amasado
(Es) disminuyd de 20,5 min (C) a 4 min (A25) y el grado de aflojamiento (Af) aumenté
desde 50 (C) a 110 UB (A25).

Bojnanska y Smitalova (2014) reportaron el aumento de la absorcién de agua y la
disminucion de la estabilidad farinografica al reemplazar harina de trigo por harina de
amaranto en un 30%. Sin embargo, Banerji y col. (2018) observaron una disminucién en
la absorcion de agua y la estabilidad farinografica con el reemplazo (20-50%) de la harina
de trigo por harina de A. hypochondriacus. La disminucién de la estabilidad, puede
deberse a la dilucidn del gluten y a la pérdida de propiedades viscoeldsticas, producto
de la adiciéon de amaranto. Otros autores observaron la misma tendencia al mezclar
harina de trigo con harina de garbanzos (Mohammed y col., 2012) y con leguminosas
como la soja, lupino, lentejas vy frijoles (Doxastakis y col., 2002; Rosales-Juarez y col.,
2008; Kohajdova y col., 2013). Este comportamiento podria atribuirse a la naturaleza y
al mayor contenido de proteinas de estas semillas, que comidnmente son proteinas
globulares que establecen una interaccion diferente y mas fuerte con el agua, lo que
conduce a una alta absorcién. Adema3s, este comportamiento también podria deberse a

la interaccion del agua con los almidones vy la fibra.

4.1.2.2. Contenido de gluten de la masa de trigo y amaranto

Se conoce como gluten a la red formada por gluteninas y gliadinas hidratadas durante
el amasado. Es importante la determinacion del contenido de gluten, ya que permite
conocer cdmo se relacionan las gluteninas y gliadinas con el agua y con los diferentes
componentes de las harinas. Todas las masas presentaron valores similares de gluten
himedo (GH): la masa C presentd un valor de 31,8 + 0,5% y la adiciéon de harina de
amaranto no cambid significativamente este parametro en las distintas masas (A5: 33,1
+ 1,2%, A15: 34,6 = 0,6% y A25: 33,5 + 1,6%). Ademads, las masas con amaranto
germinado presentaron valores de GH de alrededor del 33% para AG5 y AG15, mientras
que para AG25, el valor fue significativamente mayor que el observado para C (35,4%
vs. 31,8%). Este comportamiento podria deberse al contenido de proteinas de amaranto
incorporadas a la harina de trigo y a la nueva estructura que adquieren esas proteinas
después de la germinacion (Aphalo y col., 2009). Los valores de gluten seco (GS) y la
relacion GH/GS se muestran en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Contenido de gluten de las masas de harina de trigo y amaranto germinado y no
germinado: A) Gluten seco (GS); B) relacion de gluten himedo a seco (GH / GS). Niveles de
harinas de amaranto: muestras no germinadas: 0% (C), 5% (A5), 15% (A15), 25% (A25);
muestras germinadas: 5% (AG5), 15% (AG15), 25% (AG25). Letras diferentes indican
diferencias significativas (p <0,05).

Los valores de GS aumentaron con la incorporacién de harina de amaranto, siendo mas
elevados en las masas con harina de amaranto sin germinar (Figura 4.2.A). Los valores
de GS se pueden asociar con la proporcidn de proteina insoluble, ya que se obtiene luego
del lavado continuo de la masa con agua y posterior secado, es decir, se van con el agua
de lavado el almidén y las proteinas solubles, quedando las insolubles formando la
matriz de gluten. Las masas con amaranto germinado presentaron una menor cantidad
de gluten con respecto a las masas sin germinar, debido a que durante la germinacién
se hidrolizan las proteinas que podrian actuar en forma sinérgica con las proteinas de
trigo en la estabilizacion de la matriz de gluten. Por otro lado, en cuanto a la relacién
GH/GS que da idea de la capacidad de retencidn de agua del gluten, tanto las masas A
(sin germinar) como las AG (germinadas) presentaron la misma tendencia, una
disminucion de éste parametro con el incremento del porcentaje de harina de amaranto
(Figura 4.2.B). Sin embargo, se obtuvo un valor de alrededor de 3 asociado a una calidad
Optima de panificacion de la harina (Salinas y Puppo 2014). Ademas, la disminucion

observada fue menos pronunciada para AG.

IV.1.3. Propiedades de hidratacion de la masa

La humedad, actividad acuosa y movilidad molecular dan idea de cdmo se relaciona el
agua con los componentes de la mezcla de harinas. Los valores de humedad de las

diferentes masas estudiadas se muestran en la Tabla 4.3. La masa de trigo (C) presenté
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un 43% de humedad. Este pardmetro aumenté con el nivel de harina de amarantto (A 'y
AG), alcanzando los valores mas altos del 45% con el nivel maximo de adicién de
amaranto (A25 y AG25). El valor mas alto de humedad va de la mano con un valor mas
alto de absorcién de agua farinografica (Figura 4.1.). Por otro lado, la disponibilidad de
agua representada por la actividad acuosa (aw) (Tabla 4.3) fue estadisticamente la
misma en todas las formulaciones (aw = 0,97), a la vez que el valor del pH se mantuvo

constante en todas las masas, teniendo un valor de aproximado de 5,7-5,8 (Tabla 4.3.).

Tabla 4.3. Contenido de humedad, valores de actividad acuosa (aw) y de pH de las masas

de harina de trigo y amaranto.
Muestra Humedad (%) aw pH

C 43,1+0,5a 0,9766 £ 0,0026 a 5,78+0,01a

A5 43,6+0,4b 0,9767 £ 0,0013 a 5,68+0,30a
Al5 44,2+0,4c 0,9771£0,0017 a 5,77+0,13 a
A25 44,8+0,3d 0,9768 £ 0,0008 a 581+0,16 a
AGS5 44,0+0,2b 0,9744 £ 0,0026 a 5,76+0,10 b
AG15 44,3+0,3 ¢ 0,9756 +£0,0018 a 5,77+0,12b
AG25 45,1+0,2d 0,9758 £ 0,0009 a 579+0,15b

Formulacion con diferentes niveles de harinas de amaranto: no germinados: 0% (C), 5%
(A5), 15% (A15) y 25% (A25); germinados: 5% (AG5), 15% (AG15) y 25% (AG25).
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los
valores se expresan como media + DE.

El tiempo de relajacion de spin-spin *H (A) representa la movilidad molecular de todos
los componentes de la masa que tienen H, principalmente del agua. Los sistemas con
tiempos de relajacién mas cortos son menos moéviles (estado sélido) que aquellos con
tiempos de relajacion mas largos (estado liquido). Los valores altos de A denotan alta
movilidad molecular; esto significa que, en la masa, el agua se encuentra unida a los
otros componentes en una forma débil y, por lo tanto, estad en un estado mavil de alta
energia, lo que lleva a una estructura de gluten mas labil (Salinas y col., 2012). Este
fendmeno depende de la estructura molecular de todos los componentes presentes en
la masa. Los valores de A de la masa se muestran en la Figura 4.3. La masa de trigo control

(C) y la masa con 5% de harina de amaranto (A5 y AG5) presentaron la mayor movilidad
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molecular estadisticamente significativa. Al aumentar el porcentaje de harina de
amaranto (tanto germinada como sin germinar) se observé una disminucién en los
valores de A, asociados con una menor movilidad molecular debido a la presencia de los
diferentes componentes provenientes de las semillas de amaranto, principalmente
proteinas y almidén, que podrian retener el agua. La tendencia observada para A fue
opuesta a la obtenida para el gluten seco (GS), asociado como se describid

anteriormente, a las proteinas insolubles del sistema (Figura 4.2.A).
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Figura 4.3. H spin-spin tiempo de relajacién (A). Niveles de harina de amaranto no
germinada: 0% (C), 5% (A5), 15% (A15) y 25% (A25). Niveles de harina de amaranto
germinado: 5% (AG5), 15% (AG15), 25% (AG25). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0,05).

IV.1.4. Caracterizacion reolégica de las masas

Las propiedades reoldgicas de las masas resultan muy importantes, ya que permiten
poder desarrollar productos con la calidad deseada. En las masas de trigo, el gluten tiene
una importancia fundamental puesto que le confiere propiedades elasticas y de
extensibilidad a la masa, para que luego del proceso de panificacién dé lugar a una miga
esponjosa y aireada. Es por ello que resulta importante poder caracterizar el
comportamiento reoldgico de las masas con la incorporacion de nuevos ingredientes en
las formulaciones. A continuacién, se describen los resultados obtenidos para los
diferentes ensayos reoldgicos llevados a cabo sobre las masas compuestas harina de

trigo-harina de amaranto germinado y sin germinar.
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IV.1.4.1. Andlisis del perfil de textura

El andlisis del perfil de textura (TPA) de las masas panarias es un ensayo reoldgico empirico
que puede ser util a la hora de establecer relaciones entre las caracteristicas reolégicas de
la masay la calidad del producto final obtenido a partir de ella. En la Tabla 4.4 se muestran
diferentes parametros de textura obtenidos del analisis del perfil de textura de las

masas.

La masa de harina de trigo (C) presenté una dureza de 1,5 N. La adicién de harina de
amaranto sin germinar (A) formd masas con mayor dureza que C, siendo mas duras las
masas con 5% de amaranto (Tabla 4.4). Al aumentar el reemplazo de amaranto la dureza
disminuyd significativamente. Mientras que con la incorporacion de harina de amaranto
germinado (AG) las masas AG5 y AG15 presentaron similar dureza (1,7N) y
significativamente mayor que la masa de trigo, sin embargo, al reemplazar con un 25%
(AG25) la dureza disminuy®d significativamente.

El aumento de la dureza de las masas como consecuencia del agregado de amaranto se
podria explicar por el tipo de proteinas que provienen de este pseudocereal. Diferentes
autores encontraron que tienen una alta proporcion de proteinas globulares de tipo 11S
y globulina-P (Avanza y Afién, 2007; Quiroga y col., 2009).

Estas proteinas globulares son solubles en agua a diferencia del gluten que es insoluble,
aunque el gluten tiene la capacidad de absorber agua. La presencia de estas proteinas
globulares promueve el desarrollo del gluten como se describié previamente en la Figura
4.2 A contribuyendo a la formaciéon de una red mds estructurada (menor A, Figura 4.3).
Sin embargo, con el incremento de harina de amaranto A y AG, se estaria produciendo
una dilucién en las proteinas de gluten la cual no puede ser compensada por las
proteinas de amaranto, la masa se ablanda con la incorporacién de amaranto,

especialmente a 25%.
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Tabla 4.4. Parametros de textura de la masa de harina de trigo y amaranto.

Parametros de textura
Masa
Dureza (N) | Cons (N.s) Adh (N.s) Elast (-) Cohes (-)

C 1,5+0,3a | 11,7+20b |50+0,5ab | 0,87+0,02a 0,73+0,04 ab
A5 20+0,2d | 159+1,4d|50+1,3ab | 0,90+0,02bc 0,72+0,04 a
A15 1,8+03c | 13,0+1,4c | 53+1,1b | 0,90+0,01bcd| 0,75+0,02 cd
A25 | 1,6+0,2b | 122+19b | 5,1+0,6ab | 0,90+0,02bcd | 0,75+0,02 bc
AG5 | 1,7+0,2bc | 13,5+1,3c | 53+0,8ab| 0,89+0,02b 0,73+£0,02 ab
AG15 | 1,7+0,3bc | 12,1+12b | 57+0,5¢c 0,90+ 0,02 cd 0,76 £ 0,03 cd
AG25 | 1,5+0,2a | 95*+13a | 49+0,7a 0,91+0,01d 0,77+0,03d

Parametros de textura: Dureza, Consistencia (Cons), Adhesividad (Adh), Elasticidad (Elast),
Cohesividad (Cohes). Formulacion con diferentes niveles de harinas de amaranto: no
germinadas: 0% (C), 5% (A5), 15% (A15) y 25% (A25); germinadas: 5% (AG5), 15% (AG15) y
25% (AG25). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p
<0,05). Los valores se expresan como media * DE.

Ademads de proteinas, el amaranto aporta alrededor de un 10% de fibra
fundamentalmente insoluble que también podria contribuir a la dureza de la masa. En
este sentido, Cotovanu y Mironeasa (2021) encontraron un aumento en la dureza de
las masas de harina de trigo con harina de amaranto (A. caudatus) a medida que se
incrementd (hasta un 20%) la cantidad de amaranto atribuyéndolo a ambos
macrocomponentes (proteina y fibra).

La consistencia (Cons) de las masas varié en forma similar a la textura mientras que no
se observaron diferencias significativas en la adhesividad (Adh), a excepcion de AG15
gue presenté el valor mas alto (Tabla 4.4). La masa de trigo (C) tuvo el valor mas bajo de
elasticidad (Elast), y este pardmetro aumenté con la adicidon de harina de amaranto
tanto germinada como sin germinar. Por otro lado, la masa C y las masas con 5% de
amaranto (A5 y AG5) presentaron menor cohesividad (Cohes) mientras que en las masas
con 15% y 25% de harina de amaranto (A15, A25, AG15 y AG25) la cohesividad fue
mayor.

El aumento en la cohesividad junto con una disminucidn en la adhesividad y la movilidad
molecular en la masa con niveles altos de harina de amaranto (2 15%) sugieren una

fuerte interaccidén de los componentes de esta harina (proteinas, almiddn, fibra) entre
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si y con el agua, lo que contribuye a mantener o disminuir ligeramente la dureza,

consistencia y elasticidad de la masa.

IV.1.4.2. Estudios de relajacion de las masas

En solidos viscoelasticos como es el caso de la masa, el esfuerzo decae hacia un valor de
equilibrio. Las curvas de relajacion son curvas de esfuerzo decreciente en funcién del
tiempo que exhiben tres zonas (Yadavy col., 2006): una primera zona de gran pendiente,
una zona de decaimiento intermedio, y una tercera con una pendiente insignificante que
alcanza un valor de esfuerzo de equilibrio. La relajacién es un fenémeno relacionado con
la reorientacién molecular y estructural del sistema que se estudia a través de los
modulos de elasticidad y relajacion obtenidos del modelo generalizado de Maxwell. En
la Figura 4.4 se puede observar un grafico tipico de esfuerzo en funcién del tiempo para
la masa de trigo (C) y con 25% de adicién de harina de amaranto germinado (AG25) y sin
germinar (A25). El comportamiento de relajacion de la masa puede describirse a través
de dos procesos: una relajacion rapida (de 0,1 a 10 s), la cual se asocia a moléculas
pequefias que se relajan mas rapido, y un proceso lento (de 10 a 10.000 s) relacionado
con la relajacién de los polimeros de alto peso molecular que conforman el gluten

(Dobraszczyk y Morgenstern, 2003; Li y col., 2003).

c
A25
AG25
1,0 H
0,8
o
N 0,6
(0]
ﬁ
0.4
- g
0,0
T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

t (seg)

Figura 4.4. Curvas de relajacién de esfuerzo obtenidas para masas las C, A25 y AG25.
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Aplicando el modelo de Maxwell generalizado para regresionar las diferentes curvas de
relajaciéon podemos obtener los mddulos elasticos (E) y tiempos de relajacion (T) de las
diferentes zonas. En general, el tiempo de relajacién (T) tiene un comportamiento
inverso al médulo elastico (E) y proporcional a la viscosidad (n) y estd relacionado con el
grado de relajacion; es decir, cuanto mayor es el valor de T, mayor es el componente
viscoso con respecto al elastico, y por lo tanto la masa estd mds relajada. Los pardmetros
de relajacién E y T de las masas para las diferentes zonas de la curva se muestran en la
Figura 4.5.

Las Figuras 4.5 A y B muestran el mddulo elastico (E1) y el tiempo de relajacion (T1)
correspondientes a la primera zona de las curvas de relajacion. Ambos pardmetros
gobiernan la relajacién al comienzo de la deformacion, atribuida a la reorientacién de
las moléculas pequenas. La masas de trigo (C) y A5 presentaron el valor mas alto de E1,
mientras que las masas con 15% y 25% de harina de amaranto (germinado y si germinar)
mostraron los valores mas bajos de E1 (Figura 4.5.A), siendo la disminuciéon mas
pronunciada en la masa con amaranto germinado. Los resultados podrian deberse a
gue, como vimos en el Capitulo lll, la proteina del amaranto se hidrolizé parcialmente
durante la germinacién obteniéndose proteinas de menor tamafio que contribuyen en
menor medida al componente sélido observandose un menor médulo elastico en la
masa AG25. Por otro lado, esta variacion significativa en E no se reflejé en T1, ya que no
se observaron diferencias significativas con respecto a la masa C a excepcion de AG25
(Figura 4.5.B). Este comportamiento sugiere que la masa AG25 tuvo el menor grado de
relajaciéon (<T1) en la zona 1 con un E1 mas bajo, lo que indica una baja viscosidad (T1 =
n/E1).

Todas las masas presentaron valores de E2 de un orden mas alto, en comparacién con
los médulos E1 y E3 (Figura 4.5.A, Cy E), debido a la presencia de proteinas de gluten
poliméricas que son de mayor tamafio y experimentan menos relajacién vy, por lo tanto,
contribuyen en gran medida a la elasticidad de la masa. No se observaron diferencias
significativas en los valores de E2 con respecto a C para la masa con harina de amaranto
sin germinar (A), mientras que, para AG, E2 aumentd con el incremento de la harina de
AG (Figura 4.5.C). Este aumento en E2 sugiere la formaciéon de una estructura
estabilizada por polimeros de mayor elasticidad. Esto podria deberse a la contribucion

de las proteinas globulares de amaranto que después de la germinacidon cambiaron su
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tamafio y conformacién, adquiriendo una estructura que mejord la interaccién con el
agua y, en consecuencia, la estructura de la masa, que también se evidencié por una
menor movilidad molecular.

El comportamiento para el tiempo de relajacion T2 (Figura 4.5.D) fue similar al
observado para T1. Es decir, este pardmetro disminuydé en las masas AG con el
incremento de la cantidad de amaranto germinado. Los valores muy bajos de T2 para
AG25 sugieren un bajo grado de relajacién de los polimeros de gluten en presencia de
proteinas de amaranto de semillas germinadas, en concordancia con el valor mas alto
de E2.

Finalmente, la Figura 4.5.E muestra los valores de E3 que representan el
almacenamiento de energia en la masa en la zona 3, donde el esfuerzo no cambia con
la deformacién aplicada, alcanzando el estado de equilibrio. Las masas con los valores
mas altos de E3 fueron aquellas formuladas con semillas de amaranto no germinadas
(masas A) y AG5, con valores superiores a C y sin diferencias significativas entre los
diferentes niveles de harina A. La masa AG15 y AG25 presentaron valores mas bajos de
E3, asociados con un comportamiento elastico bajo en el equilibrio, después del proceso

de deformacion.

A pesar del menor tiempo de relajacién T2 y un mddulo eldstico mas alto E2 de la
fraccion polimérica de la masa AG25, esta muestra presentd mayor contribucion a la
viscosidad (menor E1) de las moléculas pequefias resultando en un muy bajo médulo
elastico de equilibrio (E3). EI comportamiento de relajacién de esta masa estd en
concordancia con el bajo valor de consistencia observado en TPA (Tabla 4.3.). Salinas y
Puppo (2014) encontraron similar comportamiento para la masa formulada con citrato
de calcio y 12% de inulina, es decir, valores bajos de dureza junto con valores bajos de
E3. Por otro lado, Yang y col., (2019) encontraron un aumento del modulo de relajacidon
E y de ladureza de la masa de trigo para pasta, al adicionar el agua en forma fraccionada
durante el amasado. Atribuyendo dicho comportamiento a que al agregar pequeiias
porciones de agua, los granulos de almidén absorben el agua en su totalidad,
favoreciendo la formaciéon de la red de gluten y la masa puede producir mayor

resistencia durante la compresién y consecuentemente mayor dureza.
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Figura 4.5. Parametros de relajacién de la masa de harina de trigo y amaranto germinado y
no germinado. Parametros de relajacién: médulos elasticos: E1 (A), E2 (C) y E3 (E). Tiempos
de relajacion: T1 (B) y T2 (D). Niveles de harinas de amaranto: muestras no germinadas: 0%
(C), 5% (A5), 15% (A15), 25% (A25); muestras germinadas: 5% (AG5), 15% (AG15), 25%
(AG25). Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0,05).

IV.1.4.3. Ensayo reoldgico dindmico

Otra forma de estudiar la viscoelasticidad de la masa es a través de la reologia dinamica
a baja deformacion, en donde no se produce una ruptura de la estructura. Se dejo

reposar la masa durante unos minutos antes de la medicion para favorecer la relajacién
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de los polimeros de gluten. Los pardmetros viscoeldsticos obtenidos a partir de
espectros mecanicos fueron los médulos de almacenamiento (G') y pérdida (G") y la
relacion G'"/G'= tan & (Tabla 4.5.). Los valores de G' y G" para la masa de amaranto
aumentaron con respecto a la muestra C. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre la masa A y AG cuando se aumentd la cantidad de harina de
amaranto. Por otro lado, el valor de tan & para la muestra de trigo fue similar a los
encontrados en bibliografia (Letang y col., 1999). En el caso de las masas de trigo y
amaranto, los valores estuvieron en el rango de 0,341-0,425. Las masas A5 y C
presentaron los valores mas bajos de tan 6 asociados con un comportamiento elastico
mayor, similar al observado en el ensayo de relajacidon con alta deformacion (E1 y E3
altas). A igual cantidad de harina de amaranto, las muestras con AG exhibieron valores
mas altos de tan 9§, lo que sugiere un predominio en el comportamiento viscoso. El
aumento de tan 3, asociado con una matriz mas viscosa, estuvo en concordancia con un
menor valor de consistencia de la masa obtenido en el ensayo de textura, siendo el

efecto mas pronunciado para AG25 (Tabla 4.4.).

Tabla 4.5. Parametros viscoeldsticos de las masas de harina de trigo y amaranto.

Parametros viscoeldsticos (1 Hz)

Masa G’ (kPa) G”’ (kPa) tan 6 (-)

C 10,8+0,3 a 3,7+0,15a 0,341 +0,002 a

A5 21,7+43b 79+19b 0,362 +£ 0,029 ab
A15 22,3+19b 8,4+1,0b 0,374+0,019b
A25 23,5+39b 9,1+1,7b 0,388 £ 0,023 bc
AG5 21,2+3,1b 8,8+1,4b 0,415 £ 0,008 cd
AG15 21,0£t69b 8,8+3,3b 0,412 £ 0,023 cd
AG25 21,3+09b 9,0+£0,4b 0,425 £ 0,007 d

Niveles de harinas de amaranto: no germinadas: 0% (C), 5% (A5), 15% (A15) y 25% (A25);
germinadas: 5% (AG5), 15% (AG15) y 25% (AG25). Diferentes letras en la misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores se expresan como media + DE.

Otra alternativa para analizar los espectros mecanicos es evaluar la dependencia entre

G'y G" en todo el rango de frecuencia estudiado (Figura 4.6). La igualdad de los médulos
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G'y G" (tan 6 = 1) se evidencia por una linea roja a 45°. La relacién entre estos dos
madulos se muestra como una curva. La proximidad de esta curva a la linea roja sugiere
un comportamiento mas viscoso de la muestra. A su vez, la pendiente de la curva G'
versus G" se ha utilizado como un indicador de los cambios en la morfologia de los
diferentes polimeros (Ahmed y col., 2013). Una superposicion de las curvas indica que
no hay diferencias en la morfologia de los polimeros, mientras que si no hay
superposicién sugiere la formacién de una matriz heterogénea. Aquellas masas que
presentan una curva con una pendiente alta hacen referencia a una red mas eldstica
(Salinas y col., 2015). A bajas frecuencias (< 0,05 Hz), en las que practicamente no hay
deformacion de la masa y los cambios observados son atribuibles a la naturaleza de Ia
estructura de la masa, la curva de la masa C fue la mas alta, mientras que las curvas de
A5, A15y A25 se colocaron debajo, siendo A5 la mas baja (Figura 4.6. A). A niveles bajos
de adicién de harina de amaranto (5%) se produciria un ablandamiento de la matriz del
gluten, mientras que a niveles altos este efecto debilitador se compensaria con un
refuerzo de la estructura del gluten probablemente debido a la contribucién de las
proteinas globulares de amaranto. Por esta razon, en el nivel mas alto (25%) la masa de
amaranto (A25) presentd un comportamiento de la curva similar al obtenido para la

masa de trigo (C).

En contraste, la masa con AG (Figura 4.6. B) mostré una tendencia similar a la observada
para la masa con harina de amaranto sin germinar a bajas frecuencias (< 0,03 Hz). Las
principales diferencias para las masas AG son que la curva mds alejada de la de C fue
AG25. Este resultado sugiere que, con una gran cantidad de AG, el contenido de
componentes de baja masa molecular presentes en la masa es mayor, debido a la
despolimerizacion durante la germinacién, lo que conduce a una matriz menos
estructurada con un comportamiento reoldgico mas viscoso. Para todas las masas
analizadas, a valores altos de G’ y G" se observé una superposiciéon total de las curvas,
lo que sugiere una variacion semejante de ambos maddulos a altas frecuencias de

deformacion.
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trigo con: harinas de amaranto no germinadas (A) o germinadas (B).

167



IV.2. Panes

IV.2.1. Proceso de fermentacion de la masa

Desde el punto de vista tecnolégico, es importante conocer los procesos involucrados
en la fabricacién de pan, como la fermentacién de la masa. Diferentes ingredientes
contribuyen con algunos componentes que afectarian el metabolismo de la levadura o
interferirian con la formacién de la red de gluten, modificando el volumen final del pan.
Es por esto que se realizaron las curvas de fermentacion de las diferentes formulaciones
gue se describieron en el inciso 11.4.4.1. Las curvas de fermentacién de las diferentes
masas se muestran en la Figura 4.7, y los parametros obtenidos del modelado de las
curvas se muestran en la Tabla 4.6. Las masas C y A5 presentaron curvas similares y
ambas con forma sigmoidea. Estas formulaciones presentaron valores de incremento de
volumen (AV) mds bajos que los observados para las muestras A15 y A25 a tiempos de
fermentacién bajos (< 85 min). Ademas, la masa A15 y A25 presentaron curvas similares,
pero con crecimiento exponencial (Figura 4.7.A). Este comportamiento sugiere que, a
tiempos de fermentacién bajos, la masa con el mayor contenido de harina de amaranto
fermenta mds facilmente, probablemente debido a la presencia de azlcares simples
disponibles para ser utilizados por las levaduras. Después de 85 minutos de
fermentacién, las curvas se cruzaron y las masas C y A5 presentaron valores
marcadamente mas altos que los de A15 y A25, con un crecimiento sostenido en el caso
de la muestra C. Para las masas A15 y A25 se obtuvo una meseta después de 150
minutos, lo que sugiere que el proceso de fermentacién se completé. El cambio en Ia
forma de la curva para el 15% y el 25% de adicion estaria directamente relacionado con
el tipo de matriz que se estd formando debido a la dilucidn de las proteinas del gluten.
Este cambio también podria atribuirse a la incorporacidon de proteinas globulares de
amaranto que podrian retener el agua disminuyendo la durezay la elasticidad de la masa
favoreciendo su expansion, pero con un volumen bajo. El resultado es una expansion de
la masa menor que la observada para la masa con trigo solamente, debido a la formacion
de una matriz de proteina de gluten rellena de proteinas globulares de amaranto
hidratadas que evitan una mayor expansion a tiempos mas largos. Ademas, la harina de

amaranto contribuye con un 9% de fibra dietaria que interferiria con la matriz de gluten,
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afectando sus propiedades viscoelasticas que son necesarias para la expansion de la
masa, la retencién de didxido de carbono y la formacién de alvéolos.

Las curvas de fermentacion obtenidas para las masas con harina de AG (Figura 4.7.B)
fueron similares a las curvas de las masas con A (Figura 4.7.A) a bajos tiempos de
fermentacién. En tiempos mas largos (> 100 min), se observé para AG5 que el valor de
AV continué aumentando, mientras que AG15 y AG25 presentaron una meseta. Hacia el
final del ensayo, los valores de AV disminuyeron a medida que aumenté la cantidad de

harina de AG en la mezcla.
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Figura 4.7. Curvas de fermentacidn de la masa A) Masa con harina de trigo (C) y diferentes
niveles de harinas de amaranto sin germinar (A5, A15, A25) B) Masa con harina de trigo (C)
y masa con diferentes harinas de amaranto germinado (AG5, AG15 y AG25).
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Los parametros obtenidos de la ecuacién (Ec. 2.31) para la curva de fermentacion
obtenida  experimentalmente permiten interpretar matematicamente el
comportamiento de las diferentes zonas de las curvas de fermentacién observadas en
la Figura 4.7.

Los valores de volumen maximo (pardmetro a, Tabla 4.6) disminuyeron
significativamente al aumentar el contenido de harina de amaranto (A), sin diferencias

significativas entre A15 y A25.

Tabla 4.6. Parametros cinéticos obtenidos a partir del ensayo de fermentacién de la masa.

Fermentacion
Formulacién
a(cm3) b (min 1) c ts (min)

o 146 +5d 0,024 £0,002 a 34+05b 102,3+2,2e

A5 135+6¢ 0,030 £ 0,002 ab 4,9+0,8¢c 94,4+2,6d

A15 109+2b 0,028 £ 0,001 a 1,5+0,2a 62,5+1,9c
A25 102+ 6ab 0,039 £ 0,005 bc 2,2+04ab 54,3+19b
AGS5 132+2¢c 0,032 +£0,001 ab 58+0,7c 93,7+09d
AG15 112+4b 0,042 £ 0,003 ¢ 30+£0,2b 56,6+1,9b
AG25 94+4a 0,055+0,011d 2,6+0,8ab 416+3,4a

Formulacion con diferentes niveles de harinas de amaranto: no germinadas: 0% (C), 5% (A5),
15% (A15) y 25% (A25); germinadas: 5% (AG5), 15% (AG15) y 25% (AG25). Diferentes letras
en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores se expresan
como media + DE.

La constante cinética (pardmetro b, Tabla 4.6) se mantuvo constante hasta un 15% de
harina de amaranto, con un aumento significativo para A25. Este parametro,
relacionado con la velocidad de fermentacién, resultd significativamente mayor para la
masa AG15 y principalmente para la masa AG25 con respecto a la masa de trigo (C) y a
la masa con el mismo nivel de harina de semillas sin germinar (A) (Tabla 4.6). Los valores
de AV mas bajos que se observaron después de 100 minutos en la masa AG25 (Figura
4.7.B) también se reflejaron en el valor del parametro a, que representa el Vmax de la
masa (Tabla 4.6). El parametro ¢ aumentd significativamente para la masa con un
reemplazo del 5% (A5 y AG5), experimentando una gran disminucién con el 15% de Ay

AG, permaneciendo constante con el nivel de 25% de harina de amaranto. El tiempo de
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fermentacion (tf) disminuyé significativamente con la adicién de harina de amaranto (A
y AG) (Tabla 4.6), con una disminucidon importante en los niveles mas altos de estas
harinas, principalmente en la masa AG25, cuyo tr fue significativamente menor que el
valor obtenido para A25. Estos resultados sugieren que, durante la germinacién, los
nuevos azlcares simples generados, principalmente la glucosa, podrian mejorar la
fermentacion de la levadura, acelerando este proceso (mayor b, menor ¢ y menor tg)

(Jayaramy col., 2013).

IV.2.2. Evaluacién de la calidad panadera

Una fermentacidon éptima de la masa conduce a la formacidn adecuada de la miga y
corteza durante el proceso de horneado en la fabricacién de pan. Por lo tanto, la calidad

del pan depende en buena parte de las condiciones de la etapa anterior.

IV.2.2.1. Volumen especifico de los panes

La calidad del pan medida a través del volumen especifico (Vesp) de las piezas se

muestra en la Figura 4.8.

e
o

Volumen especifico (cm3/g)

0 - .
C A5 Al15 A25 AG5 AG15 AG25

Formulacién de pan
Figura 4.8. Volumen especifico (Vesp) de panes de trigo con amaranto sin germinar y
germinado. Pan de trigo sin amaranto (C). Niveles de harina de amaranto: 5% (A5 y AG5),
15% (A15 y AG15) y 25% (A25 y AG25). Panes con harina no germinada (A) y con harina de
amaranto germinado (AG). Diferentes letras en la misma figura indican diferencias
significativas (p <0,05).
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Se observd que en los panes con harina de amaranto sin germinar (A) el Vesp disminuyé
significativamente con un 15% y 25% de harina de amaranto y sin diferencias
significativas entre ambos tipos de panes. Aunque esta disminucién no fue relevante,
los valores cambiaron de un Vesp de 3,5 cm?3/g para el pan de trigo (C) a 2,6 cm3/g para
los panes con la mayor cantidad de harina de amaranto (Figura 4.8). En el caso de los
panes con harina de amaranto germinado (AG), hubo un aumento significativo en el
Vesp del pan AG5 en comparacion con el pan C, que luego disminuyé para AG15 y AG25

a valores ligeramente mas altos que los panes A de igual porcentaje (Figura 4.8).

Los resultados sugieren que con la harina germinada se obtuvieron panes de mayor
volumen que con la harina no germinada con el mismo porcentaje de adicién. Una
disminucion en Vesp en los panes A y AG esta directamente relacionada con un Vmax
mas bajo (pardmetro a) obtenido durante la fermentacién, debido a la dilucidn de las
proteinas del gluten y la incorporacién de fibra con la harina de amaranto. A pesar de
que los valores de AV para AG25 (100-240 min) son ligeramente bajos con respecto a la
masa A25, los valores de Vesp de los panes fueron mas altos. Una posible explicacién
para esta relacion inversa podria deberse a que en la masa AG25 durante la
fermentacion, la levadura produjo una gran cantidad de dioxido de carbono debido a la
alta cantidad de azucares simples, fundamentalmente glucosa, generados como
consecuencia de la germinacién. Mas cantidad de diéxido de carbono junto con la
evaporacion del agua a altas temperaturas, expande enormemente la masa AG25 hasta
la muerte de la levadura. Ademas, la estructura de la miga AG25, fijada durante el
horneado debido a la gelatinizacion del almidén y la desnaturalizacién de las proteinas,
resultaria por ejemplo quizd mds suave, con una pared alveolar menos rigida,
probablemente debido a que la estructura de la miga se estabilizdé por polimeros de
proteinas y carbohidratos de menor peso molecular. Yagoob y col. (2018) estudiaron el
efecto de la adicién (hasta un 25%) de harina germinada de cebada a tortas de trigo, y
la compararon con las preparadas con harina de cebada no germinada. Aunque en
ambos casos el volumen de la torta disminuyd con el aumento de la cebada, el volumen
fue mayor en las tortas de cebada germinada. Estos autores atribuyen esta disminucién
en el volumen de la torta a la ausencia en la cebada de proteinas de gluten. Por otro

lado, Ertas (2015) formuld panes de trigo con harina de lupino de semillas germinadas y
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no germinadas (hasta un 10%) encontrando que el volumen de panes con harina de
lupino no cambid con respecto al pan de trigo, sino que aumentd en aquellos con la
muestra germinada. Este autor atribuyé este aumento de volumen a la alta actividad de

la amilasa durante la germinacién.

IV.2.2.2. Color de la corteza

El color de la corteza de los panes es un parametro importante al momento de la
eleccion del pan por parte del consumidor. En la Figura 4.9 se observan los panes
obtenidos en el laboratorio en donde se puede observar a simple vista un cambio de
color de corteza entre los diferentes panes. El indice de pardeamiento (IP) es un
parametro que se calcula teniendo en cuenta los tres valores L*, a* y b* obtenidos por
medio del colorimetro, el cual se encuentra relacionado con la coloraciéon marrén de la
corteza tal como se describid en la seccidn 11.4.3.2. Este color caracteristico de la corteza
se debe a la reaccidn de pardeamiento no enzimatico (Reaccién de Maillard) entre los
hidratos de carbono reductores (con grupos carbonilos libres) y los grupos aminos

pertenecientes a residuos aminoacidicos de las proteinas.

A5

AG5

Figura 4.9. Imagen comparativa de los panes con harina de trigo solo (C), con harina de
amaranto sin germinar en un 5, 15y 25% (A5, A15 y A25) y con amaranto germinado en un
5,15y 25% (AG5, AG15 y AG25).
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Los panes con harina de amaranto sin germinar presentaron un IP mas alto que el pan
de trigo Cy sin diferencias significativas en los diferentes niveles (Figura 4.10), mientras
que el IP para los panes con harina de amaranto germinado también aumenté con
respecto al C, pero hubo un aumento significativo cuando el nivel de harina de amaranto
fue mayor. Se observd el valor mds alto para el pan AG25. Los valores encontrados
sugieren que las moléculas pequefias que se generan durante la germinacion de las
semiillas por hidrdlisis de las proteinas y del almidon generan grupos amino libres y
carboxilos reductores, respectivamente, que favorecen la reaccién de Maillard
conduciendo a compuestos coloreados en la corteza del pan. Este efecto se intesificé al
agregar una mayor proporcién de esta harina a la harina de trigo. Otros autores
observaron resultados similares para productos de panaderia hechos con harinas de
semillas germinadas como la cebada (Yagoob y col., 2018) y el caupi (Hallény col., 2004).
Un buen volumen y un color pardo, junto con la esponjosidad de la miga, son parametros
relacionados con una buena calidad panadera. Por lo tanto los panes AG califican para

aceptacion segun estos pardmetros.
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Figura 4.10. indice de pardeamiento de la corteza de los panes de trigo con amaranto sin
germinar y germinado. Pan de trigo sin amaranto (C). Niveles de harina de amaranto: 5%
(A5y AGS5), 15% (A15y AG15) y 25% (A25 y AG25). Panes con harina no germinada (A) y con
harina de amaranto germinada (AG). Diferentes letras en la misma figura indican diferencias
significativas (p < 0,05).
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IV.2.2.3. Humedad y actividad acuosa de la miga

La esponjosidad de la miga esta relacionada con la humedad y la aireacién o alvéolos
generados por la produccién de diéxido de carbono durante la fermentacidon de la masa
y la formacidn de una resistente pared alveolar. La humedad de la miga en el pan control
C fue de 45,9 + 0,6% y no se observaron diferencias significativas en todas las
formulaciones estudiadas, obteniendo valores (%) en un rango de 45,0+ 0,2a45,9+0,1
para todas las migas de los panes con amaranto. El valor de la actividad acuosa de la
miga C fue de 0,966 + 0,001 y las migas que contenian amaranto resultaron en valores
similares, alrededor de 0,97 en el rango 0,966-0,969. Estos resultados sugieren que ni el
nivel ni el tratamiento de la harina de amaranto pudieron modificar las propiedades de

hidratacidn de la miga de pan.

IV.2.2.4. Alveolado de la miga

Las paredes que rodean las burbujas de gas en la masa son las que se fijan durante la
coccién, formando la red de la miga en el pan, lo que confiere al producto su firmezay
elasticidad. La apariencia y los pardmetros alveolares promedios (nimero de alvéolos
por unidad de area y area alveolar total) de las migas se muestran en la Figura 4.11. El
numero de alvéolos aumentd significativamente con el nivel de harina de amaranto,
especialmente en panes A. Sin embargo, en las migas de panes con AG el nUmero de
alvéolos fue ligeramente menor. El area alveolar total ocupada en la miga C fue 14%
mientras que con A los panes presentaron migas mas aireadas independientemente de
la cantidad de A. En cambio en migas AG, un aumento en el nimero de alvéolos se
correlacioné con un aumento del area alveolar total al incrementar el agregado de

harina germinada.
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Numero
(alveolo/cm?)

Area alveolar 14 +6 ab 21t4c 19+ 4 bc 23t4c
total

(%) 1
A -
Numero 33+5b
(alveolo/cm?)
Area 10+5a 18 + 6 bc 21t4c¢
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Figura 4.11. Aspecto de la miga de pan, y valores (media + DE) del numero de alvéolos por
area y area total ocupada por los alvéolos. Formulaciones de pan: muestras sin germinar:
0% (C), 5% (A5), 15% (A15), 25% (A25); muestras germinadas: 5% (AG5), 15% (AG15), 25%
(AG25). Diferentes letras en el mismo parametro indican diferencias significativas (p < 0,05).

Al incorporar amaranto germinado, en la Figura 4.12 se observa una disminucion de la
frecuencia relativa de alvéolos de tamafios pequefos, desde 93,8% (AG5) hasta 92,0%
(AG5), por lo que a igual numero de alvéolos, son mas grandes en migas con mayor
reemplazo de amaranto germinado, asociado a un mayor area alveolar, como se observé
en la Figura 4.11.

A su vez, las migas de los panes con harina de amaranto germinado tuvieron un
porcentaje de alveolos de mayor tamafio (> 4 mm?) que los panes con harina de
amaranto sin germinar en los mismos niveles de adicién, excepto al menor nivel de
adicion (5%). Lo mencionado anteriormente sugiere la formacion de migas AG15 y AG25
con alvéolos de mayor tamafio con una baja proporcién de pared alveolar vy

posiblemente mas suave.
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Figura 4.12. Histogramas de distribucion de tamafio de alvéolos en miga de pan: control (C),
panes con amaranto sin germinar al 5 (A5), 15 (A15) y 25% (A25) y con amaranto germinado
al 5 (AG5), 15 (AG15) y 25% (AG25). Las rodajas de los diferentes panes se pueden observar
en las imagenes que figuran en los histogramas.
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Rosales-Juarez y col., (2008) encontraron al sustituir harina de trigo por harina de soja
tanto germinada como sin germinar, la cantidad de alvéolos por area disminuyd en los
panes de trigo complementados con harina de soja; y esta disminucién fue mayor
cuando se incorpord harina de soja germinada. Por otro lado, Millar y col., (2019) no
encontraron diferencias significativas en la cantidad de alveolos por area ni en el tamafio
de los alveolos de panes de trigo sustituidos en un 30 % con harina de arvejas tanto

germinadas como sin germinar.

IV.2.2.5. Propiedades reoldgicas de las migas de pan

Textura de la miga

Los pardametros de textura de la miga se muestran en la Figura 4.13. La firmeza de la
miga A5 fue similar a la de trigo (C). A medida que se incorpord harina A, la firmeza
aumenté significativamente siendo maxima en la miga A25 (Figura 4.13 A). Este
aumento significativo en la dureza de la miga A25 podria deberse a la formacion de una
miga mds compacta que se corresponde con un mayor nimero de alvéolos pequefios
gue los encontrados en las migas A15 y A5 (como se observé en la Figura 4.12), sumado
también a que los panes A25 fueron los mas pequenos.

En el caso del pan AG5, la miga fue la mas blanda, y la firmeza aumentd con niveles
mayores al 15% de AG (Figura 4.13 A). A igual porcentaje de amaranto, la firmeza de las
migas AG fue menor que las migas A especialmente al 25%.

Los resultados sugieren que durante la germinacién se sintetizan enzimas, tales como
proteasas y amilasas que hidrolizan la proteina y el almidén en componentes mds
pequefios. Cuando estas moléculas mds pequeiias interactldan con las proteinas del trigo
forman una matriz de gluten mas flexible que conduce a una miga mds aireada, con
alveolos de mayor tamafio y, por lo tanto, de baja firmeza. Ademas, la firmeza presentd
una relacién inversa con el volumen del pan. Ertas (2015) encontré similar
comportamiento, una mayor firmeza en los panes con harina de lupino con respecto a
los formulados con lupino germinado; por su parte Ouazib y col., (2016) encontraron
también, que la adicidn de harina de garbanzo germinado, produjo panes con una menor

firmeza que los panes con harina de garbanzo sin germinar. Por otro lado, otros autores
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encontraron el comportamiento opuesto en panes con diferentes harinas germinadas:
arvejas (Sadowska y col., 2003; Millar y col., 2019), poroto caupi (Hallén y col., 2004),
quinoa (Park y Morita 2005), soja (Rosales -Juarez y col., 2008) y cebada (Yaqoob y col.,
2018).
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Figura 4.13. Parametros de textura de los panes de harina de trigo con amaranto germinado
y sin germinar. A) Firmeza, B) Resiliencia y C) Masticabilidad. Niveles de harinas de
amaranto: muestras no germinadas: 0% (C), 5% (A5), 15% (A15), 25% (A25); muestras
germinadas: 5% (AG5), 15% (AG15), 25% (AG25). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0,05).

La resiliencia es una medida de cdmo se recupera un alimento después de someterlo a

una deformacion en relacién a la velocidad y la fuerza aplicadas en el ensayo de
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compresién. Todos los valores fueron inferiores a 0,5 y se observé una disminucion
gradual en este pardmetro al aumentar el nivel de ambos tipos de harinas de amaranto
(Figura 4.13 B), observando los valores mas bajos para AG25. Este resultado indica que
la harina de amaranto germinado no contribuye a la recuperacién de la estructura de la
miga después de la deformacién aplicada, lo que podria estar relacionado con la
presencia de una baja proporcion de proteinas de mayor tamafo, como consecuencia
del proceso de germinacién, que son las que confieren propiedades elasticas.

La masticabilidad (Figura 4.13 C) presentd similar comportamiento que la firmeza en
todas las migas.

Por otra parte, no hubo diferencias significativas en la cohesividad, elasticidad y
adhesividad de las migas. Los valores de cohesividad variaron entre 0,66 (AG25) y 0,73
(C, A5, AG5), mientras que los valores de elasticidad variaron entre 6,3 (A5)y 7,4 mm
(A15y A25); los de adhesividad se mantuvieron en el rango de 0,1-0,3.

Diferentes autores encontraron resultados similares en parametros de calidad de panes
con harina de trigo con diferentes especies de amaranto: Miranda-Ramos y col., (2019)
utilizaron hasta 50% de A.spinosus y A. hypochondriacus (hasta 50%), mientras que
Sanz-Penella y col., (2013) usaron hasta de 40% A. cruentus. Los autores encontraron
qgue el amaranto provocd una disminucion en el volumen especifico, una corteza mas
oscura y una miga con una mayor cantidad de alvéolos por area. Ademas, las migas
presentaron una mayor firmeza, elasticidad y masticabilidad, atribuyendo dicho
comportamiento a que las harinas de amaranto al aportar proteinas, como la albumina,
tienen la capacidad de interaccionar con las gluteninas de trigo a través de enlaces
disulfuro, lo que no debilitaria demasiado la red del gluten. A la vez, que el alto
contenido de lipidos polares en el amaranto puede tener funcionalidad como agente
estabilizador de gases durante la elaboracidn del pan, lo que probablemente mejora la

elasticidad del mismo (D’Amico y col., 2017).

Relajacion de la miga

La relajacidn es un fendmeno relacionado con la reorientacion molecular del sistema en
el tiempo que conduce a cambios estructurales. Bajo deformaciéon constante, la
conformacion de las cadenas de moléculas de glucosas del almidén ya gelatinizado y
proteinas desnaturalizadas durante el horneado cambia, modificando su distribucién en
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el espacio disponible, lo que llevaria a una disminucién del esfuerzo. En las curvas de
relajacion de un sdlido viscoelastico, el esfuerzo decae a un valor de equilibrio. Estas
curvas se tratan matematicamente con el modelo generalizado de Maxwell. Las curvas
de relajacion de la masa presentan tres zonas como se discutio en la seccion IV.1.4.2. La
disminucion exponencial del esfuerzo durante la relajacion de la miga fue menos
pronunciada que la observada en la masa; por lo tanto, la relajacién de la miga se puede
describir con un modelo mas simple que la masa, debido a que durante la coccién las
proteinas se desnaturalizan, el almidén gelatiniza y el agua se pierde formando una
estructura mas rigida en la miga que en la masa. Xiongy col. (2015) midieron la relajacion
de la miga en tortas de arroz fermentado con Brettanomyces custersii y aplicaron a la
curva de relajacién el modelo utilizado anteriormente por Xu y col. (2007). Los
parametros obtenidos por estos autores que aplicaron el modelo de Maxwell de un solo
término fueron el médulo elastico (E1) y el tiempo de relajacidén (T1) que representan la
orientacién estructural de los componentes de la miga responsables de este proceso de
relajacion (Xiongy col., 2015). La coccion fija la estructura de la miga del pan e inmoviliza
ambos tipos de componentes: los polimeros grandes que forman la estructura de la red
(proteinas y almidén) y las pequefias moléculas que interactian con ellos. Esta
reduccion de la movilidad de la matriz permite la aplicacién de un solo elemento de
Maxwell en el modelado de la curva de relajacién.

La Tabla 4.7 muestra los diferentes parametros de relajacién de la miga que permiten
comprender el comportamiento de la misma después de la coccidn. Los valores de E1
de la miga fueron 2 érdenes de magnitud mayor que E1 y un orden mayor que E2 de la
masa, cuyos valores promedio fueron 0,5 y 5 kPa, respectivamente (seccion IV.1.4.2.).
Ademas, los tiempos de relajacidon en la miga presentaron un orden de magnitud
intermedia entre T1 y T2 obtenido para las masas. Este comportamiento confirma el
menor grado de relajacién de la miga debido a la fijacidon de la estructura durante el
calentamiento de la masa (horneado). EI moddulo elastico E1 no cambid
significativamente en migas con A en comparacion con C hasta 15% de reemplazo, pero
este parametro aumenté significativamente en la miga A25. Este comportamiento
sugiere que grandes cantidades de harina de amaranto sin germinar, conducen a

estructuras mas compactas con baja relajacion (bajo T1).
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Los valores del médulo de equilibrio EO fueron similares a los respectivos E1 y mostraron
la misma tendencia con la adicion de cantidades crecientes de harina de amaranto sin
germinar (Tabla 4.7). En comparacién con los valores obtenidos para panes de amaranto
y trigo, Xiong y col. (2015) encontraron para las tortas de arroz valores
considerablemente mds bajos de mddulos elasticos EO y E1 que fueron 237 y 112 Pa,
respectivamente. Las migas de los panes preparados con harina de amaranto germinado
(AG) presentaron un comportamiento algo diferente al de las migas A. La incorporacién
de harina de amaranto germinado al 5% (AG5) disminuy¢ significativamente E1 y EO de
la miga, con respecto al pan de trigo (C) (Tabla 4.7); esta disminucion en E para AG5 fue
consistente con el mayor Vesp y la menor firmeza y masticabilidad obtenidas para este
pan. Los niveles mas altos de harina de amaranto germinado (AG15 y AG25) presentaron
mayores moddulos eldsticos (EO y E1) sin diferencias significativas entre ambas
formulaciones (Tabla 4.7). Este aumento significativo en los mddulos elasticos de
relajacién de AG15 y AG25, en comparacion con AG5, acompafiado de un menor tiempo
de relajacion (T1) asociado a un predominio del componente elastico sobre el viscoso
sugiere que la mayor proporcion de moléculas de proteinas poliméricas que no fueron
modificadas por la germinacién podria estar contribuyendo al aumento de EO y E1. Las
proteinas globulares de amaranto contribuyen a generar una matriz mas elastica,
probablemente debido a una mayor retencidn de agua, lo que conduce a la formacién
de una matriz mas estructurada de proteinas, principalmente después del proceso de
coccién. Este aumento en los médulos de elasticidad de la miga estuvo acompafado por
una mayor masticabilidad y firmeza descrita anteriormente, aunque con la presencia de

alvéolos de mayor tamaiio.
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Tabla 4.7. Parametros obtenidos a partir del ensayo de relajacién de las migas de pan.

Muestra E1 (kPa) T1(s) EO (kPa)
C 56 + 8 bc 11,6 +0,3d 56+8¢c
A5 48+10b 11,3+0,4cd 44+7b

A15 59+10c 10,7+0,5a 51+8¢c
A25 129+6d 10,5+0,2a 92+7d
AG5 22+6a 11,3+0,5 bc 18+4a
AG15 67*8¢c 10,8+0,2 ab 49 + 4 bc
AG25 67*8¢c 10,7+0,3 a 49 + 4 bc

Formulacion de pan con diferentes niveles de harinas de amaranto: no germinado: 0% (C),
5% (A5), 15% (A15) y 25% (A25); germinado: 5% (AG5), 15% (AG15) y 25% (AG25). Diferentes
letras en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores se
expresan como media + DE.

El tiempo de relajacidon T1 no cambid, con respecto a la miga C, con la incorporacion de
un 5% de harina de amaranto (A5). Se observé una leve disminucion con altos niveles de
A (A15 y A25). Los valores promedio fueron de alrededor de 10 s (Tabla 4.7). El tiempo
de relajacién de la torta de arroz fermentado reportado por Xiong y col. (2015) fue 2,6
s, mas largo que 0,2 s del arroz al vapor determinado por Xu y col. (2007), pero inferiores
a los valores obtenidos para los panes de amaranto y trigo en la presente tesis (Tabla
4.7). Los valores mas altos de T1 estan relacionados con un alto grado de relajacién, por
lo tanto, los panes de amaranto y trigo presentaron un mayor grado de relajaciéon en

comparacion con los panes de arroz.

IV.2.3. Evaluacién de la vida util de los panes

Se estudiaron los cambios en la calidad panadera luego del almacenamientoa 1, 3,5y
7 dias. Se evalué la humedad, actividad acuosa, firmeza y relajaciéon de la miga de los

panes almacenados de la misma manera en que se procedio para los panes frescos.

IV.2.3.1. Humedad vy actividad acuosa de Ila miga durante el

almacenamiento
La humedad de las migas tanto de los panes frescos como de los almacenados se

muestra en la Figura 4.14. Se observé una pérdida significativa de humedad en todas las
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migas al cabo de los 7 dias de almacenamiento. Hasta el dia 1 no se observaron
diferencias en el contenido de humedad para ninguna de las formulaciones. Sin
embargo, del dia 3 en adelante, se presentaron las diferencias, en donde las migas Cy
las que tenian un 25% de amaranto (tanto A como AG) fueron las que presentaron la
mayor humedad. Por lo que, puede observarse que la adicién de un 25% tanto de A
como de AG, produce una conservacion de agua en los panes similar al pan de harina de
trigo. Por su parte, si bien la humedad de la miga varié a lo largo del almacenamiento la
disponibilidad de la misma, medida por la actividad acuosa, no se vio modificada a lo
largo de todo el almacenamiento en ninguna de las diferentes migas, siempre teniendo

un valor aproximado de 0,96.

Humedad (%)
Humedad (%)

T T T T T T T 7 T T T T T T T

Tiempo de almacenamiento (dias

Figura 4.14. Evolucién de la humedad de los panes de harina de trigo con harina de
amaranto germinado y sin germinar a lo largo del almacenamiento.

IV.2.3.2. Firmeza de la miga durante el almacenamiento

Durante el almacenamiento se produce una pérdida de la frescura del pan, lo cual
reduce su aceptabilidad por parte de los consumidores. Este fendmeno es conocido
como envejecimiento del pan, en el cual ocurren algunos de los siguientes procesos:
endurecimiento de la miga, perdida de crocancia de la corteza y deterioro de las
propiedades organolépticas (Cauvain, 1998). En la Figura 4.15 se observan los valores de
la firmeza durante el almacenamiento de las migas de los diferentes panes. Se puede
observar en migas con A un aumento marcado de la firmeza hasta el tercer dia de
almacenamiento que luego se mantuvo constante, siendo mayor el incremento de

firmeza en las migas con mayor porcentaje de amaranto (A25). No se observaron
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diferencias en el incremento de la firmeza de las migas con AG, excepto en AG5 que fue

menor durante el periodo estudiado.
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Figura 4.15. Evolucién de la firmeza de los panes con harina de trigo con harina de amaranto
germinado y sin germinar a lo largo del almacenamiento.

Con el almacenamiento se incrementa la firmeza en todos los casos como consecuencia
de la pérdida de humedad y la retrogradacion del almidén (Pateras, 1998; Gray vy col.,
2003). Un resultado similar fue encontrado por Guardado-Félix y col., (2020) al
suplementar panes de trigo con harina de garbanzo tanto germinado como sin germinar,
estos autores observaron que la firmeza de los panes fue mayor en los panes

almacenados por 4 dias que en los panes frescos.

IV.2.3.3. Relajacién de la miga durante el almacenamiento

En la Figura 4.16 se observan los parametros obtenidos a partir de la curva de relajacion
de las migas de los panes frescos y almacenados. Se puede observar que durante el
almacenamiento tanto el pardmetro EO como E1 aumentaron, mientras que T1
disminuyé. Esto concuerda con el aumento de la firmeza, es decir los panes se tornan
cada vez mas eldsticos y menos viscosos, por consiguiente, mas duros.

De los graficos se deduce que el nivel 25% presentd los mayores valores de EO y E1,
como también los mas bajos de T1, especialmente en A. Esto sugiere que la harina AG a
ese mismo nivel resulté mas efectiva en la amortiguacidon de cambios estructurales de

la matriz de la miga durante el tiempo de almacenamiento. Los menores valores de T1,
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en comparaciéon con la miga del pan de trigo, sugieren una mayor contribucion a

mantener la elasticidad de las paredes alveolares de la miga.
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Figura 4.16. Parametros de relajacidn de los panes de harina de trigo y amaranto germinado
y no germinado. Parametros de relajacidon: mdédulos eldsticos: EO (AyB)y E1 (Cy D). Tiempos
de relajacion: T1 (Ey F).
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Conclusiones parciales

Masas

v

Panes

La incorporacidon de harina de amaranto (hasta un 25%) produjo cambios
relativamente menores en las propiedades fisicoquimicas y reolégicas de la masa
de trigo, incluida una mayor absorcién de agua y la presencia de proteinas
insolubles en agua.

La masa con harina de semillas de amaranto germinadas al maximo nivel
ensayado (AG25) tuvo el mayor contenido de agua y también una movilidad
molecular mds baja asociada con un cierto grado de estructuracion de la masa.
A pesar de la modificacion de las proteinas globulares del amaranto como
consecuencia de la germinacién de la semilla, la masa AG25 presentd la misma
dureza pero con una mayor elasticidad que la de trigo (TPA) y mayor modulo
elastico de la fraccion polimérica (>E2 y <T2). La evidencia de este
comportamiento mas elastico es la respuesta de la estructura de la masa a
grandes deformaciones. La masa una vez formada tiene una estructura cuya
viscoelasticidad se mide a muy baja deformacidn; en esas condiciones la masa

AG25 resulté mas viscosa que elastica.

A pesar de los cambios producidos en las masas se pudieron obtener los respectivos

panes.

v

v

v

La masa AG25 fue la que fermentd mas rapido debido a la presencia de un alto
contenido de sustratos importantes para la fermentacion de las levaduras que
se generaron durante la germinacion.

Aunque el volumen de masa fermentada fue menor para AG25, los panes
obtenidos presentaron mayor volumen especifico y fueron mas oscuros que los
panes A25. El alto volumen vy el color tostado son dos de las propiedades de
calidad requeridas por los consumidores.

Ademas, la miga de AG25 presentd un mayor numero de alvéolos por unidad de
area y un area alveolar total mayor que la miga de pan de trigo. En comparacion

con la miga de A25, la AG25 presentd menos alvéolos para la misma superficie
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ocupada, lo que indica que estos alvéolos son mas grandes resultando una miga
mas aireada.

La firmeza de la miga con harina de amaranto aumentd, sin embargo AG25
presentd un valor similar a la de la miga del pan de trigo. Los pardametros de
relajacion (E1y T1) de la miga AG25 fueron similares a los de la miga C.

Se puede concluir que el pan fresco con un 25% de harina de amaranto
germinado presentd las mejores caracteristicas panaderas.

Si bien la firmeza aumenta durante el almacenamiento para todos los panes, la
harina de semilla de amaranto germinada logré amortiguar dicho aumento,

efecto no producido por la harina sin germinar.
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Capitulo V

Masas y Panes de
trigo con harinas de
guinoa blancay
roja



V.1. Masas

V.1.1 Caracterizacion de las harinas de trigo y de quinoa

La harina de trigo utilizada fue de la misma calidad que la que uso para masas y panes

de amaranto.

V.1.2. Calidad panadera de las mezclas

V.1.2.1. Perfiles farinograficos

Los farinogramas de las diferentes formulaciones se muestran en la Figura 5.1. La
muestra C (harina de trigo) presentd un primer pico pronunciado a corto tiempo,
asociado a la hidratacion de los componentes de la harina; y un segundo pico alrededor
de 11 minutos perteneciente al desarrollo éptimo de la red de gluten en la masa como
se describid en el Capitulo Ill. En la Figura 5.1 se observa que la incorporacion del 5% de
harina de quinoa de ambas variedades (QB5 y QR5) no cambié la forma del farinograma
respecto al de la harina de trigo, se obtuvo un primer pico con mayor consistencia que
el segundo; mientras que el comportamiento opuesto, es decir un segundo pico mas
pronunciado que el primero, se observé con > 15%.

Los parametros farinograficos que se muestran en la Figura 5.1 se vieron modificados
con la presencia de harina de quinoa. El tiempo de desarrollo (tq) disminuyo
principalmente con el agregado de quinoa blanca, alcanzdndose un valor cercano a los
8 min (QB25), a su vez la absorcién de agua (Ab) aumento al aumentar el contenido de
harina de quinoa blanca. La estabilidad de la masa durante el amasado (Es) disminuyé
de 26 min (C) a 6 min (QB25) y el grado de aflojamiento (Af) aumentd desde 30 (C) a 105
UB (QB25).
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Figura 5.1. Farinogramas obtenidos para la harina de trigo (C) y para las mezclas con 5%,
15% vy 25 % de quinoa blanca (QB5, QB15, QB25) y roja (QR5, QR15, QR25).

En el caso de la quinoa roja se observo el mismo comportamiento con los distintos

niveles.
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Tomoskiy col. (2011), EI- Sohaimy (2019) y Park y col (2005), informaron un aumento de
la absorcion de agua y la disminucidn de la estabilidad farinografica al reemplazar harina
de trigo por harina de quinoa; mientras que, Rodriguez-Sandoval y col. (2012) y Stikic y
col (2012) observaron una disminucién en la absorcién de agua y un aumento en la
estabilidad farinografica con el agregado a la harina de trigo de semillas de quinoa
entera, lo que explicaria un comportamiento distinto al nuestro.

La disminucién de la estabilidad puede deberse a la dilucién del gluten y la pérdida de
propiedades viscoelasticas, producto de la adicion de quinoa debido a que no posee
proteinas formadoras de gluten, sino mas bien proteinas globulares que interactdan de
una manera diferente con el agua, lo que conduce a una mayor absorcidn, quizas debido
a la presencia de fibra. Similar comportamiento fue observado en amaranto (Capitulo

V).

V.1.2.2. Contenido de gluten de la masa de trigo y quinoa

El contenido de gluten himedo (GH) y gluten seco (GS) de masas con harina de quinoa
blanca y roja tanto germinada (QBG, QRG) como sin germinar (QB, QR) se muestran en
la Figura 5.2.

El mayor contenido de GH se observé en las muestras con harina de trigo (C) como
también en las masas con un 5% de ambas harinas de quinoa (QB5 y QBG5) siendo el
valor en promedio del 35,7% (Figura 5.2.A). Ademas, puede observarse que al aumentar
el porcentaje de QB, el valor del GH disminuyd especialmente en las formulaciones con
quinoa germinada, siendo minimo en QBG25 (27,7 %). En la Figura 5.2 B se muestra el
valor de GH para las masas con QR. Al aumentar el contenido de quinoa roja, los valores
de GH disminuyeron independientemente del tratamiento, siendo minimos para las
masas QR25 (28,2%) y QRG25 (29,3%).

Se observd que los menores valores de gluten seco (GS) lo presentaron las masas con
25% de harina de quinoa ( QB25, QBG25, QR25 y QRG25) (Figura 5.2 Cy D).

Por otro lado, se calculd el cociente GH/GS, en donde no se observaron diferencias
significativas para las distintas masas estudiadas, siendo el valor promedio cercano a 3

(2,6).
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Figura 5.2. Contenido de gluten himedo-GH (A y B) y gluten seco-GS (C y D) de las masas de
harina de trigo y de harinas de quinoa blanca (QB y QBG) y roja (QR y QRG). Niveles: 0% (C),
5%, 15% y 25%. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

Comparando ambas variedades de quinoa se observé una tendencia similar en el valor
de gluten hiumedo y seco de las masas conteniendo tanto quinoa blanca como roja, en
donde al aumentar la cantidad de quinoa se produce una disminucién en el contenido
de gluten (GH y GS). Este resultado es esperable, ya que las proteinas formadoras de la
red de gluten son aportadas por el trigo exclusivamente. Una mayor disminucion de GS
en las masas con quinoa germinada podria deberse a la dilucién del gluten
conjuntamente con la incorporacién de polimeros proteicos de menor tamano,
especialmente en QBG.

Resultados similares fueron encontrados por Suarez-Estrella y col. (2020), donde
observaron un debilitamiento en la red de gluten, producto de la incorporacion de
harina de quinoa germinada en masas con harina de trigo. Los resultados obtenidos
sugieren que pese a que las proteinas en la quinoa son la globulina 11S y la globulina-p,

tanto en blanca como en roja, no estarian interviniendo en la formacién de la matriz de
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gluten junto con las proteinas de trigo, debido a que el gluten seco también disminuye

con el aumento de quinoa.

V. 1.3. Propiedades de hidratacion de la masa

Los parametros de hidratacion de las masas de harina de trigo y quinoa blanca (sin
germinar y germinada) se muestran en la Tabla 5.1. La humedad de la masa con harina
de trigo solamente (C) fue la menor, al incrementar el contenido de quinoa blanca (QB
y QBG), los valores de humedad aumentaron en concordancia con lo observado en la
Figura 5.1, es decir, un mayor valor de la absorcidon de agua farinografica condujo a
valores de humedad de la masa mayores. Un pardmetro que varié significativamente en
especial para las muestras QB, fue el pH de la masa; el valor mas bajo se observé para la
masa de trigo Cy el mas alto en la masa QB25. Si bien QB produjo un aumento progresivo
significativo, dicho aumento fue leve.

Con respecto a la actividad acuosa, dicho parametro aumenté con el agregado de quinoa
blanca resultando mds elevados para las muestras QBG; un aumento de aw sugiere una
mayor disponibilidad de agua, como en el caso de las masas con quinoa blanca

germinada.

Tabla 5.1. Propiedades de hidrataciéon de la masa de harina de trigo y quinoa blanca
germinada (QBG) y sin germinar (QB).

Masa Humedad (%) pH aw
C 43,52+0,18 a 5,07%0,02a 0,9884 +0,0018 a
QB5 43,98+0,02b 5,14+0,02b 0,9863 +0,0011 a
QB15 44,66 £0,09d 5,21+0,02d 0,9877 £0,0010 a
QB25 45,16 + 0,08 e 5,36+0,02c 0,9918 + 0,0012 bc
QBG5 43,87+0,14 b 5,16 +£0,02b 0,9937 +0,0007 ¢
QBG15 44,35+0,20 ¢ 5,10+0,03 a 0,9923 + 00,0016 bc
QBG25 44,67 £0,06 d 5,10%0,01a 0,9911 +0,0009 b

Formulacion con diferentes niveles de harinas de quinoa blanca: no germinadas: 0% (C), 5%
(QB5), 15% (QB15) y 25% (QB25); germinadas: 5% (QBG5), 15% (QBG15) y 25% (QBG25).
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores
se expresan como media + DE.
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En masas con quinoa roja puede observarse en la Tabla 5.2 que cuanto mayor fue el
contenido de harina de quinoa (QR y QRG), mayor fue la humedad; en concordancia con
la absorcion farinogréfica de agua que también aumenté (ver Figura 5.1.). Al igual que
en quinoa blanca, si bien las masas presentaron diferencias significativas en valores de
pH, los valores estuvieron en el rango de 5,1-5,4. La actividad acuosa, al igual que en
masas con quinoa blanca fue alta, entre 0,98 y 0,99. Las masas QR presentaron mayor

disponibilidad de agua que las masas QRG (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Propiedades de hidratacion de la masa de harina de trigo y quinoa roja germinada
(QRG) y sin germinar (QR).

Masa Humedad (%) pH aw
C 43,52+0,18 a 507+0,02b 0,9884 +0,0018 a
QR5 44,24 +0,02 b 5,14 £ 0,02 cd 0,9897 £ 0,0041 ab
QR15 44,63 +0,06 ¢ 5,17+0,02d 0,9936 + 0,0017 ¢
QR25 45,24+ 0,06 e 5,42+0,02e 0,9927 £ 0,0013 bc
QRG5 44,26 £ 0,07 b 5,04+0,02a 0,9880 +0,0022 a
QRG15 44,85 +0,04d 5,08+0,01b 0,9873 +0,0017 a
QRG25 45,32+0,03 e 5,11+0,01c 0,9890 + 0,0003 ab

Formulacion con diferentes niveles de harinas de quinoa roja: no germinadas: 0% (C), 5%
(QR5), 15% (QR15) y 25% (QR25); muestras germinadas: 5% (QRG5), 15% (QRG15) y 25%
(QRG25). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05).
Los valores se expresan como media + DE.

Como se explicé en el Capitulo IV para amaranto, altos valores de movilidad molecular
(A) estan relacionados a una estructura de masa mas débil o |abil. Por esta razén es que
se evalud dicho parametro en las masas de harina de trigo con harina de quinoa blanca
y roja, tanto sin germinar como germinada (Tabla 5.3).

La masa control (C) fue la que presentd la menor movilidad molecular (A). En general, a
medida que aumenté el contenido de quinoa blanca tanto germinada como sin germinar
se incrementé la A, asocidndose a una mayor movilidad molecular de los *H en la masa.

La formacidon de una matriz mas labil, menos estructurada, favorece la disociacion del

agua de otros componentes, alcanzando un estado de alta energia.
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Tabla 5.3. Tiempo de relajacion (A) de spin-spin *H de las masas de harina de trigo y quinoa
germinada blanca (QBG) y roja (QRG) y quinoas blanca y roja sin germinar (QB y QR).

A (ms)
Quinoa blanca Quinoa roja

C 6,8+0,7a C 6,8+0,7a
QB5 7,3+0,3b QR5 8,1+0,5bc
QB15 8,8+0,3e QR15 8,0+0,3 bc
QB25 8,4+0,2 de QR25 7910,7b
QBG5 8,1+0,4cd QRG5 7,8+£0,4b
QBG15 7,9%+0,5¢ QRG15 8510,4c
QBG25 8,4+0,5de QRG25 8,0+0,4 bc

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los
valores se expresan como media + DE.

En este punto cabe resaltar algunas diferencias, especialmente a niveles de 5 y 15%. Por
un lado, en muestras QB (sin germinar), A aumentd en forma significativa y progresiva
hasta un 15%, valor que permanecié constante al 25%; para las muestras QBG se
observd un gran aumento al 5% pero que no resulté significativamente diferente al del
15%, aunque fue significativamente mayor al 25%. Masas con 25% (QB25 y QBG25)
presentaron similar movilidad molecular. Cuando la semilla no estd germinada, las
proteinas y almidones con su estructura intacta absorben agua a través de las uniones
puente hidrégeno (especialmente a 15y 25%), limitando de esta forma la unién del agua
con las proteinas de trigo, dando lugar a una matriz de gluten mas débil. La germinacién
de quinoa blanca produce la hidrdlisis de estas macromoléculas (proteinas y almidén),
cambiando su estructura y dejando expuestos mayor proporcion de sitios hidrofilicos
para la formacién de puentes hidrogeno, por eso es que ya el 5% produce una matriz
mas labil cuyo valor de A casi no cambia con la concentracién.

A diferencia de las masas con quinoa blanca, a medida que se incrementd el contenido
de quinoa roja tanto germinada como sin germinar los valores de A aumentaron

respecto a C, pero no cambiaron significativamente entre los diferentes niveles.
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V.1.4. Caracterizacion reoldgica de las masas
A continuacion, se describen los resultados obtenidos para los diferentes ensayos
reoldgicos llevados a cabo sobre las diferentes masas compuestas harina de trigo-harina

de quinoa.

V.1.4.1. Analisis de perfil de textura

En la Tabla 5.4 se muestran los diferentes pardmetros obtenidos del analisis del perfil
de textura de las masas de harina de trigo y quinoa blanca germinada (QBG) y sin
germinar (QB). Al adicionar QB se observoé una disminucion en la dureza, alcanzando el
menor valor al 25% (QB25) mientras que un incremento en QBG formd masas mas duras.
A su vez los valores de adhesividad, elasticidad, cohesividad y resiliencia no presentaron
diferencias significativas entre las diferentes masas estudiadas (Tabla 5.4). Resultados
similares fueron encontrados por Vasquez-Lara y col (2016) al analizar masas con harina
de quinoa en diferentes proporciones (hasta un 10%), en donde las masas con quinoa
presentaron menor dureza que la masa con trigo solamente. Por otro lado, Park y col
(2005) no encontraron diferencias en la dureza de las masas al realizar reemplazos de

harina de trigo por harina de quinoa hasta un 30%.

Por otro lado, en la Tabla 5.5 se muestran los pardmetros de textura de las masas con
harina de trigo y quinoa roja germinada (QRG) y sin germinar (QR). En cuanto a la dureza
se observa un comportamiento similar al de las masas con quinoa blanca, en donde el
incremento de QR tuvo una tendencia a disminuir la dureza a partir del 15%, mientras
qgue al aumentar el contenido de QRG se produjo un aumento en este pardmetro. A su
vez similar comportamiento se evidencié en la adhesividad, elasticidad y cohesividad. Es
decir, al aumentar el nivel de QR, se produjo una disminucidén en los pardmetros
mencionados anteriormente; mientras que con la quinoa roja germinada se observod un
aumento de los mismos, en algunos casos se mantuvieron similares al control. Por su

parte, el Unico parametro que no se vio modificado significativamente fue la resiliencia.
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Tabla 5.4. Pardmetros de textura de la masa de harina de trigo y quinoa blanca.

Parametros de textura

Muestra Dureza (N) Adhesividad (N.s) Elasticidad (mm) Cohesividad (-) Resiliencia (-)
C 1,24 £ 0,29 bc 33x10a 6,92+ 1,64a 0,9+0,2a 0,11+ 0,03 a
QB5 1,29+0,13 ¢ 36+0,8a 7,0+12a 09+0,1a 0,10+0,01a
QB15 1,13+0,16b 3,7+0,7a 7,36+1,1a 0,87+0,13a 0,09+0,02a
QB25 0,92+0,12a 35+0,5a 7,18 +0,69 a 0,90+0,09a 0,08+0,02 a

QBG5 1,27+0,18 ¢ 34+0,6a 6,48+ 0,66 a 0,82+0,07 a 0,1+0,02a

QBG15 1,46 £0,26d 34+10a 6,56+1,31a 0,76+0,12a 0,1+0,02a
QBG25 1,43+0,15d 3,8+0,7a 7,15+1,26a 0,82+0,1a 0,08+0,01a

Parametros de textura: Dureza, Adhesividad (Adh), Elasticidad (Elast), Cohesividad (Cohes), Resiliencia (Resil). Formulacion con
diferentes niveles de harinas de quinoa blanca: no germinadas: 0% (C), 5% (QB5), 15% (QB15) y 25% (QB25); germinadas: 5% (QBG5),
15% (QBG15) y 25% (QBG25). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores se
expresan como media + DE.
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Tabla 5.5. Parametros de textura de la masa de harina de trigo y quinoa roja.

Parametros de textura

Muestra Dureza (N) Adhesividad (N.s) Elasticidad (mm) Cohesividad (-) Resiliencia (-)
Control 1,24+0,29b 33+10c 6,92+1,64b 0,9+0,2de 0,11+0,03a
QR5 1,2+0,15b 34+£05¢c 6,96 £0,82b 0,8+0,1bc 0,1+0,02a
QR15 1,02+0,17 a 19+11a 521+1,02a 0,62+0,11 a 0,08+0,01a
QR25 0,94+0,2a 2,3+£10b 54+1,37a 0,79+0,19b 0,06+0,01a
QRG5 1,28 £ 0,18 bc 4,6+0,6d 7,45+0,97b 0,86+ 0,07 cd 0,08+0,01a
QRG15 1,40+ 0,27 cd 4,8+0,5d 8,15+0,87 c 0,95+0,05e 0,08+0,02a
QRG25 1,42+0,20d 45+0,5d 7,32+£0,61b 0,91+ 0,06 de 0,07+0,02a

Pardmetros de textura: Dureza, Adhesividad (Adh), Elasticidad (Elast), Cohesividad (Cohes), Resiliencia (Resil). Formulacién con
diferentes niveles de harinas de quinoa roja: no germinadas: 0% (C), 5% (QR5), 15% (QR15) y 25% (QR25); germinadas: 5% (QRG5), 15%
(QRG15) y 25% (QRG25). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores se expresan como

media * DE.

199




La diferencia observada en la dureza de las masas de ambas variedades de quinoa sin
germinar (QB y QR) frente a las germinadas (QBG y QRG), se podria deber a que al
aumentar la cantidad de quinoa sin germinar, se produce una dilucién creciente del
gluten, un aumento de la humedad y de la movilidad molecular que conduce a masas
mas blandas.

En el caso de las masas con QBG y QRG, se genera un incremento en el contenido de
FDT, lo cual podria no solo compensar la pérdida de dureza por la dilucién del gluten
(como ocurre en QB y QR) sino que su interaccion con el almiddn, proteinas y agua
favoreceria la formacion de una matriz mds estructurada que genera masas de mayor
dureza.

La adhesividad de las masas con QB no varié, mientras que en las masas con QR
disminuyd. La masa menos pegajosa obtenida con QR indicaria una diferente interaccion
de los polimeros con el agua en la masa, dicha agua se encontraria mas unida a estas
macromoléculas, y por consiguiente no estaria migrando a la superficie originando
masas menos adhesivas.

La germinacidon no cambid la adhesividad de las masas QBG mientras que las masas con
QRG fueron las mas adhesivas con respecto a Cy QR. Esto podria deberse a un aumento
en el porcentaje de lipidos y un cambio conformacional en la estructura de las proteinas,
como vimos en FTIR. Estos cambios modifican la afinidad por el agua, conduciendo a una
mayor adhesividad, independiente del nivel de harina germinada agregada.

La cohesividad se relaciona con la capacidad de los componentes de la masa para
permanecer unidos entre si. En el caso de las masas con quinoa blanca la cohesividad no
se modifico indicando que todos los componentes estructurales de las masas se
mantienen unidos. En el caso de la quinoa roja, las masas con QRG fueron mas cohesivas
gue las QR por lo que tendrian la capacidad de deformarse sin romperse, mientras que
con QR estaria formando una masa mas débil y con menos tendencia de las particulas
de la masa a permanecer unidas. En cuanto a la elasticidad, el comportamiento se puede

correlacionar con la cohesividad, es decir, masas mas cohesivas son mas elasticas.

V.1.4.2. Relajacion de las masas
En el caso de los materiales viscoelasticos, el tiempo de relajacion (T) es el resultado de
la accién combinada del comportamiento eldstico (E) y el comportamiento viscoso (7).
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Los parametros de relajaciéon E y T de las masas con quino blanca (QB y QBG) se muestran
en la Figura 5.3.

En las Figuras 5.3 A y B se muestran el médulo elastico (E1) y el tiempo de relajacidn
(T1), respectivamente. Ambos parametros gobiernan la relajacion al comienzo de la
deformacion, atribuida como mencionamos antes, a la reorientacidén de las moléculas
pequefias. En cuanto a los valores de E1 (Figura 5.3.A), el menor valor lo presenté la
masa C, las masas con QB presentaron un valor mayor de E1 respecto a C (excepto
QB25), alcanzando su maximo para la masa QB5.Por otra parte, al incrementarse el
contenido de QBG el valor de E1 aumento (15% y 25%). El comportamiento para el
tiempo de relajacion T1 (Figura 5.3.B) fue similar tanto para las masas con quinoa blanca
germinada como sin germinar, donde el maximo T1 fue mayor en masas con 5%, y un
incremento en la adicion de ambas quinoas disminuyé este parametro. Esto se
relacionaria con la contribucion de los polimeros de menor tamano (generados durante
la germinacion) a una mayor elasticidad de la masa.

Los valores de E2 y T2 se atribuyen al reordenamiento en la matriz de la masa de los
polimeros de mayor tamafio. Las masas C junto con las QB y QBG5 no presentaron
diferencias en los valores de E2 (Figura 5.3.C). Al igual que en E1, la adiciéon de QBG en
niveles > 15% generaron un aumento en el valor del mdédulo elastico E2. Esta tendencia
sugiere que durante la germinaciéon se podrian haber formado polimeros de estructura
y tamafio diferente a los originales que conducirian a la formacién de una matriz de
gluten mas eldstica. Asimismo, y dada la relacion entre E y T, esta variacién significativa
en E2 se reflejé en T2, ya que en la Figura 5.3.D se observa que con el aumento de QB
se produjo un considerable aumento en este tiempo de relajacidn respecto a C. En el
caso de las masas con QBG, para el nivel mas bajo (QBG5) se produjo un aumento
significativo de T2 respecto al valor de C, pero al aumentar el contenido de la harina
germinada (= 15%) los valores de T2 disminuyeron igualdndose al valor de C
(concordante con un mayor valor del médulo elastico E2). Este comportamiento da idea
de que las masas con harina germinada tuvieron menor grado de relajacion (menor T2)
en la zona intermedia de la curva de relajacidn con un E2 significativamente mas alto, lo
gue indica una mayor contribucidn de elasticidad de la masa.

Estos resultados sugeririan que las proteinas de quinoa germinadas estarian

interaccionando con las proteinas de trigo contribuyendo a la formaciéon de una
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estructura de gluten diferente a la convencional, de hecho el contenido de GH fue
menor; quizds podrian estar interaccionando por uniones no-covalentes en forma
interpenetradas, a modo de “fillers” estructurantes. Ademas, durante la germinacién
aumentan los componentes solubles en agua, los cuales podrian tener un efecto de

lubricacion mas evidente durante la determinacion de la relajacion de la tensidn (Yang

y col., 2019).
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Figura 5.3. Pardmetros de relajacién de la masa de harina de trigo y quinoa blanca
germinada y sin germinar. Parametros de relajaciéon: mddulos eldsticos: E1 (A), E2 (C) y E3
(E). Tiempos de relajacion: T1 (B) y T2 (D). Niveles de harinas de quinoa blanca: muestras sin
germinar: 0% (C), 5% (QB5), 15% (QB15), 25% (QB25); muestras germinadas: 5% (QBG5),
15% (QBG15), 25% (QBG25). Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05).
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Finalmente, la Figura 5.3.E muestra los valores de E3 que representan el
almacenamiento de energia en la masa en la zona 3, donde el esfuerzo no cambia con
la deformacién aplicada, alcanzando el estado de equilibrio. Yang y col. (2019)
relacionaron la tensién de equilibrio con el enlace covalente. Los valores mas altos de
E3 fueron los correspondientes a las masas formuladas con QBG, alcanzando su maximo
en el caso de los mayores niveles (15 y 25%). Asimismo, las masas con QB presentaron
similar E3 que la masa de trigo (C), a excepcion de la QB5. Estos resultados demuestran
gue, las masas con QBG presentan un comportamiento elastico en el equilibrio, después
del proceso de deformacidon. El comportamiento de relajacion de esta masa esta en

concordancia con los valores de dureza observados en TPA (Tabla 5.4).

Los parametros de relajacién Ey T de las masas con quinoa roja se muestran en la Figura
5.4. Las masas con trigo y QR, a diferencia de las QB, presentaron valores menores de
E1 (Figura 5.4.A). Sin embargo, para las masas con QRG se observé que para todos los
niveles de adicién se produjo un aumento de E1 respecto a C. El tiempo de relajacién T1
(Figura 5.4.B) fue similar tanto para las masas con QR como con QRG, dado que en todos
los casos fue mayor a C, sin observarse diferencias significativas en los diferentes niveles.
En cuanto a E2, la masa C presentd un valor mas elevado que las QR, sin diferencias
significativas entre ellas (Figura 5.4.C). La masa QRG5 presentd un valor semejante a C,
pero para masas con niveles de adicion mas elevados (15 y 25%) los valores decayeron,
no observandose diferencias significativas con las QR. La variacién observada para E2 se
vio reflejada en los valores de T2 para las masas con QR, ya que los valores de T2 fueron
mayores que el de C. Sin embargo, las masas con QRG no exhibieron el mismo
comportamiento, dado que no hubo diferencias significativas con C, a excepcién de
QRG25 que fue significativamente menor (Figura 5.4.D).

Al incorporar un 5% de quinoa roja, la incorporacion de proteinas parcialmente
hidrolizadas por germinacién en QRG5 ayuda a mantener la estructura de la matriz de
gluten del trigo a diferencia de QR5. A este fendmeno estaria contribuyendo una
estructura polimérica generada que interaccionaria en forma diferente con las proteinas
de trigo, asegurando la misma matriz. Como el agregado de moléculas de menor tamaiio
esta en baja proporcién (5%) esto contribuye a mantener las viscoeleasticidad de la

masa.
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Por ultimo, la Figura 5.4. E muestra los valores de E3 que representan el almacenamiento
de energia en la masa en el estado de equilibrio. La masa C fue la que presentdé el menor
valor de E3. Por su parte todas las masas con QR presentaron un leve aumento respecto
a C, siendo la QR5 la del valor mas alto de E3. Para las masas con QRG se observd que
todas presentaron los valores mas altos de E3, siendo superiores a Cy a todas las masas
con harina sin germinar. Esto estaria indicando que, en el equilibrio, las masas con QRG

presentaron un mayor caracter eldstico y una mayor dureza (visto por TPA).
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Figura 5.4. Pardmetros de relajacion de la masa de harina de trigo y quinoa roja germinada
y sin germinar. Parametros de relajacion: médulos elasticos: E1 (A), E2 (C) y E3 (E). Tiempos
de relajacién: T1 (B) y T2 (D). Niveles de harinas de quinoa roja: muestras sin germinar: 0%
(C), 5% (QR5), 15% (QR15), 25% (QR25); muestras germinadas: 5% (QRG5), 15% (QRG15),
25% (QRG25). Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0,05).
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V.1.4.3. Ensayo reoldgico dinamico

En cuanto a los ensayos de viscoelasticidad de la masa por medio de reologia dindmica
a baja deformacién, en donde no se produce ruptura de la estructura de la masa, se
obtuvieron las curvas de barrido de frecuencia (G’ y G” vs. Frecuencia) o espectros
mecdnicos. Los parametros viscoelasticos obtenidos a partir de estos espectros
mecanicos, a 1 Hz, fueron los mddulos de almacenamiento (G') y pérdida (G") y la
relaciéon G"/G'=tan 6.

En la Tabla 5.6 se observan los pardmetros viscoeldsticos de las masas con harina de

guinoa blanca sin germinar (QB) y germinada (QBG).

Tabla 5.6. Parametros viscoelasticos (f=1 Hz) de la masa de harina de trigo y quinoa blanca.

Parametros viscoeldsticos (1 Hz)
Masa G’ (kPa) G” (kPa) tan 6 (-)

C 20,8 £ 0,8 bcd 96+0,3b 0,46 +0,00b
QB5 18,7 + 2,4 bed 8,5+1,6ab 0,45+0,03 ab
QB15 17,9+ 1,6 abc 8,1+0,7ab 0,45+0,00 ab
QB25 18,6 £2,0ab 8,4+1,4ab 0,45+0,03 ab
QBG5 153+19a 7,1+09a 0,46+0,01b

QBG15 21,9+3,0cd 94+14b 0,43+0,01a
QBG25 22,3+1,2d 96+0,5b 0,43+0,00 a

Formulacion con diferentes niveles de harinas de quinoa blanca: no germinadas: 0% (C), 5%
(QB5), 15% (QB15) y 25% (QB25); germinadas: 5% (QBG5), 15% (QBG15) y 25% (QBG25).
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). Los
valores se expresan como media + DE.

La masa control (C) fue la que presentd el mayor valor de G’ que disminuyd con el
contenido de QB, aunque dicha disminucidn no fue significativa, indicando que la QB no
cambid la componente elastica de la masa de trigo. Asimismo, tanto G' como G"
tendieron a disminuir, por consiguiente, el valor de tan 6 adquirié valores semejantes
entre las diferentes masas (aproximadamente 0,45) ya que es el cociente de los mismos.
Valores superiores a 1 estarian indicando que predomina el caracter viscoso, en tanto
valores entre 0,1-0,5 denotan un mayor caracter elastico; por su parte, valores cercanos

a 1 indican que no hay un predominio ni viscoso ni eldstico. En el caso de las masas con
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harina de quinoa blanca germinada (QBG) se observé un valor muy bajo de G’ para QBG5
gue luego aumentod considerable y significativamente alcanzando el valor de la masa C.
Los valores de G' y G" aumentaron al incrementar el nivel de QBG adicionada, sin
embargo, estos valores no fueron en ningun caso superiores a los de lamasa Cy a pesar
de ello, la tan & disminuyé moderadamente, debido al hecho de que el aumento del
componente elastico (G') fue mayor que el del componente viscoso (G''). En conclusion,
las masas con QBG en cantidades 15 y 25% resultaron levemente mas elasticas. Este
comportamiento concuerda con el mayor valor de E2 (mddulo elastico de polimeros)

presentado por dichas muestras.

La Tabla 5.7 muestra los pardmetros viscoeldsticos de las masas conteniendo harina de
guinoa roja germinada (QRG) como sin germinar (QR). En este caso, tanto para las masas
con harina con QR como con QRG, los parametros G'y G" no variaron respecto a la masa
C ni tampoco entre los distintos niveles de adicidn. En cuanto a la tan 3, para las masas
con harina de QR, no se observaron diferencias entre los diferentes niveles de adicion ni

respecto a la masa C.

Tabla 5.7. Parametros viscoeldsticos (f=1Hz) de la masa de harina de trigo y quinoa roja.

Parametros viscoelasticos (1 Hz)

Masa G’ (kPa) G” (kPa) tan 6 (-)
C 20,8+0,8a 96+0,3a 0,46 £ 0,00 ab
QR5 21,8+3,3a 10,2+2,4a 0,47 £ 0,04 ab
QR15 20,2+1,6a 98+1,2a 0,48+0,03b
QR25 20,8+19a 9,8+0,9a 0,47 £ 0,00 ab
QRG5 18,7+15a 9,0+0,5a 0,48+0,01b
QRG15 20,0+2,0a 91+1,1a 0,45+0,01 ab
QRG25 21,7+10a 95+0,7a 0,44+0,02a

Formulacion con diferentes niveles de harinas de quinoa roja: no germinadas: 0% (C), 5%
(QR5), 15% (QR15) y 25% (QR25); germinadas: 5% (QRG5), 15% (QRG15) y 25% (QRG25).
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). Los
valores se expresan como media + DE.
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Las Figuras 5.5 y 5.6 muestran la relacién entre G' y G" para los diferentes valores de

frecuencia de oscilacién en las masas con quinoa blanca y quinoa roja, respectivamente.
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Figura 5.5. Mddulo elastico (G’) en funcién del médulo viscoso (G”) de la masa de harina de
trigo con: harina de quinoa blanca sin germinar (A) y germinada (B).
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Como describimos en el Capitulo IV la igualdad de los mddulos estd dada por una linea
a 45° y la relacién entre ambos se muestra como una curva, cuanto mas proxima la
curva a la linea, mayor es el comportamiento viscoso. Ademds la pendiente de la curva
G' versus G" se utiliza como indicador de los cambios en la morfologia de los diferentes
polimeros.

En las masas con harina de quinoa blanca de semillas sin germinar no se observaron
diferencias en las curvas vy resultaron todas superpuestas, por lo que no se evidencia
heterogeneidad de los polimeros de la matriz (Figura 5.5.A) y todas ellas por encima de
la linea de 45° evidenciando un predominio del comportamiento elastico. Las muestras
de harina germinada también presentaron un comportamiento de predominio eldstico
(situadas por encima de la linea de 45°) por un lado la curva QBG5 comenzd desde
valores de G' més bajos y se superpuso con C a partir de 1x10% Pa mientras que las curvas
QBG15 y QBG25 estuvieron superpuestas por encima de las otras dos (Figura 5.5.B),
sugiriendo un comportamiento levemente mas elastico como el observado en la Tabla

5.6.
Las masas QR y QRG presentaron todas el mismo comportamiento (G" > G”’) que enla

masa de trigo y ubicados todas por sobre la recta de 45° y superpuestas independiente

del nivel y del tratamiento de la semilla (Figura 5.6 Ay B).
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Figura 5.6. Mddulo elastico (G’) en funcion del mddulo viscoso (G”) de la masa de harina
de trigo con: harina de quinoa roja sin germinar (A) y germinada (B).

Las propiedades de hidratacion y reolégicas de la masa definen la calidad tecnoldgica
final del producto, o sea, del pan. Los principales aspectos relacionados con dicha calidad

se discuten a continuacion.
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V.2. Panes

V.2.1. Proceso de fermentacién de la masa

Las curvas de fermentacién de las diferentes masas con harina de quinoa blanca sin
germinar y germinada se muestran en las Figuras 5.7.A y 5.7.B, respectivamente. En la
Figura 5.7.A se observa que, para el caso de las masas con QB, todas las curvas
presentaron un comportamiento similar, con crecimiento exponencial hasta
aproximadamente los 115 minutos. Luego de ese tiempo se detectaron dos
comportamientos diferentes: a niveles 215%, las curvas QB15 y QB25 presentaron una
meseta especialmente QB25, mientras que las curvas Cy QB5 continuaron aumentando
hasta los 150 minutos, para a partir de ahi presentar una meseta hasta el final del
ensayo. El cambio en el comportamiento de las curvas a partir de los 115 minutos podria
estar directamente relacionado con el tipo de matriz que se esta formando debido a la
dilucién de las proteinas del gluten. Este cambio al igual que en amaranto, se podria
deber a que la quinoa aporta proteinas globulares, las cuales serian capaces de retener
agua originando una disminucién en la dureza y la elasticidad de las masas favoreciendo
asi la expansiéon de las mismas, pero con un volumen mas bajo que las masas de trigo.
Ademas, la harina de quinoa contribuye con entre un 7,3 - 10,3% de fibra dietaria total
(b.s.) que modificaria la matriz de gluten, afectando sus propiedades viscoeldsticas que
son necesarias para la expansion de la masa, la retencion de diéxido de carbono y la
formacién de los futuros alvéolos en la miga de pan. Las curvas de fermentacion
obtenidas para las masas con harina de quinoa blanca de semilla germinada (Figura

5.8.B) fueron todas similares entre si.

Las curvas de fermentacion se analizaron matemdaticamente utilizando el modelo de
Chapman (Ec. 2.31) segun se describié en el Capitulo Il. Los valores de volumen maximo
(parametro a, Tabla 5.8) disminuyeron significativamente al aumentar el contenido de
harina de quinoa blanca (QB), sin diferencias significativas entre QB15 y QB25, mientras
gue en las muestras con harina de quinoa blanca germinada (QBG) se observé una ligera
disminucion solamente cuando se adiciond un 25%, sin embargo, las masas con QBG

alcanzaron un mayor valor de AV.
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Figura 5.7. Curvas de fermentacién de la masa. A) Masa con harina de trigo (C) y diferentes
niveles de harinas de quinoa blanca no germinada: 5% (QB5); 15% (QB15) y 25% (QB25). B)
Masa con harina de trigo (C) y masa con diferentes harinas de quinoa blanca germinada: 5%
(QBG5), 15% (QBG15) y 25% (QBG25).

La constante cinética (parametro b, Tabla 5.8) se mantuvo constante hasta un 15% de
harina de quinoa blanca tanto germinada como sin germinar, con un aumento
significativo con un 25% de adicion (QB25 y QBG25), sin evidenciar diferencias entre las
masas con QB y QBG. El pardmetro c no resulté modificado para ninguna de las masas
con harina de quinoa blanca.

El tiempo de fermentacidn (ts) disminuyd significativamente con la adicién de harina de

quinoa (QB y QBG) (Tabla 5.8.), principalmente en la masa QB25 y QBG25.
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Tabla 5.8. Parametros cinéticos obtenidos del ensayo de fermentacion de la masa.

Fermentacion
Formulacién
a (cm?) b (min ) c ts (min)

o 122+ 4 cd 0,021 + 0,006 ab 1,2+0,3ab 71,7+9,1d

QB5 121+3bed | 0,023 10,001 ab 1,1+0,1ab 63,6+2,2cd
QB15 113+4 ab 0,028 £ 0,004 bcd 1,1+£0,2ab 51,5+3,7ab
QB25 105+ 8a 0,035 £ 0,006 d 1,2+0,2ab 45,0+4,7 a
QBG5 125+7d 0,019+0,001 a 09+0,1a 66,6 £1,9 cd
QBG15 124+7d 0,024 £ 0,004 abc 1,0+£0,1ab 59,2+6,1 bc
QBG25 114 + 8 abc 0,031 +0,002 cd 1,3+0,1b 50,7+ 2,7 ab

Formulacion con diferentes niveles de harinas de quinoa blanca: no germinadas: 0% (C), 5%
(QB5), 15% (QB15) y 25% (QB25); germinadas: 5% (QBG5), 15% (QBG15) y 25% (QBG25).
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). Los
valores se expresan como media + DE.

Por otro lado, en la Figura 5.8 se pueden visualizar las curvas de fermentacién de las
masas conteniendo harinas de quinoa roja sin germinar (A) y germinada (B). En la Figura
5.8.A se observa que todas las curvas tienen un crecimiento exponencial alcanzando el
maximo volumen luego de los 150 min de fermentacion (< 15% de QR) y 115 min (QR25).
Sin embargo, se observa un menor incremento en el valor de AV en QR25. Por otro lado,
una vez alcanzado el maximo incremento de volumen, las curvas de las masas C, QR5 y
QR15 se mantuvieron constante, alcanzando QR15 menores valores de AV. Mientras
gue la masa QR25 presenté por encima de los 115 min un descenso marcado y constante
de AV en el tiempo, lo que indica un proceso de sobre-fermentacién para esta masa a

tiempos mayores a 115 min.
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Figura 5.8. Curvas de fermentacién de la masa. A) Masa con harina de trigo (C) y diferentes
niveles de harinas de quinoa roja no germinada: 5% (QR5); 15% (QR15) y 25% (QR25). B)
Masa con harina de trigo (C) y masa con diferentes harinas de quinoa blanca germinada: 5%
(QRG5), 15% (QRG15) y 25% (QRG25).

En el caso de las masas con quinoa roja germinada (Figura 5.8.B) se observd que todas
las curvas tuvieron un comportamiento de crecimiento exponencial hasta los 115
minutos, en donde los valores de AV fueron similares en todos los casos. A partir de ese
tiempo, la curva QRG25 se aplané alcanzando un valor asintético, a diferencia de QR25
gue disminuyd; por consiguiente, el proceso se completd a los 115 min sin detrimento
del volumen de masa fermentada con tiempos mayores. Las curvas C, QRG5 y QRG15
tuvieron un ligero aumento de AV hasta los 150 minutos. Lo mds importante de observar

es que las masas con mayor adicién de harina de quinoa roja germinada alcanzaron
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valores mas altos de AV que las correspondientes con quinoa sin germinar. Esto podria
explicarse en el hecho que, durante la germinacién de la quinoa roja, se produjeron

compuestos que reforzaron la estructura de la red de gluten.

Los parametros de la curva de fermentacién de las masas con quinoa roja se muestran
en la Tabla 5.9. Los valores de volumen maximo (pardmetro a, Tabla 5.9) disminuyeron
significativamente al aumentar el contenido de harina de quinoa roja sin germinar (QR)
y germinada (QRG), observandose el valor mas bajo con el mayor porcentaje de esta
harina (25%). La constante cinética (pardmetro b, Tabla 5.9.) no se modificd en las masas
con QR, mientras que se observé un incremento en b en las masas QRG15 y QRG25,
siendo mas grande en el caso de QRG25, alcanzando mds rapidamente el volumen
maximo. El pardmetro c no resultdé modificado en ninguna de las masas con harina de
guinoa germinada, mientras que las masas QR5 y QR15 fueron las que presentaron el
menor valor de este pardmetro. Evidenciando una forma de la curva de fermentacion
un tanto diferente en estas muestras. Menor c se relaciona con una menor inflexién, y

un aumento mas rapido del volumen.

Tabla 5.9. Parametros cinéticos obtenidos del ensayo de fermentacion de la masa.

Fermentacion
Formulacién
a (cm3) b (min 1) c ts (min)

C 122 + 4 de 0,022 + 0,006 ab 1,2+0,3cd 71,7+9,1c

QR5 128+ 2e 0,018 £+ 0,004 a 0,8+0,0ab 66,9t1,4c
QR15 111+6b 0,022 + 0,002 abc 0,8+0,0a 54,4+3,6b
QR25 8l+t1la 0,028 £ 0,003 bc 0,9+0,1 abc 46,7+ 4,3 ab
QRG5 118+ 7 cd 0,028 £ 0,001 bc 1,1+0,0 bed 52,9+3,1b
QRG15 118+ 2 cd 0,029 £ 0,004 ¢ 1,1+0,2 cd 51,6 +£3,0ab
QRG25 113+ 2 bc 0,037 £ 0,004 d 1,3+0,1d 43,4+2,2 a

Formulacion con diferentes niveles de harinas de quinoa roja: no germinadas: 0% (C), 5%
(QR5), 15% (QR15) y 25% (QR25); germinadas: 5% (QRG5), 15% (QRG15) y 25% (QRG25).
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). Los
valores se expresan como media + DE.
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El tiempo de fermentacion (ts) disminuyé significativamente con la adicién de harina de
guinoa roja (QR y QRG) (Tabla 5.9), con una disminucién importante en los niveles mas

altos de estas harinas, principalmente en QR25 y QRG25.

Suarez-Estrella y col., (2020) encontraron, al estudiar las curvas de fermentacion de
masas con distintos niveles de quinoa germinada (10, 20 y 30%), que en la primera hora
del ensayo todas las masas evolucionaron de manera similar. Sin embargo, en la segunda
hora, las masas con 20 y 30% ya no retuvieron mas gas y bajo su volumen; mientras que
la masa con 10% y con harina de trigo solamente, tardaron mas en llegar a su volumen
maximo, pero se mantuvieron estables. Estos autores también atribuyeron este

comportamiento a un debilitamiento de la red de gluten.

V.2.2. Evaluacién de la calidad panadera
El volumen especifico, el color de la corteza, la humedad, actividad acuosa, alveolado de
la miga y reologia de las migas se midié con el fin de caracterizar la calidad panadera de

las diferentes piezas de pan.

V.2.2.1. Volumen especifico de los panes

La calidad del pan medida a través del volumen especifico (Vesp) de las piezas de pan se
muestra en las Figuras 5.9 y 5.10 para los panes con harina de quinoa blanca y quinoa
roja, respectivamente. En los panes con harina de quinoa blanca (Figura 5.9), se observé
que en los panes QB (hasta 15%) el Vesp fue similar a C, sin embargo hubo una
disminucidn significativa al adicionar un 25%, pasando de un Vesp de 2,7 g/cm3 g para
el pan de trigo (C) a 2,2 cm3/g para los panes QB25. En el caso de los panes con harina
de quinoa blanca germinada, hubo un aumento significativo en el Vesp de los panes
QBG5 (3,1 cm3/g) y QBG15 (2,9 cm3/g) en comparaciéon con el pan C, que luego
disminuyd en QBG25 alcanzando un valor similar al pan con quinoa sin germinar (QB25).
Los resultados sugieren que la harina germinada condujo a panes de mayor volumen
que la harina no germinada con porcentaje de adicion < 15%.

Resultados similares fueron encontrados por Stikic y col., (2012), Tomoski y col., (2011),

Parky col., (2005), EI-Sohaimy y col., (2019), Rosell y col., (2009) y Rodriguez-Sandoval y
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col., (2012), los cuales al aumentar el nivel de reemplazo de harina de trigo por harina
de quinoa, obtuvieron panes con un volumen especifico menor al pan con harina de
trigo solamente. Por otro lado, Suarez-Estrella y col (2020), encontraron que el
reemplazo de harina de trigo por un 20% de harina de quinoa germinada, permitié
obtener un panificado con un Vesp mayor al de harina de trigo. A su vez, realizaron un
pan con un 20% de harina de quinoa sin germinar y el mismo presenté un volumen
especifico no solo menor al que tenia harina germinada, sino tambien menor al del pan

de trigo.

4
Gy
(2]
5 b 9 ¢
g alL
E d a
8 5 T T
o
(7]
(]
g
g 17
3
o
>
0 T T T T T T
C QB5 QB15 QB25 QBG5 QBG15 QBG25

Figura 5.9. Volumen especifico de los panes de harina de trigo con quinoa blanca sin
germinar y germinada. Pan de trigo sin quinoa (C). Niveles de harina de quinoa: 5% (QB5 vy
QBG5), 15% (QB15 y QBG15) y 25% (QB25 y QBG25). Diferentes letras en la misma Figura
indican diferencias significativas (p < 0,05).

Por otro lado, los valores de Vesp de todos los panes elaborados con harina de quinoa
roja fueron estadisticamente similares entre si y menores al pan C (Figura 5.10).
Mientras que en los panes con quinoa germinada se observé que la utilizacion de un 5%
de esta harina (QRG5) produjo similar Vesp que el trigo y un incremento del contenido

de QR disminuyé el Vesp hasta valores menores que el C.
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Figura 5.10. Volumen especifico de los panes de harina de trigo con quinoa roja sin germinar
y germinada. Pan de trigo sin quinoa (C). Niveles de harina de amaranto: 5% (QR5 y QRG5),
15% (QR15 y QRG15) y 25% (QR25 y QRG25). Diferentes letras en la misma Figura indican
diferencias significativas (p < 0,05).

Una disminucién en Vesp en los panes con quinoa tanto blanca como roja y ya sea
germinada o sin germinar, estd directamente relacionada con un Vmax de masa mds
bajo (parametro a) obtenido durante la fermentacidn, debido a la dilucién de las
proteinas del gluten y la incorporaciéon de fibra con la harina de quinoa, similar a lo que

ocurrio en panes con amaranto

V.2.2.2. Color de la corteza

Un color atractivo de la corteza es un parametro que resulta agradable a la hora de la
eleccion del pan por parte de los consumidores. La Figura 5.11 muestra las fotos de los
panes de trigo con la adicién de quinoa blanca (germinada y sin germinar), en las que se
puede visualizar a simple vista la diferente tonalidad desarrollada en los productos
durante el horneado.

Dicho atributo se evalué mediante el indice de pardeamiento (IP), relacionado con la
coloracion marrén de la corteza (Capitulo Il, seccién 4.3.2.). Como mencionamos
anteriormente, el color amarronado de la corteza se debe a la reaccién de pardeamiento
no-enzimatico entre los hidratos de carbono reductores y los grupos aminos

pertenecientes a residuos aminoacidicos de las proteinas (Reaccién de Maillard).
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QB25

QBG15

Figura 5.11. Panes con harina de trigo solo (C), con harina de quinoa blanca sin germinar en
un 5,15y 25% (QB5, QB15 y QB25) y con quinoa blanca germinada enun 5, 15y 25% (QBGS5,
QBG15 y QBG25).

En la Figura 5.12 se muestra el indice de pardeamiento de los panes con harina de trigo

y quinoa blanca germinada y sin germinar.
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Figura 5.12. indice de pardeamiento de los panes de harina de trigo con quinoa blanca sin
germinar y germinada. Pan de trigo sin quinoa (C). Niveles de harina de amaranto: 5% (QB5
y QBG5), 15% (QB15 y QBG15) y 25% (QB25 y QBG25). Diferentes letras en la misma Figura
indican diferencias significativas (p <0.05).

En el nivel mds bajo de adicién (5%) se observé que tanto los panes con quinoa

germinada como sin germinar presentaron un indice similar al pan de trigo (C), por su
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parte al adicionar mas quinoa (15 y 25 %) los panes de ambos tipos tuvieron un

pardeamiento mayor que el pan C, principalmente en el pan QB25.

A su vez, en la Figura 5.13 se pueden observar los panes de trigo con el agregado de

guinoa roja, donde se visualiza la diferente tonalidad desarrollada en los panificados.

QR15 QR25

QRG15 QRG25

Figura 5.13. Panes con harina de trigo solo (C), con harina de quinoa roja sin germinar en un
5, 15y 25% (QR5, QR15 y QR25) y con quinoa roja germinada en un 5, 15 y 25% (QRGS5,
QRG15 y QRG25).

Por otro lado, en la Figura 5.14 se muestra el indice de pardeamiento de los panes con
harina de trigo y ambos tipos de quinoa roja. En panes con ambas quinoa roja se observd
un aumento del IP a medida que se incrementé el porcentaje de harina de quinoa. Sin
embargo, a niveles mayorea a 15% los panes con harina sin germinar presentaron un IP
mayor que los panes con harina germinada, a igual porcentaje de adicidon, como se
puede comprobar en la Figura 5.13.

El-Sohaimy y col (2019) y Rosell y col (2009) también encontraron un incremento en el
oscurecimiento de la corteza de los panes, al aumentar la cantidad de harina de quinoa

en la formulacion.
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Figura 5.14. Indice de pardeamiento de los panes de harina de trigo con quinoa roja sin
germinar (QR) y germinada (QRG). Pan de trigo sin quinoa (C). Niveles de harina de
amaranto: 5% (QR5 y QRG5), 15% (QR15 y QRG15) y 25% (QR25 y QRG25). Diferentes letras
en la misma Figura indican diferencias significativas (p < 0,05).

La germinacion favorece la hidrélisis de las proteinas y el almidén aumentando los
grupos -NH; libres y los carbonilos, respectivamente. Ademas, se producen cambios
estructurales en dichas proteinas, que podrian favorecer el ocultamiento de los grupos
amino de los aminoacidos que dificulten la unién de los mismos al grupo carbonilo de
los azucares reductores, inhibiendo de esta forma en parte la reaccion de Maillard y
produciendo un menor pardeamiento, como el observado en QRG en comparacién con
QR. Dicho comportamiento en la quina blanca podria deberse a que las proteinas en
QBG adoptan una estructura mas compacta (visto en FTIR) y contiene menor porcentaje
de lisina (16,6 = QB versus 12,5 = QBG48). En cambio, para QRG se observé que las
proteinas adoptan una estructura menos compacta, sin embargo ese desplegamiento,
no implicaria que se expongan mas grupos aminos libres necesarios para la reaccion de
Maillard. Por otro lado, el contenido de lisina no se modificé con la germinaciéon en QR

(aprox 13% de lisina).

V.2.2.3. Humedad y actividad acuosa de la miga

Tanto la humedad como la formacion de aire, es decir el tamafo y la cantidad de
alveolos generados producto de la fermentacion, son los que van a determinar la

esponjosidad de la miga. La humedad y actividad acuosa de las diferentes migas se
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muestran en la Tabla 5.10. La humedad de la miga C fue de 44 siendo el valor mas bajo
de todos los panes. El aumento de harina de quinoa de las dos variedades germinada y
sin germinar incrementd la humedad de los panes, siendo maxima con un 25% de ambas
variedades de quinoa sin germinar: 45,9% (QB25) y 46,3% (QR25). Este aumento en la
humedad de los panes es consecuente con la mayor absorcion farinografica de agua

(Figura 5.1).

Tabla 5.10. Contenido de humedad y valores de actividad acuosa (aw) de los panes de
harina de trigo y quinoa blanca y roja.

Quinoa blanca Quinoa roja
Muestra | Humedad (%) aw Humedad (%) aw
o 44,1+0,3a 0,980+ 0,002 a 44,1+0,3 a 0,980+ 0,002 a
5 44,4+0,2 b | 0,978+0,002a | 45,3+0,2bc 0,978 + 0,002 a
15 454+0,0d 0,978 +0,001a | 457+0,1cd 0,978 + 0,001 a
25 459+0,1e 0,980+ 0,002 a 46,31t 0,4 e 0,978 £ 0,001 a
G5 446+0,1b 0,977+ 0,001 a 45,1+0,3b 0,981 + 0,000 a
G15 45,1+0,1c 0,976 £ 0,001 a 452+0,2b 0,982 +0,001 a
G25 455+0,1d | 0,983 +0,006 a 458+0,1d 0,986 + 0,002 a

Formulacion con diferentes niveles de harinas de quinoa blanca y roja: no germinadas: 0%
(C), 5% (QB5 y QR5), 15% (QB15 y QR15) y 25% (QB25 y QR25); germinadas: 5% (QBG5 y
QRG5), 15% (QBG15 y QRG15) y 25% (QBG25 y QRG25). Diferentes letras en la misma
columna indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores se expresan como media *
DE.

Por otra parte, pese a que la humedad de los panes fue variable, la actividad acuosa de
los mismos no presentd diferencias significativas en ninguno de los panes respecto al
control. El valor de la actividad acuosa de todos las migas de los panes fue de alrededor

de 0,980.
V.2.2.4. Alveolado de la miga

Aligual que en amaranto, se estudié posibles cambios del alveolado como consecuencia

de cambios en la formulacién. La apariencia y los pardmetros alveolares de las migas de
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los panes con harina de trigo y quinoa blanca sin germinar y germinada se muestran en
la Figura 5.15.

El nimero de alvéolos por unidad de area fue similar en todos los casos, excepto en QB5
gue aumentd significativamente. Pese a que el nimero de alveolos se mantuvo
practicamente igual al de la miga de trigo-C, el drea total que ocuparon los mismos no
cambid con el incremento de QB y disminuyé en las migas con QBG. Por ultimo, la
circularidad de los alveolos fue variable, ya que para los panes con harina QB no se
observaron prdacticamente diferencias significativas entre los distintos niveles de esta
harina y la miga C; sin embargo, en los panes con harina QBG se observé que a mayor
cantidad de quinoa, mayor fue la circularidad de los alveolos, es decir, se formaron

alveolos mdas pequefios y circulares.

Cantidad
(alveolo/cm?)

Area total de 21+6¢
alveolos (%)

Circularidad 0,86+0,03 b

Cantidad 24 + 6 ab 20t7a 18+4a
(alveolo/cm?)

Area total de 18 + 9 bc 16+ 3 ab 12+1a
alveolos (%)

Circularidad 0,85+0,03 ab 0,89+0,02 ¢ 0,92+0,02d

Figura 5.15. Aspecto de la miga de pan, y valores (media + DE) del nimero de alvéolos por
area, area total ocupada por alvéolos y circularidad de los alveolos. Pan de trigo: 0% (C).
Panes con harina de quinoa blanca. Sin germinar: 5% (QB5), 15% (QB15), 25% (QB25).
Germinada: 5% (QBG5), 15% (QBG15), 25% (QBG25). Diferentes letras en el mismo
parametro indican diferencias significativas (p <0.05)
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Frecuencia relativa
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Figura 5.16. Histogramas de distribucién de tamafo de alvéolos e imagen en las migas de
pan: control (C), panes con quinoa blanca sin germinar (QB) y germinada (QBG).
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Por su parte, en la Figura 5.16 se muestran los histogramas de los panes con harina de
trigo (C) y con quinoa blanca sin germinar (QB) y germinada (QBG). Se observo para
todos los panes que el porcentaje de alveolos pequefios (menores a 4 mm?) fue superior
al 95%. A su vez, las migas con QB presentaron un 96% de alveolos pequefios mientras
que la adicién de QBG aumenté desde 95,7% (QBG5) hasta 99% (QBG25) el porcentaje

de alveolos pequefios.

En la Figura 5.17 se muestran la apariencia y los pardmetros alveolares de las migas de
los panes con harina de trigo (C) y quinoa roja sin germinar (QR) y germinada (QRG). La
cantidad de alveolos en las migas QR fue mayor respecto a C, sin observarse diferencias
significativas entre los diferentes niveles de adicién de quinoa. En el caso de las migas
con QRG, en los niveles del 5 y 15%, se cuantificaron mayor cantidad de alveolos
respecto a C, sin embargo en el maximo nivel (QRG25), la cantidad de alveolos fue igual
a la de C. En lo que respecta al area que ocupan esos alveolos, el mayor porcentaje lo
presentd la miga C. El aumento de QR y QRG origind migas con menor area alveolar
total, en donde practicamente no se observaron diferencias entre QR y QRG ni entre los

diferentes niveles de las mismas.
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Cantidad 23+ 6 bc

(alveolo/cm?)

Area total de 21+6¢ 13+1b 12+0b 11+0a

alveolos (%)

Circularidad 0,86 £0,03a 091+0,02b 0,93 + 0,02 bcd 0,94 +0,02 cd
Cantidad 19+5a
(alveolo/cm?)

Area total de 12+1b 11+0a 11+0a
alveolos (%)
Circularidad 0,92 £ 0,02 bc 0,94 £ 0,01 cd 0,95+0,01d

Figura 5.17. Aspecto de la miga de pan, y valores (media + DE) del nimero de alvéolos por
area, area total ocupada por alvéolos totales y circularidad de los alveolos. Pan de trigo: 0%
(C). Panes con harina de quinoa blanca. Sin germinar: 0% (C), 5% (QR5), 15% (QR15), 25%
(QR25). Germinadas: 5% (QRG5), 15% (QRG15), 25% (QRG25). Diferentes letras en el mismo
parametro indican diferencias significativas (p < 0,05).

Finalmente, la circularidad de los alveolos fue minima para el pan C, y al aumentar el
contenido de quinoa (QR y QRG) la circularidad fue mayor.

La frecuencia de distribucidn del tamafio de los alveolos de los panes con QR se muestra
en la Figura 5.18. Se observd para todos los panes con QR y QRG que el porcentaje de
alveolos pequefios (menores a 4 mm?) fue alrededor del 99%, superior al 95%,
presentando por la miga C. La quinoa roja, germinada o no, provocé migas con alveolos

pequefios independientemente del porcentaje agregado.

Ballester-Sanchez y col (2019) encontraron también que el nimero de alveolos/cm? fue
significativamente similar tanto en panes con harina de quinoa al 25% (tanto blanca
como roja) como en panes con harina de trigo solamente, donde obtuvieron valores de
17,6 alveolos/cm? para el pan de trigo y valores cercanos a los 18 alveolos/cm? con

ambos tipos de quinoa.
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Figura 5.18. Histogramas de distribucién de tamafo de alvéolos e imagen en las migas de
pan: control (C), panes con quinoa roja sin germinar (QR) y germinada (QRG).
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V.2.2.5. Propiedades reoldgicas de las migas de pan

Textura de la miga

Los parametros de textura de la miga de los panes de harina de trigo (C) y con quinoa
blanca sin germinar (QB) y germinada (QBG) se muestran en la Figura 5.19. La firmeza
de la miga aumentd gradualmente a medida que se incorporé 5y 15% de QB, el aumento
fue significativamente mas pronunciado en la miga QB25 (Figura 5.19. A). En el caso de
las migas con QBG, tanto QBG5 como QBG15 mostraron una firmeza sin diferencias
significativas respecto a C y aumentd con la adicién de 25% (Figura 5.19. A). Sin embargo,
la firmeza de QBG25 fue significativamente menor que la de QB25.

No se observaron cambios en la cohesividad (Figura 5.19.B) ni con el tipo de harina ni
con el tratamiento excepto QBG25 que resulto levemente menor.

La masticabilidad presenté el mismo comportamiento que la firmeza en todas las migas,
siendo mayor la masticabilidad en el caso de las migas con harina de quinoa sin germinar
(Figura 5.19.C). Por su parte, no hubo diferencias significativas en la resiliencia,
elasticidad y adhesividad de las migas. Los valores de resiliencia variaron entre 0,43
(QBG25) y 0,48 (QB25), mientras que los valores de elasticidad variaron entre 6,8 (C) y
7,2 mm (QBG5 y QBG25) y los de adhesividad se mantuvieron alrededor del valor 0,1.
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Figura 5.19. Parametros de textura del pan de harina de trigo y quinoa blanca germinada y
sin germinar. A) Firmeza, B) Cohesividad y C) Masticabilidad. Niveles de harinas de quinoa
blanca: muestras no germinadas: 0% (C), 5% (QB5), 15% (QB15), 25% (QB25); muestras
germinadas: 5% (QBG5), 15% (QBG15), 25% (QBG25). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05).

228



Los parametros de textura de la miga de los panes harina de quinoa roja se muestran
en la Figura 5.20. La firmeza de la miga aumentd gradualmente a medida que se
incorpord QR, alcanzando el mayor valor para QR25 (Figura 5.20.A). En el caso de las
muestras con QRG, la miga con 5% (QRG5) no presentd diferencia de dureza con C,
mientras que QRG15 y QRG25 tuvieron una dureza significativamente mayor a C, pero
no presentaron diferencias significativas entre si. De cualquier manera, los valores mds
elevados de dureza lo presentaron las migas de los panes con QR.

En cuanto a la cohesividad (Figura 5.20.B), las migas de los panes QR no presentaron
diferencias significativas con C. Por su parte, la cohesividad de las migas con QRG
disminuyd a medida que se incrementd el nivel de quinoa.

La masticabilidad (Figura 5.20.C) presentd el mismo comportamiento que la firmeza en
todas las migas, exhibiendo un valor mayor en el caso de las migas con QR. Por su parte,
no hubo diferencias significativas en la resiliencia, elasticidad y adhesividad de las migas.
Los valores de resiliencia variaron entre 0,41 (QRG25) y 0,45 (C y QRG5), mientras que
los valores de elasticidad variaron entre 6,7 (QRG5) y 7,0 mm (QRG25) y los de
adhesividad se alrededor de 0,1.

Los panes de QRG25 presentaron menor dureza y masticabilidad que los

correspondientes de quinoa blanca (QBG25).

Diversos autores encontraron resultados similares (Ballester-Sanchez y col, 2019;
Tomoskozi y col, 2011; Park y col, 2005; El-Sohaimy y col, 2019; Rosell y col, 2009), en
donde un incremento de harina de quinoa agregada aumento la dureza y masticabilidad
de los panes, en tanto que la elasticidad, resiliencia y cohesividad no resulté modificada.
Simultaneamente, Suarez-Estrella y col (2020) encontraron que los panes con harina de
quinoa germinada eran mas blandos que aquellos que tenian harina de quinoa sin
germinar, en iguales niveles de agregado, atribuyendo este comportamiento a que la

germinacién aumenta la actividad de la alfa-amilasa y esto origina panes mas blandos.
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Figura 5.20. Parametros de textura del pan de harina de trigo y quinoa roja germinada y sin
germinar. A) Firmeza, B) Cohesividad y C) Masticabilidad. Niveles de harinas de quinoa
blanca: muestras no germinadas: 0% (C), 5% (QR5), 15% (QR15), 25% (QR25); muestras
germinadas: 5% (QRG5), 15% (QRG15), 25% (QRG25). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05).
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Relajacién de la miga

La Tabla 5.11 muestra los diferentes pardmetros de relajacion de la miga de los panes
con harina de trigo (C) y quinoa blanca germinada (QBG) y sin germinar (QB). El médulo
elastico E1 tuvo un aumento significativo al incrementar la cantidad de QB comparado
con C. Mientras que las migas QBG a niveles £ 15% presentaron menor E1 mientras que
aumento significativamente en QBG25. Con respecto a T1, el agregado de QB generé un
aumento de T1, sin observarse diferencias significativas entre los distintos niveles. En
tanto para las migas con QBG, la incorporacién de quinoa ocasiond un incrementd de T1
(QBG5y QBG15), sin embargo QBG25 se mantuvo en el mismo valor que C. Con respecto
a los valores del mddulo de equilibrio EO fueron similares a los respectivos E1 vy

mostraron la misma tendencia con la adicién de cantidades crecientes de QB y QBG.

Tabla 5.11. Pardmetros obtenidos del ensayo de relajacion de las migas de pan con quinoa
blanca.

Muestra E1 (kPa) T1 (s) EO (kPa)
C 67+8b 10,2+0,5a 62+7ab
QB5 69+11b 11,1+0,4 cd 68+11b

QB15 83+8¢c 10,7 £ 0,2 bc 82+9c
QB25 137+13e 11,0£0,1 cd 135+ 10e
QBG5 53+14a 10,9+0,5 cd 56+13a

QBG15 53+7a 11,2+0,5d 53+8a
QBG25 101+15d 10,5+0,2 ab 9%6+12d

Formulacion de pan con diferentes niveles de harina de quinoa blanca: no germinada: 5%
(QB5), 15% (QB15) y 25% (QB25); germinada: 5% (QBG5), 15% (QBG15) y 25% (QBG25). Pan
de trigo: 0% (C). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p
< 0,05). Los valores se expresan como media + DE.

La Tabla 5.12 muestra los diferentes pardmetros de relajacién de la miga de los panes
con harina de trigo y quinoa roja. El mdédulo elastico E1, comparado con C, tuvo un
aumento significativo al incrementarse el nivel de harina de quinoa sin germinar (QR).
Por otro lado, las migas de los panes con harina de quinoa germinada (QRG) no
presentaron diferencias significativas sino hasta alcanzar el 25% respecto a C. La miga C

presentd la menor relajacion (menor T1), mientras que QR no produjo cambios de la
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misma. Para el caso de los panes con QRG, en todos los casos los valores de T1 fueron
mayores a C, sin embargo, al aumentar el contenido de quinoa adicionada, los valores
de T1 presentaron un descenso. Por ultimo, los valores del mdédulo de equilibrio EO
fueron similares a los respectivos E1 y mostraron la misma tendencia con la adicién de

cantidades crecientes de QR y QRG.

Tabla 5.12. Pardmetros obtenidos del ensayo de relajacion de las migas de pan con quinoa
roja.

Muestra E1 (kPa) T1 (s) EO (kPa)

C 67+8a 10,2+ 0,5ab 62+7a
QR5 90+17b 10,7+0,3 ¢ 90+16b
QR15 114+ 8¢ 10,5+0,2 bc 106+7¢c
QR25 187 +23d 10,0+0,2a 159+18d
QRG5 71+26a 11,3+0,5d 69+25a
QRG15 62+15a 10,5+0,3 bc 91+10b

QRG25 96 +11b 10,7+0,3 ¢ 86+6b

Formulacion de pan con diferentes niveles de harina de quinoa roja: no germinado: 5%
(QR5), 15% (QR15) y 25% (QR25); germinado: 5% (QRG5), 15% (QRG15) y 25% (QRG25). Pan
de trigo: 0% (C). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p
<0.05). Los valores se expresan como media * DE.

Los resultados encontrados sugieren que tanto la adicion de QB como de QR, originan
migas con un mayor caracter eldstico que las respectivas migas con harinas de quinoa
germinada (QBG y QRG). Lo cual es coincidente con la mayor firmeza de los panes con
harina de quinoa sin germinar tanto blanca como roja, tal como se observé en los

ensayos de TPA.

V.2.3. Evaluacion de la vida util de los panes

Se evaluaron los cambios en la calidad panadera luego del almacenamiento por1, 3,5y
7 dias. Se determind la humedad, actividad acuosa, firmeza y relajacion de la miga de

los panes de igual forma que se realizé para los panes frescos.
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V.2.3.1. Humedad y actividad acuosa de la miga durante el almacenamiento
La evolucidon de la humedad de las migas a lo largo del almacenamiento para los panes
con harina de quinoa blanca tanto sin germinar como germinada se muestra en la Figura
5.21. Se observé una pérdida significativa de humedad en todas las migas al cabo de los
7 dias de almacenamiento. Las migas frescas QB15 y QB25 fueron mdas humedas que las
Cy QBS5, pero perdieron el agua mas rapidamente (mayor pendiente) que las migas con
menor contenido de quinoa, hasta el quinto dia y después la humedad se mantuvo
constante (Figura 5.21.A). Las migas con QBG fueron mas humedas que la de trigo pero
hasta el dia 3 perdieron agua mas rapidamente, manteniéndose constante en el tiempo
con valores mayores al de C (Figura 5.21.B). En el dia 1, los panes que conservaron una
mayor humedad fueron los que tenian un mayor nivel de quinoa (germinada y sin
germinar). Sin embargo a partir del dia 3 en adelante, sobre todo en los dias 5y 7, ya no
se evidenciaron diferencias significativas en la humedad de todas las formulaciones.
Igualmente, todos los panes con quinoa, independiente de la variedad y el tratamiento,

mantuvieron mas la humedad al dia 7 de almacenamiento.

Humedad (%)
Humedad (%)

Tiempo de almacenamiento (dias) Tiempo de almacenamiento (dias)
Figura 5.21. Evolucién del porcentaje de agua de los panes de harina de trigo con harina de
quinoa blanca sin germinar (A) y germinada (B) a lo largo del almacenamiento.

Aligual que la humedad, la actividad acuosa de la miga tuvo un ligero descenso a lo largo
del almacenamiento, ya que al dia 0 todas las muestras presentaron valores cercanos a
0,98, y hacia el final del almacenamiento los valores fueron cercanos a 0,96; sin
embargo, pese a la ligera disminucién del valor de aw, en ningun caso hubo diferencias

significativas entre las diferentes formulaciones en el mismo dia de almacenamiento.
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En la Figura 5.21 se muestra el porcentaje de humedad durante el almacenamiento para
los panes con harina de quinoa roja tanto sin germinar como germinada. Al igual que lo
observado con la quinoa blanca, a lo largo del almacenamiento los panes fueron
deshidratandose en todas las formulaciones. Sin embargo, a diferencia de los panes con
QB, en este caso los panes que mayor humedad presentaron a lo largo de todo el

almacenamiento fueron aquellos con un 25% de harina de quinoa (QR25 y QRG25).

Humedad (%)
Humedad (%)

36

34

o 1 2 3 a4 5 & 1
Tiempo de almacenamiento (dias) Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 5.22. Evolucién del porcentaje de agua de los panes de harina de trigo con harina de

quinoa roja sin germinar (A) y germinada (B) a lo largo del almacenamiento.

La actividad acuosa presentd un comportamiento similar al observado para muestras
con quinoa blanca, es decir que los panes frescos presentaron una actividad acuosa
cercana a 0,98 y durante el almacenamiento el valor de aw tomé valores cercanos a
0,96, con la excepciéon de los panes con la mayor cantidad de quinoa (QR25 y QRG25),

en donde el valor de la actividad acuosa se mantuvo cercano a 0,98.

V.2.3.2. Firmeza de la miga durante el almacenamiento

En las Figuras 5.23 y 5.24 se observan los valores de la firmeza de las migas de los panes
de trigo y con harina de quinoa blanca y roja germinada y sin germinar, para los panes
frescos y durante el almacenamiento.

A mayor porcentaje de QB mayor firmeza de la miga durante el almacenamiento,
especialmente a valores > 15% (Figura 5.23.A); mientras que la QBG mitigd el
incremento de firmeza, presentando las migas QBG25 similar cinética que la miga del

pan de trigo (Figura 5.23.B).
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Figura 5.23. Evolucion de la firmeza de los panes con harina de trigo y harina de quinoa
blanca sin germinar (A) y germinada (B) a lo largo del almacenamiento.

En la Figura 5.24.A se observa que a mayor QR, mayor firmeza que se incrementa en el
tiempo, sin embargo la incorporaciéon de harina germinada incrementé la firmeza en
menor proporcion resultando similar a la de la miga de trigo, independientemente del

porcentaje de QRG estudiado (Figura 5.24.B).
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Figura 5.24. Evolucidn de la firmeza de los panes con harina de trigo y harina de quinoa roja

sin germinar (A) y germinada (B) a lo largo del almacenamiento.

V.2.3.3. Relajacion de la miga durante el almacenamiento

En las Figura 5.25 y 5.26 se muestran los pardmetros obtenidos a partir de las curvas de
relajacién durante el almacenamiento de las migas de los panes con harina de trigoy las
diferentes harinas de quinoa. Se pudo observar que con ambos tipos de quinoa (blanca
y roja) tanto germinada como sin germinar, los parametros relacionados a la elasticidad
(E0 y E1) aumentaron a lo largo del almacenamiento, mientras que el pardmetro
relacionado al comportamiento viscoso (T1) disminuyd con el transcurso de los dias.

Dicho comportamiento se encuentra relacionado con el aumento de la firmeza
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observado en las Figuras 5.23 y 5.24, es decir, un aumento en la dureza o firmeza de la

miga estd estrictamente relacionado con el aumento en el cardcter elastico por sobre el

viscoso.

EO (kPa)
EO (kPa)

Tiempo de almacenamiento (dias) Tiempo de almacenamiento (dias)

E1 (kPa)
E1 (kPa)
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o QBG15
—e— QBG25

‘+c
[
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Tiempo de almacenamiento (dias) Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 5.25. Parametros de relajacion de los panes de harina de trigo y quinoa blanca
germinar y germinada. Pardmetros de relajacion: modulos elasticos: EO (A, B) y E1 (C, D).

Sin

Tiempos de relajacion: T1 (E, F).
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Figura 5.26. Parametros de relajacion de los panes de harina de trigo y quinoa roja sin
germinar y germinada. Pardmetros de relajacion: modulos elasticos: EO (A, B) y E1 (C, D).
Tiempos de relajacion: T1 (E, F).
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Conclusiones parciales

Masas

v

Panes

El agregado de quinoa no cambia el perfil farinografico, pero se forma una masa
en menor tiempo que absorbe mas agua y es menos estable durante el amasado
Las masas con 25% de quinoa blanca y roja presentaron menor gluten (GH y GS)
especialmente con germinados, pero con dptima relacion GH/GS, dando lugar a
una matriz menos estructurada y mas humeda.

Las masas con 25% de quinoa germinada resultaron mas durasy eldsticas (menor
tan &, mayor E1 y E3) que las sin germinar, independientemente de la variedad.
Todas las masas con quinoa blanca (QB y QBG) presentaron la misma

adhesividad, mientras que las QRG fueron mucho mas adhesivas que las QR.

Las masas con 25% de ambas variedades de quinoa fermentaron en menor
tiempo, con un comportamiento diferencial en su cinetica: QB y QBG fueron
relativamente similares, mientras que en la quinoa roja, la fermentacion en QRG
fue mas estable en comparacion con QR.

Los panes con 25% de quinoa (ambas variedades) dio lugar a panes de similar
volumen especifico y una corteza de color mas tostado, principalmente en QB y
QR.

En quinoa blanca, las migas QB25 y QBG25 presentaron un predominio del
comportamiento elastico sobre el viscoso (>E y <T), especialmente en QB.
Ademas, las migas con QBG fueron mas blandas que las QB, a pesar de tener
alveolos pequefios y similar area alveolar.

Las migas con un 25% de quinoa roja presentaron alveolos pequefios (QR y QRG).
Sin embargo, las QRG25 fueron mas blandas, menos cohesiva y elasticas (< EOQ)
que QR25.

En todas las migas con ambas quinoas germinadas, el incremento en la firmeza
fue menor durante el almacenamiento, comparado con las migas de quinoa sin

germinar.
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Capitulo VI

Calidad sensorial,
nutricional y
funcional de los
panes de amaranto
Yy quinoa



A partir de todo lo estudiado hasta acd se pudo dilucidar que el nivel maximo de harina
de amaranto y quinoas (25%) fue el indicado para la obtencién de los productos con la
mejor calidad tecnolégica. Es por ello que se decidié estudiar el perfil sensorial,
nutricional y funcioanl de los panes con 25% de agregado de harinas de estos

pseudocereales (germinados y sin germinar).

VI.1. Analisis sensorial de los panes

VI.1.1. Amaranto

Se evalué el consumo y los pardmetros de aceptabilidad sensorial de los panes con la
maxima adicién de harina de amaranto germinado y sin germinar (A25 y AG25) tales
como apariencia, textura, sabor, color y aceptabilidad general con un panel de 35
personas no entrenadas, con las caracteristicas descriptas en la seccién 11.4.6. En cuanto
al consumo de panes, el 46% de los panelistas indicaron consumir diariamente pan, el
40% indicdé que consumen semanalmente panes y el 14% sefialé que consumen pan
mensualmente. A su vez, el 100% de los panelistas indicaron que consumen pan con sal,
mientras que un 43% sefialé que consumen pan de tipo integral (con sal). Indicando que
el consumo de pan es muy frecuente entre los evaluadores.

En la Tabla 6.1 se muestran los valores promedios de los parametros evaluados en los
panes. Se pudo observar que no hubo diferencias en la apariencia, la textura y el color,
sin embargo en los panes AG25 se observé un puntaje mayor en el sabor y la
aceptabilidad general. Cabe destacar que ambos panes evaluados recibieron puntajes
promedio superiores a seis en la escala de nueve puntos utilizada para todos los
atributos, lo que puede interpretarse como una buena aceptacién de las caracteristicas
sensoriales de los productos y que se podria adicionar hasta un 25% de harina de
amaranto tanto germinada como sin germinar sin ocasionar rechazo en los

consumidores.
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Tabla 6.1. Puntaje promedio asignado para cada atributo sensorial de los panes de trigo con

25% de harina de amaranto tanto germinado como sin germinar.

Muestra | Apariencia| Textura Sabor Color Aceptabilidad general
A25 7,8%+1,3 7,1+1,8 53+%2,2 7,7+1,2 6,5+1,6
AG25 7,9+%1,2 7,1+1,5 58+1,9 7,6+1,3 6,9+1,4

Promedios +DS.

Por su parte, observando la Figura 6.1 se puede tener una visién mas detallada de los
puntajes obtenidos en la evaluacién. Poniendo especial atencién en aquellos puntajes
mayores o iguales a 7, se observé que tanto la apariencia, textura como el color tuvieron
una mayor incidencia en los panes A25 por sobre los AG25; en cambio para el sabor fue
mucho mayor la incidencia de puntajes altos en AG25. Pese que en general la incidencia
de notas altas en los diversos parametros fue mayor en A25 que en AG25, la
aceptabilidad general presenté mayores puntajes elevados en AG25 (72%-AG25 vs 51%-
A25). Lo anteriormente mencionado demuestra que para los consumidores el

parametro que tuvo mayor peso para determinar la aceptabilidad general fue el sabor.

VI.1.2. Quinoa

Con respecto al consumo por parte de los evaluadores que realizaron el panel sensorial
acerca de los panes con quinoa blanca, el 6% de los panelistas indicaron consumir
mensualmente pan, el 26% indicé que consumen semanalmente panes y el 68% sefialé
gue consumen pan diariamente. A su vez, el 100% de los panelistas indicaron que
consumen pan con sal, mientras que un 49% sefialé que consumen pan de tipo integral

(con sal).

241



50 50

= A25 A === A25 B
0 | — AG25 40 | — AG25
(4] ©
2 2
- -
o ]
o 30 @ 30
© 1]
2 2
& 201 g 201
= 3
[%] %]
o <
e fre
10 1 10 4
0 oL s I ‘ ‘ I
3 4 5 6 7 8 9 2 4 6 8
Puntaje de apariencia Puntaje de textura
50 50
m A25 C = A25 D
0 | — AG25 40 | . AG25
(1] ©
2 2
- -
o o
Y 30 @ 30 -
8 5
Q Q
& 20 | g 20 -
=] =
(%] o
Q (]
e fre
N ‘ || " ‘ |I N
O.I‘Il‘ll‘ |l o
2 4 6 8 4 5 6 7 8 9
Puntaje de sabor Puntaje de color
50
= A25 E
. AG25
© 40 -
2
s
=
o 30 1
R
2
g 20 A
(%]
o
[T
10
0 B

3 4 5 6 7 8 9

Puntaje de aceptabilidad general
Figura 6.1. Histogramas de puntajes de los diferentes atributos evaluados (A- apariencia, B-

textura, C-sabor, D-color y E-aceptabilidad general) de los panes de trigo con 25% de harina
de amaranto sin germinar (A25) y germinado (AG25).
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Lo valores medios de los pardmetros evaluados para los panes con quinoa blanca se
muestran en la Tabla 6.2. No se observaron diferencias en la apariencia, color y sabor.
Sin embargo, tanto la textura como la aceptabilidad general fueron mayor en el caso del
pan QBG25. Se observa que ambos tipos de panes recibieron puntajes superiores a los
seis puntos en todos los pardmetros y como se sefialé para amaranto, esto puede

asociarse a una buena aceptabilidad por parte de los consumidores.

Tabla 6.2. Puntaje promedio asignado para cada atributo sensorial de los panes de trigo con
25% de harina de quinoa blanca germinada y sin germinar.

Aceptabilidad
Muestra | Apariencia | Textura Sabor Color general
QB25 7,7t 1,6 6,7+1,8 6,5+1,9 7,4+1,7 6,9+1,5
QBG25 7,715 7,016 6,6+1,8 7,4+1,6 7,213

Promedios +DS.

La frecuencia relativa de los puntajes obtenidos para los diferentes pardametros
sensoriales de los panes con quinoa blanca se muestra en la Figura 6.2. Al igual que para
amaranto, se puso especial énfasis en aquellos puntajes mayores o iguales a 7. Con
respecto a la frecuencia de puntajes elevados tanto para la apariencia como para el
color, no se encontraron diferencias entre QB25 y QBG25. Por su parte, tanto para la
textura como para el sabor, el pan QBG25 presenté mayor incidencia de notas mayores.
Por ultimo, la aceptabilidad general tuvo mayor porcentaje de notas elevadas para

QBG25, sugiriendo que este pan tuvo mayor aceptacion por parte de los evaluadores.
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Figura 6.2. Histogramas de puntajes de los diferentes atributos evaluados (A- apariencia, B-
textura, C-sabor, D-color y E-aceptabilidad general) de los panes de trigo con 25% de harina
de quinoa blanca sin germinar (QB25) y germinada (QBG25).

Por dltimo, las personas que evaluaron los panes con harina de quinoa roja
documentaron un consumo de pan tanto diario como semanal del 40%, y un 20%

mensual. Por su parte el 100% consume pan con sal y el 51% pan integral con sal.
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Los puntajes promedios de los pardmetros evaluados se presentan en la Tabla 6.3. Se
observd que no hubo practicamente diferencias en la apariencia, la textura y el color
entre ambos panes. Para los panes QR25 se observé un puntaje mayor para el sabor y
la aceptabilidad general. Pese a la diferencia en la aceptabilidad general, todos los panes
con quinoa roja también presentaron para los atributos valores superiores a 6 (seis), lo
gue indica una buena aceptacién de las caracteristicas sensoriales de los panes. Estos
resultados nuevamente sugieren que podria adicionarse un 25% de harina de quinoa
roja tanto sin germinar como germinada, sin producir un rechazo por parte de los

consumidores.

Tabla 6.3. Puntaje asignado para cada atributo sensorial de los panes de trigo con 25% de
harina de quinoa roja germinada y sin germinar.

Muestra |Apariencia| Textura Sabor Color Aceptabilidad general
QR25 73+18 | 6119 | 6418 | 7,3%1,5 6,9+1,5
QRG25 73+18 | 61+18 | 6019 | 7,2%1,3 6,614

Promedios +DS.

En la Figura 6.3 se presenta la frecuencia relativa de los pardmetros evaluados a partir
de la cual se puede tener mds detalles sobre la evaluacidn. Tanto la textura y
fundamentalmente el sabor presentaron una mayor incidencia de puntajes elevados
(mayores o iguales a 7) en QR25 frente a QRG25. En tanto que la apariencia y el color,
no presentaron diferencias en el porcentaje de notas elevadas entre ambos panes. Por
ultimo, la aceptabilidad general tuvo una incidencia mucho mayor de calificaciones altas

en QR25 en comparacion con QRG25.
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Figura 6.3. Histogramas de puntajes de los diferentes atributos evaluados (A- apariencia, B-

textura, C-sabor, D-color y E-aceptabilidad general) de los panes de trigo con 25% de harina
de quinoa roja sin germinar (QR25) y germinada (QBG25).
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VI.2. Composicidn, compuestos fendlicos y actividad antioxidante de

panes frescos

VI.2.1. Amaranto

Enla Tabla 6.4 se muestra la composicion porcentual de los panes de trigo (C) y los panes
con la adicién maxima de amaranto tanto sin germinar (A25) y germinado (AG25).
Respecto a la humedad, tal como se discutié en los resultados en IV.2.2.3.,, no se
observaron diferencias significativas en el contenido de agua de los distintos panes. Con
respecto al contenido de proteinas, se observé que en panes con harina de amaranto
germinada (AG25) el contenido proteico fue mayor que en el pan de trigo y el pan A25.
En el caso de los lipidos se pudo observar que el menor valor lo presenté nuevamente
el pan C, mientras que no se hallaron diferencias entre los panes con amaranto
germinado y sin germinar. El contenido de cenizas fue minimo en el caso del pan AG25
y maximo para el pan A25. El minimo valor de fibra dietaria total lo presenté el pan con
harina de trigo; mientras que los panes con ambos tipos de amaranto presentaron un
mayor contenido de fibra, presentando el pan A25 el mayor valor. Por ultimo, el

porcentaje de hidratos de carbono fue mayor tanto en el pan C como para el AG25.

Tabla 6.4. Composicidn porcentual de pan con harina de trigo (C) y con la adicion de 25%
de harina de amaranto sin germinar (A25) y germinado (AG25).

Pan
Composicién
o A25 AG25

Humedad (%) 459+0,6 a 459+0,1a 45,5+0,2 a
Proteinas (%) 6,84+ 0,00 a 6,93+0,10 a 7,16 £0,05b
Lipidos (%) 0,38+0,03 a 0,67+0,04b 0,61+£0,00b
Cenizas (%) 1,37+0,09b 1,47+0,05¢ 1,28+ 0,00 a
Fibra (%) 3,61+0,09 a 5,72+ 0,06 ¢ 4,17+0,15b
Carbohidratos (%) 419+0,6 b 39,3+0,2a 41,3+0,3b

Formulacion de pan: pan de trigo (C); pan con harina amaranto sin germinar en un 25%
(A25) y pan con harina de amaranto germinado en un 25% (AG25). Diferentes letras en
la misma fila indican diferencias significativas (p <0,05). Los valores se expresan como
media % DE. EL porcentaje de carbohidratos diferente de fibra se calculé por diferencia.
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Se calculd el aporte caldrico de los diferentes panes utilizando los factores de Atwater.
El pan C aporta 99,2 kcal/porcidn, el pan A25 95,4 kcal/porcion y el pan AG25 99,6
Kcal/porcion, siendo la porcion equivalente a 50 g segln lo que establece el Cédigo

Alimentario Argentino (CAA, 2022).

Por otro lado, en la Figura 6.4 se muestra el contenido de compuestos fendlicos totales
en el pan de trigo (C) y en los panes con amaranto (A25 y AG25). Se observé que el
agregado de amaranto sin germinar no generd un aumento en el contenido de
compuestos fendlicos respecto a C, a diferencia del amaranto germinado que produjo

panes con un mayor contenido de compuestos fendlicos.

Compuestos fenolicos totales

u =]
o o

=3
o

(mg AGE/g pan)
N w
o o

=
o

C A25 AG25

Figura 6.4. Contenido de fenoles totales de los panes de trigo (C), y con la adicidn de
amaranto sin germinar (A25) y germinado (AG25) Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0,05).

En cuanto a la actividad antioxidante, la misma se muestra en la Figura 6.5. En lo que
respecta al pan C, fue el que menor actividad antioxidante presentd (por ambos
métodos). Luego el pan A25 presentd una leve mayor actividad antioxidante, solo por el
método de FRAP. En tanto que AG25 presenté la mayor actividad antioxidante, en
ambos métodos. Esta mayor actividad antioxidante podria estar relacionada al mayor

contenido de compuestos fendlicos que presenté dicho pan (Figura 6.4.).
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Figura 6.5. Actividad antioxidante por los métodos de DPPH y FRAP para los panes de trigo
(C), y con la adicién de amaranto sin germinar (A25) y germinado (AG25). Diferentes letras
indican diferencias significativas (p < 0,05).

La hidrolisis enzimatica durante la germinacién podria favorecer la hidrdlisis de los
polifenoles unidos a proteinas. Esa liberacidn de grupos aromaticos conjuntamente con
la generacidn de otras moléculas con capacidad antioxidante contribuiria al aumento de

los valores de FRAP y disminucién del ECso por DPPH de AG25.

VI.1.2. Quinoa

En la Tabla 6.5 se presenta la composicion porcentual de los panes de trigo (C) y los
panes con el mayor contenido de quinoa blanca germinada y sin germinar. El contenido
de humedad si bien presenté diferencias significativas en los distintos panes, el valor
estuvo entre el 44-46%. El mayor contenido de proteinas lo presentd el pan con harina
de trigo solamente (C), ambos tipos de panes con quinoa presentaron entre un 3,3-3,7%
menos de proteinas respecto a C. Se pudo observar que el menor valor en el contenido

de lipidos lo presentd el pan C, mientras que el mayor contenido lipidico lo presenté el
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pan con quinoa blanca germinada (QBG25). Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas en el contenido de cenizas en ninguno de los panes. A su vez, el contenido
de fibra dietaria total presentd su minimo valor para el pan con harina de trigo y tuvo su
maximo valor en el pan QGB25. Por ultimo, el porcentaje de hidratos de carbono fue
mayor en el pan C, mientras que no se observaron diferencias significativas en los panes

con quinoa blanca tanto germinada como sin germinar.

Tabla 6.5. Composicion porcentual de pan con harina de trigo (C) y con la adicién de
25% de harina de quinoa blanca (QB25) y harina blanca de semilla germinada
(QBG25).

Pan
Composicion
C QB25 QBG25

Humedad (%) 44,1+0,3 a 45,90+ 0,06 ¢ 45,45+0,08 b
Proteinas (%) 7,84+0,00 b 7,55+0,06 a 7,58+0,12 a

Lipidos (%) 0,30+ 0,06 a 0,39+ 0,00 b 0,6 +0,04 ¢
Cenizas (%) 1,27 +0,08 a 1,27+0,02 a 1,24 +0,08 a
Fibra (%) 5,42+0,25a 578+0,01b 6,30+0,16 c
Carbohidratos (%) 41,12+0,37b 39,11+0,09 a 38,8+0,23 a

Formulacion de pan: pan de trigo (C); pan con harina de quinoa blanca sin germinar
en un 25% (QB25) y pan con harina de quinoa blanca germinada en un 25% (QBG25).
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05). Los
valores se expresan como media *+ DE. EL porcentaje de carbohidratos diferente de
fibra se calculé por diferencia.

Se calculé por otro parte el aporte calérico por porcién (50g) de pan, obteniendo como

resultado que el pan QB25 aporta 95,1 Kcal/g mientras que QBG25 95,5 Kcal/g.

El contenido de compuestos fendlicos del pan de trigo (C) y con la adicion de quinoa
blanca sin germinar (QB25) y germinada (QBG25) se muestra en la Figura 6.6. Se observé
un aumento significativo en el contenido de compuestos fendlicos, especialmente en el

pan QBG25.
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Figura 6.6. Contenido de fenoles totales de los panes de trigo (C), y con la adicion de quinoa
blanca sin germinar (QB25) y germinada (QBG25). Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0,05).

La actividad antioxidante de los panes con quinoa blanca se muestra en la Figura 6.7. La
incorporacion de harina de quinoa blanca generé un aumento en la actividad
antioxidante medida por ambos métodos, siendo mayor la actividad antioxidante en
QBG25. Esta mayor actividad antioxidante, estaria estrechamente relacionada con el

mayor contenido de compuestos fenélicos (Figura 6.6).
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Figura 6.7. Actividad antioxidante por los métodos de DPPH y FRAP para los panes de trigo
(C), y con la adicidn de quinoa blanca sin germinar (QB25) y germinada (QBG25). Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

La Tabla 6.6 exhibe la composicion porcentual de los panes con harina de quinoa roja
germinada (QRG25) y sin germinar (QR25). El contenido de humedad fue variable,
siendo mayor para las migas con quinoa. En cuanto al contenido de proteinas, el mayor
valor lo presentd C, seguido por QRG25 y por ultimo QR25. En lo que respecta al
contenido de lipidos, el pan de trigo presentdé el menor valor, mientras el mayor se
observd en el pan QRG25. El contenido de cenizas no presentd diferencias significativas
para ningun pan. La cantidad de fibra dietaria total fue mayor en los panes con quinoa,
observandose un contenido mayor en QRG25. Por ultimo, los hidratos de carbono
fueron mas abundantes en el pan de trigo, mientras que no se encontraron diferencias
significativas entre QR25 y QRG25.

Del célculo del aporte caldrico se obtuvo que el pan QR25 aporta 91,7 Kcal/porcidn y el

QRG25 92,6 Kcal/porcidn.
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Tabla 6.6. Composicion porcentual de pan con harina de trigo (C) y con la adicion de
25% de harina de quinoa roja sin germinar (QR25) y germinada (QRG25).

Pan
Composicion
C QR25 QRG25

Humedad (%) 44,1+0,3a 46,30+0,40b 45,80+0,10b
Proteinas (%) 7,84+ 0,00 c 6,88+ 0,02 a 7,28+0,13 b
Lipidos (%) 0,30+ 0,06 a 0,48+0,05b 0,72+0,06 ¢
Cenizas (%) 1,27+ 0,08 a 1,28+ 0,04 a 1,24 +0,00 a
Fibra (%) 5,42+0,25a 7,19+0,15b 7,57+0,28 c
Carbohidratos (%) 41,12+0,37b 37,87+0,43 a 37,39+0,33 a

Formulacion de pan: pan de trigo (C); pan con 25% de harina de quinoa roja sin
germinar (QR25) y con harina de quinoa roja germinada (QRG25). Diferentes letras en
la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). Los valores se expresan
como media  DE. EL porcentaje de carbohidratos se calculd por diferencia.

En la Figura 6.8 se muestra el contenido de compuestos fendlicos en los panes de trigo
(C) y con el agregado de quinoa roja sin germinar (QR25) y germinada (QRG25). Al igual
gue con la quinoa blanca, la adicién de quinoa roja produjo un aumento en el contenido
de compuestos fendlicos respecto a C, siendo mayor el contenido en el pan con quinoa

germinada.

Compuestos fenolicos totales

80 ¢
70 b
S 60
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20 50
w
240 a
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Figura 6.8. Contenido de fenoles totales de los panes de trigo solamente (C), y con la adicidn
de quinoa roja sin germinar (QR25) y germinada (QRG25) Diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0,05).

Los panes tanto con quinoa roja sin germinar como germinada exhibieron una mayor

actividad antioxidante que el pan C (Figura 6.9), pero sin diferencias significativas entre
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QR25 y QRG25. Estos resultados indicarian que no sélo los compuestos fenélicos sino

también otros componentes estarian aportando a la actividad antioxidante.

DPPH
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Figura 6.9. Actividad antioxidante por los métodos de DPPH y FRAP para los panes de trigo
solamente (C), y con la adicién de quinoa roja sin germinar (QR25) y germinada (QRG25)
Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

Factores antinutricionales

En bibliografia se reporta que los factores antinutricionales mas importantes en
amaranto son los inhibidores de proteasas y en segundo lugar el acido fitico. Si bien los
mismos no fueron cuantificados en las harinas de amaranto, existe evidencia cientifica
de que ambos factores disminuyen considerablemente en  diversos
alimentos/frutos/semillas con la germinacion (Elizalde y col., 2009; Sokrab y col., 2012;
Deviy col., 2015; Luo y Xie, 2013; Murugkar, 2011). A su vez la fermentacién y la coccidn

contribuyen a la disminucion de los mismos (Qazi y col., 2003).
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Por otro lado, en la quinoa el mayor factor antinutricional son las saponinas, pero las
mismas se eliminan con el lavado previo de las semillas hasta no observar la presencia
de espuma (Elizalde y col., 2009)

Por lo anteriormente mencionado es que consideramos que la inclusién de amaranto y
guinoa germinados no contribuiria con factores antinutricionales a los panes obtenidos

a partir de los mismos.

V.3. Determinacion de actividad antitumoral

La actividad antitumoral de los panes se estudi6 a través del efecto sobre la viabilidad
celular de los productos que se encuentran en la fase acuosa resultante de la digestion
in vitro en células derivadas de cancer humano de colon HCT-116 (Tabla 6.7). Esta
técnica permite evaluar de manera directa la viabilidad celular y de manera indirecta la
proliferacion celular. El porcentaje de viabilidad celular de los digeridos de los distintos
panes se muestra en la Tabla 6.7. Los porcentajes estuvieron entre un 100 y 97% para
las diferentes concentraciones ensayadas, por lo que puede deducirse que no tuvieron

actividad antitumoral en las condiciones estudiadas.

Tabla 6.7. Efecto de la concentracidn de los digeridos sobre el porcentaje de viabilidad
celular.

% de viabilidad celular
Pan Concentracién de las muestras (ug/mL)
0 25 50 100 150 250 1000

C 1000 99,9+3,0 |100+0,2 | 100+1,4 |96,8+2,5|100+2,8| 100 *1,2
A25 1000 100+1,3 |99,9+2,1/994+1,3(100+0,9|100+1,6|99,9+0,4
AG25 | 100+1,4 | 99,4+4,0 |98,4+5,3/99,6+2,6(97,3+2,0(97,9+3,8|98,2+2,2
QB25 100+ 0 98,7+2,5 |100+3,4/988+1,2(986+1,3|97,8+3,0/97,5+2,1
QBG25| 100+14 | 97,9+3,1 |98,7+3,7|98,1+4,5(100+0,7 | 100+3,4 | 100+ 2,1
QR25 | 100+1,4 | 99,1+2,1 |100+4,8|100+1,1|96,6+8,3(99,5+4,0/97,6%2,3
QRG25| 1000 974+1,6 |100+2,1 198,1+3,1(98,2+1,2|100+4,8|100+%2,3
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Conclusiones parciales

Panes con amaranto

v
v

El sabor y la aceptabilidad general fueron mayores en AG25.

Los panes con amaranto (A y AG) presentaron mayor cantidad de fibra dietaria y
lipidos de mejor perfil nutricional con respecto al pan de trigo. Aportando el mayor
porcentaje de proteinas el pan AG25. Ademas, éste presentd el mayor contenido de

compuestos fendlicos totales y de actividad antioxidante.

Panes con quinoa blanca

v

La aceptabilidad general fue mayor en QBG25, pero no hay predominio de ningun
parametro.

Los panes con quinoa blanca (QB y QBG) presentaron similar contenido de proteinas
y mayor contenido de lipidos y de fibra dietaria junto con un menor aporte caldrico
gue los panes de trigo.

Los panes QB25 y QBG25 aportan mayores compuestos fendlicos y una mayor

actividad antioxidante, superior en QBG25.

Panes con quinoa roja

v

El pan QR25 tuvo una aceptabilidad mayor que en el germinado, en donde la mayor
influencia la tiene el sabor. Sin embargo en QRG25 los puntajes fueron en su mayoria
buenos (= 6).

El contenido de lipidos y fibra en los panes con quinoa roja (QR y QRG) fueron
mayores que en el de trigo. Siendo ambos panes clasificados como “alto contenido
de fibra”, especialmente en QRG25.

El pan QRG25 tuvo mayor contenido de proteinas que QR25.

El aporte caldrico fue menor y la actividad antioxidante mayor en los panes con

qguinoa (QR25 y QRG25) respecto al pan de trigo.

Los panes estudiados no modificaron el porcentaje de viabilidad celular inidicando que

no presentarian actividad antitumoral a nivel del colon.
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Conclusiones generales

AMARANTO

La germinaciéon durante 18h a 30°C permitid obtener una harina con mejor perfil
nutricional debido a que aumenté el contenido de cenizas, de proteinas (con mayor
proporcion de lisina) y disminuyd el contenido de lipidos (con mejor relacion w6/w3)
debido al incremento de los dcidos grasos esenciales, especialmente acido a -linolénico.
Ademas, presentd mayor actividad antioxidante.

Las proteinas y el almiddn se hidrolizaron como consecuencia de la germinacion,
aumentando la proporcion de moléculas poliméricas de menor tamafio, resultando en
una estructura proteica menos compacta y con una mayor regién amorfa del almiddn.
Estos cambios se reflejaron en los menores valores de energia necesarios para
desnaturalizar y gelatinizar. La hidrolisis de las macromoléculas generé compuestos

hidrofilicos con una mayor capacidad de retencién de agua.

La masa con 25% de harina de amaranto germinado (AG25) en ausencia de deformacion
(viscoelasticidad lineal) resulté mas viscosa (> tan §) que la masa de trigo. La aplicaciéon
de esfuerzo a grandes deformaciones (TPA y relajacion) evidencié una mayor elasticidad
de la masa (>E2 y <T2), la formaciéon de una matriz mas humeda, mas estructurada (<A),

con mayor contenido de gluten y de igual dureza que la masa de trigo.

A pesar que el tiempo de fermentacién e incremento de volumen de la masa fermentada
fue menor para AG25, los panes presentaron mayor volumen especifico y fueron mas
oscuros que los A25. Ademas, la migas con 25% de amaranto (A y AG) resultaron mas
aireadas que la miga de trigo, especialmente la AG25.

Las migas con amaranto sin germinar fueron mas duras que con amaranto germinado,
presentando AG25 similar firmeza que la miga de trigo. Ademads, el incremento de éste
parametro fue menor durante el almacenamiento indicando una mayor vida util de

estos panes.
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Los panes con amaranto (A y AG) presentaron mayor cantidad de fibra dietaria y lipidos
de mejor perfil nutricional con respecto al pan de trigo. Aportando el mayor porcentaje

de proteinas el pan AG25.

QUINOA

La harina de semillas de quinoa blanca germinada durante 48h a 20°C (QBGas) no
cambid el contenido proteico, sin embargo, aumento el contenido de fibra dietaria total
y de lipidos, resultando mas abundantes los acidos grasos insaturados Linoleico (18:2-
w6) y a-Linolénico (18:3- w3) junto con una mejor relacion w6/w3. Asimismo el
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante se incrementaron en esta
harina. A pesar de que el contenido de proteinas no cambio en QBGas, se evidencié por
FTIR una estructura secundaria mas compacta. La germinacidn produjo con la hidrolisis
del almidén y las proteinas, macromoléculas con estructuras mads estables al
tratamiento térmico (DSC), a pesar de ello la harina QBGag desarrollé en presencia de

agua menor viscosidad de pasta (RVA).

La germinacion por 24 h a 20°C de semillas de quinoa roja, permitié obtener una harina
(QRG24) con un nivel aumentado de fibra dietaria total, proteinas y lipidos. El perfil
nutricional de la harina resulté mejorado con el incremento de los aminoacidos
esenciales (Lys, Hys y Met) y de los acidos grasos a-linolénico y oleico. A dicho perfil
contribuyd un mayor contenido de compuestos fendlicos y un menor nivel de sodio. La
germinacién modificd la estructura secundaria de las proteinas haciéndolas mas
desplegadas como también contribuyd a la cristalinidad del almidén (FTIR). El menor
contenido de almidéon de QRG24 fue evidenciado por la menor variacidn de la entalpia

de gelatinizacion (DSC).

El agregado de harina de quinoa produjo cambios en diferentes propiedades del gluten
y la masa, sin embargo la germinacién de las semillas no provocé un cambio sustancial
con respecto a la materia prima sin germinar. La dilucién de la harina de trigo con 25%

de harina de quinoa condujo a un menor contenido de gluten, una masa menos
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estructurada y mas humeda para ambas variedades. La elasticidad y la dureza de las
masas fueron mayores con 25% de quinoa germinada (QBG25 y QRG25). La adhesividad
de las masas fue dependiente de la variedad y el tratamiento, resultando las QRG mas

adhesivas.

La incorporacién de harina de quinoa de ambas variedades en un 25% a la harina de
trigo permitio la formacion de masas que fermentaron mas rapido, sin embargo tuvieron
diferente cinética. Si bien no hubo diferencias entre QB25 y QBG25, en la quinoa roja la
masa QRG25 fue mas estable respecto a QR25. A bajos niveles de harina de quinoa se
obtuvieron los mayores volimenes de pan con harinas de semillas germinadas, mientras
que a 25% produjo panes mas pequefios independientemente del tratamiento y de la
variedad. El color tostado de la corteza aumentd con el nivel de harina no germinada
para ambas variedades (QB25 y QR25). La firmeza de todas las migas fue mayor que la
del pan de trigo, resultando mas blandas las migas con harinas germinadas (en mayor
medida en la quinoa roja). Esta diferencia entre las muestras germinadas y sin germinar

se reprodujo durante el almacenamiento pero con mayores valores de firmeza.

La cantidad de proteinas de los panes no resulté modificada con el agregado de quinoa
blanca (QB y QBG) a la harina de trigo, sin embargo, estos panes presentaron mayor
contenido de lipidos y de fibra dietaria total; el nivel de fibra en QBG25 resulté mayor al
6% por lo que segun el Cédigo Alimentario Argentino se lo puede clasificar como de "alto
contenido de fibra™.

Al igual que en la quinoa blanca, los panes con 25% de harina de quinoa roja (QR25 y
QRG25) presentaron un mayor contenido de lipidos y de fibra dietaria total, pudiendo
también clasificarse como altos en fibra, sin embargo el nivel de proteinas de QRG25 fue

superior al de QR25.

Los panes mejorados nutricionalmente con los tres cultivos andinos germinados fueron

aceptados por parte de los consumidores, presentaron mayor actividad antioxidante,
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sin embargo no se observd en células tumorales de colon una inhibicién de la actividad

celular en las condiciones estudiadas.
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