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Introduccion

Generalidades de trigo y harinas de trigos argentinos

Nuestro pais es uno de los principales productores de trigo. La cosecha de trigo
pan de la campana 2009/10 fue de 7,5 millones de toneladas. La molienda de trigo
pan durante los primeros diez meses de 2010 crecid un 3,5% con respecto al mismo
periodo del afio 2009, registrando un valor de 5,31 millones de toneladas (Direccion
de Mercados Agroalimentarios, MAGyP). En la actualidad, el sector molinero
argentino demanda alrededor de 6 millones de toneladas de granos y se espera que
en la cosecha 2010/11 se incremente la producciéon a 13 millones de toneladas
(Informe Mensual de Diciembre de 2010 del MAGyP). La produccion de trigo pan se
concentra en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe y Cdérdoba, que suman en
conjunto alrededor del 87 % del total. Sin embargo, en las ultimas campafas la
produccion de trigo pan se ha extendido, y también se cultiva en provincias como

Corrientes y Formosa, aunque esto no incremento el total producido (Tabla 1).

Tabla 1. Participacién por provincia en la produccién de trigo pan.

Campaiia Bs. As. SantaFe Coérdoba E. Rios Otras Total
1996/97 67,71% 15,01% 6,71% 4,19% 6,38% 100%
1997/98 72,05% 10,20% 4,16% 3,94% 9,64% 100%
1998/99 60,42% 15,49% 10,71% 5,07% 8,31% 100%

1999/2000 57,19% 18,00% 12,89% 3,80% 8,13% 100%

2000/2001 61,74% 14,00% 12,11% 3,77% 8,38% 100%

2001/2002 56,60% 13,98% 15,26% 3,44% 10,73% 100%
2002/2003 55,55% 13,42% 14,15% 3,78% 13,10% 100%

2003/2004 62,03% 13,03% 14,34% 4,50% 6,10% 100%
2004/2005 61,52% 10,98% 14,65% 5,03% 7,82% 100%
2005/2006 59,26% 14,69% 13,62% 5,66% 6,77% 100%

Fuente: Direccion de Industria Alimentaria con datos de Estimaciones Agricolas - SAGPyA.

Durante el afio 2009 en Argentina de los 6 millones de toneladas de trigo pan que
se molieron se obtuvo alrededor de 3,8 millones de toneladas de harina. Segun
datos suministrados por la MAGyP, en el periodo acumulado enero-octubre 2010 se

produjo un incremento del 3% en la produccion de harina de trigo respecto al mismo
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periodo de 2009. Alrededor del 80% de la produccién de esta harina tuvo como
destino el mercado interno. El 71,3% se destina para elaborar pan y el 28,7%
restante para pastas, galletitas y bizcochos, consumo como harina fraccionada y
otros (Figura 1). Del total utilizado para la elaboracién de pan, el 71,3% lo consumen
las pequefias y medianas empresas artesanales y solo el 4,7% las panificadoras
industriales en la produccion de pan y bolleria. EI consumo por habitante en los
primeros diez meses del afio 2010 alcanzo los 7,9 kg/mes, superando en un 5,9% el
consumo del mismo periodo del afio 2009 (SAGPyA, 2011).

® Pan de
W Ha i
Fan ind

Figura 1. Destino de la harina de trigo en el mercado interno.

Legislacion Nacional para harinas de trigo

Las harinas tipificadas comercialmente como: cuatro ceros (0000), tres ceros
(000), dos ceros (00), cero (0), medio cero (medio 0), harinilla de primera y harinilla
de segunda, corresponden a los productos que se obtienen de la molienda gradual y
metddica del endosperma de trigo en cantidad de 70-80% del grano limpio (CAA,
2004) (Tabla 2).

La harina 000 es la que se utiliza comunmente en la elaboracion de panes, ya que
su alto contenido de proteinas posibilita la formacion de gluten y se consigue un
buen leudado sin que las piezas pierdan su forma. La harina 0000 es mas refinada y

mas blanca y es utilizada para la elaboracion de pastas y en pasteleria.
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Tabla 2. Parametros principales de los diferentes tipos de harina.

Harina tipo Humedad Cenizas Absorciéon Volumen pan
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (cm’)
Maximo Maximo Minimo
0000 15,0 0,492 56-62 550
000 15,0 0,650 57-63 520
00 14,7 0,678 58-65 500
0 14,7 0,873 60-67 475
%0 14,5 1,350 - -

Principales componentes de la harina

Almidoén

Es el carbohidrato mayoritario de la harina de trigo y es extensamente utilizado en
la industria alimentaria. Los granulos de almidén de harina de trigo presentan dos
tamanos principales, los pequenos y esféricos (tipo B) de un diametro menor a 10
um y los grandes y lenticulares (tipo A) de un didmetro cercano a 20 pum
(Prabhasankar y col., 2003). Este polisacarido estda compuesto principalmente por
polimeros de a-D-glucanos y pequefias cantidades de constituyentes no glucidicos:
lipidos y proteinas. Los dos carbohidratos de mayor peso molecular que forman
parte del almidon son la amilosa y la amilopectina, las cuales estan presentes en
una relaciéon aproximada de 25:75 (Jane, 2004). La amilosa es un polimero
esencialmente lineal, compuesta por 500-6000 unidades de glucosa enlazadas a
través de uniones a-D-1,4 (Figura 2), con escasos puntos de ramificacion formados
por enlaces a-D-1,6 (Shibanuma y col., 1994). La conformacién espacial que
adquiere este polisacarido es de hélice con grupos hidroxilo hacia el exterior y
atomos de hidrogeno hacia el interior de la misma, esto le da caracteristica lipofilicas
al interior de la hélice que le permite asociarse a lipidos formando complejos

amilosa-lipido (Figura 3).
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Figura 2. Representacion esquematica de una molécula de amilosa.

HOQ

Figura 3. Disposicion espacial de la molécula de amilosa.

Por su parte, la amilopectina es un polimero ramificado que posee una cadena
central similar a la de la amilosa pero con ramificaciones con enlaces a-D-1,6 cada 9
a 20 unidades de D-glucosa (Whistler y Daniel, 1984) (Figura 4). El enlace a-D-1,4
imparte a la molécula un giro natural, con lo que la conformacion de las cadenas es
helicoidal (Greeenwood, 1976).

Figura 4. Representacion esquematica de una molécula de amilopectina.
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El modelo actualmente aceptado para la conformaciéon de la amilopectina es en
forma de racimo o de “clusters”, que permite explicar la presencia de zonas
cristalinas (arreglos de doble hélice) y amorfas (zonas de ramificacién densa), con
las cadenas de amilosa co-cristalizadas (Figura 5) (Zobel, 1988; Zobel y col., 1988;
Imberty y col., 1991; Jovanovich, 1997).

.............

...................

Figura 5. Modelo en racimo de la amilopectina

Los granulos de almidon nativo dan diferentes diagramas de difraccion de rayos
X, dependiendo del origen botanico. El patrén tipo A corresponde a almidones de
cereales (Hayakawa y col., 1997; Abdel-Aal y col., 2002; Yoo y Jane, 2002), el tipo B
a almidones de tubérculos y el tipo C a almidones de legumbres (Zobel, 1988; Zobel
y col., 1988; Jovanovich, 1997) (Figura 6).

Figura 6. Patrones de difraccion de rayor X para almidones de cereales (A), tubérculos (B),
legumbres (C) y para el complejo amilosa-lipido (V).
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La cristalinidad de los granulos de almidon de cereales es baja (15-30%), por lo
que se visualiza al granulo como una matriz de gel con regiones cristalinas
embebidas (Figura 7) (Zobel y col., 1988; Eliasson y Gudmundsson, 1996). La fase
amorfa es heterogénea, y consiste en amilosa amorfa y regiones intercristalinas de
ramificacion densa de amilopectina.

La amilosa posee la capacidad de formar complejos de inclusion con los lipidos
que posee la harina. La formacion de dichos complejos forma estructuras

cristalograficas con un patron tipo V (Figura 6).

Zonas cristalinas
Zonas amorfas

L

( Cadenas de amilosa

L

Cadenas de amilopectina

Figura 7. Representacion de zonas cristalinas y amorfas de amilopectina y amilosa.

Proteinas de trigo

El 80% de los aspectos de calidad panadera de las harinas se debe a las
variaciones producidas en las proteinas que conforman el gluten (Shewry y col.,
2001). La cantidad de estas proteinas varia de acuerdo al tipo de trigo, el clima, la
época de recoleccion y la tasa de extraccion (rendimiento de molienda).

Las proteinas de trigo han sido objeto de numerosos estudios y constituyen un
campo del conocimiento en continua expansioén. Los estudios de fraccionamiento de

estas proteinas fueron abordados por distintos autores en el siglo pasado y
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culminaron en los protocolos de extraccion fraccionada propuestos por Osborne
(1907) que constituyen la base de la clasificacion de las proteinas de los distintos
cereales. Este autor dividié las proteinas del grano de trigo en cuatro clases
basandose en su solubilidad. Las albuminas, solubles en agua; las globulinas,
solubles en soluciones salinas pero insolubles en agua; las gliadinas, solubles en
etanol acuoso (concentraciones 60-70%) e insolubles en soluciones acuosas y las
gluteninas, insolubles en alcoholes y solventes acuosos neutros. Las albuminas y
las globulinas cumplen principalmente funciones metabdlicas y conforman
aproximadamente un 20% de las proteinas totales de la harina de trigo (Singh y
MacRitchie, 2001). El 80% restante de las proteinas esta formado por las gliadinas y
gluteninas, cuya principal funcion es la de almacenamiento.

El gluten es la red viscoelastica que se obtiene luego de lavar la masa de harina
de trigo con agua para remover el almidén y demas componentes solubles. El gluten
seco contiene, ademas de las proteinas, almidén residual (10-15%) y lipidos

(Kalichevsky y col., 1992). Las proteinas del gluten estan compuestas por:

GLIADINAS. Constituyen aproximadamente el 50% de las proteinas de reserva
del grano de trigo (Shewry y col., 1986). Son las proteinas responsables de la
extensibilidad de la masa y estan relacionadas con el comportamiento viscoso de la
misma. Son proteinas principalmente monomeéricas, con masas moleculares desde
30 hasta 50 kD.

El advenimiento de las técnicas electroforéticas a principio de los afios 60 permitio
la separacion de las distintas fracciones clasificadas en base a su solubilidad.
Woychik y col. (1961) clasificaron la fraccion de gliadinas en distintos grupos de
acuerdo a su movilidad electroforética. Asi se las dividié en a, B, y y o gliadinas,
fracciones que a su vez presentan diversos componentes. Las gliadinas son
monomeros, algunas poseen puentes disulfuro intracetenarios como las o, By y
gliadinas, en tanto que en las w-gliadinas estos se encuentran ausentes. Mediante
analisis por SDS-PAGE en presencia de 2-mercaptoetanol se observo que las o, By
vy gliadinas presentan pesos moleculares similares, entre 30-45 kD siendo
indistinguibles mediante esta técnica (Bietz y Wall, 1972; Ewart, 1973; Kasarda,
1983). Se sabe que las a y B gliadinas estan intimamente relacionadas en lo que

respecta a secuencia de aminoacidos y frecuentemente se incluye a ambos grupos
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dentro de las a-gliadinas (Shewry y Tatham, 1986; Shewry y col., 2001). Las ®
gliadinas presentan una masa molecular mayor, oscilando entre 50 y 65 kD
(Hamauzu y col., 1974). La composicién aminoacidica de las a, B, y y w-gliadinas es
similar (Tatham y col., 1990), aunque las ® gliadinas poseen muy pocos
aminoacidos esenciales y practicamente carecen de metionina y cisteina, son
incapaces de formar puentes disulfuro. Estas gliadinas también se caracterizan por
tener altos niveles de glutamina (glutamato) (40-50 mol%), prolina (20-30 mol%) y
fenilalanina (7-9 mol%) los que representan aproximadamente un 80% del total de
los aminoacidos de esta fraccion (Wieser, 2007).

Estas proteinas estan formadas por un dominio no repetitivo rico en estructura
secundaria a-hélice y por un dominio no repetitivo rico en estructura giros 3 (Tatham
y Shewry, 1985).

Las vy gliadinas se diferencian de las a y B gliadinas en su contenido en acido
aspartico, prolina, metionina, tirosina, fenilalanina y triptofano. Todas las gliadinas
tienen baja cantidad de arginina, lisina y grupos carboxilicos libre como &acido
aspartico y glutamico. Los acidos aspartico y glutamico se encuentran amidados casi
en su totalidad (Bietz y col., 1977; Tatham y col., 1990).

Las a y vy gliadinas constan de 250 a 300 residuos de aminoacidos. Poseen un
dominio N-terminal repetitivo que representa entre un tercio y un medio de la
secuencia de la proteina, que es rica en residuos de prolina y glutamina; y un
dominio C-terminal no repetitivo que posee residuos de cisteina (Shewry y Tatham,
1990). Las vy-gliadinas poseen ocho residuos de cisteina que se encuentran
localizados en el dominio C-terminal y forman cuatro enlaces disulfuro
intramoleculares, por lo que no son capaces de formar nuevos enlaces covalentes
con otras proteinas del gluten. Las a-gliadinas poseen seis residuos de cisteina
ubicados en el mismo dominio que las y-gliadinas y que forman tres enlaces disulfuro
intermoleculares. Estos enlaces disulfuro son importantes ya que favorecen el
plegamiento de la estructura proteica de las gliadinas y determinan la naturaleza de
las interacciones no covalentes con la red de gluteninas (Wrigley y Bekes, 2002).
Las w-gliadinas estan formadas por aproximadamente 350 residuos aminoacidicos,
dentro de los cuales la Prolina, la Glutamina y la Fenilalanina conforman secuencias
repetitivas que representan mas del 80% de la composicion aminoacidica de estas

proteinas. Como se hizo mencién anteriormente, las w-gliadinas no contienen
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residuos de cisteina, por lo que estan limitadas para formar interacciones covalentes

en la masa (Tatham y Shewry, 1995).

GLUTENINAS. Son las proteinas que proporcionan la fuerza o tenacidad a la
masa. También estan relacionadas con la elasticidad y el comportamiento solido de
la misma. Son proteinas poliméricas con masas moleculares estimadas mayores a
10° D (Payne y col., 1980; Wieser y col., 20086).

En el afio 1960 con el desarrollo de solventes caotrépicos (urea y detergentes) se
pudo ampliar los estudios de las gluteninas que se veian limitados por la baja
solubilidad. De esta manera se logré solubilizar hasta un 95% de la totalidad de las
proteinas de gluten (Shewry y col., 2001). Mediante electroforesis SDS-PAGE
desnaturalizante en presencia de 2-mercaptoetanol se determind la presencia de
dos tipos principales de componentes, las gluteninas de alto peso molecular (HMW-
GT) y las gluteninas de bajo peso molecular (LMW-GT) (Shewry y col., 1986).
Presumiblemente ambas fracciones se encuentran en el trigo agregadas y formando
puentes disulfuro intercatenarios, lo que dificulta su extraccion en solventes acuosos
o etandlicos. Mediante SDS-PAGE se determin6 un peso molecular entre 70 y 150
kD para las HMW-GT y de 30-50 kD para las LMW-GT (Bietz y Wall, 1972; Payne y
col., 1980). Las subunidades de alto peso molecular forman un 5 a 10% de las
gluteninas (Payne, 1986; Wieser, 2007). Las subunidades de bajo peso molecular se
asemejan a las a, B y y-gliadinas en masa molecular y en secuenciacién de
aminoacidos, componiendo un 20 a un 30 % del total de las proteinas del gluten
(Gupta y col., 1991; Mdlller y col., 1998; Wieser, 2007). De acuerdo al peso molecular
de los polimeros que conforman las gluteninas (aproximadamente veinte millones de
Daltons) basado en datos obtenidos por cromatografia de exclusion (Huebner y Wall,
1976), estas proteinas son las que se consideran como las mas grandes en la
naturaleza y estan formadas por mezclas heterogéneas de polimeros unidos por
puentes disulfuro pudiéndose luego de romper los mismos, clasificar en cuatro
grupos segun su movilidad en SDS-PAGE. EIl grupo A con una masa molecular 80 a
120 kD que corresponde a las subunidades de gluteninas de alto peso molecular
(HMW-GT). El grupo B posee un rango de masas moleculares entre 42 y 51 kD y el
grupo C entre 30 a 40 kD y ambos forman parte de las gluteninas de bajo peso
molecular (LMW-GT) (Payne y Corfield, 1979). Finalmente el grupo D, también

perteneciente a las LMW-GT es altamente acido y deriva de las o gliadinas, se ha
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encontrado que el mismo esta compuesto por w-gliadinas modificadas que han
adquirido residuos de cisteina (Jackson y col., 1983; Masci y col., 1993, 1999;
D’Ovidio y Masci, 2004).

En base a las homologias de secuencia aminoacidica Shewry y colaboradores
(1986) propusieron un agrupamiento de las proteinas de gluten en: prolaminas ricas
en azufre, prolaminas pobres en azufre y gluteninas HMW-GT (Figura 8). Las
prolaminas ricas en azufre incluyen a las a, B y y gliadinas y las gluteninas LMW-GT,
las cuales comparten secuencias en comun, asi como una organizacion similar con
estructura en dominios. Todas presentan varias cisteinas en su secuencia (en
regiones no repetitivas), sin embargo en las a, B y y gliadinas todos los restos
sulfhidrilo se encuentran formando puentes disulfuro intracatenarios, mientras que
las LMW-GT presentan restos SH libres capaces de formar puentes disulfuro
intercatenarios con otras LMW-GT o con las HMW-GT, siendo responsables de sus
propiedades de solubilidad (Shewry y Tatham, 1997a). Las w-gliadinas son pobres

en azufre pues no presentan cisteina en su composicion aminoacidica (Figura 8).

PROTEINAS DEL GLUTEN

— 1

POBRES RICAS HMW-GT
EN AZUFRE EN AZUFRE

N\

Gliadinas { w-gliadinas  y-gliadinas a-gliadinas

\4
Subunidades LMW-GT LMW-GT LMW-GT HMW-GT
de Gluteninas Tipo D Tipo C Tipo B Tipo A

Figura 8. Clasificacion y nomenclatura de las proteinas que conforman el gluten. HMW-GT:
gluteninas de alto peso molecular, LMW-GT: gluteninas de bajo peso molecular.
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Las gluteninas HMW-GT pertenecen a un tercer grupo que no presenta homologia
con los anteriores. La agregacion y formacion de puentes disulfuro intercatenarios es
un comportamiento tipico de estas proteinas. En la Figura 9 se muestra un modelo
estructural basado en datos espectroscopicos detallados por Shewry y col. (2001).
Los estudios muestran a las subunidades de gluteninas de alto peso molecular como
moléculas alargadas que poseen una estructura espiral B en la regién central
repetitiva (Goldsbrough y col., 1989; Shewry y Tatham, 1997b; VanDijk y col., 1997a
y b) y dos dominios no repetitivos, uno C-terminal y otro N-terminal, el cual presenta
el mayor numero de cisteinas. Estos residuos proveen de los sitios para la formacion
de puentes disulfuro intermoleculares. La estructura espiral  de la region central
presenta elasticidad intrinseca y es la que conferiria al gluten sus propiedades

elasticas (Shewry y col., 2001).

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

No periédico y Espiral B No periédico y
a-hélice a-hélice

Figura 9. Modelo estructural de subunidades de gluteninas HMW-GT basado en estudios
predictivos, espectroscopicos e hidrodinamicos (Shewry y col., 2001).

En la Figura 10 se resumen los conocimientos estructurales que se tiene sobre las
gluteninas HMW-GT. Las estructuras espiral (3, formadas en la region central y
estabilizadas por uniones puentes hidrogeno, contribuyen con la elasticidad del
gluten. Los residuos de cisteina adicionales en el dominio repetitivo pueden formar
puentes disulfuro intercatenarios causando un aumento de la rigidez del polimero.
Los dominio N y C-terminal pueden formar puentes disulfuro intercatenarios
formando polimeros de HMW-GT con LMW-GT.

12
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Residuos de cisteina adicionales
en el dominio repetitivo

\ Estructura espiral

Dominios N y C-terminal con estructura globular

Figura 10. Resumen de los conocimientos estructurales de las HMW-GT que pueden
determinar la elasticidad del gluten y de la masa (Shewry y col., 2001).

Gluten

Uno de los modelos estructurales mas aceptado para el gluten es el propuesto por
Shewry y colaboradores (2001) (Figura 11). Este modelo asigna a las gluteninas
HMW el rol de “columna vertebral” de la red proteica, las cuales se encuentran
unidas entre si por uniones puentes disulfuro intermoleculares ubicados en los
extremos. A su vez las HMW-GT se unen a las gluteninas de bajo peso molecular
(LMW-GT) también mediante puentes disulfuro formando puntos de ramificacion.
Esta estructura esta estabilizada en gran medida por los puentes disulfuro (intra e
intercatenarios) en los extremos de cada subunidad. Estos puentes son los que le
otorgan a la masa la tenacidad y elasticidad. Por su parte, las gliadinas interactuan
con esta estructura de gluteninas mediante uniones no covalentes, lo cual confiere a
la masa las caracteristicas de extensibilidad (Jeffrey y Saenger, 1994; Belton, 1999;
Shewry y col., 2001) (Figura 11).
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Figura 11. Modelo estructural del gluten. HMW-GT: gluteninas de alta masa molecular,
LMW-GT: gluteninas de baja masa molecular.

Popineau y colaboradores (1994) demostraron que en el gluten las cadenas de
gluteninas forman estructuras hojas B alineadas en una red extendida de puentes
hidrogeno. Posteriormente, Belton (1999) demostré que los puente hidrégeno
generados entre las regiones repetidas de las subunidades de HMW-GT son los que
confieren elasticidad a la red de gluten. De acuerdo a los resultados obtenidos en
sus investigaciones Belton propuso un modelo para explicar la elasticidad del gluten
al cual le dio el nombre de modelo de “bucle y cadena” (“loop and train”). Este
modelo propone que en condiciones de baja hidratacion se generan numerosas
uniones puente hidroégeno entre las estructuras espirales 8 de las proteinas (Figura
12 a). A medida que los niveles de hidratacion aumentan, el sistema es plastificado
permitiendo la orientacion de los giros 3 en estructuras espirales B adyacentes para
formar estructuras que se asemejan a conformaciones lamina plegada £
intercatenarias (Figura 12 b). Un incremento posterior en la hidrataciéon del sistema
conlleva a la ruptura de algunos de los puentes hidrogeno intercatanarios con la
consecuente formacién de enlaces puente hidrogeno entre las proteinas y las

moléculas de agua. Este fenomeno da como resultando regiones “bucle”, las cuales
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estan asociadas a estructuras giros B (Figura 12 c).

a)
Baja hidratacion, desorden,
interacciones cercanas
Lamina plegada
b) p+ gada (8
Hidratacion intermedia,
baja relaciéon bucles/cadenas
C) Giros B

Alta hidratacioén,
alta relacion bucles/cadenas

Figura 12. Modelo “bucle y cadena” (“loop and train”) de Belton (1999). Efecto de la
hidratacion.

En este modelo las proteinas de gluten estan estabilizadas por interacciones no
covalentes entre moléculas paralelas. Las HMW-GT inicialmente presentan una
conformaciéon en forma de bucle (“loop”) que, al ser sometidas a extension
mecanica, se forman polimeros alineados en los cuales se favorece la formacién, en
altas proporciones, de conformaciones laminas 3. El estiramiento de los polimeros
produce primero la deformacion de los bucles (“loops”) y posteriormente de las
cadenas (“trains”), a la vez que se rompen las interacciones no covalentes. Durante
la extension los puentes disulfuro se rompen y se reestablecen derivando en una red
alineada en direccion a la extension. Sin embargo, puede producirse la restauracion
del equilibrio de bucles y cadenas espontaneamente, resultando en la relajacion de
la estructura del polimero (Belton, 1999; Shewry y col., 2001, 2002). Estos modelos
estructurales fueron extensamente relacionados con la viscoelasticidad del gluten y

con la estabilidad de los polimeros (Belton, 2005; Wellner y col., 2005).
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Si bien existen diversos estudios sobre la interaccion entre las gliadinas y/o las
gluteninas LMW-GT y sus efectos en la panificacion, los investigadores han
dedicado la mayor parte de sus investigaciones a estudiar principalmente las
interacciones existentes entre las gluteninas HMW-GT, a pesar de que soélo
representan del 8 al 10 % de las proteinas del gluten (Halford y col., 1992). Con
respecto a las gliadinas se sabe que la incorporacion de gliadinas totales y de
fracciones purificadas de las mismas al gluten disminuye la proporcion de
entrecruzamiento en la matriz, siendo esta disminucion mayor para las fracciones de
a y o-gliadinas (Khatkar y col., 2002b). Estas fracciones mejorarian las propiedades
de amasado y coccién de las masas, aunque este comportamiento seria menos
pronunciado para las w-gliadinas (Khatkar y col., 2002a). Estos datos sugieren que
las gliadinas son capaces de modificar la formacién de estructuras lamina plegada 3
intermoleculares en el polimero de gluten, lo que conlleva a suponer que las mismas
actuarian como plastificantes otorgando a la masa su caracter viscoso.

Por otra parte, se ha propuesto que la estructura espiral § de las HMW-GT
pueden contribuir con la elasticidad del gluten, aunque es probable que las
interacciones puente disulfuro y puente hidrogeno, existentes entre dichas
subunidades, también estén involucradas (Belton, 1999; Shewry y col., 1992). Al
igual que las interacciones entre las moléculas de gluteninas HMW-GT, las uniones
de estas ultimas con las LMW-GT también son importantes en la formacion de la
matriz de gluten. Field y col. (1983) han demostrado que la cantidad de agregados
de prolaminas formados durante el amasado correlacionan con la fuerza de la masa,
mostrando el rol fundamental que cumplen estos polimeros sobre las propiedades
viscoelasticas de la masa.

Ademas de los enlaces covalentes, las uniones no covalentes entre las proteinas
de gluten también son importantes en la determinacion de la viscoelasticidad del
gluten. Las estructuras lamina plegada [, formadas por los enlaces puente
hidrogeno de los dominios repetitivos, proporcionan una fuente de enlaces no
covalentes en los polimeros de glutenina, ademas de los puentes disulfuro. Belton
(1999) propuso que este comportamiento contribuiria con las propiedades elasticas

de la masa.
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Principales componentes de la masa panaria

Los principales componentes de la masa pan son los siguientes:

- Harina de trigo: En la elaboracion de productos de panificacién tales como pan,
cereales para desayuno, pastas y alimentos para bebés, la harina de trigo es la
materia prima de principal importancia. Las propiedades unicas de esta harina son
debidas a la calidad de sus proteinas (Schofield y Booth, 1983). Estas proteinas
pueden sufrir variaciones en funcion de la variedad, lugar de cultivo, clima vy
tecnologia de molienda. Sus propiedades dependen en gran medida de la capacidad
de embeber agua, sin embargo, la mayor parte del agua presente en la masa
panaria se encuentra interaccionando con el almidén, el cual constituye las 4/5 parte
de la harina. La capacidad de las proteinas de gluten para formar la red viscoelastica
esta influenciada por el pH de la masa y la actividad proteolitica de las enzimas a 'y 8
amilasas. Una harina fresca tiene un pH de 6-6,2. El pH 6ptimo para la panificacion
es 5, esto significa que las harinas almacenadas son mas aptas para la panificacion,
ya que el almacenamiento acidifica la harina. La viscosidad y elasticidad de la masa
dependen principalmente de la cantidad de agua que se agrega, la temperatura a la

que se amasa Y el tiempo transcurrido desde el amasado.

- Agua: Juega un papel fundamental en la formacion de la masa, ya que contribuye
a la incorporacién total de los ingredientes. Hidrata al almidon y permite la formacion
del gluten, lo cual da como resultado una masa extensible y elastica capaz de
retener el CO; producido durante la fermentacion.

Tradicionalmente la masa es preparada por la combinacion de harina y agua. La
distribucion e hinchamiento de las particulas de harina luego del mezclado favorece
la formacién de una matriz de proteinas que retiene el almidéon (Campos y col.,
1997). Durante el proceso de amasado, la masa aumenta la resistencia a la
extension. Una vez que la misma ha alcanzado su punto 6ptimo de desarrollo esta
apta para panificar, ya que en este momento se alcanzan las propiedades reoldgicas
adecuadas (Spies, 1990).
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- Sal: Actua principalmente sobre la formacién de gluten, ya que las gliadinas tienen
menor solubilidad en solucion salina, dando lugar a la formacion de una mayor
cantidad de gluten. Como consecuencia de las fuerzas de atraccion electrostaticas
que actuan en la red formada en presencia de sal, el gluten obtenido presenta fibras
mas cortas y es menos elastico, esto conduce a la obtencién de una masa mas
compacta que la elaborada sin sal. Otra de las propiedades de la sal es controlar la
actividad de la levadura durante la fermentacion. Ademas, favorece la coloracion y
las caracteristicas texturales de los productos horneados. También influye en el
estado de conservacion de los panes, debido a su capacidad higroscépica (Shiu y
Yeh, 2001; Angioloni y Dalla Rosa, 2005; Farahnaky y Hill, 2007).

- Agentes leudantes: La levadura biolégica mas comunmente utilizada en
panificacion es la Saccharomyces cerevisiae spp. Su funcién principal es transformar
los azucares en CO,, alcohol etilico y energia. Aproximadamente la mitad del peso
del azucar consumido por las levaduras durante la fermentacion de la masa es
transformado en alcohol. Por su parte, el CO, producido en esta etapa se disulve en
la masa en la forma de bicarbonato, lo cual provoca la acidificacion de la masa. La
acumulacién de CO; en las burbujas no comienza hasta que la masa esta saturada
con el bicarbonato generado. La mayor parte del CO, (80-100%) y casi la totalidad
del etanol generado son retenidos en la matriz de la masa hasta el momento del
horneado, instante en el cual la masa manifiesta una expansion de
aproximadamente tres veces su volumen (Jackel, 1969). Cerca de la mitad de este
incremento es generado por el dioxido de carbono y el resto de la expansion es
causada por la evaporacion del etanol (Moore y Hoseney, 1985). El incremeto final
de volumen ocurre cuando la masa es colocada en el horno. Este fendmeno es el
resultado de un aumento del volumen de las burbujas como consecuencia del
incremento de la temperatura; de una disminucion en la solubilidad del CO, al
aumentar la temperatura, de la evaporacion del etanol en la masa y de un
incremento en la actividad de las enzimas de las levaduras a mayores temperaturas
antes de ser inactivadas a alrededor de 40-50°C (Maloney y Foy, 2003). Finalmente
el CO, generado es retenido por la red de gluten y el resultado final es la obtencion

de un pan con una miga esponjosa.
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Proceso de panificacion

La panificacion es un proceso en el cual se obtiene un producto fermentado por
levaduras a base de harina y agua. En dicho producto se forma una matriz de gluten
que atrapa el gas generado durante la fermentacion, influyendo directamente en la
formacion de la estructura de la miga. La estructura y calidad sensorial del pan
depende de la naturaleza de dicha matriz (Cauvain, 2003).

La metodologia de panificacion tradicional argentina se destaca por utilizar escasa
levadura y realizar fermentaciones muy largas. Estas variables de proceso también
condicionan la calidad panadera, pudiendo modificar la vida util del producto (Ribotta
y col., 2004; Ponzio y col., 2008).

Durante el amasado las particulas de harina se hidratan lentamente. A su vez, y
gracias al trabajo mecanico que se aplica durante el proceso, las moléculas de
gluten interaccionan entre si y dan lugar a la formacion de la red tridimensional, o
que se traduce en una masa cohesiva, extensible y con capacidad de retener los
gases producidos en la fermentacion. El almidén también se integra en la red de
gluten, al igual que el resto de los componentes de la harina. A la vez que se
desarrolla la red de gluten, la masa incorpora aire en forma de diminutas burbujas
que seran las responsables del alveolado final de la miga de pan. Durante el
amasado las amlilasas se activan y se generan azucares fermentables que
constituyen el sustrato para la accion de las levaduras, las cuales transformaran
estos azucares en alcohol, CO; y otros compuestos menores que influiran en el
aroma final del pan. Como resultado de este proceso la masa se expande y cambia
sus propiedades fisicas, facilitando el laminado y la formacién de las piezas. En los
procesos de panificacion es habitual realizar una fermentacion inicial, en el bollo de
masa, antes del formado definitivo de las piezas, y otra final, con la pieza ya
formada. La primera persigue un cambio en la reologia de las masas que facilita su
manejo, formaciéon o mecanizacién, e influird en la calidad del pan producido; estos
cambios dependeran de la temperatura y el tiempo de amasado (Basaran y
Gocmen, 2003; Calderon-Dominguez y col., 2004). La segunda pretende
incrementar el tamafio de las piezas para obtener un producto esponjoso. Una vez
fermentadas las piezas deben introducirse en el horno. La expansion del volumen de

las piezas durante la primera fase del horneado esta influenciada por dos factores:
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por un lado los gases ocluidos en el interior de las piezas se expanden al
incrementarse la temperatura; por otro, parte del agua y del etanol presentes en las
masas se evaporan, pasan a los alvéolos y favorecen la expansién (Gomez-Pallarés
y col., 2007). Cuando la masa alcanza cierta temperatura el almidén comienza a
gelatinizar (Figura 13 a y b), mientras que el gluten se deshidrata y desnaturaliza.
Estos cambios marcan el final de la expansion de las piezas y dan lugar a la miga
final. La gelatinizacion es la destruccion irreversible del orden molecular del granulo
de almidén (Atwell y col., 1988). Durante el calentamiento los granulos de almidén
absorben agua y se hinchan perdiendo su estructura semi-cristalina. Una pequeia
cantidad de almidodn, principalmente amilosa, es liberada en la region intergranular,
lo que conduce a un aumento de la viscosidad (Figura 13 b). Parte de la amilosa
solubilizada forma complejos de inclusion con los lipidos polares de la harina de

trigo.

a) b)

Amilosa Almacenamlento

Calor
: EnvejeC|m|ento
Amilopectina

Emulsificante

Figura 13. Fendmeno de envejecimiento del pan. a) Almidén nativo, b) Almiddn
gelatinizado, ¢) Almidén retrogradado, d) Efecto antienvejecimiento de los emulsificantes
sobre el almidén

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una metodologia muy utilizada
para estudiar la gelatinizacién y la retrogradaciéon del almidon. La temperatura de
transicion y la entalpia de gelatinizacion determinadas por DSC pueden relacionarse
con la cristalinidad de los granulos de almidon (Krueger y col., 1987; Zobel y col.,
1988; Cooke y Gidley, 1992; Ottenhof y Farhat, 2004; Primo-Martin y col., 2006;
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Baks y col., 2007; Leblanc y col., 2008). Un alto grado de cristalinidad ha sido
asociado a elevadas temperaturas de transicion (Barichelo y col., 1990; Stauffer,
1991; Primo-Martin y col., 2007).

Envejecimiento del pan

La calidad y la vida util de los productos de panaderia se encuentran normalmente
limitadas por un deterioro fisico-quimico denominado envejecimiento (staling), el cual
da como resultado un endurecimiento de la miga del pan y la pérdida del aroma a
pan recién horneado. El envejecimiento del pan es la causa principal de su corta
vida util, transformandolo en uno de los alimentos mas perecederos. Este proceso se
genera durante el enfriamiento y almacenamiento del pan, periodo durante el cual
las moléculas de almidon se reasocian dando lugar a un estado mas ordenado o
cristalino (Atwell y col., 1988; Gray y Bemiller, 2003; Rodriguez-Sandoval y col.,
2005). El envejecimiento es un proceso complejo e involucra varios fendmenos tales
como la pérdida de la crujibilidad de la corteza, el aumento de la firmeza y la
disminucién de la elasticidad de la miga y los cambios en el aroma y sabor del pan
(Schiraldi y col., 1996; Cauvain 1998; Gray y Bemiller, 2003). La pérdida de la
textura crocante de la corteza esta relacionada con la transferencia de humedad
desde la miga, lo cual genera un ablandamiento en la corteza dando como resultado
una textura coriacea. El desarrollo de la dureza en la miga es un fendmeno en el que
influyen principalmente la pérdida de humedad y la recristalizacion de la
amilopectina (Czuchajowska y Pomeranz, 1989; He y Hoseney, 1990; Piazza y Masi,
1995; Hug-lten y col., 1999; Baik y Chinachoti, 2000; Gray y Bemiller, 2003).

El principal componente involucrado en el envejecimiento del pan es el almidon, el
cual sufre una transformacién en su estructura denominada retrogradacién que
ocurre principalmente en dos etapas: una rapida gelacién y parcial cristalizacion de
la amilosa (durante las primeras 24 h) por la formacion de segmentos de dobles
hélices; y una lenta recristalizacién de cadenas cortas de amilopectina (Figura 13 c)
(Kim y D'Appolonia, 1977; Morad y D'Appolonia, 1980; Miles y col., 1985; Toufeili y
col.,, 1999; Rodriguez-Sandoval y col.,, 2005). Entre un 15-30% de amilosa y

amilopectina de almidén gelatinizado pueden manifestar este cambio, mientras que
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el resto del almidén permanece amorfo (Schiraldi y Fessas, 2001).

Existen numerosos estudios sobre el efecto antienvejecimiento que ejercen
ciertos emulsificantes en el pan (Krog, 1981; Eliasson, 1983; Joensson y Toernaes,
1987; Rogers y col., 1988; Stauffer, 1990; Knightly, 1996; Stampfli y Nersten, 1995,
Azizi y Rao, 2004). Estos aditivos actuan sobre la amilosa y la amilopectina
retardando el proceso de envejecimento (Figura 13 d). El mecanismo por el cual
retardan el endurecimiento de la miga esta basado en su habilidad para formar
complejos con la amilosa. Este proceso varia de acuerdo al emulsificante, la
cantidad utilizada y el balance hidrofilico-lipofilico que posee cada uno. Rao y col.
(1992) encontraron que estos factores también influian en la interaccion de estos
aditivos con la amilopectina durante la recristalizacion de la misma (Kamel y Ponte,
1993) y el aumento del volumen del pan. Asi, por ejemplo, De Stefanis y col. (1977)
encontraron que el SSL no sélo formaba complejos con la amilosa, sino también con
la amilopectina. La reducciéon en la dureza de la miga, también es un fendmeno
relacionado con la accion de los emulsificantes sobre la amilopectina
(Pisesookbunterng y D'Appolonia, 1983; Joensson y Toernase, 1987; Krog y col.,
1989; Xu y col., 1992; Azizi y Rao, 2004; Koocheki y col., 2009).

Incorporacién de almidén resistente

En la actualidad existe una creciente demanda por alimentos saludables que
generen beneficios en la salud del consumidor. Dentro de este contexto los
alimentos funcionales que contienen fibra alimentaria (FA) son foco de diversos
estudios relacionados a la reduccion en los niveles de colesterol plasmatico y a una
baja respuesta glicémica, como también al aumento de la velocidad del transito
intestinal, al secuestro y aumento de la secrecion de sustancias toxicas, al aumento
de la secrecion de &acido biliares y estrogenos, a la mejora de la calidad de la
microflora intestinal y a la reduccion de incidencia de cancer de colon (Sgarbieri y
Pacheco, 1999; Waszczynskyj y col.,, 2001). Segun la American Association of
Cereal Chemists (AACC, 2001) “la fibra alimentaria es la parte comestible de las
plantas o carbohidratos analogos que son resistentes a la digestidon en el intestino

delgado humano con fermentacién completa o parcial en el intestino grueso. Incluye
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polisacaridos, oligosacaridos, lignina y otras sustancias asociadas de las plantas. La
fibra alimentaria promueve efectos fisioldgicos benéficos incluyendo atenuacion del
nivel del colesterol y/o atenuacion en los niveles de glucosa en sangre”. De acuerdo
a la clasificacion de la AACC (2001), los constituyentes de la fibra alimentaria se
dividen segun lo expresado en la Tabla 3.

El almidon, principal fuente de carbohidratos, es el polisacarido de
almacenamiento mas abundante en plantas. Segun su funcion nutricional se clasifica
en almiddén glucémico (digerible) y almiddn resistente. Los almidones glucémicos son
aquellos que son degradados hasta glucosa por enzimas del tracto digestivo; los
almidones resistentes (AR) escapan de la digestion en el intestino delgado, pero son
fermentados en el colon por la microflora bacteriana (Nugent, 2005; Sajilata y col.,
2006).

Tabla 3. Constituyentes de la fibra alimentaria (AACC, 2001).

Tipo Sub-tipo

Celulosa -

Arabinoxilanos
Arabinogalactanos

Inulina
Oligofructanos

Galacto-oligosacaridos -

Hemicelulosa

Polisacéaridos no
almidonosos y Polifructosas
oligosacaridos

resistentes

Gomas -
Mucilagos -
Pectinas -
Maltodextrinas resistentes (de
Dextrinas no digeribles maiz u otras fuentes)
Dextrinas resistentes de papa
Carbohidratos . Polidextrosa
analogos Componentes de carbohidratos 1o celylosa
sintéticos : ) ; .
Hidroxipropil metil celulosa
Almidones no digeribles )
(resistentes)
Lignina - -
S . iad Ceras -
ustancias asociadas | ... o _
al complejo de :
. ;. Cutina -
polisacaridos no S :
almidonosos y lignina |->2PoNINas -
en plantas Suberina -
Taninos -
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El almidon resistente se define como “la suma del almidén y sus productos de
degradacion que no son absorbidos en el intestino delgado de individuos saludables”
(ASP, 1992). Numerosos ensayos han demostrado que el almiddn resistente posee
funciones fisiolégicas similares a las de la fibra dietaria (ASP, 1992; Eerlingen vy
Delcour, 1995; Nugent, 2005). A pesar de no ser considerado un aditivo alimentario,
el almidon resistente posee un color blanco, y se presenta en forma de polvo, siendo
una opcion para su aplicacion en alimentos ricos en almidén. Cuando se compara
con otras fibras, el almidén resistente de maiz (ARM) presenta ventajas sobre éstas,
ya que posee mejor apariencia, sabor y textura que estimulan su consumo. Algunos
almidones como el Hi-Maize® 260 (National Starch) poseen una proporcién de AR
de alrededor de 60% (base seca), y son resistentes a altas temperaturas, pudiendo
de esta manera ser sometidos a procesos como la coccion de pan. Otra gran ventaja
que posee este almidon es que su absorcion de agua también es reducida,
solamente un 25% mayor a la absorcién de la harina, comparado con otro tipo de
fiboras cuya absorcion es de 3 a 5 veces superior a la harina. El fabricante
recomienda la sustitucién de un 5 a 17% de harina de trigo por ARM (National
Starch, 2005).

La cantidad de estudios relacionados a la tecnologia de produccion de pan como
alimento funcional con mayor contenido de almidon resistente (AR) (Morita y col.,
2002; Hung y Morita, 2004; Hung y col., 2005) aumenta en forma directa al numero
de trabajos que correlacionan el uso de AR como fuente de FA y su potencial uso en
alimentos funcionales (Gofii y col., 1997; Akerberg y col., 1998; Queiroz-Monici y
col., 2005; Rosin y col., 2002; Yamada y col., 2005). Tecnol6gicamente, la
sustitucién de harina de trigo por AR afecta la calidad del pan, por la dilucion del
gluten (Michniewicz y col., 1991). Por lo tanto, cualquiera sea el tipo de fibra
adicionada a panes, es necesario ajustar los parametros de las masas para que el
producto final presente alta calidad y asi obtener productos aceptables por los

consumidores.

Uso de aditivos en panificacion

Las harinas obtenidas de los trigos cultivados en Argentina difieren notablemente

en calidad industrial, segun la zona de procedencia del cereal. Estas diferencias se
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deben a las diversas razones genéticas y ambientales que se encuentran
interrelacionadas (Cuniberti, 2004). Una harina de trigo de buena calidad panadera
no deberia necesitar de aditivos para lograr un producto de buen volumen, textura y
aspecto. Sin embargo, muchas veces se requiere del uso de aditivos de diversos
tipos (oxidantes, enzimas, hidrocoloides, emulsificantes, entre otros) para mejorar el
rendimiento de harinas de calidad inferior. Por otra parte, la mecanizacion e
industrializaciéon de la panaderia ha hecho imprescindible el empleo de estos
aditivos, con el objetivo de mejorar la calidad de los productos obtenidos.

Dada la variacion de calidad de las harinas y la necesidad de mantener una
buena calidad de pan, que sea aceptable para el consumo, el analisis del efecto de
diversos aditivos comerciales sobre las harinas de diferentes aptitudes panaderas
contribuira a optimizar el uso de los mismos y mejorar el aprovechamiento de
harinas que no son de buena calidad panadera.

Los principales efectos que ejercen los oxidantes sobre la harina de trigo son la
maduracién de la misma; el blanqueo y la fuerza conferida a la matriz formada por la
masa Yy el gluten luego del amasado. En el primer caso los oxidantes mas utilizados
son la azodicarbonamida (ADA) y el diéxido de cloro (CIO;), los cuales actuan
acelerando el proceso de maduracion de la harina (Neukom y Kuendig, 1962; Tsen,
1963, 1964). En condiciones normales este proceso demora de 1 a 2 meses,
mientras que con el agregados de estos aditivos se logra madurar la harina en unos
pocos minutos (Tsen, 1963, 1964, 1969). Uno de los blanqueadores mas empleado
es el peroxido de benzoilo, el cual actua sobre los pigmentos carotenoides de la
harina. Este oxidante es un polvo blanco que se agrega a la harina en una
proporcion de 25 a 100 partes por millon (ppm) (Stauffer, 1990). Por ultimo, los
oxidantes que ejercen un efecto reforzador en la masa tienen como funcién principal
oxidar los grupos sulfhidrilos libres de las proteinas y provocar la formacién de
enlaces puente disulfuro, lo cual generara una matriz de gluten mas fuerte. Estos
cambios estructurales daran como resultado una masa mas elastica, mejorando las
condiciones mecanicas de la misma, lo cual conllevara a un aumento en el volumen
de los panes (Stauffer, 1990). Algunos de los oxidantes reforzadores de masa
permitidos mas utilizados hoy en dia son el acido ascorbico y la ADA, entre otros
(Tsen, 1963, 1964, 1965; Elkassabany 1980a, 1980b; Dong y Hoseney 1995).

En los ultimos anos el uso de enzimas en panificacion ha pasado a ser una

alternativa cada vez mas frecuente. Las mismas mejoran la calidad panadera de las
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harinas, son naturales, seguras y no toxicas. Se pueden utilizar para modificar el
almidon, las proteinas, los pentosanos y los lipidos de la harina de trigo con el fin de
modificar su estructura y mejorar su funcionalidad en el pan. Dentro de las enzimas
comunmente utilizadas en panificacidon se encuetran las a-amilasas, las cuales
hidrolizan los enlaces a-1,4 del almidén, produciendo a-dextrinas de bajo peso
molecular (Bowles, 1996; Rosell y col.,, 2001a; Gupta y col., 2003). Esta accion
genera azucares fermentables y reductores. Los primeros sirven de nutrientes para
las levaduras aumentando la produccion de CO,, mientras que los segundos
promueven la generacion de los productos de la reaccion de Maillard intensificando
el sabor, el aroma y el color del pan (Drapron y Gordon, 1987; Bowles 1996).
Ademas las a-amilasas disminuyen la velocidad de endurecimiento de la miga del
pan ya que proporcionan dextrinas que dificultan la retrogradacién de la amilopectina
(Ledn y col., 1997; Min y col., 1998; Defloor y Delcour, 1999). Otras de las enzimas
utilizadas son las proteasas, las cuales hidrolizan los péptidos de las proteinas
provocando un aumento en la hidrofilicidad de las mismas, disminuyendo la
tendencia a la agregacién mediante uniones hidrofébicas. Al hidrolizar la proteina del
gluten la masa se vovlvera menos elastica. Por su parte, las pentosanasas actuan
sobre los polisacaridos no almidonosos (arabinoxilanos) de la masa calatizando la
hidrolisis de los enlaces glicosidicos 3-1,4 de la cadena central de D-xilosa de los
arabinoxilanos, reduciendo su tamafio molecular (Jeffries, 1996; Biely y col., 1997,
Courtin y Delcour, 2001). Este fendbmeno tiene como consecuencia la disminucién de
velocidad de difusién de CO; en la masa estabilizando las celdas de gas. Por otra
parte se incrementa la viscosidad de la fase acuosa de la masa mejorando las
caracteristicas del pan tales como volumen, firmeza y estructura de la miga, asi
como también disminuyendo la retrogradacion del almidén (Hoseney, 1984;
Biliaderis y col., 1995; Gan y col., 1995; Courtin y col., 2001; Haros y col., 2002). Por
ultimo las transglutaminasas son enzimas que catalizan la formacion de la union
peptidica entre residuos de lisina y glutamina (Seguro y col.,, 1996) y también
cataliza la incorporacién de prolaminas en las proteinas mediante un enlace tipo
amida con residuos de glutamina (Nielson, 1995). En el gluten catalizan el
entrecruzamiento entre las proteinas mediante enlaces intra e intermoleculares, la
polimerizacion de las proteinas del gluten puede conducir a un incremento de la

elasticidad y una mejora en la fuerza de la masa, por lo que se producira una mejora
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en la calidad panadera (Larré y col., 1998, 2000; Gerrard y col., 1998; Basman y col.,
2002; Rosell y col., 2003; Autio y col., 2005).

Los hidrocoloides son polisacaridos y proteinas que provienen de diferentes
fuentes tales como plantas, algas, microorganismos y animales. Estos aditivos se
pueden agregar a las harinas de trigo con el fin de mejorar la calidad panadera
(Davidou y col., 1996; Collar y col., 1998, 1999; Leon y col., 2000) y para retardar el
envejecimiento de los panes durante el almacenamiento (Barcenas y col., 2003;
Guarda y col., 2004). También han sido utilizados para optimizar las formulaciones
de pan sin gluten (McCarthy y col., 2005; Lazaridou y col., 2007). Debido a que estas
moléculas sufren degradacion parcial en el tracto digestivo, también podrian
contribuir, dependiendo del nivel utilizado, con el contenido total de fibra de las
harinas. A diferencia de otros aditivos que poco influyen en el nivel de absorcion de
agua de las harinas, la adicion de este tipo de compuestos afectara fuertemente este
parametro debido a que son altamente hidrofilicos (Linlaud y col., 2009). La Goma
xantica induce el fortalecimiento de la masa, aumenta la absorcidn de agua y la
capacidad de la masa para retener gas (Mandala y col., 2007). También aumenta el
volumen especifico del pan y la actividad de agua de la miga (Collar y col., 1999;
Rosell y col., 2001b). La Goma Guar mejora la tolerancia al mezclado en productos
panificados y la vida util a través de la retencion de humedad. La Goma Garrofin da
como resultado un mayor rendimiento mejorando la textura final de los panes y
aumenta la viscosidad en la masa (Maier y col., 1993). Por ultimo, la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) mejora la calidad de panes congelados
almacenados y extiende la vida util de los productos horneados a través de la
prevencion de la pérdida de agua durante la coccion (Dziezak, 1991; Barcenas y
col., 2004).

Entre los aditivos mas usados en productos panificados se encuentran los
emulsificantes. Debido a que estos surfactantes constituyen una parte fundamental
de este trabajo de tesis, las propiedades, caracteristicas y beneficios que ejercen en

la panificacion se exponen en detalle en el Inciso siguiente.
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Emulsificantes. Aplicaciones en panificacion

Algunos ensayos han demostrado que los emulsificantes ejercen efectos
deseados en el proceso de elaboracion del pan (Gémez y col., 2004; Ribotta y col.,
2004; Aamodt y col., 2003, 2005a y b; Selomulyo y Zhou, 2007; Koocheki y col.,
2009). Durante el periodo de preparacion de las piezas ayudan a retener mas aire
en las masas, aumentan la fuerza y la extensibilidad. En la fermentacion aumentan
la retencién de gas y evitan el colapso de las masas. En el horneado mejoran la
textura y disminuyen la pérdida de agua. También interaccionan con las moléculas
de amilosa y amilopectina retardando el envejecimiento del pan (Lakshminarayan y
col., 2006). Por lo tanto, prolongan la vida util y las caracteristicas texturales de los
productos terminados.

Entre los emulsificantes mas utilizados en panificacion se pueden mencionar el
Estearoil Lactilato de Sodio (SSL), los Esteres de Mono y Diglicéridos de Acido
Diacetil Tartarico (DATEM), el Estearoil Lactilato de Calcio (CSL) y los Polisorbatos
(Stampfli y Nersten, 1995) (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de los emulsificantes usados en panificacion.

Clasificacion Emulsificante Abreviatura Suavizante Reforzador
de masa de masa
Anfotéricos
Lecitina - Bueno -
I6nicos
Anionicos Estere§ Qe mono y diglit?éridos del DATEM Leve Excelente
acido diacetil tartarico
Estearoil Lactilato de Sodio SSL Muy bueno Excelente
Estearoil Lactilato de Calcio CSL Bueno Excelente
No iénicos
Monodiglicéridos MDG
Monodiglicéridos destilados DMG Excelente -
Monoglicéridos etoxilados EMG Pobre Muy bueno
Esteres de acidos grasos y sacarosa SE Bueno Excelente
Polisorbato 60 PS-60 Leve Muy bueno
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Los ésteres de mono y diglicéridos del acido diacetil tartarico (DATEM) son
derivados del glicerol y estan esterificados con acidos grasos comestibles y con
acido diacetil tartarico (Figura 14). EI DATEM es un emulsificante i6nico que forma
dispersiones en agua fria o caliente y posee un balance hidrofilico-lipofilico (HLB) de
9,2 (Stauffer, 1990; Armero y Collar, 1996; Koéhler, 2001; Indrani y Rao, 2003).
Segun el Sistema Internacional de Numeracion (INS, International Numeration
System) su codigo INS es el 472e y la concentracion maxima permitido por el CAA,
segun Resolucion Mercosur GMS N° 02/08, es de 2,0%.

DATEM 0
_UJ‘I\/\N\/\/\/\/\/\
CZQHSOOQ
——OH
0 Ac MW = 543 g/mol
0 Il I I COOH

Figura 14. Formula quimica y peso molecular de los ésteres de mono y diglicéridos de acido
diacetil tartarico (DATEM).

El estearoil lactilato de sodio (SSL) es un emulsificante idnico obtenido a partir de
la sintesis de acidos grasos y el acido lactico (Figura 15). Este aditivo posee un
elevado balance HLB (21), lo cual le confiere un alto caracter hidrofilico (Stauffer,
1990; Armero y Collar, 1996; Indrani y Rao, 2003; Boutte y Skogerson, 2004). Su

numero INS es el 481i y la concentracion maxima permitida es de 0,5% (CAA).

ssL T'“ 7
Hz= HL ——(——(——(CH;)4g=——CH:
CH—O C,4H4uO¢Na
( NH+ ) -'U‘OC o MW = 452 g/mOI

Figura 15. Férmula quimica y peso molecular del Estearoil Lactilato de Sodio (SSL).
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El monooleato de polioxietilen (20) sorbitan (Polisorbato 80, PS80) es un
emulsificante no idnico que se obtiene a partir de la oxidacion de los ésteres de
sorbitan con oOxido de etileno (Figura 16). Posee un balance hidrofilico-lipofilico
(HLB) de 15 (Stauffer, 1990; Indrani y Rao., 2003; Cottrell y van Peij, 2004) y su INS

es el 433. En el caso de este aditivo, el CAA no indica una concentracion maxima

permitida.
PS80 0
OM%"O b CesH1240
0 O/\,};OH 641124Y2¢
HO OH MW = 1310 g/mol
(\/\O z D/\/}; wHx+y+2=20

Figura 16. Férmula quimica y peso molecular del Polisorbato 80 (PS80).

El tipo de matriz formada va a determinar la calidad reologica de la masa. Es por
esta razon que el estudio del efecto de los emulsificantes sobre las propiedades
reologicas y estructurales de la masa es de suma importancia por ser determinante
de la calidad panadera; y ha sido llevado a cabo por diversos investigadores.

El DATEM es afadido a la masa para reforzar el gluten, dar un volumen de pan
mayor y una estructura de miga mas fina y uniforme (Stauffer, 1990). Mostr6 ser
efectivo para disminuir la velocidad de endurecimiento (retardar el envejecimiento) y
mejorar el volumen de panes obtenidos a partir de masas frescas y congeladas (Xu
y col., 1992; Nemeth y col., 1996; Kenny y col., 1999; Ravi y col., 2000; Indrani y
Rao, 2003; Azizi y Rao, 2004; Bollain y Collar, 2004; Gémez y col., 2004; Ribotta y
col., 2004; Koocheki y col., 2009). Este emulsificante forma una matriz fuerte que
produce un pan de buen volumen y textura (Ribotta y col., 2004) sugiriendo una
posible union del DATEM a los sitios hidrofébicos superficiales de las proteinas de
gluten, que podria inducir su agregacion. Xiujin y col. (2007) estudiaron el efecto del
DATEM en concentraciones de 0,03 a 1% (b.h.) en la calidad de panes chinos
preparados al vapor (Chinese Steam Bread, CSB). Sus resultados mostraron un
efecto complejo del DATEM sobre las propiedades reolégicas de las masas,

informando una disminucién en la absorcion de agua en comparacion con la de
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masa pan, en la que dicho parametro aumentd. La retencion de gas, la fuerza y
estructura de gluten mejoraron en presencia de DATEM. También lo hicieron la
elasticidad, tenacidad y blancura, aunque no se detectaron cambios en el volumen.
El color, la estructura y suavidad de la miga mejoraron con el agregado de
emulsificante, encontrandose un nivel éptimo para CSB de 0,1% (b.h.). Aamodt y
col. (2003) estudiaron el efecto de niveles de 0,45% de DATEM en los parametros
reologicos de masa y la calidad de panes tipo hogaza. El DATEM reforzé la masa y
mejord las caracteristicas (altura, relacion de forma, area de rodaja y firmeza de
miga) de panes tipo bollo; aunque no mejord la aceptabilidad global de los mismos,
medida mediante un panel sensorial entrenado. Estos mismos autores estudiaron
también el efecto del DATEM en las caracteristicas de panes obtenidos con
cultivares de alta (HMW-GT 5+10) y de baja (HMW-GT 2+12) calidad de gluteninas y
preparados a escala de laboratorio (Aamodt y col., 2004, 2005a y b). En estos
ensayos encontraron que el emulsificante a un nivel de 0,45% no tuvo efecto
significativo en la calidad del pan, mientras que a 0,9% (Aamodt y col., 2004, 2005a
y b) tuvo un efecto significativo en el area, altura y apariencia total de los panes,
especialmente en las variedades de alta calidad proteica (5+10). Ravi y col. (2000)
evaluaron la accién de diversos aditivos sobre masas elaboradas con harina de trigo.
Los emulsificantes utilizados fueron SSL, DATEM y GMS (glicerol monoestearato) en
niveles de 0,25% a 1%. Los resultados mostraron que la incorporacion de todos los
emulsificantes aumento la estabilidad de la masa y provocd una disminucion en la
extensibilidad. El agregado de 0,25% de los mismos generé una mayor resistencia a
la extension, siendo el DATEM el que presento el mayor incremento.

El SSL es considerado un emulsionante acondicionador apto para todo tipo de
masa y es principalmente debido a su efecto reforzador. También promueve la
emulsificaciéon y la incorporacién de aire (Stauffer, 1990; Armero y Collar 1996, 1998;
Keetels y col., 1996; El-Hady y col., 1999; Ravi y col., 2000; Indrani y Rao, 2003;
Azizi y Rao, 2004; Gémez y col.,, 2004). Ademas, disminuye el porcentaje de
recristalizacion del almidon (Eliasson, 1983) y prolonga la vida util del pan (Tenney,
1978; Rusch, 1981; Xu y col., 1992). Kenny y col. (1999) demostraron que la adicién
de SSL a piezas de masa congeladas durante 2, 5 y 8 semanas provoco un aumento
significativo de volumen de pan muy superior al del pan sin el agregado de este
aditivo. En el mismo trabajo se realizaron ensayos con un extensografo y se

comprobd que el agregado de SSL produjo masas mas fuertes cuya relaciéon R/E
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(resistencia/extensibilidad) fue mayor que la de la masa sin aditivo. Al igual que el
DATEM, este emulsificante interactuaria con las proteinas del gluten uniéndose a los
sitios hidrofobicos de las proteinas y promoviendo asi la agregacion de las mismas
en la masa (Ribotta y col., 2004; Shiau, 2004). Manohar y Rao (1999) estudiaron el
efecto del agregado de SSL, entre otros aditivos, sobre las propiedades reoldgicas
de masas de harina de trigo. Estos autores encontraron que concentraciones de
0,5% de este emulsificante disminuyeron la dureza, la consistencia y la adhesividad
de la masa control. Por su parte, Shiau (2004) estudié el efecto del SSL sobre las
propiedades viscoelasticas de masas. Los estudios de reologia dinamica realizados
en el rango de temperatura 30-50 °C en masas con niveles de SSL entre 0,5-1,5%
(base harina) mostraron que a medida que se incremento la concentracion de aditivo
también lo hicieron significativamente los valores del modulo de almacenamiento
(G’) y del médulo de pérdida (G”).

En cuanto a calidad panadera, algunos investigadores estudiaron el efecto de
diferentes emulsificantes en panes distintos al pan francés, del tipo panes planos o
chatos. Farvili y col. (1995) estudiaron el efecto de emulsificantes tales como SSL y
DATEM en la calidad de panes tipo arabe (“pita”). Encontraron que el mejor nivel
utilizado para mejorar la calidad fue 0,5% y que el SSL resulté mejor que el DATEM
en el aumento de la suavidad del producto. Este aditivo a su vez ayud6 a mantener
la textura de la pieza, aunque no influencié en la aptitud del pan para enrollarse o
plegarse. Indrani y Rao (2003) estudiaron el efecto de diferentes emulsificantes en
panes hindues (“‘parotta”). Estos panes aumentaron su relacion diametro/espesor
con el agregado de SSL y DATEM, pero el porcentaje de aceptabilidad global resulté
mayor para el primero. Los surfactantes con mayor indice hidrofilico/lipofilico HLB,
como el SSL, resultaron beneficiosos en la mejora de la calidad de pan parotta. En
general, un mayor HLB produce panes con mayor volumen y de miga mas blanda
(Breyer y Walker 1983; Indrani y Rao 2003). Asi mismo Malakei y col. (1981)
recomendaron el uso de SSL 0,5% para mejorar la calidad de panes persas o iranies
(“barbari”).

Un emulsificante no tan ampliamente utilizado en la industria panadera como el
DATEM vy el SSL es el Polisorbato 80. Este aditivo, al ser no ionico, interactuaria con
las proteinas de gluten sélo por uniones hidrofébicas mediadas por su cola
carbonada. Mejora la retencién de gas, la textura y el volumen de pan (Stampfli y

Nersten, 1995; Brandt, 1996). Si bien no existen muchos trabajos que informen
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sobre los efectos que ejerce este emulsificante en las propiedades reoldgicas de las
masas de harina de trigo y calidad de los panes, Rusch (1981) ha informado que a
niveles de 0,25%, este aditivo refuerza la masa de manera similar a lo observado
para los monoglicéridos etoxilados (EMG) y el SSL. Por su parte, Gomez y col.
(2004) observaron que el agregado de concentraciones de 0,3% y 0,7% (base
harina) de PS80 provocé una disminucién en la absorcion de agua y en la tenacidad,
y un aumento en el tiempo de desarrollo y en la extensibilidad de la masa. Provocé
un aumento del volumen de los panes frescos, asi como también una disminucion en
la dureza luego de almacenarlos durante 8 dias (Gémez y col., 2004). Indrani y Rao
(2003) estudiaron el efecto de DATEM, SSL y PS60 (Polisorbato 60) al 0,5% en
masas para elaborar un pan hindu denominado “parotta”. La formulacion contenia
harina de trigo, sal, azucar, huevos, aceite y agua. El analisis de la textura de las
masas mostré que los emulsificantes provocaron una disminucién de la dureza y la
adhesividad y un aumento en la cohesividad.

De acuerdo a lo expuesto hasta el momento, se supone que por su caracter
anfifilico los emulsificantes favorecerian las interacciones entre los distintos
componentes de la masa, aunque los mecanismos de accidn no estan del todo
dilucidados. El emulsificante se localizaria entre el almidon y las proteinas de gluten
mejorando asi la adherencia entre estos componentes durante la formacion de la
estructura. El estudio a nivel molecular de la interaccion entre los emulsificantes y
los principales componentes de la masa panaria (almidén, gluten y agua) con
nuevas técnicas de analisis permitiria tener un conocimiento mas profundo y
especifico de dicha interaccion. El conocimiento derivado de este estudio permitiria
elaborar un modelo que explique el mecanismo de accién de estos emulsificantes
durante la elaboracion de masa y predecir su efecto en la calidad del producto

terminado.
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HIPOTESIS

Los emulsificantes SSL y el DATEM modifican la red de gluten en forma
especifica.

Los emulsificantes SSL y DATEM, solos o en mezclas, y en determinados niveles
mejoran las propiedades reoldgicas de la masa.

Los emulsificantes SSL y DATEM aumentan la estabilidad de la masa, mejorando
la capacidad de retencion de gases, obteniéndose panes de mayor volumen y
buena textura de miga.

El SSL y el DATEM retardan durante el almacenamiento, el comienzo de la
recristalizacion del almidén, provocando de esta manera un aumento en la vida
util de los productos panificados.

El SSL y el DATEM resultan aditivos indispensables para mejorar la calidad de

panes nutricionales adicionados con fibra alimentaria.
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Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes emulsificantes sobre el comportamiento estructural

y reoldgico de la masa de harina de trigo y la calidad del pan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Evaluar el efecto de los emulsificantes SSL, DATEM y la mezcla equiproporcional

de ambos, en diferentes niveles, sobre la microestructura de la matriz de gluten.

v Analizar el tipo de polipéptidos o subunidades proteicas que estabilizan la matriz

de gluten formado en presencia de los emulsificantes.

v’ Estudiar los posibles cambios estructurales producidos por los emulsificantes en

las proteinas de gluten.

v Evaluar el efecto de los emulsificantes sobre la microestructura y reologia de la

masa.

v Estudiar los mecanismos de accién de los emulsificantes en el proceso de
panificacion mediante el analisis de las interacciones que establecen con los

principales componentes de la harina: proteinas de gluten y almidén.

v’ Evaluar el efecto de los emulsificantes sobre la calidad de las piezas de pan y su

efecto en la conservacion de las mismas.

v' Analizar el efecto de diferentes emulsificantes en la calidad de masa pan

elaborada con almidoén resistente de maiz como fibra alimentaria.

v Optimizar la formulacion, ajustando el nivel de emulsificantes, para obtener un

pan nutricional, enriquecido en fibra, de alta calidad.
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Materiales y Métodos

1.1 Caracterizacion de la harina

La harina de trigo utilizada en este trabajo de tesis es una harina tipo 000, de la
campana 2004-2005 (Molino Campodénico Ltd.). Esta harina es una harina de trigo
pan (Triticum aestivum L.) formada por mezcla de trigos provenientes de las zona Il
(sur de la Pcia. de Santa Fe, sureste de la Pcia. de Cérdoba y centro y norte de la
Pcia. de Buenos Aires) y de la zona IV (sudeste de la Pcia. de Buenos Aires) que se

utiliza comunmente para panificacion.

1.1.1 Humedad

Se determind el contenido de humedad sobre 2 g + 1 mg de harina mediante
evaporacion de agua en una estufa con circulacion forzada de aire a 135 °C durante
2 h. El ensayo se continué hasta obtener peso constante y el porcentaje de
humedad se determiné por diferencia de pesada antes y después de calentar la

muestra (AACC 44-19, 2000). Los ensayos se realizaron por triplicado.

1.1.2 Gluten

El procedimiento consto de diferentes pasos (Adaptado de IRAM 15864:1995). Se
pesaron por duplicado 10 + 0,01 gr de harina y se colocaron en las camaras de
ensayo del Glutomatic 2200 — Perten (Suecia). Se adicionaron 4,9 mL de agua, se
amaso automaticamente durante 60 s. Se lavo la masa durante 5 min. Las piezas de
gluten se centrifugaron en centrifuga Centrifuge 2015 — Perten (Suecia) a 2415 x g
durante 1 minuto para separar el agua residual. El gluten se pesé y se determiné
porcentaje de gluten humedo segun la ecuacion 1.1 (Ec.1.1). Las determinaciones

de gluten humedo y seco se realizaron por triplicado.

% Gluten Himedo = my x 100 x 100 - 13,5 Ec. 1.1
m 100-H
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donde:
El contenido de gluten humedo esta referido a harina de 13,5% de humedad
m4 = masa de gluten humedo (g)
m = masa de harina (g)

H = humedad de la harina (%)

El gluten humedo se secd durante 4 min a 150 £ 3 °C en equipo Glutork 2020 —

Perten (Suecia). Se pesé y se determino gluten seco segun la ecuacion 1.2 (Ec. 1.2):

% Gluten Seco = my x 100 x 100-13,5 Ec. 1.2
m 100 - H

donde:
El contenido de gluten seco esta referido a harina de 13,5% de humedad
my = masa de gluten seco (g)
m = masa de harina (g)

H = humedad de la harina (%)

1.1.3 Contenido Proteico

Se determind el contenido de proteinas por el método de Kjeldahl utilizando un
equipo Buchi 320 (Suiza). Se procedié a digerir las muestras, para lo cual se
colocaron 0,6 gr de muestra en el tubo de digestién, H,SO,4 concentrado (20 mL) y
una mezcla catalizadora de sulfato de potasio:sulfato de cobre (relacion 10:1). Se
calenté hasta alcanzar una temperatura de 370 °C y se mantuvo esta temperatura
hasta lograr la completa digestion de la muestra (desapariciéon de gases sulfurosos
blancos). De esta manera se aseguro la completa oxidacion de la materia organica.
Se retird, se dejo enfriar y se agregaron 100 mL de agua destilada.

Luego de la digestion se realizé la destilacion por arrastre con vapor del NH3
mediante el agregado de hidréxido de sodio 40%. ElI NH3 se recogio por burbujeo del
vapor en 50 mL de una solucion de acido bérico al 4% (pH 4,65). Se procedié a
valorar el acido neutralizado por el amoniaco (titulacion directa). Para la titulacién se

utilizé el indicador acido/base Mortimer (mezcla de rojo de metilo y azul de
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bromofenol), que vira a pH 4,7. Una vez finalizada la etapa de la destilacion, el
amoniaco solubilizado provocé un aumento del pH y la solucién viré de color rojizo a
azulado. Se valor6 dosificando con un acido de concentracién conocida (HCI 0,1N)
hasta alcanzar nuevamente el valor inicial de pH correspondiente a una solucién
rojiza de igual color que el blanco.

El porcentaje de nitrégeno se calculd utilizando la ecuacion 1.3 (Ec. 1.3):

%N = (Vm—Vp) X NXxPmeqg.N  x 100 Ec.1.3
Pm

donde:

Vm: volumen de HCI consumidos en la titulacién de la muestra (mL)
V. volumen de HCI consumidos en la titulacién del blanco (mL)

Pm: peso de la muestra, expresado en base seca (g)

N: Normalidad del HCI utilizado en la titulacion

Pmeq N: peso del miliequivalente del N

Para estimar el porcentaje de proteinas se multiplicé el % N por un factor F = 5,7

(factor utilizado para trigo). La determinacion de proteinas se realizd por triplicado.

1.1.4 Cenizas

En capsula de porcelana calcinada y tarada se peso cerca de 1 gramo de muestra
con precision de décima de mg. Se calcind sobre tela metdlica hasta residuo
carbonoso y se llevéo a mufla a 900 £ 25 °C. Se calcind hasta obtener un residuo
practicamente blanco (IRAM 15851). El porcentaje de cenizas se calculé por
diferencia de pesada antes y después de calentar en la mufla. El valor de cenizas de

la harina fue suministrado por el Molino Campodénico Ltd.
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1.1.5 Ensayo Alveogréfico

El ensayo alveografico se utiliza para estimar la calidad de trigos y harinas
destinadas a todos los tipos de panificacion. Sirve para el control del proceso de
molienda, seleccion de mezclas de trigo para la produccion de harinas y verificacion
de la accion de aditivos autorizados en el comportamiento de la harina.

El principio del funcionamiento del Alvedgrafo se basa en la extension
tridimensional de un disco de masa que bajo la accion de una presion de aire se infla
y toma la forma de una burbuja. Se mide la presion en el interior de la burbuja hasta
que ésta explota. Los cambios de presion se traducen en un grafico de tenacidad vs.
extensibilidad de la masa. De modo que el equipo esta disenado para medir la
resistencia a la expansién y la extensibilidad de la masa durante el ensayo. El
método de ensayo alveografico esta normalizado internacionalmente; en la practica
se aplica el método de acuerdo a la NORMA IRAM 15857:1995 que coincide en su
totalidad con la norma ISO 5530-4:1991, por lo cual puede considerarse como
equivalente al documento internacional.

Se procedi6o segun la metodologia IRAM 15857:1995 e ISO 5530-4:1991. Se
pesaron 250 £ 0,5 g de harina (cuya humedad fue previamente determinada) y se
mezclé en la camara del alvedgrafo con solucién de NaCl al 2,5% p/v para formar la
masa. Se dejé amasar 1 minuto para que se forme la masa. Se par6 el motor y se
reincorpord a la masa la harina adherida a las paredes. Se encendi6é el motor y se
amaso durante 6 min. La masa fue extraida por una ranura que posee el equipo y
fueron cortadas piezas que luego se laminaron. Se cortaron cilindros de masa de 45
mm de diametro y se depositaron en un recinto termostatizado (25 °C) donde se
dejaron reposar. El ensayo se inicio 28 min después de haber comenzado el
amasado. Las piezas se colocaron de a una por vez en el centro del dispositivo para
inflar la masa. Las determinaciones fueron realizadas por duplicado.

Del Alveograma se obtuvieron los parametros que se muestran en la Figura 1.1:

v' Tenacidad (P): Presion correspondiente a la resistencia maxima de la masa a la
deformacion. Depende de la consistencia, de la tenacidad de la masa y del
potencial de hidratacién de la harina. Es indicada por la altura maxima de la

curva y se expresa en milimetros.
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v' Extensibilidad (L): Extensibilidad que alcanza la masa antes de su ruptura. Esta

dada por el largo de la curva y se expresa en milimetros.

v Trabajo de deformacién (W): Expresa la fuerza de una harina o su valor

panadero. Es el area bajo la curva y se expresa en Joules.

v PIL: Es el balance entre la tenacidad de la masa y su extensibilidad.

L

Figura 1.1. Alveograma representativo de una harina de trigo.

1.1.6 Ensayo Farinografico

El ensayo farinografico es una de las pruebas de calidad de harina mas
comunmente usadas en el mundo. Los resultados obtenidos son utilizados como
parametros en formulacion para estimar la cantidad de agua requerida para elaborar
una masa y el tiempo optimo de amasado. Dichos resultados también son utilizados
para predecir los efectos del procesamiento, incluyendo los requerimientos del
amasado para el desarrollo de la masa, la tolerancia al sobre amasado y la
consistencia de la masa durante la elaboraciéon de los productos panificados. Los
resultados obtenidos también son utiles para predecir las caracteristicas texturales
de los productos terminados.

Se utilizé la metodologia IRAM 15855:2000. Para ello se pesaron 300 + 0,1 g de

harina (cuya humedad fue previamente determinada segun lo descripto en el Inciso
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1.1.1) y se colocaron en la camara amasadora del farindgrafo. Se agreg6 el volumen
de agua necesario para producir la consistencia maxima de 500 unidades
farinograficas (UF). Los ensayos fueron realizados por duplicado.

Los parametros evaluados en el Farinograma fueron (Figura 1.2):

Tiempo de Tiempo de
[FU] / "egada Farinogram partlda \

700

Estabilidad

GO0

Aflojamiento

~— 12 min —>

Tiempo de
desarrollo

[rmin]

Figura 1.2. Farinograma representativo de una harina de trigo.

v' Absorcion de agua: Es la cantidad de agua requerida para centrar la curva del
farindgrafo en la linea de 500 (UF). Esta cantidad de agua es la que necesita una
harina para que posea la consistencia 6ptima en los productos finales. La

absorcion es expresada como porcentaje (g agua / 100 g harina).

v Tiempo de desarrollo: Es el tiempo que transcurre desde el comienzo del
agregado de agua hasta el punto maximo de la curva, cuando se alcanza la
consistencia maxima, en el segundo pico. Este parametro da un indicio del
tiempo Optimo de mezclado bajo condiciones estandarizadas. El tiempo de

desarrollo es expresado en min.

v' Estabilidad: Se define como la diferencia entre el tiempo en el que la curva
alcanza por primera vez la linea de 500 UF y el tiempo en que la deja. Este valor,

en general, da alguna indicacion de la tolerancia de la harina al amasado. La
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estabilidad se expresa en min.

v' Aflojamiento: Es la diferencia en altura entre el centro de la curva al final del
tiempo de desarrollo de la masa y el centro de la curva, 12 min después de este
punto. Indica el grado de ablandamiento durante el mezclado. El aflojamiento se

expresa en UF.

1.2 Emulsificantes utilizados

Los emulsificantes empleados fueron el estearoil lactilato de sodio (SSL) y los
ésteres de mono y diglicéridos de acido diacetil tartarico (DATEM) (DANISCO A/S,
Copenhagen, Dinamarca). Se utilizaron los dos aditivos puros y una mezcla

equiproporcional de ambos emulsificantes.

1.3 Preparacion de las muestras de gluten

Las muestras fueron preparadas pesando 10 gramos de harina o 10 gramos de
una mezcla formada por la harina y los emulsificantes: SSL, DATEM o SSL-DATEM
(1:1); a niveles de 0,25; 0,5y 1% (p/p, base harina). Se agregaron 4,9 mL de agua
destilada, se amaso durante 1 minuto y se obtuvo el gluten en un equipo Glutomatic
(IRAM 15864). Niveles superiores al 1% de aditivo no permitieron la formacién de la
red de gluten. Las muestras fueron codificadas como: G para el gluten nativo
(control), GS para la muestra de gluten con SSL, GD para la muestra con DATEM y
GSD para la muestra de gluten con la mezcla SSL-DATEM. El nivel de emulsificante
se indico luego de las letras codificadas.

Para todas las técnicas, excepto para microscopia electrénica de barrido (SEM),
donde se evaluo la estructura del gluten humedo, las muestras de gluten fueron

liofilizadas, pulverizadas y almacenadas a 4 °C hasta el momento de su analisis.
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1.4 Preparacion de las masas

Las muestras fueron elaboradas en base a la siguiente formulacién: cada 100 g
de harina se utilizaron 2 g de NaCl y los emulsificantes SSL, DATEM y mezcla de
SSL:DATEM 1:1. Los diferentes niveles de emulsificantes utilizados estuvieron en el
rango entre 0 y 5% (p/p, base harina). Los porcentajes de aditivo superiores a los
utiizados comunmente en panificacion (> 1,0%) se emplearon soélo con fines
experimentales. Se empleé como control una masa sin aditivo. Se agrego la
cantidad de agua Optima para cada tipo de mezcla (agua farinografica). Las
muestras fueron amasadas durante su tiempo 6ptimo de desarrollo.

Las muestras fueron codificadas como: M para la masa control (sin aditivo), MS
para la muestra masa-SSL, MD para masa-DATEM y MSD para la masa formada
con SSL+DATEM. Los niveles de emulsificantes (% p/p) se indicaron con numeros
luego de las letras codificadas.

Para los ensayos de Electroforesis y RP-HPLC las masas fueron liofilizadas,

pulverizadas y almacenadas a 4 °C hasta el momento de su analisis.

1.5 Estructura secundaria de las proteinas del gluten

La espectroscopia Raman con transformada de Fourier (FT-Raman) es una
técnica que ha contribuido al avance significativo en la solucion del problema de
fluorescencia generada por los compuestos fendlicos que son extraidos de las
plantas junto con otras sustancias (Schrader, 1991; Li-Chan y col., 1994; Ma y col.,
2000). Otra de las ventajas que posee esta técnica, sobre la espectroscopia de
fluorescencia, es que permite detectar cambios en la estructura secundaria de las
proteinas.

Los espectros Raman de las proteinas y polipéptidos exhiben bandas
caracteristicas y han sido ampliamente utilizados para su estudio, en especial en
estos ultimos afos en la investigacion de proteinas constituyentes de alimentos. En
el estudio conformacional se obtiene informaciéon de la estructura y disposicion
espacial del esqueleto peptidico (estructura a-hélice, hoja plegada B, y estructuras

desordenadas). El enlace peptidico —-CONH- es planar debido a la resonancia de
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estabilizacion (Figura 1.3) y da lugar a 9 modos vibracionales: Amida A, B y Amidas |

a VIl.

Plano del enlace
peptidico

Grupo N - terminal ’/ ;

'\] Grupo C -terminal

Figura 1.3. Enlace peptidico de las proteinas.

La banda Amida | aparece cercana a 1650 cm™ (80% estiramiento C=0), la Amida
Il en 1540 cm™ (60% balanceo N-H y 40% estiramiento C—N), y la banda Amida Il
en 1250 cm™ (estiramiento 40% C—N y 30% N-H). Dichas bandas provienen de las
vibraciones en el plano del enlace amida. Las bandas mas intensas, Amida | y lll,
permiten diferenciar, por el corrimiento de las frecuencias, los cambios

conformacionales en las proteinas sometidas a distintas perturbaciones (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Frecuencias de las bandas de Amida | y Amida Ill y de las
distintas formas de la estructura secundaria de las proteinas.

Numero de onda cm™ Asignacion

1650 - 1680 Amida |
1670+ 3 Hoja B antiparalela
1665 + 3 Estructura desordenada
1655 + 3 a-hélice

1295 - 1230 Amida lll
> 1275 a-hélice
1245+ 4 Estructura desordenada
1235+ 5 Hoja P paralela

46



Materiales y Métodos

La espectroscopia Raman brinda también informacion sobre la distribucion
espacial de los residuos de cadenas laterales: tirosina, triptéfano, grupos sulfhidrilos
(SH) y geometria del enlace S-S (Tu, 1982). Los dobletes de tirosina permiten
diferenciar los entornos de los residuos de tirosina. Cuando los mismos se
encuentran ocultos en la estructura proteica, aparece la banda intensa en 830 cm'1,
y cuando se encuentran expuestos en la superficie, se incrementa la intensidad de la
banda en 850 cm™. El grado de desplegamiento de una proteina durante un
calentamiento, asi como la formacion de agregados, que modifican la exposicién de
los residuos de tirosina, puede ser evaluado por medio de la relacion entre las
intensidades de ambas bandas: | = 850/830. La disminucion de la intensidad relativa
(I) sugiere un incremento del ocultamiento o la participacion de los residuos de
tirosina en la formacion de los puentes hidrogeno intermoleculares (Tu, 1986; Yu y
col., 1973; Tu, 1982).

El triptéfano oculto en la estructura proteica presenta bandas caracteristicas a
1582, 1553 y 760 cm™. La exposicién de residuos de triptéfano ocultos como
consecuencia de la desnaturalizacién, es evaluada por la disminucion de la
intensidad de dichos picos (Kitagawa y col., 1979; Yu y col., 1974; Tu, 1982). El
enlace disulfuro colabora en la estabilidad de las proteinas, pudiéndose evaluar la
formacion o ruptura de dichos enlaces a través de la intensidad de las bandas

vibracionales de estiramiento S-S en la regién 500-540 cm™ (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Frecuencias de las bandas vibracionales para el estiramiento
S-S en la regién 500-540 cm™.

Numero de onda cm™ Asignacion
500 — 540 S-S estiramiento
507 — 512 S-S estiramiento gauche-gauche-gauche
525 S-S estiramiento gauche-gauche-trans
540 S-S estiramiento frans-gauche-trans

Para este ensayo se trabajo con muestras liofilizadas de gluten control y gluten
con el agregado de SSL, DATEM y la mezcla SSL-DATEM 1:1 de ambos aditivos.
Las concentraciones de emulsificantes utilizadas en la preparacion de gluten fueron
0,25%; 0,5% y 1%.
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Los espectros FT-Raman fueron obtenidos en un espectrometro Bruker IFS 113
FT-IR (Ettlingen, Alemania) equipado con un laser Nd: YAG de 1064 nm con una
potencia de 500 mW (76 mW en la muestra). Los espectros fueron registrados a
temperatura ambiente, con una resolucién de 6 cm™ y resultaron del promedio de
1000 escaneos. Se llevd a cabo una normalizacién vectorial en la zona 4000-500
cm™ (zona vibracional mixta). Las normalizaciones, los calculos de alturas y posicion
de picos fueron realizados empleando el software Opus 4.0 (Bruker Optics,
Alemania). Los resultados informados corresponden al promedio de tres muestras

preparadas de manera independiente.

1.6 Sulfhidrilos libres de las proteinas del gluten

Se realiz6 por el método descripto por Beveridge y col. (1974) ligeramente
modificado. Las muestras liofilizadas fueron suspendidas en buffer de extraccién
(Tris-HCI 0.086M — Glicina 0.09M — EDTA 0.004M — Urea 8M — pH 8) en una
concentracion de 1mg/mL. Se agitaron en agitador magnético Thermomixer
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 25 °C y 500 rpm durante 10 min. Las muestras
fueron centrifugadas a 13600 xg en microcentrifuga Centrifuge 5415 D (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) durante 10 min a 25 °C. El sobrenadante fue tratado con el
reactivo de Ellman (4mg DTNB/mL en metanol). Se determiné la absorbancia a 412
nm en un espectrofotdmetro Heiios B Thermo Spectronic (Cambridge, Inglaterra).
Para transformar el valor de densidad Optica en concentracion de sulfhidrilos se
utilizd como coeficiente de extincion molar para el NTB 13.600 M'em™. Las
determinaciones se realizaron por duplicado. Se determind la concentracion proteica
de los extractos por el método de Bradford.

La cantidad de sulfhidrilos libres se calculé segun la ecuacién 1.5 (Ec. 1.5):

SHL = 73,53 X (DO1-D02-DO3)/C Ec.1.5
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donde:

SH = concentracion de sulfhidrilos libres en la muestra (umol SH/g proteina).

DO, = absorbancia a 412 nm de la muestra con el reactivo de Eliman.

DO, = absorbancia a 412 nm de la muestra sin el reactivo de Ellman.

DO; = absorbancia a 412 nm del blanco de reactivos.

C = concentracion de proteina en la muestra (mg/mL), determinada por el método
de Bradford. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

1.7 Identificacion de proteinas totales mediante electroforesis

1.7.1 Reactivos generales

Buffer de electrodo: Hidroximetil aminometano-base (Tris-base) 0,125 M, glicina
0,96 M (pH 8,3), con o sin el agregado de dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,5% pl/v,
para electroforesis desnaturalizante o no desnaturalizante respectivamente.

Buffer de gel separador: Tris-base 1,5 M (pH 8,8) con o sin el agregado de SDS
0,4% p/v. N, N", N, N, tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,4% v/v.

Buffer de gel stacking: Tris-base 0,5 M (pH 6,8) con o sin el agregado de SDS
0,4% plv.

Buffer de extraccion:

* NATIVE-PAGE (no desnaturalizante) y SDS-PAGE (mono y bidimensional):
Trisma base 0,0625 M (pH 10).

* Multistacking (MS-SDS-PAGE): Trisma HCI 0,125 M (pH 6,8), SDS 2% plv,
Glicerol 10% v/v, Azul de bromofenol 0,01% p/v, con o sin el agregado de 2-
mercaptoetanol 5% v/v, para obtener condiciones reductoras o no reductoras,
respectivamente.

Buffer de muestra: Trisma base 0,0625 M (pH 10), glicerol 12,5% v/v, y azul de
bromofenol 0,05% p/v, con o sin el agregado de dodecil sulfato de sodio (SDS) 2,0%
p/v, para electroforesis desnaturalizante o no desnaturalizante respectivamente.
Buffer de tratamiento para electroforesis bidimensional: Tris-HCI 62,5 mM
(pH=6,8), SDS 1% p/v, sacarosa 20% p/v, 2-mercaptoetanol 0,2 M.
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Patrones de proteinas de baja masa molecular (LMW): Los patrones LMW
utilizados en las corridas de electroforesis y para el calculo de las masas de los
polipéptidos fueron: fosforilasa b (97 kD); albumina (66 kD); ovoalbumina (45 kD);
anhidrasa carbonica (30 kD); inhibidor de tripsina (20,1 kD) y a-lactoalbumina (14,4
kD) (GE Healthcare, Inglaterra). Las proteinas patron fueron solubilizadas en 200 ul
de buffer de muestra desnaturalizante con p-mercaptoetanol. Se construyeron
curvas de calibracion relacionando el factor distancia recorrida por las distintas

proteinas, con el logaritmo de su peso molecular.

1.7.2 Extraccién de las proteinas

La extraccion de proteinas de las muestras de gluten y masa liofilizadas fue
realizada por duplicado con buffer Trisma base 0,0625 M (pH 10) para las
electroforesis NATIVE-PAGE (sdlo se realizd para las muestras de masa), SDS-
PAGE y 2D-SDS-PAGE (solo se realizé para las muestras de gluten). Para estas dos
ultimas técnicas no se agregd SDS al buffer para evitar que este agente
desnaturalizante interfiera en la interaccion que se genera entre los emulsificantes y
las proteinas del gluten. En la electroforesis MS-SDS-PAGE se utilizo el buffer
Trisma HCI 0,125 M (pH 6,8), SDS 2% p/v, Glicerol 10% v/v, Azul de bromofenol
0,01% p/v.

La cantidad de muestra utilizada en cada electroforesis fue la siguiente:

- NATIVE-PAGE: 80 mg masa/mL buffer

- SDS-PAGE: 30 mg gluten/mL buffer y 80 mg masa/mL buffer

- 2D-SDS-PAGE: 50 mg gluten/mL buffer

- MS-SDS-PAGE: 30 mg gluten/mL buffer y 60 mg masa/mL buffer

Todas las muestras, antes de ser sembradas en el gel correspondiente, se
centrifugaron a 9.350 x g durante 15 min a 4 °C en microcentrifuga IEC-Centra
MP4R (EUA). El sobrenadante fue mezclado en partes iguales con el buffer de
muestra 4x correspondiente (a excepcion de las muestras para MS-SDS-PAGE que
ya quedaron listas para ser sembradas). Los sobrenadantes se sembraron a razén

de 40 ug de proteina/calle.
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1.7.3 Desarrollo

Todas las electroforesis se realizaron en miniplacas con un equipo BIO-RAD,
modelo Mini-Protean Ill (Inglaterra). Se utiliz6 el sistema de buffers descripto
anteriormente. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a un voltaje constante

de 200 V durante aproximadamente 1,5 h.

1.7.4 SDS-PAGE

Se preparé un gel de poliacrilamida de 1,0 mm de espesor, formado por un gel
separador de concentracion constante de acrilamida/bisacrilamida (30,8%) 12% p/v
y un gel apilador (stacking) en su parte superior (acrilamida 4% p/v). Se utilizé un
peine de 10 calles en las cuales se sembraron 20 ul de cada muestra en cada calle y

4 ul del patrén de LMW de proteinas.

1.7.5 NATIVE-PAGE

Para el caso de la electroforesis nativa se prepard un gel de poliacrilamida de 6%
p/v, sin el agregado de SDS. Se siguié la misma metodologia utilizada para SDS-
PAGE.

1.7.6 2D-SDS-PAGE

Para la primera dimension de esta técnica se prepar6 un gel de poliacrilamida de
0,75 mm de espesor, con un gel continuo de acrilamida al 12% (p/v) y con un gel
apilador de 4% (p/v) de acrilamida. Se utilizé un peine de 10 calles en las cuales se
sembraron 15 ul de muestra en cada calle y 4 ul del patrén de LMW de proteinas.
Una vez corrido el gel se cortaron las calles y se colocaron en vasos de precipitado
de 25 mL que contenian 5 mL de buffer de tratamiento (descripto en el Inciso 1.7.1).

Se calentdé en bafio de agua a 55 °C durante 30 minutos, agitando y realizando
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cambio de buffer cada 10 minutos. La porcion de gel tratado se reservé para
montarlo en el tope de gel de la segunda dimension. Para la segunda dimensién se
preparo un gel continuo de 1 mm de espesor con iguales proporciones de acrilamida
que en la primera dimension. Se utilizd un peine de una sola calle en la cual se
coloco en posicion horizontal la porcidn de gel corrida en la primera dimension y
previamente tratada con el reductor (2-mercaptoetanol); luego se corri6 como una

electroforesis monodimensional.

1.7.7 MS-SDS-PAGE

Las proteinas se extrajeron con el buffer de muestra sin el agregado de 2-
mercaptoetanol durante 2,5 hs a temperatura ambiente. Las muestras fueron
calentadas a ebullicion durante 3 min (Ribotta y col., 2001). Se centrifugd en
microcentrifuga IEC-Centra MP4R (EUA) a 9.350 x g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante quedo listo para ser sembrado.

Las proteinas extraidas fueron separadas en un gel preparativo (1 mm de
espesor) compuesto por un multistacking de 4, 6, 8, 10 y 12% (p/v de poliacrilamida)
y un continuo de 14% (p/v) (Figura 1.4). Se utilizé un peine de una calle en la cual se

sembraron 250 ul de muestra.

Extracto
proteico

Figura 1.4. Esquema representativo de una electroforesis multistacking.

Cada stacking y la porcién continua fueron cortados y las proteinas fueron
extraidas de cada fraccion con el mismo buffer al que se le incorporé 5% de 2-

mercaptoetanol durante 48 hs a temperatura ambiente. Las muestras fueron
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calentadas en bafio de agua hirviendo durante 10 min (12 dimensién). Las proteinas
reducidas fueron eluidas de las tiras de gel y analizadas en un gel electroforético de
iguales caracteristicas que el utilizado en SDS-PAGE (22 dimensién) (Puppo y col.,
2005).

1.7.8 Coloracion

Los geles fueron fijados y tefiidos con Coomasie Brilliant Blue R-250 al 0,192%
p/v en agua/metanol/acido acético (10:10:4) durante 12 h y destefiidos con etanol

25% p/v y acido acético 10% p/v a temperatura ambiente.

1.7.9 Obtencidn de las imagenes y analisis de los geles

Las imagenes de las electroforesis fueron digitalizadas con un scanner HP
Scanjet 4070 Photosmart (Hewlett Packard, EUA), mientras que el analisis de las
masas moleculares se realizé con el programa Sigma-Gel version 1.0 (Jandel
Scientific, EUA).

1.8 Analisis de Gliadinas y Gluteninas

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es otra de las técnicas de
separacion de proteinas utilizada frecuentemente. Es un método fisico de
separacion basado en la distribucion de los componentes de una mezcla entre dos
fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra mévil. La cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) es la cromatografia mas frecuentemente
utilizada para analizar las proteinas del gluten (gliadinas y gluteninas) debido a su
alto poder de resolucion. Ademas, posee la ventaja de ser una metodologia rapida,
reproducible y sensible. En RP-HPLC las proteinas se separan principalmente de
acuerdo a su hidrofobicidad superficial (Lookhart y col., 2003). Esta técnica se

complementa con la electroforesis en gel, la cual esta basada en la separacion de
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proteinas segun su tamano o carga (Bietz, 1983; Lookhart y Albers 1988). La RP-
HPLC ha sido utilizada para estudiar la acumulacién de proteinas durante el
desarrollo del grano de trigo (Gupta y col., 1996; Huebner y col., 1990), para realizar
la identificaciéon de varietales de trigo (Huebner y Gaines, 1992; Huebner y col.,
1995), para predecir la calidad de las harinas (Hay, 1993; Lafiandra y col., 1993) y
para estudiar las interacciones entre los distintos componentes de masas elaboradas
con harina de trigo (Koehler, 2003; Hanft y Koehler, 2006). De esta manera se puede
estudiar indirectamente si los aditivos provocan un cambio estructural en el gluten en
base al estudio del porcentaje de extraccion de las distintas fracciones de gliadinas y

gluteninas.

1.8.1 Extraccidén de Fracciones proteicas

El procedimiento de extraccién fue el siguiente:

v" Fraccién de Gliadinas:
Se pesaron 100 mg de muestra liofilizada (masa o gluten) en un eppendorff de
2 mL y se agregé 1 mL de solucién 1-propanol 50% v/v en agua destilada. Se
agité en vortex durante 5 min y se centrifugd a 15.700 x g durante 5 min a
temperatura ambiente en microcentrifuga Eppendorf 5415 D (Alemania). El
sobrenadante que contenia la fraccion enriquecida en gliadinas se reservd

refrigerado a 4 °C para su posterior analisis por RP-HPLC.

v Fraccién de Gluteninas:

Las gluteninas fueron extraidas del precipitado obtenido anteriormente con 1
mL de la solucion utilizada inicialmente a la cual se le agregd 1% (p/v) de
ditiotreitol (DTT). Se agitdé en vortex y se centrifugd en las mismas condiciones
utilizadas para gliadinas a 15.700 x g durante 8 min a temperatura ambiente en
microcentrifuga Eppendorf 5415 D (Alemania). El sobrenadante, que contenia la
fraccion enriquecida de gluteninas, se analiz6 por RP-HPLC (Lookhart y col.,
2003).

Ambos ensayos fueron realizados por duplicado.
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1.8.2 Separacién de Fracciones

Para separar y caracterizar las gliadinas y gluteninas se utilizé6 un equipo Waters
996 (Millipore Corp., Massachussets, EUA) con una columna Sephasil Peptide (Cg
12 u, 250 x i.d. 4,6 mm) (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Las proteinas fueron
eluidas a 70 °C y 1 mL/min con un gradiente agua-acetonitrilo (75%-25%) durante 90
min. Las proteinas fueron detectadas a 210 nm con un detector de arreglo de diodos
UV (WATERS, modelo 996, Millipore Corp., Milford, MA, EUA). Todas las muestras
fueron analizadas al menos por duplicado. A partir de los cromatogramas obtenidos
(Figura 1.5) se calcularon las areas de los diferentes picos de cada muestra
mediante el software Empower 2002 (WATERS, Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

2.0-
1.8
161+ hidrofilico + hidrofébico
1.4
1.2 |
1.0
0.8
0.6
0.4-
0.2-
0.0
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
tiempo (min)

DO a 210 nm

Fiaura 1.5. Cromatoarama representativo de proteinas de aluten (Gluteninas).

1.9 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La Microscopia Electréonica de Barrido conocida como SEM (Scanning Electron
Microscopy) nos proporciona informacion complementaria sobre el material que
estamos investigando. En un microscopio SEM, un haz de electrones incide sobre la
superficie de una muestra determinada, produciéndose asi varios fendmenos
(reemision de una parte de la radiacion incidente, emisién de luz, electrones

secundarios, rayos X, etc.). Todas estas sefales se pueden emplear para obtener
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informacion sobre la naturaleza de la muestra como puede ser morfologia,
composicion, estructura cristalina, estructura electronica. En el caso de masas,
permite visualizar el tipo de estructura del gluten y la disposicion de los granulos de
almidén en la matriz.

Las caracteristicas microestructurales de las muestras de gluten con emulsificante
(0y 1% p/p) y masa (0 y 5% p/p) fueron evaluadas mediante microscopia electronica
de barrido (SEM) con un microscopio JEOL 35 CF (Japdn). Pequefias piezas de
muestra se fijaron en glutaraldehido al 2,5% y seguidamente se sumergieron en una
serie de disoluciones de acetona y finalmente en acetona al 100% para asegurar
una deshidratacion completa. Luego, las muestras fueron desecadas por punto
critico. Las muestras desecadas fueron cubiertas con particulas de oro formando

una pelicula y evaluadas en el microscopio.

1.10 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Todos los ensayos se realizaron en un calorimetro diferencial de barrido TA
Instrument Mod. Q100 (EUA). La calibracion del equipo se llevdo a cabo a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min usando como patrones indio, acido laurico
y estearico. Los ensayos se llevaron a cabo en capsulas de aluminio

herméticamente selladas y se utiliz6 como referencia una capsula vacia.

1.10.1 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (T,)

Segun reportes previos, las sustancias que interactuan con el gluten pueden
afectar su temperatura de transicion vitrea (Ty) y la cinética de las reacciones de
entrecruzamiento afectando la formacién de la red de gluten (Kalichevsky y col.,
1992; Noel y col. 1995; Pommet y col. 2003). Los “shortenings” aumentan la
temperatura de transicién vitrea del gluten (Levine y Slade, 1987), mientras que los
acidos grasos de bajo peso molecular tienen un efecto plastificante causando una
disminucion en la T4 del gluten (Kalichevsky y col., 1992). Teniendo en cuenta los

antecedentes citados anteriormente se decidi® evaluar el efecto de los
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emulsificantes SSL y DATEM en la temperatura de transicion vitrea del gluten.
Todos los ensayos fueron efectuados por triplicado.
Los ensayos fueron realizados sobre:
a) Muestras de gluten liofilizadas.
b) Muestras de gluten liofilizado (sin y con emulsificante) reconstituido con agua
segun la humedad del gluten control recién elaborado (67,2%).
c) Mezcla de gluten liofilizado-emulsificante reconstituida con agua in situ segun la

humedad mencionada en el Inciso b.

Las muestras de gluten liofilizado (a) fueron preparadas segun lo descripto en el
Inciso 1.3. Los niveles de emulsificantes utilizados en los ensayos a y b fueron de
0,25; 0,5 y 1%, mientras que para las mezclas preparadas in situ (c) se decidio
utilizar el nivel de 1% p/p y el mayor nivel de emulsificante utilizado en masas (5%
p/p) con la finalidad de tener cantidad suficiente de aditivo para producir cambios
estructurales en el gluten. En los ensayos b y ¢ las muestras fueron preparadas de
acuerdo al procedimiento que se describe a continuacion:

Se pesod el gluten control liofilizado en eppendorff de 1,5 mL y se agregoé la
cantidad de emulsificante correspondiente. Se agité en vortex para homogeneizar la
mezcla. Luego se adiciond la cantidad de agua de acuerdo a la humedad del gluten
control (67,2%) y se mezclé hasta formar el gluten. Se dejo reposar la muestra 48
horas a 4 °C hasta el momento del ensayo.

Las condiciones de ensayo fueron las siguientes:

Para las muestras de gluten liofilizado se realizé un barrido de temperaturas de
-50 a 180 °C a una velocidad de 5 °C/min. Mientras que para las muestras de gluten
liofilizado reconstituido con agua (Incisos b y c) el barrido fue realizado entre -30 a
40 °C a una velocidad de 2 °C/min.

Las cantidades de muestra utilizada para los ensayos realizados con gluten
liofilizado y gluten liofilizado reconstituido (Incisos b y c) fueron de aproximadamente
5 y 15 mg, respectivamente. La temperatura de transiciéon vitrea (Tg) fue
determinada como el punto medio del cambio en la capacidad calorifica de cada

muestra.
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1.10.2 Gelatinizaciéon y retrogradacion del almidon

La evaluacion del comportamiento térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC) es uno de los ensayos mas utilizado para el estudio de retrogradacion del
almidon y envejecimiento del pan (Russell, 1983; LeMeste y col., 1992; Champenois
y col., 1995; Vodovotz y col., 1996; Baik y Chinachoti, 2000). Esta técnica aporta
medidas cuantitativas de los cambios estructurales que experimenta el pan a lo largo
del proceso de envejecimiento (Karim y col., 2000; Hassan y col., 2006).

Para evaluar la interaccion de los emulsificantes con el almiddén, se ensayaron dos

procesos:

v Gelatinizacion de almidén

Se analizo el proceso de gelatinizacion de almidon asi como el de disociacion del
complejo amilosa—lipido a partir de masa fresca preparada segun Inciso 1.4. Se
colocd una pequena porcion de masa en una capsula para DSC. Se calent6 en el
calorimetro a temperaturas similares a las medidas en el centro de la miga durante
el proceso de horneado, con el objetivo de simular dicho proceso en el calorimetro
(Ledn y col., 1997). Se determind las temperaturas y entalpias de gelatinizacién y las
correspondientes a la disociacion del complejo amilosa-lipido. Los ensayos se

efectuaron por duplicado.

v' Retrogradacion de almidén

Para evaluar la retrogradacion de la amilopectina, las masas gelatinizadas en las
capsulas de DSC se dejaron enfriar, y se almacenaron por diferentes periodos de
tiempo (1, 3 y 7 dias) a 20 £ 2 °C. Las muestras se calentaron nuevamente en el

calorimetro y se determind la temperatura y entalpia del proceso.

Tanto las temperaturas de transicidén vitrea como las temperaturas y entalpias de

gelatinizacion y retrogradacion fueron calculadas con el software TA Instruments
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Universal Analysis 2000 (Version 4.2E, EUA). Los ensayos se realizaron por

duplicado.

1.11 Caracterizacion Reoldégica de Masas

1.11.1 Ensayos Alveogréficos y Farinograficos

Se estudié la aptitud panadera de las mezclas harina-emuslificantes, mediante
ensayos empiricos alveograficos y farinograficos. Los ensayos se realizaron por
duplicado y en forma analoga a los descriptos en las secciones 1.1.5y 1.1.6. En los

ensayos farinograficos las muestras fueron preparadas con 2% p/p de sal (b.h.).

1.11.2 Propiedades Texturales de las Masas

Elaboracion de masas

Las muestras fueron elaboradas en base a la siguiente formulacién: cada 100 g
de harina se utilizaron 2 g de NaCl, 0,5%, 1% y 5% p/p (b.h.) de los emulsificantes
SSL, DATEM y mezcla de SSL:DATEM 1:1. La cantidad de aditivo de 5% se utilizd
s6lo con fines experimentales. Se empled como control una masa sin aditivo. Se
agrego la cantidad de agua optima para cada tipo de mezcla (agua farinografica).
Las muestras fueron amasadas durante su tiempo 6ptimo de desarrollo. Todos los

ensayos fueron realizados por duplicado.

Los ensayos de perfil de textura y relajacion se realizaron en el equipo TA-XT2i -
Stable Micro Systems (Haslemere, Surrey, Inglaterra). Para ello, una vez obtenida la
masa se laminé hasta 1,0 cm de espesor y se cortaron discos de 3,0 cm de
diametro. Los parametros texturales fueron medidos utilizando una sonda cilindrica
SMS P/75 de acero inoxidable de 75 mm de diametro, un plato inferior con circulos

concéntricos para reducir deslizamiento y una celda de carga de 25 kg.
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Analisis de Perfil de Textura

La textura involucra todos los atributos reoldgicos y estructurales de un alimento,
que son perceptibles por medio de receptores mecanicos, tactiles y, cuando
corresponde, visuales y auditivos. La evaluacion objetiva de la textura es compleja
pues ella debe reflejar la accién de la boca, la lengua y mandibulas al mover el
alimento y la accion de los dientes al cortar, romper, extender, moler y succionar los
alimentos. Existen numerosas formas de evaluar la textura de los alimentos. Los
ensayos de gran deformacion y las propiedades de fractura de los alimentos solidos
y semisélidos son muy importantes para la evaluacion de su respuesta al
procesamiento, manipuleo, almacenamiento, uso y respuesta durante el consumo.
Muchos de los ensayos usados involucran el someter al material a esfuerzos, lo cual
determina una deformacion que se mide; o bien deformar controladamente el
material y evaluar el esfuerzo requerido. La masticacién se puede estudiar mediante
ensayos de Analisis de Perfil de Textura (TPA, Texture Profile Analysis) del alimento
en cuestion. Este ensayo se realiza en un texturbmetro en el que se simula el
proceso de masticacion y consiste en comprimir la muestra dos veces en
movimientos consecutivos. A partir de la curva fuerza vs. tiempo obtenida pueden
calcularse diferentes parametros tales como: la Dureza que representa la resistencia
que presenta el alimento a la primer mordida, la Consistencia que se relaciona con la
resistencia total que presenta un alimento durante la masticacioén, la Adhesividad
que seria el trabajo necesario que se debe realizar con la lengua para retirar el
alimento que se adhiere al paladar y los dientes, la Cohesividad que se corresponde
con la fuerza de interaccion que mantiene unidas las particulas que forman el cuerpo
del producto y por ultimo la Elasticidad que se asocia al grado de recuperacion de
las dimensiones iniciales que experimenta el alimento después de retirar la fuerza de
compresion (Steffe, 1996 a; Bourne, 2002).

El comportamiento macroestructural de la masa depende de las condiciones de
proceso durante su formacion, sus componentes y la interaccion que exista entre
ellos. Es por ello que el analisis de perfil de textura de las masas es de suma
importancia, ya que aporta informacion sobre la influencia que ejercen los diferentes

componentes en la masa, permite el control de calidad del producto final y orienta el
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disefio y la adaptacién de nuevas tecnologias de proceso (Rodriguez-Sandoval y
col., 20095).

Se realiz6 un ensayo de perfil de textura - TPA (Texture Profile Analysis) sobre los
discos de masa mediante un método modificado de TPA (40% deformacion). La
velocidad de la sonda utilizada fue de 0,5 mm/seg. Las muestras fueron analizadas
por duplicado y se midieron al menos 10 discos de masa para cada muestra. Los
parametros analizados fueron Dureza, Consistencia, Adhesividad, Cohesividad y
Elasticidad. La Dureza se calculdé como la fuerza maxima registrada durante el
primer ciclo de compresion (F1) y la Consistencia como la suma de las areas del
primer y segundo pico (A1+A2). La Adhesividad es el area negativa obtenida durante
el primer ciclo (A3), mientras que la Cohesividad es el cociente entre el area del
segundo pico y el area del primero (A2/A1). La Elasticidad se calculé como la
relacion d2/d1, donde d2 es la distancia recorrida por la sonda durante la
compresion en el segundo ciclo, mientras d1 es dicha distancia recorrida en el

primer ciclo (Figura 1.6).

Fuerza

1" compresién 1°" retorno espera 2% compresion 2%° retorno
<~ > €< —> <— >

. Dureza (F,)

Consistencia = Area 1+Area 2
Adhesividad = Area 3
Cohesividad = Area 2/Area 1
Elasticidad = d2/d1

Area (1

Area 2

ldistancia 1 (d1)\ ’\”\/ ‘ distancia 2 (d2; Tiempo
= g Area 3

Figura 1.6. Curva tipica obtenida en el ensayo de TPA y sus respectivos parametros.

Ensayos de Relajacion

En los experimentos de relajacién, la muestra es comprimida hasta un nivel
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predeterminado de deformacion. Luego la deformacién es mantenida constante
durante un cierto tiempo, y durante dicho periodo el material viscoelastico
experimenta un decaimiento de la fuerza/esfuerzo en funcion del tiempo (Figura 1.7).
Un cuerpo viscoso ideal no puede mantener la fuerza/esfuerzo en ausencia de
movimiento y, por lo tanto, alcanza el nivel mas bajo de la curva, mientras que un
sélido elastico ideal es capaz de mantener el esfuerzo inicial aplicado. Por lo tanto,
un material viscoelastico tal como puede ser una masa de harina de trigo, mostrara
un comportamiento intermedio entre estos dos casos extremos (Yadav y col., 2006)
(Figura 1.7).

El fendbmeno de relajacion es el resultado de una reorientacion estructural y
molecular del sistema. La curva de relajacion no lineal, es una funcion del tiempo (t)
y de la deformacién aplicada (¢) (Ec. 1.6). A una deformacion constante, la fuerza

depende solo del tiempo.

F=f(et) Ec.1.6

=~ Compresion = Relajacion -

Sélido iueal‘

Fuerza (N)

\Energla
Enef.rgia i —
la Energia —
i Tiempo (s) Liquido ideal

Figura 1.7. Diagrama de compresion-relajacion no lineal de un cuerpo viscoelastico.

Varios autores han demostrado que tiempos de relajacion lentos estan asociados
a una buena calidad panadera (Bloksma, 1990; Launay, 1990; Wang y Sun, 2002).
El estudio del comportamiento de la masa durante el ensayo de relajacion provee

informacion que puede ser relacionada con el desempefio de la misma durante el
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proceso de panificacion (Safari-Ardi y Phan-Thien, 1998; Wikstrom y Eliasson, 1998).

Los ensayos de relajacion, al igual que el TPA, fueron realizados al 40% de
deformacion. La velocidad de la sonda utilizada fue de 0,5 mm/seg. Cuando se
alcanzo el nivel de compresion deseado, se detuvo la sonda y se dejo relajar la
masa durante 1200 s. Se colocd grasa siliconada en los laterales de la muestra para
evitar la deshidratacion durante el ensayo. Se midio la fuerza en funcién del tiempo
de relajacion. Las muestras fueron ensayadas por duplicado y se midieron al menos
3 discos de masa para cada muestra. Para interpretar el esfuerzo de relajacion de
materiales viscoelasticos, frecuentemente se utiliza un modelo generalizado de
Maxwell (Hassan y col., 2005; Lima y Singh, 2001). El modelo seleccionado como
analogo mecanico para el esfuerzo de relajacion de masas incluye dos elementos de
Maxwell, cada uno conteniendo un resorte y un amortiguador en serie, y un resorte

aislado combinado en paralelo (Figura 1.8).

AUV R SNSRI ASNNN
)
s g
> B
[~ M
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Figura 1.8. Modelo de Maxwell aplicado a masa de harina de trigo.

Segun este modelo, el esfuerzo total () es la suma de los esfuerzos individuales

correspondientes a cada elemento (Ec. 1.7).

c= f(t) = A1*exp(-tE1 / m) + Ag*exp(-tEgl r]z) + YOEO Ec. 1.7

La ecuacién 1.7 también puede escribirse de la siguiente manera (Ec. 1.8).
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c = f(t) = Ar"exp(-t/ Arein) + Ao"exp(-t / Arei2) + e (cON Arel = N/E) Ec.1.8

donde:
o = esfuerzo (Pa)
A = factores pre-exponenciales (A = yo*E)
t = tiempo (s)
E = mddulo de esfuerzo de relajacion (Pa)
n = viscosidad (Pa.s)
Yo = deformacién aplicada (-)
Arel = tiempo de relajacion (s)

ce = esfuerzo en el equilibrio (Pa)
Segun lo expresado anteriormente, cada elemento estara caracterizado por

coeficientes diferentes.

Las ecuaciones anteriores pueden ser expresadas en términos de maodulo de
relajacion (E) dividiendo cada una por la deformacién aplicada (yo) (Ec. 1.9):
E(t) = E1*exp(-t / Arei1) + Ex*exp(-t / Arei2) + E3 Ec. 1.9
Para t = 0, E(t) se convierte en (Ec. 1.10):
E(O) = Go/Yo= Ei+E,+E3 Ec.1.10
Esto significa que el médulo E a tiempo 0 es igual a la suma de los modulos
elasticos de los tres resortes de Maxwell. Para tiempo largos (t = 1200 s), E(t) se
convierte en el esfuerzo residual E; (Ec. 1.11):
E(w) = E3 Ec. 1.11
Aplicando el modelo se obtuvieron los parametros modulos de relajacion Eq, Ez y

Es y los tiempos de relajacion At Y Arei2, donde E esta relacionado con la elasticidad

y Arel con el grado de relajacion de la masa.
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Ensayos de Viscoelasticidad

Las medidas de viscoelasticidad de la masa, en condiciones de linealidad, es
decir, a bajas deformaciones, permite analizar la elasticidad que posee la misma.
Esa elasticidad esta directamente relacionada con la estructura del gluten formado
en la masa. La reometria dinamica es una técnica utilizada para medir las
propiedades elasticas y viscoelasticas de diferentes alimentos, entre ellos las masas,
en escala de pequefas y de grandes deformaciones (rango lineal y no lineal,
respectivamente). Las masas son materiales viscoelasticos y las medidas
oscilatorias proveen un método no destructivo para determinar la contribucidon
viscosa y elastica de la viscoelasticidad. El equipo utilizado para estudiar la
viscoelasticidad es el redmetro. En este tipo de ensayos la muestra se somete a una
deformacion de corte oscilatoria, cuya expresion matematica es una funcion
sinusoidal (Ec. 1.12), en la cual la amplitud del esfuerzo se determina midiendo el
torque que se transmite a la muestra por la deformacion impuesta. Este esfuerzo es
también una funcion sinusoidal que puede estar desfasada respecto a la
deformacion aplicada en un angulo que va de 0 a 90 °C (Ec. 1.13). El esfuerzo de un
material puramente viscoso (fluido newtoniano) sufre un desfasaje de 90° (& = 90°)
con respecto a la deformacion impuesta, mientras que el esfuerzo de un material
puramente elastico no se desfasa con respecto a la deformacion aplicada (6 = 0°). El
material viscoelastico por ende tiene un angulo de desfasaje (0) que estara
comprendido entre 0 y 90° (Steffe, 1996 b).

Y = Yo Sin(ot) Ec.1.12

6 = op Sin(wt + d) Ec.1.13

donde:

Y = deformacion (-)
Yo = amplitud de la deformacion (-)

m = frecuencia (Hz o rad/seg)
t = tiempo (seg)

O = esfuerzo (Pa)
O, = amplitud del esfuerzo (Pa)
O = angulo de desfasaje (°)
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Los parametros fundamentales de importancia son el médulo de almacenamiento
o elastico (G’) que es la medida de la energia que es elasticamente almacenada por
el material (Ec. 1.14), el médulo de pérdida o viscoso (G”) que es la medida de la
energia disipada por el flujo (Ec. 1.15) y la tangente del angulo de desfasaje (tan & =
G’/IG’) entre el estimulo sinusoidal aplicado y la respuesta sinusoidal obtenida del
material (Ec. 1.16). Si estos parametros se determinan en condiciones de
viscoelasticidad lineal para el material en cuestion, sus valores seran propios del

material y no dependeran de la historia de deformacién del mismo.

G’ = (o0/ yo)cos(d) Ec.1.14
G” = (oo/ yo)sen(d) Ec.1.15
tan 3) =G/ G’ Ec. 1.16

Los ensayos de reologia proveen informacién esencial sobre cémo la composicion
de la harina y los demas ingredientes que constituyen la masa influyen en la
viscoelasticidad de la misma y consecuentemente en las condiciones de elaboracion

de pan y las caracteristicas de los productos terminados.

Para los ensayos de viscoelasticidad se efectuaron medidas oscilatorias
dinamicas en un reémetro de esfuerzo controlado RS600 (Haake, Alemania) usando
un sensor de platos paralelos con un gap de 1,5 mm. Una vez que la muestra fue
colocada en el rebmetro y comprimida a 1,5 mm, se retird el exceso de masa con un
elemento cortante. Se coloco grasa siliconada para evitar deshidratacion durante el
ensayo. Se utilizé un rotor cilindrico dentado PP 35/S de 35 mm de diametro y un
plato inferior dentado D 35/S. Todos los ensayos se realizaron a temperatura
constante de 25°C.

La muestra fue sometida a los siguientes ensayos:
v' Barrido de esfuerzo. Se realizé un barrido de esfuerzo (0,5 a 200 Pa) para

determinar la zona de viscoelasticidad lineal de las masas ensayadas, esto es,

donde se verifica que la pendiente de la linea esfuerzo (o) vs deformacioén (y) es
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constante. Se trabajé a frecuencia constante de 1 Hz. Se registré6 el moédulo

complejo G* (Ec. 1.17) en funcidn del esfuerzo (Figura 1.9).
G*=0c0/7 =[G ) + (G Ec. 1.17

Tanto G* como G y G” permanecen constantes dentro del rango de
viscoelasticidad lineal, pero existe un valor critico de esfuerzo (oiimite) @ partir del cual
ambos maodulos disminuyen, evidenciando que existe ruptura de la estructura (Figura
1.9).

100000 1

G limite

-4
10000 - \

1000 T T J
0.1 1 10 100 1000

o [Pa]

|G*| [Pa]

Figura 1.9. Barrido de esfuerzo representativo de una masa.

v' Barrido de frecuencia. Permite caracterizar la variacién de las componentes
viscosa y elastica de la muestra en funcién de la frecuencia de deformacion
aplicada, que varia con el tiempo. Para ello se trabajé en un rango de frecuencia
de 0,005 a 100 Hz en el rango lineal de deformacion, que se logré aplicando un
esfuerzo de 5 Pa (Figura 1.10). Los parametros determinados fueron el modulo
de almacenamiento (G’), el mddulo de pérdida (G”) y la tangente del angulo de

desfasaje (tan 9).

En ambos ensayos, las muestras fueron realizadas por duplicado y se midieron al

menos 3 discos de masa para cada ensayo.
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Figura 1.10. Barrido de frecuencia representativo de una masa. ¢ G’, B G”.

1.12 Evaluacién de calidad de los panes

1.12.1 Curvas de fermentacion

La capacidad de expansion de las masas se determind mediante la realizacién de
curvas de fermentaciéon. De esta manera se establecido el tiempo 6ptimo de
fermentacion de los panes. Para realizar el ensayo se utilizaron probetas graduadas
de 500 mL de 5 cm de diametro. En dichas probetas se colocaron piezas esféricas
de masa de 50 g preparadas en base a la siguiente formulacién: cada 100 g de
harina se utilizaron 2 g de NaCl, 3 g de levadura prensada, 0,5% y 1% (base harina)
de los emulsificantes SSL, DATEM y mezcla de SSL:DATEM 1:1. Se agregé la
cantidad de agua Optima para cada tipo de mezcla (agua farinografica). Se utilizaron
2 probetas por cada muestra y los ensayos fueron realizados por duplicado. Las
mismas se colocaron dentro de una camara de fermentacién Rotar (Britos Hnos.,
Argentina) programada a 30 °C y se registr6 el aumento de volumen cada 10 min
hasta obtener volumen constante. Se graficaron curvas de volumen de crecimiento
de la masa (mL) en funcién del tiempo de fermentacién (min), para ello se utilizo el
programa SigmaPlot 9.0. Las curvas fueron ajustadas mediante la ecuacién de
Chapman para 3 parametros (Ec. 1.18). Se analizaron el volumen maximo
desarrollado y el tiempo necesario para obtener dicho volumen. Las curvas se

realizaron por duplicado.
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Y = a*[1- exp P © Ec.1.18

donde:
Y= variacién de volumen de masa (mL)
x = tiempo de fermentacion (min)
a = volumen maximo ocupado por la masa (mL)
b = constante de velocidad de aumento de volumen de masa
Vopt = % @ = volumen optimo (mL)
topt = tiempo utilizado en alcanzar el volumen 6ptimo (Vept) (Min)

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

1.12.2 Elaboracién de los panes

La harina de trigo utilizada fue una harina tipo 000 (Molino Campodénico Ltd.).
Esta harina es una harina de trigo pan (Triticum aestivum L.) que se utiliza para
panificacion.

Las piezas de panes fueron elaboradas de acuerdo a la formulacion mencionada
anteriormente (Inciso 1.12.1). El protocolo de amasado y horneado de las piezas fue
el utilizado por Ribotta y col. (2004) adaptado a nuestras condiciones de laboratorio:
v Amasado de las masas durante su tiempo 6ptimo de desarrollo en amasadora

Keenwood Major (Italia) a una velocidad de 90 rpm.

(\

Reposo de 10 min.

\

Laminado de las masas en una laminadora Pastafacil (Argentina) con 0,5 cm de
luz.

Reposo de 10 min.

Division en piezas de 90 g y bollado de las mismas.

Reposo de 10 min.

Armado de las piezas de panes en armadora MPZ (Bs. As., Argentina).

AN NI NN

Fermentacion de los panes en fermentadora durante los tiempos obtenidos en las
curvas de fermentacion.
v" Horneado durante 26 minutos a 200 £+ 10 °C en horno Ariston XF 995.3 (Fabiano,
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Italia).

Una vez retirados del horno los panes se dejaron enfriar durante 1 hora a
temperatura ambiente antes de comenzar los ensayos.
Se elaboraron 12 piezas de panes por cada panificacion y las muestras fueron

realizadas por duplicado.

1.12.3 Volumen de pan

El volumen de las piezas de pan se determind por desplazamiento de semillas de
colza en un medidor de volumen (Panvolumendmetro). Los resultados se expresaron
en términos de volumen especifico, el cual se obtuvo dividiendo el volumen de la

pieza de pan por su peso.

1.12.4 Color de la corteza

La determinacion del color de la corteza del pan fue llevada a cabo a través de la
utilizacién de un colorimetro de superficie Minolta CR 400 Series (Japdn) calibrado
con patrones estandares (Y = 93,2, x = 0,3133, y = 0,3192). Como medida objetiva
del color se utilizé el sistema CIELab (C.I.E., 1986), que define cada color a partir de
tres coordenadas: luminosidad (L*) y de cromaticidad colorimétricas (a* y b*). Las
magnitudes L*, a* y b* son adimensionales y se definen en funcién del tipo de
estimulo y del blanco de referencia para tratar de simular a los observadores reales
(Joshi y Brimelow, 2002). 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 (Figura 1.11).

Las mediciones se realizaron segun el método 14-22 (AACC, 2000). A cada
muestra de pan se le efectuaron 20 mediciones de color en la corteza, informandose

el valor promedio.
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El espacio de color CIELAB

imensicnal
5 0 ajes

Plano - Eje
Luminosidad

Figura 1.11. Representacién gréafica del espacio CIELAB.

1.12.5 Alveolado de la miga

La estructura de la miga se puede evaluar a través de medidas de tamafio de
alveolado, mediante el analisis de imagenes de la miga de pan. La imagen entera es
fragmentada por un valor gris para crear una imagen binaria, todos los pixeles con
nivel de gris por encima del umbral se muestran en blanco y por debajo en negro
(figura binarizada). Se puede generar una imagen binaria optima por la seleccion de
un simple umbral de gris. Los pixeles (puntos de la pantalla del monitor de un
sistema de PC que se combinan para formar una imagen) con valores de gris mas
bajos que el valor umbral, se consideran objeto (miga de pan) y los valores de gris
por encima del valor umbral se consideran aire (alveolo). Se puede encontrar
interactivamente un nivel apropiado de umbral gris, variando el nivel de gris hasta
qgue la imagen conserve los rasgos fundamentales de la contraparte monocromatica
(Sapirstein y col., 1994; Tan y col., 1997).

La estructura de la miga se analiz6 sobre la region central de 2 rodajas (2 cm de
espesor c/u) de pan y cada rodaja fue escaneada en un scanner HP Scanjet 4070

Photosmart (EUA). La imagen en formato JPEG se analizé con el analizador de
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imagenes Imaged 1.37v (EUA). Se seleccioné manualmente de la parte central de la
rodaja un area de igual tamafio en todos los panes, que fue representativa de la
miga total de cada rodaja. La imagen de color se convirti6 a imagen de 8-bits y se
analizé en escala de grises (0 negro, 255 blanco). La segmentaciéon de la imagen
(conversion a imagen binaria) la realizd el programa por seleccién automatica del
valor del umbral. Este método de seleccion del valor umbral representdé mejor los
rasgos fundamentales de las imagenes que la seleccion de un valor umbral Unico e
igual para todas las imagenes, debido a que existen pequenas diferencias en los
fondos de cada imagen. La imagen binaria tiene so6lo dos niveles de grises: 0 para
las areas vacias (negro, alvéolos de aire) y 255 para las paredes de los alvéolos
(blanco, miga de pan). Se asigno la categoria de objeto (celdas de aire) a aquellas
zonas de la imagen que tenian una intensidad de gris entre 0 y el valor umbral que
correspondiera a cada imagen. En la Figura 1.12 se muestra (de izquierda a
derecha) el escaneo de la rodaja de pan, la seleccion de la parte central de la miga

de pan, la transformacion a escala de grises y por ultimo la imagen binarizada.

Figura 1.12. Secuencia del procesamiento de imagenes para el analisis de alveolado de
la miga.

Del analisis de las imagenes se obtuvieron los siguientes parametros:

v' Area media de alveolo, AM: area promedio de los alvéolos. Area de un alveolo =
numero de pixeles que hacen al alveolo multiplicado por el area de un pixel.

v Numero total de alvéolos, N: cantidad de alvéolos por unidad de superficie de
miga de pan.

v’ Fraccion de Area, FA: porcentaje del area total que corresponde al area ocupada
por los alvéolos. Relacion entre el area total ocupada por los alvéolos y el area

total seleccionada.
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1.12.6 Textura de la miga

La firmeza inicial de la miga se expres6 como la fuerza necesaria para comprimir
una rodaja de pan. Se realizd un ensayo de perfil de textura - TPA en un
texturdmetro TA.XT2i — Stable Micro Systems (Haslemere, Surrey, Inglaterra) sobre
la miga de las rodajas de pan (2 cm de espesor) mediante un método modificado de
TPA (40% deformacion). Las muestras fueron realizadas por duplicado y se midieron
al menos 10 rodajas de pan para cada muestra. Los parametros analizados fueron
Dureza, Consistencia, Cohesividad y Elasticidad. Estos parametros fueron
calculados segun lo indicado en el Inciso 1.11.2. La textura de la miga fue medida
bajo las siguientes condiciones de trabajo:

¢ sonda cilindrica SMS P/25 de acrilico de 25 mm de diametro para los ensayos.

La velocidad de la sonda utilizada fue de 0,5 mm/seg.
¢ plato inferior con circulos concéntricos para reducir deslizamiento.

e celda de carga de 25 kg.

1.12.7 Humedad de la miga

Se determind la humedad de la miga por medida del contenido de agua luego de
calentar la muestra en estufa a 135°C durante 2 hs. segun el método AACC 44-19
(2000).

1.12.8 Estabilidad de los panes frente al almacenamiento

Los panes elaborados se almacenaron a 20 + 2 °C para evaluar la estabilidad de
los mismos. Se midieron los siguientes parametros a diferentes periodos de

almacenamiento (0, 1 y 3 dias):
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1.12.8.1 Textura de la miga

Los perfiles de textura se realizaron de acuerdo a lo descrito en el Inciso 1.12.6 a

las 24 y 72 horas de almacenamiento.

1.12.8.2 Retencion de agua

La capacidad de retencion de agua de los panes almacenados se determiné por

pérdida de humedad en estufa segun lo descrito en el Inciso 1.12.7.

1.12.8.3 Retrogradacion del almidon

Se evaluod la retrogradacion de la amilopectina segun lo mencionado en el Inciso
1.10.2.

1.12.8.4 Recristalizacion de amilosa y amilopectina

Los rayos X son una radiacion electromagnética con una longitud de onda tipica
entre 0,1 y 1 nm, longitud comparable a los espaciamientos moleculares en un
cristal. Cuando un haz de rayos X incide en un cristal, el cual es mantenido en un
montaje especial que permite la rotacion de un cristal con respecto al haz incidente,
ocurre una difraccion. Este es un fendmeno que ocurre cuando una onda
interacciona con un obstaculo. Los rayos difractados se registran a fin de obtener
informacion de la estructura del cristal (Jovanovich, 1997).

La recristalizacion de la amilosa y la amilopectina se determind mediante
difractometria de Rayos X. Para ello se elaboraron panes con emulsificantes segun
la técnica y se almacenaron a 20 + 2 °C para analizar la retrogradacion de almidoén.
A diferentes periodos de almacenamiento (0, 1 y 3 dias) se colocaron porciones de
miga en el recipiente de muestra del equipo y se comprimieron 5 min con un émbolo
de 1000 g. Las muestras se cubrieron con un film de kapton para prevenir la

deshidratacion y se analizaron en un difractometro X'Pert Pro (PANalytical, Holanda)
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de polvo equipado con un programa de analisis de datos con monocromador de
grafito cristalino. El equipo contaba con un generador de rayos X equipado con un
tubo de cobre que operaba a una tensiéon de 40 kV y a una corriente de 40 mA. La
muestra fue irradiada con una radiacion monocromatica Cu kq a una longitud de
onda de 0,154 nm. Se realiz6é un barrido rutinario equivalente a un grado por minuto
(un paso de 0,025° 26 y 1 segundo de conteo por paso) en un rango 20 de 4-40
grados.

Las éareas cristalinas y la fraccion amorfa se cuantificaron por ajuste de los
patrones de difraccion. El grado total de cristalinidad se determind mediante la
relacion entre el area total de la fraccion cristalina y el area total de la fraccion

cristalina mas el area de la fracciéon amorfa.

1.13 Formulacion de masas con el agregado de almidon resistente

Las muestras fueron elaboradas en base a la siguiente formulacién: cada 100 g
de mezcla harina-almidon resistente (87,5% de harina + 12,5% de almidon
resistente) se utilizaron 2 g de NaCl, 0,02 g de acido ascérbico, 0,00125 g de a-
amilasa, 2,8 g de levadura prensada. Los emulsificantes que se utilizaron fueron el
estearoil lactilato de sodio (SSL), los ésteres de mono y diglicéridos de acido diacetil
tartarico (DATEM) y el monooleato de sorbitan polioxietilenado (polisorbato 80,
PS80) (DANISCO A/S, Dinamarca) en concentraciones que se muestran en la Tabla
1.3. Se formulé una masa control sin el agregado de emulsificantes (Mezcla 0). Se
agrego un 62,7% de agua en todos los casos, cantidad correspondiente a la
absorcion de agua registrada en el farindégrafo para la Mezcla 0. La levadura se
utilizé solo en los ensayos de reofermentacion y panificacion. Los ensayos fueron
realizados de acuerdo al proyecto de mezcla de tres componentes mostrado en la
Tabla 1.3 el cual posee tres puntos centrales, para estimar el error puro (Matuda,
2004).

Todos los ensayos, a excepcion de los de viscoelasticidad y analisis térmico,
correspondientes a las mezclas de harina de trigo con almidén resistente de maiz,

fueron realizados en el laboratorio de la Universidad de San Pablo.
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1.14 Analisis reolégico de las masas con almiddn resistente

1.14.1 Ensayos Farinografico y Alveografico

El ensayo farinografico fue realizado sobre la masa control (sin el agregado de
sal) segun el procedimiento detallado en el Inciso 1.1.6. El indice de Tolerancia al
Mezclado (ITM), que consiste en el decrecimiento de la consistencia de la masa, se
midié 5 minutos después de alcanzar el tiempo de desarrollo (ty).

El ensayo alveografico se realiz6 sobre todas las muestras evaluadas de acuerdo

al procedimiento descripto en el Inciso 1.1.5.

Tabla 1.3. Cantidades de emulsificantes utilizados en la formulacién de las masas de
acuerdo al planeamiento experimental triangular. X: valores codificados, C: % (p/p) de
emulsificante.

SSL PS80 DATEM
Mezcla

X4 C1(%) Xz C2(%) X; C3(%)
0 0 0 0 0 0 0
1 1 0,5 0 0 0 0
2 0 0 1 0,5 0 0
3 0 0 0 0 1 0,5
4 0,5 0,25 0,5 0,25 0 0
5 0,5 0,25 0 0 0,5 0,25
6 0 0 0,5 0,25 0,5 0,25
7a 0,333 0,167 0,333 0,167 0,333 0,167
7b 0,333 0,167 0,333 0,167 0,333 0,167
7c 0,333 0,167 0,333 0,167 0,333 0,167

1.14.2 Anélisis de Perfil de Textura

Las masas fueron preparadas de acuerdo al procedimiento descripto en la Figura
1.13 utilizando una amasadora espiral (Supremax, Brasil). Los ensayos fueron

realizados sobre discos de masa de 4,0 cm de diametro por 1,0 cm de espesor en
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v celda de carga de 25 kg.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

procedimiento descripto en el Inciso 1.11.2.

1.14.3 Evaluacion de la Extensiéon Uniaxial

un equipo TA-XT2i - Stable Micro Systems (Haslemere, Surrey, Inglaterra).

v" sonda cilindrica SMS P/45 de acero inoxidable de 45 mm de diametro,

v plato inferior con circulos concéntricos para reducir deslizamiento.

1)

Mezclado de los ingredientes
secos (menos la sal) a veloc. 1

1 minuto

2)

Incorporacién de agua y
mezclado a velocidad 1
1 minuto

3)

Incorporacién de sal. Amasado

a velocidad 2
12 min.

4)

Laminado de la masa

5)

Reposo
15 minutos

a)

b)

Se colocé una porcion de masa
en el molde del extensometro y
se aplicé compresion para
obtener las tiras de masa

Se estiré la masa hasta 1 cm

de espesor

Reposo a 30°C
40 minutos

Cortado de piezas con
sacabocado de 4 cm de diametro

Analisis de Extensibilidad de todas
las tiras posibles en texturémetro

\

Analisis de Perfil de textura
en texturémetro

Figura 1.13. Esquema de preparacion de las masas. a) Extension uniaxial, b) TPA.

Se midieron al menos 15 discos de masa para cada muestra segun el

Las muestras fueron preparadas de acuerdo al procedimiento descripto en la
Figura 1.13.
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Una vez obtenida la masa se colocoé una porcion de la misma en el molde de
bloques y fue comprimida para obtener las tiras de masa que luego serian
evaluadas. Luego de 40 min de reposo a 30 °C las tiras de masa fueron sometidas al
ensayo de extension uniaxial en el texturometro de acuerdo al método de Kieffer
(SMS, 1995).

Los parametros evaluados fueron la maxima resistencia a la extensibilidad (F,
[N]), la distancia de extension hasta la ruptura (L, [mm]) y la energia aplicada a la
masa hasta la ruptura (A, [mm?]). Se midieron al menos 10 tiras de masa para cada

muestra (Figura 1.14).

Fuerza {H}
ot F

£ -
.
[=]
[
[=]

L a0

distancia (mm)

Figura 1.14. Curva tipica del ensayo uniaxial de masa de pan. F: resistencia de la masa a la
extension, L: extensibilidad a la ruptura, A: energia aplicada a la masa hasta la ruptura (Area
bajo la curva).

1.14.4 Ensayos de Viscoelastidad

Este ensayo fue realizado en el Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA). Las masas fueron preparadas en un
microfarinégrafo Brabender (10 g). Las muestras fueron acondicionadas en el equipo

y sometidas a los ensayos descriptos en el Inciso 1.11.2.
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1.14.5 Ensayo de Reofermentacion

Las muestras fueron preparadas de acuerdo a lo descripto en los Incisos 1 a 5 de
la Figura 1.13. Una vez obtenida la masa, se tomo una porcién de 250 g, se armo un
bollo y se colocd en el equipo. El ensayo fue realizado en un Reofermentografo
CHOPIN F3 (Francia), de acuerdo al protocolo CHOPIN (pesa: 2 kg, peso de masa:
250 g, levadura prensada: 2,8%, duraciéon del ensayo: 3 horas, temperatura de la

camara: 28,5°C). Para cada ensayo fueron obtenidas dos curvas:

v" Curva de desarrollo de la masa: Indica la altura alcanzada por la masa
durante el ensayo. Dicha altura es medida a través de un sensor Optico
(Figura 1.15).

v' Curva de retencion de gas: Registra la presion de gas producido durante el
ensayo (Aire + CO,). Esto se logra a través de la conversion de ciclos de
medida de presion realizada por un circuito neumatico. De esta manera es
posible determinar la cantidad de gas total producido y la cantidad retenida

por la masa (Figura 1.16).

Hm

t1

Figura 1.15. Curva tipica de desarrollo de masa. Hm: Altura de desarrollo de la masa (mm),
t1: tiempo correspondiente a Hm (min).
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P=0 P
C0=
H’'m \
tx
{ P= C02
P = AIRE I P = AIRE +
Co,
P = AIRE
|

t'1

Figura 1.16. Curva tipica de retencién de gas. H'm: Altura maxima de la curva de
generacion de CO, (mm), t'1: tiempo correspondiente a H'm (min), tx: tiempo en que la masa
comienza a perder CO2 (min).

1.14.6 Comportamiento térmico de las masas

Los cambios de estructura y conformacion durante el calentamiento y que influyen
en la funcionalidad de las proteinas y el almidén, se pueden determinar por el
estudio de las propiedades térmicas mediante técnicas de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) (Arntfield y col., 1990).

Se midieron las propiedades de gelatinizacion y retrogradacion del almidon de las

masas de acuerdo a las técnicas mencionadas en el Inciso 1.10.

1.15 Determinaciéon de la calidad panadera de panes enriquecidos

con fibra

Las masas fueron preparadas segun lo descripto en los Incisos 1 a 5 de la Figura
1.13. Una vez obtenida la masa se fraccion6 en dos porciones de 600 g c/u, cada
porcion se paso por la armadora y se obtuvo una pieza de masa que se colocd en un
molde para pan (dimensiones: 30,0 x 10,5 x 10,0 cm) previamente untado con

aceite. Se colocaron ambos moldes en la camara fermentadora (Degania, Brasil) y
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se dejo fermentar durante 90 minutos a 32 °C. Se hornearon en horno (Degania,
modelo turbo 4, Brasil) a 180 °C durante 25 min con la trampa de humedad cerrada y
5 min con la trampa abierta. Los panes se dejaron enfriar 1 hora a temperatura

ambiente antes de realizar los ensayos.

1.15.1 Volumen especifico de pan

El volumen de los panes obtenidos se determind por desplazamiento de semillas
de colza utilizando el medidor de volumen CHOPIN (Francia). Los resultados se

expresaron en términos de volumen especifico (volumen pan/masa pan).

1.15.2 Determinacion de humedad de la miga

Se cortaron pequeias porciones de miga, se pesaron 2 g y se colocaron en estufa
a 130 °C durante 2 h. La humedad de la miga se determind por medida del contenido

de agua por diferencia de pesada.

1.15.3 Analisis de Firmeza de la miga

Se siguid la metodologia descripta en la Norma AACC 74-09 (AACC, 1995). Para
ello se cortaron rodajas de pan de 25 mm de espesor y se midié la compresion de la
miga en un texturometro TA.XT2i - Stable Micro System (Inglaterra). Se trabaj6 a
una compresion de 40%. Se utilizé la sonda cilindrica SMS P/36 de 36 mm de
diametro y la velocidad de cabezal fue de 100 mm/min. La Firmeza de la miga se
expresd como la fuerza maxima de compresion, en N, necesaria para comprimir una

rodaja de pan.
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1.16 Analisis estadistico

Se aplicdé un andlisis ANAVA a los ensayos realizados para comprobar si las
varianzas eran homogéneas. Para la comparaciéon de medias se empleo el test de
menor diferencia significativa de Fisher (LSD) a un nivel de significacion del 5%. Los
analisis se realizaron empleando el programa informatico Statgraphics Plus 5.1

(StatPoint Technologies, Inc., Virginia, EUA).

1.17 Modelado de Parametros Reolégicos. Modelo cubico especial

y superficie de respuesta

El sistema elegido para modelar los parametros reoldgicos de las masas
elaboradas con harina y almidén resistente fue el modelo cubico especial. Este
modelo permite reproducir satisfactoriamente los valores de la respuesta en los
vértices y las aristas de un triangulo, que representan las concentraciones de los
emulsificantes puros y sus mezclas respectivamente. Asi como también permite
reproducir un punto central que correspondiente a la mezcla ternaria en partes
iguales (1/3,1/3,1/3). Esta ultima particularidad es la que lo diferencia del modelo
cuadratico (De Barros Neto y col.,, 2007). EI modelo se representa mediante la
ecuacion 1.19 (Ec. 1.19)

Y = aX; + bXo + cXz + dX Xy + eXy X3 + fXoX3 + gX1X2X3 Ec.1.19

donde:
Y = parametro reoldgico a evaluar
X1 = valor codificado de la concentracion de SSL
X2 = valor codificado de la concentracion de PS80

X3 = valor codificado de la concentracién de DATEM

La metodologia de superficies de respuesta (SRM, surface response

methodology) es una técnica de optimizacion basada en planeamientos factoriales y
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es utilizada en el modelado de diversos procesos industriales (De Barros Neto y col.,
2007). En la practica las superficies de respuesta nos ayudan a prever qué
condiciones experimentales seran las mas favorables. Es por ello que para visualizar
el efecto de las variables independientes sobre las dependientes se utilizaron

graficos de superficie de respuesta.
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CAPITULO 1

Efecto de los emulsificantes sobre la

estructura del gluten




Resultados - Capitulo 1

Se preparé gluten de trigo, en ausencia y presencia de emulsificantes, a partir de
una harina 000 cuyo contenido de proteina fue de 10,7% (base harina, b.h.), el de
gluten himedo 29,8 + 0,5% (b.h.) y la fuerza alveografica 301 + 18 (10 J). Se
estudio el efecto de los emulsificantes en los cambios estructurales de las proteinas
durante la formacién del gluten.

Segun lo expuesto en los Materiales y Métodos (Inciso 1.3), las muestras fueron
codificadas como: G para el gluten nativo (control), GS para la muestra de gluten
con SSL, GD para la muestra con DATEM y GSD para la muestra de gluten con la
mezcla SSL-DATEM. El nivel de emulsificante se indicé luego de las letras

codificadas.

1.1 Microestructura del gluten

Se ha utilizado la espectroscopia FT-Raman para estudiar los cambios
conformacionales producidos en el gluten debido a la interaccion de las proteinas
con los emulsificantes.

Los espectros Raman de las proteinas y polipéptidos exhiben bandas
caracteristicas y han sido ampliamente utilizados para su estudio, en especial en
estos ultimos afos en la investigacidon de proteinas constituyentes de alimentos
(Phillips y col., 1999; Ma y Phillips, 2002; Choi y Ma, 2007). En el estudio
conformacional se obtiene informacion de la estructura y disposicion espacial del
esqueleto peptidico (estructura a-hélice, hoja plegada B y estructuras al azar).

En la Figura 1.1 se observan las bandas caracteristicas de un espectro Raman de
una muestra de gluten nativo. La banda correspondiente al estiramiento C-H (2800-
3100 cm™) esta relacionada con los grupos hidrofébicos de la proteina (Howell y col.,
1999). La regién Amida | (1600-1700 cm™) es un modo vibracional que se origina
principalmente a partir del estiramiento del enlace C-O y la banda Amida IIl (1250
cm™') se debe a los estiramientos C-N (40%) y N-H (30%). Dichas bandas provienen
de las vibraciones en el plano del enlace amida y permiten diferenciar, por el
corrimiento de las frecuencias, los cambios conformacionales en las proteinas

sometidas a distintas perturbaciones.
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Los dobletes de tirosina permiten diferenciar los entornos de los residuos de
tirosina. Cuando los mismos se encuentran ocultos en la estructura proteica,
aparece una banda intensa en 830 cm™, y cuando se encuentran expuestos en la
superficie, se incrementa la intensidad de la banda en 850 cm™ (Yu y col., 1973; Tu,
1982; Tu, 1986).

El triptéfano presenta una banda caracteristca a 760 cm™” y dos bandas
adicionales a 1582 y 1553 cm™. La exposicion de residuos de triptéfano,
previamente ocultos, como consecuencia de la desnaturalizacién de las proteinas,
es evaluada por la disminucién de la intensidad de dichos picos (Kitagawa y col.,
1979; Yu y col., 1974; Tu, 1982).

El enlace disulfuro colabora en la estabilidad de las proteinas, pudiéndose evaluar
la formacién o ruptura de dichos enlaces a través de la intensidad de las bandas

vibracionales de estiramiento S-S en la region 500-540 cm™.

C-H bending

Amida lll

Estiramiento C-H
Amidall

Intensidad relativa
Doblete de Tirosina

Triptofano
Estiramiento S-S

3000 2500 2000 1500 1000 500
v (cm™)

Figura 1.1. Espectro Raman del gluten nativo.

Con el fin de estimar los cambios producidos por los emulsificantes, se calculo la
intensidad normalizada de la banda Amida | (1657 cm™) cuyos valores se muestran
en la Figura 1.2. La frecuencia de 1657 cm™ se corresponde a la conformacion o-
hélice. El aumento de la intensidad de esta banda indica la existencia de un mayor

porcentaje de esta estructura. Bajas concentraciones de SSL (0,25 y 0,5% p/p)
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favorecieron la formacién de dicha estructura, con un valor maximo a 0,25%. A estos
niveles, el SSL estaria estructurando la proteina en el gluten (Tu, 1982). A medida
que aumento la concentracion de SSL la intensidad de la banda Amida | disminuyo.
Estos resultados indicarian que la concentraciéon 1% de SSL daria lugar a la
formacion de una menor proporcion de estructura o-hélice, porque la proteina
estaria mas desplegada y la formacibn de enlaces puente hidrogeno

intramoleculares seria menos frecuente (Ferrer y col., 2011).

0,40
0,35 1
0,30 1
0,25 1
0,20 { —

-1 .
1657 cm Amida |

0,15 1
0,10 1
0,05 1
0,00

Intensidad normalizada

wn

o
o
)

pul A
1)

A
)

0,25
1,0
0,25
0,25

e
\ ‘_}\
G GS GD GSD

Figura 1.2. Efecto de los emulsificantes en la intensidad de la banda de Amida | a una
frecuencia de 1657 cm™. G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM, GSD:
gluten + SSL-DATEM. Numeros: % p/p de emulsificante.

En el sistema gluten-DATEM (GD) se observé un comportamiento diferente, se
obtuvo una estructura mas ordenada a concentraciones de DATEM mayores o igual
a 0,5%. El incremento en la intensidad de banda Amida | de las muestras GSD no
fue tan pronunciado como en el caso de los aditivos puros (Figura 1.2), siendo la
tendencia mostrada por estas muestras similar a la observada en GS. Esto sugiere
que en la mezcla probablemente exista alguna incompatibilidad entre los
emulsificantes que conlleva a un menor plegamiento de las proteinas durante la
formacion de gluten. Esta incompatibilidad podria deberse a la diferente estructura

quimica de los aditivos. EI SSL es un emulsificante que presenta un alto balance
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hidrofilico-lipofilico (HLB). Su estructura molecular posee una porcion hidrofilica
(extremo polar) y una larga cadena hidrofébica (extremo no polar). Por el contrario,
el DATEM es una molécula que interactua principalmente con las partes hidrofébicas
del gluten (Armero y Collar, 1996; Kéhler, 2001; Shiau, 2004).

A fin de obtener una visién mas profunda de las modificaciones que ocurren en la
red de gluten, se llevé a cabo un analisis cuantitativo de la estructura secundaria
correspondiente a la regién Amida | (Tu, 1982). En la Tabla 1.1 se muestran los
porcentajes de las estructuras secundarias, obtenidos mediante el ajuste de la curva
de la banda de Amida |. Los emulsificantes aumentaron el contenido de estructura a-
hélice de las proteinas del gluten. Como se menciond anteriormente, la adicion de
0,25% p/p de SSL (GS0,25) favorecio la formacidon de estructura a-hélice en el
gluten nativo (G), con una consecuente disminucion del porcentaje de estructuras
tales como giro B (B-turn) y lamina plegada B (B-sheet). Estos resultados sugieren
que la presencia de SSL durante la formacién de gluten favorecié un incremento del
orden en la estructura secundaria de las proteinas, coincidente con la tendencia
observada para la intensidad de la banda Amida | (Figura 1.2). EI DATEM también
favorecié la formaciéon de estructura a-hélice y la disminucién en la proporcién de
giros 3 (Tabla 1.1), principalmente en niveles iguales o superiores a 0,5% p/p (GDO0,5
y GD1).

Tabla 1.1. Determinacion de porcentaje de estructuras secundarias mediante FT-Raman. G:
gluten nativo (control), GS: gluten-SSL, GD: gluten-DATEM, GSD: gluten-SSL-DATEM.
Numeros: % p/p de emulsificante.

B- Giro a-Hélice Estructura al Hélice Lamina
Antiparalela (1666-1673 (1650-1658 azar Solvatada plegada B
(1675—1695 cm™) cm™) (1 637—11 645 (1 625—‘! 637 (1613-1625
cm™) cm™) cm™) cm™)
G 2,59 23,48 40,09 7,24 9,10 17,42
GS0,25 8,65 6,82 68,53 nd 9,42 6,56
GS0,5 16,72 9,34 55,97 nd 3,83 14,35
GS1 15,79 9,23 53,76 nd 5,43 15,69
GDO0,25 21,19 18,10 42,99 nd 10,56 7,13
GDO0,5 11,37 11,65 54,98 nd 11,99 10,0
GD1 10,37 11,64 53,13 nd 11,86 13,0

nd: no detectado
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También se observé en GD una disminucion en la proporcion de estructura lamina
plegada B y un aumento en B-antiparalela. El porcentaje de area de la banda de
1630 cm™', que esta asociado a cadenas de segmento corto interconectadas con
segmentos de a-hélice (hélice solvatada) (Murayama y Tomida, 2004), mostré un
ligero aumento. Este incremento es coincidente con el aumento de proporcién de la
estructura a-hélice y en consecuencia, con el plegamiento de las proteinas de gluten
y la tendencia de las mismas a experimentar cambios conformacionales hacia una
estructura mas ordenada.

Para el sistema gluten-SSL-DATEM (GSD) no fue posible realizar un buen ajuste
de los espectros Raman. Por otra parte, en todos los espectros GSD la banda de
aproximadamente 933 cm™, atribuible a las vibraciones del esqueleto C-C de esta
conformacién, aumentdé su intensidad (datos no mostrados), confirmando asi el
incremento del contenido de a-hélice.

Tu (1982) sugirid que la relacion entre la intensidad de las vibraciones del anillo
de tirosina situado a 850 y 830 cm™ (lgsois30) revela el grado de exposicion de estos
residuos. Cuando los residuos de tirosina estan expuestos, tal como se indicé
previamente, la banda de 850 cm™ se hace mas intensa con respecto a la de 830
cm™. También se ha establecido que el doblete deriva de la resonancia de Fermi, y
que el cociente de dicha intensidad es un buen indicador de la naturaleza del enlace
hidrégeno o del estado de ionizacion del grupo hidroxilo del fenol. Para las muestras
GS, concentraciones bajas de emulsificante (0,25% p/p) provocaron, respecto a G,
una disminucién en la relacion lgsos30 (Figura 1.3), indicando el ocultamiento de los
grupos de tirosina y confirmando el plegamiento de las proteinas inferido de los
resultados de porcentaje de estructura secundaria (Tabla 1.1). Por otro lado, el
agregado de SSL al 1% (GS1) produjo un aumento en la relacidén lgsos30, €n
comparacién con el gluten control (G) (Figura 1.3). El valor obtenido para esta
muestra fue superior a 1,5; dicho valor se correlaciona con la forma disociada -O" del
grupo fenol de la tirosina (Carey, 1982). Una proporcion inusual tan elevada en la
intensidad podria deberse a la interaccion SSL-proteina (i6bnica o hidrofébica),
afectando la interaccion proteina-proteina durante la formacién del gluten,
favoreciendo el desorden molecular.

Todas las muestras GD mostraron una relacion lgsgs3o inferior a la de la muestra
control (G), no observandose diferencias entre los distintos niveles del emulsificante,

lo cual sugiere un ordenamiento proteico con bajo grado de exposicién de grupos
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tirosina (Figura 1.3). Las muestras de gluten preparadas con la mezcla gluten-SSL-
DATEM (GSD) presentaron un comportamiento similar al observado para las
muestras GS. Ademas, GSD al 1% mostré el mayor valor de lgsos30 (Figura 1.3),
este valor podria atribuirse a que el DATEM potencié la exposicién de tirosina

producida por el SSL en las proteinas del gluten.
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Figura 1.3. Efecto de los emulsificantes en la intensidad relativa del doblete de Tirosina.
G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM, GSD: gluten + SSL-DATEM.
Numeros: % p/p de emulsificante.

Las modificaciones en la banda caracteristica del triptéfano (760 cm™) también se
relacionan, como se indico anteriormente, con los cambios conformacionales de las
proteinas. La intensidad de las bandas del triptéfano esta intimamente relacionada
con la hidrofobicidad del entorno del anillo del indol (Fleury y col., 1997). Altos
valores de intensidad de este parametro indican que el triptéfano se encuentra
oculto. En general, la adicién de emulsificantes causé un aumento en la intensidad
de esta banda. Los resultados obtenidos sugieren que en presencia de estos
aditivos, los residuos de triptofano pasaron de estar medianamente expuestos
(gluten control) a ocultarse (muestra gluten-emulsificante) en un entorno hidrofébico,
siendo la muestra GD al 0,5% la que mayor valor de la intensidad mostré (Figura
1.4).
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Algunas de las bandas laterales de la cadena de proteinas proporcionan
informacion acerca de las conformaciones de las cadenas vecinas o del entorno que
las rodea. EI andlisis de las bandas asociadas al movimiento vibracional
perteneciente al estiramiento S-S (regién 450-550 cm™'), proporciona informacion
acerca de los puentes disulfuro (S-S). Se han asociado tres modos vibracionales
relacionados con estos puentes: la conformacion gauche-gauche-gauche (g-g-g), la
gauche-gauche-trans (g-g-t) y la trans-gauche-trans (t-g-t) (Tu, 1982).
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Figura 1.4. Efecto de los emulsificantes en la intensidad relativa de la banda del
Triptéfano. G: gluten control, GS: SSL-gluten, GD: DATEM-gluten, GSD: SSL-DATEM-
gluten. Numero: % de emulsificante.

La Tabla 1.2 muestra las frecuencias correspondientes a las vibraciones del
estiramiento de los puentes disulfuro. En el gluten control (G) las bandas asociadas
a estos modos de vibracién se encuentran en 534 cm™ (t-g-t) y 503 cm™ (g-g-g). La
banda g-g-g fue la mas intensa (datos no mostrados) y mostré la conformacion mas
estable. La adicién de SSL a 0,25% p/p (Tabla 1.2, GS0,25), provocé la aparicion de
tres bandas a 533, 514 y 497 cm™. La primera banda estd asociada a la
conformaciéon t-g-t, mientras que las dos ultimas corresponden a la g-g-g. Las
bandas asociadas a la conformacién g-g-g estarian relacionadas con dos tipos de

configuracion S-S: una intracatenaria (de menor frecuencia, con puentes S-S mas
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largos) y otra intercatenaria (de mayor frecuencia, con puentes S-S mas cortos) (Yu
y col., 1972) (Tabla 1.2). Con una mayor cantidad de SSL (GS0,5), también se
observo el desdoblamiento de la banda asociada a la conformacién g-g-g. De la
misma manera, cuando el contenido de SSL fue superior a 0,25% p/p (GS0,5y GS1)
aparecieron nuevas bandas en la region g-g-t, esto sugiere cambios en la
conformacién de los puentes disulfuro (Tabla 1.2). La desaparicion de estas bandas,
junto con el desdoblamiento de la banda correspondiente a la conformacién g-g-g
sugiere un fendbmeno de mayor plegamiento proteico. En todas las muestras con
DATEM (GD), las tres conformaciones estuvieron presentes, incluyendo el
desdoblamiento de las bandas en la regién g-g-g. Para las mezclas SSL-DATEM
(GSD) también se observaron las conformaciones g-g-g y t-g-t, y ademas para la
muestra GSD1 (0,5% p/p de cada emulsificante) se observé una banda asociada a

la conformacién g-g-t (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Vibraciones del estiramiento S-S en la regién 470-550 cm™. G: gluten nativo
(control), GS: gluten-SSL, GD: gluten-DATEM, GSD: gluten-SSL-DATEM. Numeros: %
p/p de emulsificante.

t-g-t g-g-t g-9-9
(535-545 cm™) (515-525 cm™) (470-515 cm™)

G 534 - 503
GS0,25 533 - 514, 497
GS0,5 543 526 515, 501
GS1 540 527, 520 513
GDO0,25 540 526 508, 498
GDO0,5 534 525 514, 500
GD1 542 523 514, 500
GSD0,25 541 - 513, 500
GSDO,5 537 - 513, 500
GSD1 538 522 509, 501

En la Tabla 1.3 pueden observarse los porcentajes relevantes correspondientes a
la regidn del estiramiento C-H para los distintos aminoacidos. Esta region (2800-
3100 cm™) estd generalmente relacionada con los grupos hidréfobicos. Los

principales cambios estan asociados fundamentalmente a las bandas relacionadas
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con el entorno del grupo tirosina entre otros aminoacidos (2934-2950 cm™),
principalmente aquellos que contienen grupos OH. Bajos porcentajes de area de
esta banda se corresponden con un mayor ordenamiento de la molécula de proteina.
Los mayores cambios en el estiramiento C-H se observaron especialmente en las
muestras GS. La banda correspondiente a 2935 cm™ se dividié en dos componentes
situados a 2939 y 2950 cm™. El porcentaje de area total (la suma de las areas de
ambas bandas) calculado para la muestra GS0,25 (20,3%) fue el menor valor
obtenido de las tres concentraciones evaluadas. Este valor muestra que a dicha
concentracion la estructura de la proteina se encuentra mas replegada. Estos
resultados siguen la misma tendencia que los valores obtenidos para la relacidn

Iss0/830 Mostrada en la Figura 1.3 (Howel y col., 1999).

Tabla 1.3. Porcentajes relevantes de los corrimientos Raman de los aminoacidos
relacionados a las bandas asociadas a las proteinas en la regién del estiramiento C-H. G:
gluten nativo (control), GS: gluten-SSL, GD: gluten-DATEM, GSD: gluten-SSL-DATEM.
Numeros: % p/p de emulsificante.

Aminoacidos G | Gs | 6s | s | b | 6D | 6D | GSD | GSD | GSD
asignados 0,25 | 05 1 | o025 | 05 1 | o025 | 05 1

2874-2879 cm™ 10,6 4,9 9,3 18,7 6,5 22,8 3,7 10,4 2,6 11,1

His, Leu, Lys,

lle, Val 7,4 59 7.8
2889-2897 cm™’ 14 | 45 | 89 | 43 | 68 - 10,1 | 13,7 | 55 1,6
Thr, Pro 128 | 7.3 38

2934-2950 cm™ 37,0 2,8 15,3 8,7 18 25,8 9,8 204 | 29,7 | 14,2

Met , Trp, Arg,
Cystine, Leu,
Lys, lle, Phe,
Tyr, Glu, Thr,
Val, Pro, His
Asp, Asn

175 | 11,7 | 23,6 8,1

En los sistemas gluten-DATEM sélo la muestra GD1 presentd una division de la
banda con una contribucion practicamente igual de ambas bandas (9,8% y 8,1%)
(Tabla 1.3). No se observd una division de banda en las muestras de gluten-SSL-
DATEM (GSD), y el mayor porcentaje de contribucién de area fue obtenido en la
muestra de 0,25% p/p SSL-0.25% p/p DATEM (GSDO0,5). La banda principal de
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proteina cercana a 2940 cm™ (regién 2934-2950 cm™') anteriormente mencionada,
fue relacionada con los aminoacidos aromaticos y alifaticos, con los aminoacidos
cargados y con la prolina, treonina e histidina (Howell y col., 1999). La presencia de
dos contribuciones en esta region podria ser atribuida a las distintas interacciones
que se establecen entre los diferentes aminoacidos y los emulsificantes y/o a la
participacion de los mismos en las nuevas estructuras formadas.

La disminucion en la intensidad lgso/s30 asociada a la tirosina en las muestras GD
fue independiente de la concentracion de emulsificante (Figura 1.3). Este
comportamiento, junto con la ausencia de division de bandas en la region 2934-2950
cm” para las muestras GD0,25 y GDO,5 (Tabla 1.3) podria estar relacionado con el
hecho de que los aminoacidos que contribuyen a esta banda no participan en la
interaccion proteina-DATEM.

También se observaron diferencias apreciables en las bandas cercanas a 2880 y
2900 cm™ (Tabla 1.3). Para las muestras de gluten con SSL (GS) se observo la
misma tendencia que el gluten control (G) (2 contribuciones), con la excepcion de
GS0,5. En todas las demas muestras (GD y GSD) so6lo se observd una sola
contribucion, a excepcion de GDO0,5 (la muestra con DATEM con mayor contenido de
a-hélice) que no presenté contribucion en esta regién. Este comportamiento se
correlacionaria con la manera en que los aminoacidos cargados (prolina y treonina)
contribuyen a los cambios en la estructura de las proteinas del gluten.

Como se hizo mencion en la Introduccidén de esta tesis, el SSL es una molécula
idonica formada por la union éster entre el acido estearico y el lactilato de sodio,
mientras que el DATEM tiene un esqueleto de glicerol con acido estearico unido al
C1 y un &cido diacetil tartarico al Cs (Introduccion General, Figuras 2 y 3). No
obstante, el SSL se considera un emulsificante menos hidrofébico que el DATEM,
deducido de su balance hidrofilico-lipofilico (HLB). Armero y Collar (1996) informaron
valores de HLB, de 21 y 9,2 para SSL y DATEM, respectivamente. Shiau (2004) y
Koéhler (2001) propusieron para el DATEM valores de HLB entre 11 y 9,2,
respectivamente. La cadena polar hidrofilica (lactilato de sodio) del SSL permite que
este emulsificante interactie con las proteinas del gluten a través de enlaces
ionicos, produciendo la aglomeracién del gluten y el reforzamiento de la estructura
de la masa durante la coccion del pan (Boutte y Skogerson, 2004). EI DATEM a
pesar de poseer otro residuo polar (residuo del acido diacetil tartarico), funciona de

manera cooperativa con las proteinas del gluten y los lipidos de la harina en la
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interfase aire/agua mejorando la capacidad de retencion de gas de la masa. Estas
interacciones podrian llevarse a cabo principalmente a través de interacciones
hidrofobicas mediante los sitios hidrofébicos de la molécula de emulsificante (Gaupp
y Adams, 2004).

Los resultados obtenidos por espectroscopia sugieren que para los sistemas con
SSL, las interacciones que se producen involucran principalmente a los aminoacidos
con grupos OH o con residuos cargados (Tabla 1.3). El desdoblamiento asociado a
la conformacion g-g-g permite asumir la formacién de enlaces disulfuro (inter e
intracatenarios) que participarian en la estabilizacion de la estructura del gluten.
Para los sistemas con DATEM, a excepcion de las muestra GD1, los residuos
aminoacidicos pertenecientes a la regiéon 2934-2950 cm™ actuarian de manera
conjunta, sin experimentar diferenciacién. Este comportamiento sugiere que no
estarian directamente involucrados en la estabilizacion de la estructura proteica. Por
otra parte, en estos sistemas los puentes disulfuro involucrados presentarian
mayoritariamente las conformaciones g-g-g y g-g-t.

En virtud de que no existen resultados previos relacionados con cambios
conformacionales en la estructura del gluten por la adicion de emulsificantes a la
harina, resulta dificultoso el analisis y la obtencion de datos concluyentes. Por ello,
podemos establecer que, como sugerimos anteriormente, las diferencias entre
ambos emulsificantes podrian estar relacionadas con la capacidad del DATEM para
interactuar principalmente a través de uniones hidrofébicas y/o enlaces puente
hidrogeno en contraste con las interacciones ionicas que el SSL es capaz de

establecer con las moléculas de proteinas.

1.2 Agregados proteicos de gluten

Los cambios conformacionales detectados en la estructura secundaria de las
proteinas de gluten, como consecuencia de la presencia de emulsificantes, es muy
probable que produzcan cambios estructurales en la matriz, modificando su
conformacién. En consecuencia, resulta interesante analizar el tipo de agregados o
moléculas proteicas presentes en la estructura del gluten. La electroforesis SDS-

PAGE permite separar las proteinas por tamafio molecular (Shewry y Lookhart,
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2003). De acuerdo a su movilidad en electroforesis A-PAGE (acid PAGE), las
gliadinas pueden dividirse en cuatro grupos: las a-gliadinas (mayor movilidad) y las
B, v y w-gliadinas (menor movilidad). Las gluteninas se clasifican de acuerdo a su
movilidad electroforética en SDS-PAGE, luego de la reduccion de los puentes
disulfuro, en cuatro grupos. El grupo A (A-type, 80-120 kD) correspondiente a las
HMW-GT (Payne y Corfield, 1979). Los grupos B (B-type, 42-51 kD) y C (C-type, 30-
40 kD) son LMW-GT que se asemejan en su secuenciacién a las y y a-gliadinas
(Introduccién, Proteinas de trigo). Finalmente el grupo D (D-type) también pertenece
a las LMW-GT, es altamente acidico y se ha encontrado que deriva de las -
gliadinas (Jackson y col., 1983; Masci y col., 1993; Gianibelli y col., 2001).

En una SDS-PAGE se observan las gluteninas de alta masa molecular (HMW-GT,
70-100 kD), luego las w-gliadinas (o-GD, 50-65 kD) y por ultimo y en forma conjunta
las gluteninas de baja masa molecular (LMW-GT, 30-40 kD) y las a-, B- y y-gliadinas
(a-, B- y y-GD, 33-40 kD) (Brandlard y Dardevet, 1985a,b; Kruger y col., 1988; Kruger
y Marchylo, 1990; Gianibelli y col., 2001).

Se analizaron las proteinas presentes en un extracto total, para lo cual las mismas
fueron extraidas de las muestras de gluten con buffer Tris-base 0,0625M (pH 10) en
ausencia de agente desnaturalizante (SDS), para evitar disociar la posible
interaccion proteina-emulsificante. Los extractos se analizaron por SDS-PAGE.

El SSL en todas sus concentraciones favorecio la extraccion de las proteinas de
gluten ya que, a iguales condiciones de extraccion, se observé mayor intensidad en
las bandas obtenidas (Figura 1.4). Asimismo se observé para las muestras con SSL
(GS) la presencia de agregados solubles de alta masa molecular (>100 kD) (Figura
1.4, flecha). Los extractos de gluten con DATEM (GD) y con SSL-DATEM (GSD), a
todas sus concentraciones, mostraron muy baja proporcion de dichos agregados.
Los agregados de alta masa molecular podrian estar formados por o-gliadinas (50-
65 kD) y/o gluteninas de alta masa molecular (HMW-GT) (> 70 kD) (Figura 1.4)
(Bietz y Wall, 1980; Masci y col., 1993; Thomson y col., 1999; Gianibelli y col., 2001).

Todos los perfiles mostraron la presencia combinada de las fracciones de
gliadinas a, B, y y-GD (33-40 kD) y de gluteninas de baja masa molecular LMW-GT
(30-40 kD), asi como también de la fraccion de w-gliadinas (»-GD, 50-65 kD),
observandose una baja proporcion de las mismas en el gluten control (G). Una

mayor proporcion de estas proteinas fue obtenida en las muestras GS, en
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comparacion con G, GD y GSD. EIl gluten con SSL presenté también una mayor
proporcion de las bandas de masa molecular de 52,5 £ 0,3 kD; 37,8 £ 0,5 kD y 34,2
+ 0,2 kD (Figura 1.4).

El contenido de proteinas (ug/mL) de los extractos proteicos fue de 150,3 + 0,8;
530,1 + 3,0; 514,2 £ 0,7 y 503,2 £ 2,6 para G, GS1, GD1 y GSD1, respectivamente.
Estos resultados sugieren que existen diferencias significativas (p < 0,05) en la
extraccion de las proteinas, entre las muestras preparadas con los emulsificantes y
G. En dichas muestras se extrajo mayor cantidad de proteina, siendo la muestra
GS1 la que presento el mayor valor. Estos resultados son coincidentes con la mayor

cantidad de agregados solubilizados en las muestras SSL-gluten (Figura 1.4).
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Figura 1.4. SDS-PAGE. Gluten liofilizado control (G) y con diferentes contenidos de SSL
(GS), DATEM (GD) y la mezcla de ambos aditivos SSL-DATEM (GSD). LMW: patrén de
proteinas de baja masa molecular. Numeros en cada calle: % p/p emulisificante.

Los resultados obtenidos sugieren que los emulsificantes interaccionan de
manera diferente con las proteinas del gluten, con predominio de uniones de distinta
naturaleza. Moléculas mas hidrofobicas como el DATEM interactuarian con las
proteinas principalmente mediante uniones hidrofébicas, estables en ausencia de
agentes disociantes. Moléculas un poco mas hidrofilicas como el SSL también se

unirian a las proteinas del gluten con su extremo polar mediante uniones idnicas,

98



Resultados - Capitulo 1

disociables en un medio Tris-base, favoreciendo la disociacion de agregados de la

matriz.

1.3 Composicién polipeptidica de agregados proteicos de gluten

Con la finalidad de dilucidar qué tipo de proteinas estaban conformando los
agregados, se realizd una electroforesis bidimensional de los extractos de gluten. En
la primera dimensién las proteinas se separaron de acuerdo a su peso molecular,
luego cada una de las calles que componia el gel fue tratada con un buffer que
contenia los agentes desnaturalizantes (SDS) y reductores (2-mercaptoetanol). Las
proteinas reducidas se corrieron nuevamente por SDS-PAGE (segunda dimension).
El agregado de SDS y 2-mercaptoetanol provoco la disociacion de los agregados de
alta masa molecular y las proteinas que formaban parte de dichos agregados fueron
identificadas. En esta electroforesis, todos los puntos que aparecen sobre la
diagonal indican la presencia de polipéptidos monoméricos. Los que se ubican
debajo de la diagonal, como consecuencia del tratamiento reductor, serian
subunidades que estaban unidas entre si por puentes disulfuro (Figura 1.5).

En la Figura 1.5 se puede observar que todas las muestras presentaron
polipéptidos monoméricos de 67, 52, 35, 33, 25, 20, 17y 12 kD.

Los agregados solubles de alta masa molecular (>97 kD) estarian formados por
monomeros de peso molecular entre 36 y 70 kD (Figura 1.4, flecha). El gluten control
(G) present6 agregados de alta masa molecular formados por monémeros de 67, 65,
61 y 47 kD. A diferencia de G, los agregados del gluten con SSL (GS) presentaron
ademas polipéptidos monomeéricos de 40 y 36 kD (Figura 1.5). Los extractos de GS1
presentaron alto contenido de agregados de alta masa molecular, estos resultados
son coincidentes con los mostrados en la Figura 1.4.

Comparado con G, el emulsificante SSL indujo la extraccién de mayor proporcién
de monomeros de 52, 35, 25 y 20 kD, y menor cantidad de polipéptidos de 17 y 12
kD. ElI SSL disociaria o no permitiria la formacién de grandes agregados insolubles,
por lo tanto, estos polimeros serian capaces de solubilizarse en el buffer de
extraccion. Al mismo tiempo, debido a la menor cantidad extraida, con respecto a G,

de los polipéptidos de 12 y 17 kD, el SSL induciria la asociacién de los mismos. La
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interaccién principalmente mediante uniones idnicas e hidrofébicas entre el SSL y
las HMW-GT interferiria en la unién entre estas proteinas durante la formacion de
gluten, dando como resultado la formacién de una red de gluten mas débil, con
mayor contenido de polimeros solubles.

El perfil electroforético obtenido para las muestras de gluten preparado con 1% de
DATEM (GD1) fue similar al observado para G y GS1, sin embargo se observa una
mayor proporcion de péptidos de 67, 52, 35, 20, 17 y 12 kD (Figura 1.5). Los
agregados de alta masa molecular en este caso estan formados principalmente por
la proteina de 67 kD (Figura 1.5, flecha). El gluten preparado con la mezcla de

ambos emulsificantes (GSD1) presentd un comportamiento intermedio entre GS1 y
GD1 (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Electroforesis Bidimensional. G: gluten control, GS1: gluten + SSL, GD1:
gluten + DATEM, GSD1: gluten + SSL-DATEM. Numero: % p/p emulisificante.
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En virtud de analizar mejor los agregados proteicos solubles presentes en las
diferentes muestras de gluten, se realizé con los extractos una electroforesis
multistacking (MS-SDS-PAGE). Esta técnica tiene como fin separar los agregados
proteicos que quedan retenidos en los geles stacking (4, 6, 8, 10 y 12%) y en el gel
continuo de 14% segun su masa molecular (Huang y Khan, 1997). Luego de esta
separacion, los polimeros retenidos en los distintos stackings son tratados con SDS
y B-mercaptoetanol con la finalidad de romper las uniones no covalentes y los
puentes disulfuro (Huang y Khan, 1997), para luego analizar los mondmeros que
formaban la estructura de dichos polimeros.

Resulta importante aclarar que para esta técnica es necesario extraer en la
primera etapa una gran cantidad de proteinas, para asegurar tener la cantidad de
proteina adecuada en la ultima fase de siembra (40 ug/10 pL); por lo que se decidié
extraer los agregados proteicos en presencia de SDS. Por lo que los agregados
extraidos para analizar por MS-SDS-PAGE son de naturaleza diferente a los
agregados extraidos en ausencia de SDS. Este agente desnaturalizante rompe
uniones no covalentes (principalmente hidrofébicas), por lo que las proteinas
extraidas estaran unidas principalmente por uniones puente disulfuro. En una
segunda etapa, las muestras son tratadas con el mismo buffer que contiene 2-
mercaptoetanol, por lo que la mayor parte de los puentes disulfuro, de estos
agregados previamente disociados por SDS, se reduciran.

La Figura 1.6 muestra el perfil MS-SDS-PAGE para las muestras G, GS1 y GD1.
Cada stacking contiene los mondémeros que formaban parte de los polimeros
proteicos extraidos inicialmente con SDS. Con el objetivo de facilitar su
interpretacion se dividieron los diferentes stackings en tres zonas: zona 1 (4, 6, 8 y
10%), zona 2 (12%) y zona 3 (14%). Cada zona presentd un perfil de separacion
polipeptidica similar entre si.

Los agregados de alta masa molecular, retenidos en la zona 1 presentaron
subunidades entre 35y 105 kD (Figura 1.6). En tanto que aquellos retenidos en los
stackings de 4, 6 y 8% contenian subunidades de 105, 98 y 85 kD (Figura 1.6,
flechas rojas), y subunidades de menor masa molecular (64, 46, 44 y 35 kD) (Figura
1.6, flechas azules).

Del gluten control (G) se extrajo una baja proporcion de proteinas de alta masa
molecular (4 y 6%) y una mayor proporcion de polipéptidos de tamafio intermedio

(8%), especialmente de menor tamano (10%). Este comportamiento indica que los
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polimeros grandes quedaron insolubles estabilizando la matriz de gluten.

El agregado de SSL y DATEM al 1% p/p a la muestra formé un gluten de cuya
matriz pudieron extraerse una gran cantidad (mayor que de G) de polipéptidos de
alta masa molecular retenidos en los stackings de 4, 6 y 8%, siendo mayor la
proporcion para GS1. Este comportamiento puede atribuirse a que en presencia de
SDS se romperian las uniones hidrofébicas y puentes hidrégeno que unian los
emulsificantes a las proteinas del gluten, o este emulsificante impediria la formacion
de polimeros de gran tamano, dejando la matriz mas labil y provocando asi una
mayor extraccion de proteinas. Estos agregados estaban compuestos
principalmente por péptidos de 35 y 40 kD y en menor proporcion por subunidades
de 60, 80, 97 y 103 kD. Se extrajo en G y GD1, en comparacion con GS1, una
mayor proporcion de agregados de tamafio medio (10%), con un predominio en el

primer caso (G y GD1) de la subunidad de 40 kD y en GS1 de la de 35 kD.
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Figura 1.6. Electroforesis Multistacking. G: gluten control. GS: gluten + SSL. GD: gluten +
DATEM. Numero: % p/p emulisificante. LMW: patrdon de proteinas de baja masa molecular.
Zona 1: stackings 4, 6, 8 y 10%. Zona 2: stacking 12%. Zona 3: continuo14%.
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El perfil de la zona 2 también resulté diferente para las distintas muestras. Para la
muestra G, las proteinas retenidas en el stacking 12% estaban formadas por
subunidades de 35 kD y en mayor proporcion por polipéptidos de 42 y 52 kD (Figura
1.6, flecha verde); ésta ultima ausente en los polimeros grandes (< 12%). Este tipo
de polipéptido de 52 kD, ausente en dichos polimeros, corresponderia a
subunidades de o-gliadinas (®-GD, 50-65 kD) o LMW-GT (D-Type) (Brandlard y
Dardevet, 1985a,b; Gianibelli y col., 2001; Shewry y Lookhart, 2003).

La muestra GS1 presentd un perfil de zona 2 (12%) con predominio de la
subunidad 35 kD, sugiriendo que los polimeros pequefios de gluten formados en
presencia de SSL son de distinta naturaleza que los polimeros de G. El perfil
monomeérico de los polimeros de la zona 2 de la muestra GD1 resulté similar al de
GS1, sugiriendo que los emulsificantes se unen en cierta forma de modo equivalente
a algunas de las proteinas, quiza debido a la similitud estructural de una parte de la
molécula (cola hidrofébica) de ambos aditivos.

Los perfiles de la zona 3 (14%) resultaron similares para todas las muestras de
gluten, sugiriendo que en este gel quedan retenidos los monomeros libres de baja
masa molecular (<45 kD) que no estarian comprometidos en la formacion de
oligomeros y/o agregados (Figura 1.6). Estos mondémeros corresponderian a
fracciones LMW-GT (C-type, 30-40 kD) y a las a,p y y-gliadinas (35-45 kD)
(Brandlard y Dardevet, 1985a y b; Gianibelli y col., 2001).

Las diferencias en el tipo de polipéptidos que pueden ser extraidos del gluten en
presencia o ausencia de SSL o DATEM afectaria el contenido de sulfhidrilos libres
(SHL) de las proteinas solubles. En la Tabla 1.4 se observa que el valor de SH,_ de
las proteinas del gluten control (G) fue superior a los valores observados para las
muestras de gluten con el agregado de 1% de emulsificante (GS1, GD1, GSD1).

Para la muestra G se extrajo una menor cantidad de proteinas, pero esas
proteinas presentaron una mayor proporcion de SH,. Por otra parte, las proteinas
extraidas de las muestras de gluten con los emulsificantes presentaron menor
contenido de SH,, principalmente la muestra GD1; probablemente debido a que la
proteina que se solubilizdé contenia menor proporcion de SH, o0 a que se produjo un
mayor intercambio SH/S-S entre las moléculas de las proteinas de gluten mediado
por el DATEM.
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Tabla 1.4. Solubilidad de proteina (S) y sulfhidrilos libres (SH_) de las diferentes muestras de
gluten. G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM, GSD: gluten + SSL-
DATEM. Numero: % p/p emulisificante.

G GS1 GD1 GSD1
S (mg/mL) 1,96a 2,16b 2,13b 2,35¢
SH_ (umol/g proteina soluble) 4,06a 3,56b 2,86¢ 3,45b

Letras distintas en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).

La mayor cantidad de proteina extraida en las muestras que contienen
emulsificantes, previamente observado para los extractos totales, indicaria que
dichos aditivos formarian una matriz de gluten mas labil que permitiria extraer mayor
cantidad de dichas proteinas. Estos resultados sugieren que se formarian redes de
gluten con diferentes estructuras dependiendo también de la naturaleza del

emulsificante.

1.4 Gliadinas y Gluteninas presentes en el gluten

El analisis por RP-HPLC se llevdo a cabo para determinar si alguna de las
fracciones proteicas del gluten, gliadinas o gluteninas, sufrieron cambios
conformacionales que cambiaran su hidrofobicidad como consecuencia de la
interaccion con los emulsificantes, que teéricamente, seria de naturaleza hidrofébica.

La Figura 1.7 muestra los cromatogramas RP-HPLC de las fracciones
enriquecidas en gliadinas y gluteninas extraidas del gluten control liofilizado (DO21
VS tretencisn)- EN €l cromatograma a) se identificaron 3 zonas que abarcaron diferentes
grupos de proteinas (G1 a G3), de acuerdo al tiempo de retencion y en el
cromatograma b) se identificaron 2 zonas (G1 y G2). Los primeros compuestos que
eluyen de la columna son los mas hidrofilicos y los que poseen mayor masa
molecular y por ultimo los mas hidrofébicos y de menor masa molecular que se
encuentran unidos a la fase continua hidrofébica (RP). Por lo tanto a medida que
aumenta el numero en el grupo, de G1 a G3, aumenta la hidrofobicidad de las

proteinas/polipéptidos.
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En el caso de las gliadinas los grupos se dividieron de acuerdo a los siguientes
tiempos de retencion: G1) 2-6 min, G2) 30-45 min y G3) 45-62 min. Para las
gluteninas los grupos fueron los siguientes: G1) 2-10,5 min y G2) 30-62 min (Figura

1.7). Se calcul6 el area de cada grupo mediante la suma de las areas de los picos

que conformaban ese grupo, tomandose como area total la suma de las areas de

todos los grupos considerados.
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Figura 1.7. Cromatograma RP-HPLC del Gluten Control. a) GLIADINAS. b) GLUTENINAS.

En la Tabla 1.5 se muestra el efecto del nivel de emulsificante sobre el porcentaje

de extraccion de cada grupo de fracciones de gliadinas y gluteninas.

Se observaron diferencias en los porcentajes de area de los diferentes grupos

para los diferentes agentes emulsificantes.
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Las gliadinas, separadas por RP-HPLC, fueron identificadas conforme a su
movilidad molecular segun lo establecido previamente por Lookhart y Albers (1988) y
Seilmeier y Wieser (2003). Segun lo mencionado anteriormente, y en analogia a los
resultados obtenidos por estos autores, de acuerdo a los tiempos de retencion se
identificaron 3 subgrupos, a los cuales se les asignaron las siguientes fracciones
proteicas: grupo 1 (G1): o-gliadinas (o-GD), grupo 2 (G2): a. y B-gliadinas (a/B-GD) y
grupo 3 (G3): y-gliadinas (y-GD). En general, en términos de porcentaje de
extraccion, las gliadinas extraidas presentaron la siguiente tendencia: o, p >y > ®
(Tabla 1.5). Esta secuencia también fue encontrada por Seilmeier y Wieser (2003) y
por Zhang y col. (2007). La extraccién de ©»-GD no mostré diferencias significativas
con respecto a G, en ninguna de las muestras evaluadas.

Por otra parte, se extrajo una menor cantidad de o/p-gliadinas de las muestras
GS0,5 y GDO0,5. Un nivel de 0,5% p/p de emulsificante permitid, con respecto a G,
una mayor extraccién de y-GD (Tabla 1.5). La interaccién de los emulsificantes al
0,5% p/p con las proteinas del gluten favorecié la liberacion de mayor cantidad de

proteinas hidrofébicas, como las y-gliadinas, especialmente en el caso del SSL.

Tabla 1.5. Area (%) de picos de RP-HPLC de los extractos enriquecidos de gliadinas y
gluteninas obtenidos de las diferentes muestras de gluten. Extracto enriquecido en gliadinas
(EGD): G1 (2-6 min), G2 (30-45 min) y G3 (45-62 min). Extracto enriquecido en gluteninas
(EGT): G1 (10-12,5 min) y G2 (30-62 min). G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten +
DATEM, GSD: gluten + SSL-DATEM. Numeros: % p/p emulisificante.

EGD G GS0,5 GS1 GDO0,5 GD1 GSDO0,5 GSD1
G1 1,12ab 0,87b 1,48a 1,31ab 1,15ab 0,90b 1,04b
G2 58,9a 54,2¢ 57,7ab 55,5bc 60,5a 59,4a 58,3ab
G3 39,7¢ 44 ,9a 40,8bc 43,2b 38,3c 39,7¢ 40,7bc
EGT G GS0,5 GS1 GDO0,5 GD1 GSDO0,5 GSD1
G1 33,3abc 30,2b 31,2bc 34,2ab 33,3abc 34,0ab 34,9a
G2 65,2bc 68,8a 67,6ab 64,6¢ 65,8bc 65,3bc 64,4c

Letras diferentes en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p < 0.05).

En el caso de las gluteninas los perfiles se asociaron a las gluteninas de alta

masa molecular (HMW-GT) y a las de baja masa molecular (LMW-GT) de acuerdo a
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Kruger y col. (1988). El grupo 1 (G1) se asigndé a las gluteninas de alta masa
molecular (HMW-GT) y el grupo 2 (G2) a las de baja masa molecular (LMW-GT)
(Kruger y col, 1988; Kawka y col., 1992). En el grupo 1 (G1) no se observaron
diferencias significativas en ninguna de las muestras con respecto al control (G). De
la muestra GSO0,5 se extrajo mayor cantidad de LMW-GT (grupo 2, G2) (Tabla 1.5).

Estos resultados sugieren que un emulsificante mas polar como el SSL
interactuaria con las HMW-GT principalmente a través de uniones idnicas formando
la matriz proteica del gluten y liberando de la misma las proteinas mas pequefias e
hidrofébicas (LMW-GT) (Gianibelli y col., 2001; Lookhart y col., 2003).

La alta solubilidad de las proteinas, el tipo de agregados solubles formados vy el
diferente perfil resultante de la extraccién diferencial de gliadinas y gluteninas;

sugiere la formacion de una red de gluten mas labil debido a la accién del SSL.

1.5 Microestructura de la red de gluten

Los cambios que se producen en la estructura de las proteinas del gluten debido
a la presencia de los emulsificantes estan directamente relacionados con el tipo de
red de gluten formada. En las micrografias SEM la red de gluten se presenta como
una red fibrilar con la presencia de unos pocos granulos de almidon (Figura 1.8).

Se pueden observar diferencias en la estructura de la red de gluten entre el gluten
preparado con los aditivos y el control con dos aumentos diferentes: 1500x y 5000x.
El gluten control (G) presentd una red continua y homogénea. Esta red fue
modificada en presencia de SSL (GS1), presentando esta ultima una estructura mas
abierta y fibrosa. El agregado de DATEM (GD1) form6 una red de gluten mas
laminar, con caracteristicas similares a las del gluten control (G).

La red de gluten formada fue consecuente con los resultados obtenidos de
solubilidad, SH. y SDS-PAGE. El agregado de los emulsificantes SSL y DATEM
provoco cambios en la estructura de las proteinas del gluten como consecuencia de
la formacion y/o ruptura de enlaces disulfuro o uniones no covalentes (hidrofébicas
y/o iénicas). Estas modificaciones provocaron la formacion de una matriz mas labil
en el gluten que contenia SSL que la obtenida con DATEM, demostrando asi que el
modo de interaccidn de cada aditivo con las proteinas del gluten cuando se forma la

matriz es diferente.
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Figura 1.8. Micrografias de gluten control (G) y gluten con el agregado de 1% de SSL
(GS1) y 1% de DATEM (GD1).

1.6 Transicion vitrea del gluten

Las modificaciones estructurales pueden tener influencia en caracteristicas fisicas
tales como la elasticidad o la gomosidad de la matriz del gluten. Trabajos anteriores
indican que las sustancias que interactuan con el gluten pueden afectar la cinética

de las reacciones de entrecruzamiento, la formaciéon de la red de gluten y en
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consecuencia su temperatura de transicion vitrea (Tg) (Kalichevsky y col., 1992;
Noel y col. 1995; Pommet y col. 2003). Los emulsificantes, al igual que el agua,
tienen un efecto plastificante que causa una disminucion en la temperatura de
transicion vitrea (T4) del gluten (Kalichevsky y col., 1992; Toufeili y Kokini, 2004).
Debido a lo mencionado previamente, no solo el proceso de calentamiento es
importante en la transformacion del gluten en la estructura del pan, sino también
resulta de interés el estudio del efecto que ejercen los emulsificantes sobre la
temperatura de transicion vitrea (Tg) del mismo. Por tal motivo se decidié también
evaluar la Ty de todas las muestras de gluten reconstituidas con agua.

Se realizaron corridas por calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las
muestras de gluten liofilizado reconstituido con agua. En la Figura 1.9 se muestra el
termograma obtenido para el gluten control, en el cual no se observdé ninguna
transicion térmica. Estas observaciones coinciden con resultados previos de otros
autores (Arntfield y Murray, 1981; Ma, 1990), en los cuales de todas las proteinas
vegetales estudiadas, solo las de gluten no presentan la/s endotermal/s
caracteristicas de la desnaturalizacion proteica. El agregado de emulsificantes a la
harina formé una estructura de gluten que tampoco presenté cambios endotérmicos
(datos no mostrados), sugiriendo que los cambios conformacionales producidos por
los emulsificantes sobre las gliadinas y gluteninas no son detectables por esta

técnica.
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Figura 1.9. Termograma de gluten control.
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El valor de T4 obtenido para la muestra de gluten control (G) liofilizado (8,2% de
humedad) fue coincidente al obtenido por otros investigadores (Kalichevsky y col.,
1992). En sus ensayos Kalichevsky y colaboradores (1992) encontraron que la T4 del
gluten a una humedad de 10% fue de 54 °C, mientras que en nuestro caso fue de
55,4 + 3,56 °C (Tabla 1.6).

Todas las muestras presentaron un termograma semejante al mostrado en la
Figura 1.10. En el mismo se puede observar la temperatura de transicion vitrea
calculada en el punto de inflexion (Tg= 49,84 °C).

En todas las muestras analizadas (G, GS y GD) se observd una pequena
transicion endotérmica que acompafid a la transicion vitrea, la cual puede ser
atribuida a una baja temperatura de relajacion requerida por la red de gluten para
alcanzar la movilidad necesaria para superar la transicién vitrea (Toufeili y col.,
2002). Ademas, se observo un gran pico endotérmico a una temperatura préxima a
120 °C. Tanto la temperatura (100-130 °C) como la entalpia (120-200 J/g)
presentaron un comportamiento aleatorio no pudiéndose obtener resultados
concluyentes. Diversos autores (Sartor y Johari, 1996; Ferrari y Johari 1997; Toufeili
y col., 2002) han atribuido esta endoterma a reacciones de entrecruzamiento en el

gluten.
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Figura 1.10. Termograma de muestras de gluten liofilizado.
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Para las muestras de gluten liofilizado (Tabla 1.6), la adicion de SSL en bajas
concentraciones (GS0,25 y GS0,5) provocd una disminucion en el valor de Tg,
mientras que el agregado de SSL al 1% (GS1) no presento diferencias significativas
con respecto al gluten control (G). El mismo comportamiento fue observado para las
muestras de gluten-DATEM (GD), donde los valores de T4 se encontraron en el
rango de 45,3 a 58,1 °C (Tabla 1.6). Para la muestras de gluten-SSL-DATEM al 1%
(GSD1) (0,5% de cada emulsificante) los valores de Tg4 fueron significativamente
inferiores a los obtenidos para GS1 y GD1, sugiriendo que el efecto de los
emulsificantes no se potencia, sino que actuan cada uno de manera independiente.
Toufeili y Kokini (2004) estudiaron el efecto del contenido de humedad sobre la T4 de
muestras de gluten que contenian 10% (base gluten) de emulsificantes tales como
SSL, DATEM y la mezcla de ambos aditivos. El rango de humedades evaluadas fue
de 6,5-21,3% (base gluten). Estos autores encontraron una pequena disminucion en

los valores de Tq4 del gluten en presencia de dichos aditivos.

Tabla 1.6. Valores de temperatura de transicion vitrea (T4) obtenidos para las muestra de
gluten liofilizado (columna 2) y gluten liofilizado reconstituido con agua (columna 3),
preparado con emulsificantes. G: gluten control, GS: gluten + SSL, GD: gluten + DATEM,
GSD; gluten + SSL-DATEM. Numeros: % p/p de emulsificante.

Tg (°C)
Gluten liofilizado Gluten rehidratado
G 55,4a -7,35¢
GS0,25 44,6b -7,21bc
GS0,5 46,0bc - 6,93a
GS1 56,5a -6,97a
GDO0,25 45,3bc - 6,93a
GDO0,5 47,7bc - 7,04ab
GD1 58,1a - 7,10ab
GSDO0,25 45,9bc - 7,08ab
GSDO0,5 47,8bc -7,01ab
GSD1 50,2¢ -7,11ab

Letras diferentes en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).
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El gluten humedo (67,2% de humedad) presenté un valor de T4 de -7,35 °C (Tabla
1.6). Valores similares fueron encontrados por Toufeili y colaboradores (2002) para
el gluten con un contenido de humedad equivalente. Estos autores también
observaron un decrecimiento en los valores de T4 con el incremento de la humedad
de la muestra, consistente con el efecto plastificante del agua sobre las proteinas.
Los valores de T4 obtenidos por estos autores no mostraron cambios por debajo de -
20 °C para muestras con un porcentaje de humedad superior al 24%, sugiriendo la
formacion de un sistema concentrado con la maxima cantidad de agua congelable
(Toufeili y col., 2002). En nuestros ensayos pudo observarse que para todas las
muestras con aditivo el valor de Tq4 fue superior al de G. Contrariamente a lo ocurrido
en las muestras de gluten liofilizado los emulsificantes no mostraron la propiedad
plastificante caracteristica de estos aditivos. Este comportamiento podria atribuirse a
que el gran contenido de agua de las muestras (67,2%) minimiz6 el efecto
plastificante de los aditivos.

Los resultados obtenidos para las muestras preparadas mediante la incorporacion

in situ de emulsificantes (1 y 5% p/p) al gluten nativo se muestran en la Tabla 1.7.

Tabla 1.7. Valores de temperatura de transicion vitrea (T,) obtenidos para mezclas de
gluten-emulsificante reconstituido con agua “in situ”. G: gluten control, GS: gluten + SSL,
GD: gluten + DATEM, GSD: gluten + SSL-DATEM. Numeros: % p/p de emulsificante.

Gluten rehidratado Tg (°C)
G -7,35a

GS1 -7,14a

GS5 -7,99bc

GD1 -7,33a

GD5 -7,99¢
GSD1 -7,16a
GSD5 -7,89b

Letras diferentes indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).
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La adicion de emulsificantes en un nivel de 5% p/p provocé una disminucién en el
valor de T,, obteniéndose valores cercanos a -8 °C, mientras que el agregado de 1%
p/p no mostrd diferencias significativas con respecto al control. En ambos casos no
se observaron diferencias entre los distintos aditivos. La disminucion en el valor de
T4 observada para el nivel de emulsificante de 5% sugiere que estos aditivos ejercen
un efecto plastificante sobre el gluten, al igual que el agua y los acidos grasos de
baja masa molecular (Kalichevsky y col., 1992; Noel y col., 1995; Sartor y Johari,
1996; Micard y Guilbert, 2000; Pommet y col., 2003). Este comportamiento no es
especifico, es decir, no depende de la naturaleza del emulsificante.

Al comparar las muestras de gluten con 1% de emulsificantes reconstituidas con
agua (Tabla 1.6) con aquellas reconstituidas “in situ” (Tabla 1.7) pudo comprobarse
que el agregado de emulsificantes “in situ” no mostré diferencias significativas con
respecto al gluten control (G), mientras que para las muestras reconstituidas con
agua los valores de T4 obtenidos en presencia de emulsificantes fueron superiores al
de G. Esto podria atribuirse a que la incorporacion de dichos aditivos junto con la
harina y el agua para formar la masa condicionarian la formacién de la red de gluten,
mientras que al agregar dichos aditivos al 1% p/p, luego que el gluten ya se ha
formado, no modifica su estructura y por lo tanto no ejerce efectos sobre la

temperatura de transicion vitrea del gluten.

Los valores de T4 de este trabajo de tesis fueron similares a los encontrados por
Toufeili y Kokini (2004), quienes atribuyeron dichos valores al fenomeno de
hidratacion del gluten. Durante este fendmeno, los dominios hidrofilicos del gluten
serian los responsables de la transicion vitrea. Estudios realizados por diversos
autores (Belton y col., 1995; Gilbert y col., 2000) han demostrado que la movilidad
de las proteinas de gluten asi como la formacion de estructura lamina plegada 3
aumentan durante la hidratacion. Estas observaciones llevaron a la elaboracion del
modelo “bucle y cadena” (“loop and train”) propuesto por Belton (1999) y detallado
en la Introduccion de esta tesis. El resultado de la hidratacion del gluten es un
equilibrio entre las regiones hidratadas "bucle" y las regiones "cadena" unidas por
puente hidrégeno, con una relacién entre ambas que dependera del estado de
hidratacion del sistema. Este fendmeno estaria asociado a los cambios moleculares
que se producen cuando la muestra pasa del estado vitreo al estado gomoso
(Belton, 1999).
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1.7 Conclusiones parciales

Los emulsificantes SSL y DATEM provocaron diferentes cambios en la estructura
del gluten. ElI SSL a concentraciones de 0,25% y 0,5% p/p indujo un plegamiento en
la estructura proteica con un incremento en la conformacion a-hélice (formacién de
puentes hidrégeno) y un decrecimiento en las conformaciones lamina y giro B y en
las estructuras al azar (random coil). Este plegamiento de las proteinas fue
confirmado por: los cambios producidos en los modos vibracionales del estiramiento
de los puentes disulfuros (S-S), la baja exposicion de los residuos de tirosina vy el
ocultamiento de los residuos de triptéfano a 0,25% p/p de emulsificante hacia un
entorno hidrofébico. El bajo valor obtenido para el SSL a 0,25% p/p en la banda
correspondiente al estiramiento C-H (2934-2950 cm™) podria estar relacionado a la
baja exposicion de la tirosina, sugiriendo un cierto grado de orden en la estructura
proteica, lo cual correlacionaria con el mayor contenido de a-hélice.

A alta concentracién de emulsificante (1% p/p) el SSL provocd un mayor grado de
desorden que a concentraciones menores, evidenciado en una estructura mas
abierta y mas labil (micrografias SEM). Esta estructura permitié la solubilizaciéon de
una gran proporcion de agregados poliméricos, formados por los péptidos de 60 y
103 kD vy principalmente por las subunidades de 35y 40 kD. El SSL al 0,5% también
permitié la extraccidon de un mayor porcentaje de y-gliadinas y de gluteninas de baja
masa molecular (LMW-GT), en comparacion con las muestras de gluten y de gluten-
DATEM. Estos resultados confirman la evidencia de la formacién (a niveles de 0,5%
de SSL) de una red de gluten mas débil, con una gran tendencia a la
depolimenrizacion.

Las diferencias producidas por los emulsificantes SSL y DATEM en la estructura
del gluten podria ser atribuida a las diferentes estructuras quimicas que poseen
dichos aditivos, las cuales condicionarian su balance hidrofilico/lipofilico y, por lo
tanto, el tipo de union que cada uno estableceria con las proteinas del gluten. Al ser
SSL un emulsificante con un alto balance hidrofilico-lipofilico (HLB=21) interactuaria
con las proteinas del gluten principalmente mediante enlaces idnicos, mientras que
el DATEM al poseer un mayor caracter hidrofébico (HLB=9,2) lo haria mediante
uniones hodrofdbicas. Estas diferencias en los valores de HLB serian determinantes

a la hora de constituir la red de gluten, lo cual conllevaria a la formacion de matrices
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de diferentes caracteristicas. Ambos emulsificantes mostraron que al ser agregados
a la harina para obtener el gluten disminuyen la temperatura de transicion vitrea
(Tg), demostrando de esta manera su capacidad plastificante.

Estas diferencias son las que influirian directamente en las propiedades
estructurales, reologicas y térmicas de la masa y consecuentemente en la calidad

del pan obtenido.
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2.1 Caracterizacion de la harina

A fin de evaluar la calidad de la harina que se utilizé en este trabajo de tesis, se

realizaron los ensayos fisicoquimicos, cuyos resultados se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Propiedades fisicoquimicas y reolégicas de la harina 000 utilizada en el ensayo
(Harina 000¢,,) y de una harina promedio (Harina 000,,m) proveniente de las camparas
2003/2004 y 2004/2005 (Cuniberti y Riberi, 2003, 2004).

Parametro* Harina 000¢xp Harina 000pr0m
Humedad (%) 13,2+ 0,3 12,4 +0,6
Cenizas (%) 0,705** 0,514 £ 0,052
Proteinas (%) 10,7+0,0 10,2+ 0,2
Gluten humedo (%) 29,8 +0,5 24,3 £ 1,1
Gluten seco (%) 9,8+0,2 8,7+0,6
Alveograma
Tenacidad-P (mm H,O) 110+ 5,7 101,51+ 12,0
Extensibilidad-L (mm) 80+1,4 745149
Relacion P/L 1,4+0,1 1,4+0,1
Trabajo de deformacion-W (107 J) 301 +18 273 £43
Farinograma
Absorcion de agua (%) 60,0™* 60,4 +1,3
Tiempo de desarrollo (min) 8,5** 6,9+0,0
Estabilidad (min) 16,0** 10,0+ 1,9
Aflojamiento (UF) 40,0** 47,0 £ 14,1

* Porcentajes expresados en base humeda.
** Datos suministrados por Molino Campodonico Ltd.

Los resultados obtenidos fueron comparados con los valores registrados para una
harina promedio, de la zona norte de la provincia de Buenos Aires (Harina 000pr0m),
correspondiente a las campafias 2003/2004 y 2004/2005 (Cuniberti y Riberi, 2003,
2004).

El valor de humedad obtenido se encuentra dentro de las especificaciones del
CAA (max. 15,0%). Este parametro tiene importancia desde el punto de vista de la
conservacion de la harina, por lo que se lo considera un parametro de calidad (Kent,

1975). También es importante en la determinacion de los ensayos alveograficos y
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farinogréficos, ya que dichas pruebas se realizan a humedad constante (14,0%) v,
por lo tanto, es necesario conocer previamente el valor de humedad de la muestra.

Segun estudios previos, la relacion éptima entre el gluten humedo y el gluten seco
debe ser cercana a 3 para harinas de calidad panadera estandar (Almutawah y col.,
2007; Zaidel y col., 2009). En base a esta correlacion nuestra harina presenté una
relacion entre el gluten humedo y seco de 3,04, por lo que se pudo comprobar,
segun lo mencionado anteriormente, que es una harina éptima para panificar
(Georget y Belton, 2006; Almutawah y col., 2007).

Tanto los parametros alveograficos como los farinograficos mostraron valores
similares a los registrados para la harina promedio (Tabla 2.1). Los parametros
alveograficos dieron valores aceptables de P y L, la relacion P/L arrojé un valor de
1,4. El parametro P/L representa el balance entre la tenacidad y la extensibilidad de
la masa. Cuando ese valor se acerca a 1 (6ptimo) (Cheftel y Cheftel, 1992), la masa
presenta una relacion equitativa de elasticidad y extensibilidad, por lo tanto, es una
masa oOptima para ser utilizada en panificacion (Indrani y col., 2007; Indrani y Rao
2007), siempre y cuando el trabajo de deformacion (W) sea aceptable (harinas de
calidad panadera presentan valores de W mayores a 250) (Cheftel y Cheftel, 1992).

Los parametros obtenidos para la harina utilizada en este trabajo fueron similares
a los de la harina promedio destinada a panificacion, por lo que se considera que
nuestra harina es indicada para el estudio del efecto de emulsificantes en la calidad
panadera.

Como se menciond en el Capitulo 1 el 80% de los aspectos de calidad panadera
de las harinas se deben a las variaciones producidas en las proteinas que
conforman el gluten (Shewry y col., 2001). Los emulsificantes, como se ha
evidenciado anteriormente (Capitulo 1), produjeron cambios en la estructura del

gluten que influiran en las propiedades reoldgicas de la masa y la calidad del pan.
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2.2 Efecto de los emulsificantes sobre la estructura de masas

2.2.1 Microestructura de las masas

Con el propdsito de evaluar si se producen cambios estructurales provocados por
los emulsificantes sobre la matriz del gluten, se realizaron ensayos de microscopia
electronica de barrido (SEM) sobre las masas con y sin el agregado de aditivos. En
estas micrografias la red de gluten se presenta como una red fibrilar en la cual estan
inmersos los granulos de almidéon (Rojas y col., 2000) (Figura 2.1). Estos granulos
presentan forma aproximadamente esférica y su tamafio es variado, observandose
principalmente dos poblaciones predominantes, granulos grandes de diametro
superior a 10 um y granulos mas pequefios de diametro inferior a 10 um
(Prabhasankar y col., 2003). También pueden visualizarse algunas cavidades vacias
correspondientes a células de aire formadas durante el amasado. Resultados
similares han sido informados por Létang y col. (1999), en cuyos ensayos evaluaron
microscopicamente el comportamiento de masas elaboradas con harina de trigo con
distintos contenidos de agua y a distintos tiempos de amasado. Las masas
obtenidas por estos autores con la cantidad O6ptima de agua presentaron
caracteristicas similares a la masa control (sin aditivo, M) de esta tesis.

Las micrografias SEM (Figura 2.1) mostraron diferencias en la conformacion de la
red de gluten entre las masas preparadas con los emulsificantes y el control (sin
aditivo). La masa control (M) present6 una red de gluten fibrosa, mientras que en la
masa que contenia 5% p/p de DATEM (MD5) se form6 una matriz mas homogénea
de tipo laminar. Por su parte, en la muestra con 5% p/p de SSL (MS5) se genero una
red mas desagregada. La mezcla de ambos aditivos al 5% (2,5% de SSL+ 2,5% de
DATEM, MSD5) mostré una red de gluten de aspecto aparentemente intermedio al
de la de los aditivos puros, aunque levemente similar a MS5 (Figura 2.1). Estos
resultados coinciden con los obtenidos en el Capitulo 1 (Inciso 1.6) para las
muestras de gluten.

Ribotta y col. (2004) estudiaron el efecto del agregado de DATEM al 0,5% y otros
aditivos a masas congeladas elaboradas con harina de trigo. Estos autores, a través
de las micrografias SEM, encontraron que tanto para masas congeladas como sin

congelar, en presencia de DATEM se formd una matriz con mayor cantidad de
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celdas de aire y menos densa que la masa control. En nuestros ensayos, la masa
control (M) present6 caracteristicas similares a las observadas por dichos autores,
mostrando una red de gluten fibrosa con granulos de almidon embebidos en ella. Sin
embargo, la masa que contenia DATEM (MD5) formé una matriz mas homogénea
(tipo laminar) que la masa control (M) (Figura 2.1). No se observé mayor cantidad de
celdas de aire que en el control, esto puede atribuirse a que en nuestros ensayos se
utilizaron masas preparadas con una concentracion mucho mayor de emulsificante

(5% p/p, base harina).
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Figura 2.1. Micrografias de masa control (M) y masa con el agregado de 5% de SSL
(MS5), DATEM (MD5) y la mezcla de ambos aditivos (MSD5).
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2.2.2 Proteinas de las masas

La extraccion de proteinas de la masa y su posterior analisis por electroforesis
permite evaluar la naturaleza de las proteinas solubles que forman parte de la
matriz.

Se analizaron en un ensayo previo tres buffers de extraccidon distintos: Tris-base
0,0625 M (pH = 10), NaOH 0,1 M (pH = 13) y Borato de Sodio 0,1 M (pH = 10). La
Figura 2.2 muestra la SDS-PAGE de las proteinas extraidas de las masas con
dichos medios de extraccion.
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Figura 2.2. LMW = patrén de proteinas de bajo peso molecular. M = masa control
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Con Tris-base se observaron agregados de alta masa molecular en las muestras
que contenian SSL. A mayor contenido de emulsificante, mayor fue la extraccion de
dichos agregados. Con la solucion de NaOH se extrajo una mayor cantidad de
agregados de alta masa molecular en la muestra control (M) y en las que contenian
menor proporcion de aditivos, evidenciando una diferente accién del NaOH sobre la
matriz formada por las proteinas y los emulsificantes. El buffer Borato de Sodio no
permitié la extraccion de agregados de alta masa molecular. En base a estos
resultados se decidi6 utilizar el Tris-base como medio de extraccion.

Diversos autores (Kruger y col. 1988, 1990; Singh y col., 1990) identificaron
mediante SDS-PAGE, tal como se indicé previamente, diferentes tipos de proteinas
en el siguiente orden decreciente de masas moleculares: gluteninas de alta masa
molecular (HMW, 70-100 kD), o-gliadinas (50-65 kD), en forma conjunta gluteninas
de baja masa molecular (LMW, 30-40 kD) y a-, B- y y-gliadinas (33-40 kD) y por
ultimo albuminas y globulinas (< 25 kD). Basandonos en los resultados obtenidos por
estos autores, la masa control (M) (Figura 2.3) present6é un perfil con subunidades
en el rango de 15-25 kD (15,2; 17,2; 19,2; 20,8; 23,7; 24,8) correspondiente a las

albuminas y globulinas.
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Figura 2.3. SDS-PAGE. Masa liofilizada (M) con diferentes contenidos de SSL y DATEM.
LMW: patrén de proteinas de baja masa molecular.

14,4

También se observaron subunidades en el rango de 26-36 kD (26,1; 27,6; 31,0;
33,6; 35,4) correspondiente a las gluteninas LMW vy a las a-, B- y y-gliadinas. Por
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ultimo proteinas en un rango de 45-69 kD (45,4; 54,6; 62,6; 65,0 y 68,2 kD)
correspondiente a las -gliadinas, a excepcion de la subunidad de 68,2 kD
posiblemente glutenina HMW.

Bajas concentraciones de SSL formaron una matriz que fue afectada por la
adicién de buffer Tris-base permitiendo la extraccién de agregados de alta masa
molecular (Figura 2.3, flecha roja) y la subunidad de 54,6 kD (Figura 2.3, flecha
azul). Cantidades superiores de SSL estabilizaron la matriz de un modo tal que
dificulto la extraccion de los agregados proteicos. Por su parte el DATEM, en forma
independiente de la concentracién, formd una matriz mas estable a la extraccion con
Tris-base. La ausencia de agregados de alta masa molecular en el extracto soluble
sugiere una posible participacidon de los mismos en la estabilizacion de los
agregados insolubles que conforman la matriz del gluten. La banda de 54,6 kD se
extrajo en menor proporcion que en el caso del SSL y su intensidad disminuy6 al

aumentar la concentracién de DATEM (Figura 2.3, flecha verde).

Agregados proteicos

Los agregados proteicos extraidos en buffer Tris-base se analizaron mediante
electroforesis nativa (Figura 2.4). La movilidad electroforética (relaciéon carga/masa)
de las proteinas fue mayor en las muestras con nivel de SSL igual o mayor al 5%
(MS5 y MS10). Este comportamiento puede deberse a que el SSL, emulsificante de
mayor HLB que el DATEM, en grandes cantidades inhibe la formacion de grandes
polimetros de la matriz. La repulsion electrostatica generada por el SSL entre
moléculas de proteinas, conduce a una mayor extraccién de especies de baja masa
molecular y a su vez de mayor carga.

Por su parte el DATEM, como mencionamos anteriormente, formé una matriz
cuyos agregados con alta relacidn carga/masa no pudieron ser extraidos en
condiciones nativas (Figura 2.4). Por lo tanto, el SSL modificaria, en forma diferente
al DATEM, el entrecruzamiento entre moléculas de proteinas en la masa, formando
una matriz de gluten mas labil de la que se logra extraer proteinas de mayor

movilidad electroforética.

123



Resultados - Capitulo 2

M MS1 MD1 MS5 MD5 MS10 MD10

Menor
movilidad
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movilidad

Figura 2.4. PAGE-Nativa. M: masa control, MS: masa + SSL, MD: masa + DATEM.
Numeros: % p/p de emulsificante.

En la Figura 2.5 se muestra un perfil MS-SDS-PAGE para la masa control (M),
masa preparada con SSL al 1% (MS1) y con DATEM al 1% (MD1). De manera
similar a lo realizado con las muestras de gluten (Capitulo 1, Inciso 1.3), se
dividieron los diferentes stackings en tres zonas para facilitar la interpretacion de los
resultados.

Al igual que en las muestras de gluten (Capitulo 1, Figura 1.6), los agregados
retenidos en los stackings de 4, 6 y 8% (zona 1) estan formados por subunidades de
105, 98 y 85 kD (Figura 2.5, flechas rojas), y por subunidades de menor masa
molecular (64, 46, 44 y 35 kD) (Figura 2.5, flechas azules).

De la masa control (M) se extrajo una menor proporcion de polimeros de tamafno
intermedio (stacking de 6%) en comparacion a lo detectado para los stackings de 4 y
8% (Figura 2.5). Este comportamiento indica que una proporcién de los polimeros de
tamano intermedio se encontrarian estabilizando la matriz de gluten. Los polimeros
retenidos en el stacking de 10% presentaron composicién polipeptidica de masa
molecular mayor a 45 kD. Los agregados retenidos en la zona 2 (12%) estan
formados principalmente por subunidades de 62, 56, 46 y 44 kD ausentes en los
agregados de mayor tamafno (Figura 2.5, flechas verdes). En la zona 3 (14%)

quedaron retenidos los monémeros de baja masa molecular (< 40 kD) (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Electroforesis Multistacking. M: masa control, MS1: Masa + 1% SSL,
MD1: Masa + 1% DATEM. LMW: patron de proteinas de baja masa molecular.

Tanto la masa preparada con SSL (MS1) como la elaborada con DATEM (MD1),
presentaron perfiles similares a la masa control (M) en la zona 1 (Figura 2.5). Sin
embargo se extrajo mayor proporcion de polipéptidos de la muestra que contenia
DATEM. Este comportamiento puede atribuirse a que al extraer las proteinas con un
buffer que contiene SDS, éste agente desnaturalizante estaria rompiendo
principalmente los enlaces hidrofobicos (Rabilloud y Chevallet, 2000; Campbell y
Farrell, 2009), uniones predominantes entre el DATEM vy las proteinas. De esta
manera se extraeria mayor cantidad de proteinas de las masas que contienen

DATEM que de las que poseen SSL.
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Los agregados mas pequefios retenidos en la zona 2 (12%) presentaron diferente
composicion polipeptidica para las diferentes masas. En las muestras M y MD1 se
observaron principalmente tres bandas de 44, 56 y 62 kD; mientras que para MS1 se
detectd so6lo una banda a 62 kD, observandose un comportamiento analogo entre la
masa control (M) y la masa con DATEM (MD1). En el caso de la masa control (M) se
observaron bandas de 46 y 44 kD, que estuvieron ausentes en el perfil de la masa
con SSL (MS1). Sdlo la banda de 46 kD fue detectada en MD1. Estos resultados
sugieren que los agregados solubles de masa molecular semejante estarian
formados por diferente tipo de monémeros.

Al comparar los resultados obtenidos con las muestras de gluten analizadas en el
Capitulo 1 (Inciso 1.3) pudo comprobarse que los perfiles observados para la zona 1
fueron similares en ambos grupos de muestras. Sin embargo en la masa que
contenia DATEM se extrajo mayor cantidad de proteinas que de la que contenia
SSL. Al ser el SSL un emulsificante mas hidrofilico que el DATEM (HLB=21 vs.
HLB=9,2) se uniria no sélo por uniones hidrofobicas al gluten, sino también por
uniones iénicas y puente hidrogeno a la amilopectina del almidén, formando una
matriz mas estable de menor grado de depolimerizacion.

Esta diferencia también fue observada en los agregados retenidos en el stacking
de 12%. En el caso del gluten estos agregados estan formados por subunidades de
35 kD, mientras que en la masa estan constituidos por las subunidades 56 y 62 kD
(Figura 1.6 y 2.5). Diferencias entre los perfiles electroforéticos entre la masa y el
gluten sugieren que el almidon interacciona con los emulsificantes jugando un rol

importante en la formacion de la matriz de la masa.

Gliadinas y Gluteninas

Las fracciones enriquecidas en gliadinas y gluteninas extraidas de las masas
fueron analizadas por HPLC. En la Figura 2.6 se muestran los cromatogramas de
RP-HPLC de las fracciones de gliadinas y gluteninas extraidas de la masa control
liofilizada (DOz210 VS tretencion). Para las gliadinas se identificaron 3 zonas que
abarcaron diferentes grupos de proteinas (G1 a G3), los cuales se dividieron de

acuerdo a los siguientes tiempos de retencion: G1) 2-5,5 min, G2) 31-49 min y G3)
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49-63 min. Para las gluteninas se identificaron 2 zonas, las cuales fueron divididas
en los grupos G1 (5-11 min) y G2 (39-61 min) (Figura 2.6). Se calcul6 el area de
cada grupo mediante la suma de las areas de los picos que conformaban ese grupo,

tomandose como area total la suma de las areas de todos los grupos considerados.
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Figura 2.6. Cromatograma RP-HPLC de masa control. a) GLIADINAS. b) GLUTENINAS.

El analisis de las areas mostré diferencias de comportamiento entre los diferentes
grupos de picos y agentes emulsificantes.

Las gliadinas, separadas por RP-HPLC, fueron identificadas conforme a su
movilidad molecular (Lookhart y Albers, 1988; Seilmeier y Wieser, 2003). De manera
analoga a lo mencionado en el Capitulo 1 (Inciso 1.4), se identificaron 3 subgrupos

(de acuerdo a los tiempos de retencion y a datos bibliograficos), a los cuales se les
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asignaron las siguientes fracciones proteicas: grupo 1 (G1): w-gliadinas, grupo 2
(G2): a y B-gliadinas y grupo 3 (G3): y-gliadinas (Seilmeier y Wieser, 2003). En
general, en términos de porcentaje de extraccion, y al igual que en gluten, las
gliadinas extraidas presentaron la siguiente tendencia: a, B >y > ® (Tabla 2.2). Esta
secuencia también fue encontrada por Seilmeier y Wieser (2003) y por Zhang y col.
(2007).

En el caso de las w-gliadinas (G1), en presencia de emulsificante no se logro
extraer mayor cantidad que la que se extrajo en la muestra control (M). Para el grupo
2 (G2: o, B-gliadinas) no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
extraccion correspondiente a las muestras con aditivos respecto al control, mientras
que para el grupo 3 (G3) la extraccion de y-gliadinas se vio favorecida en presencia
de DATEM al 5% (MD5) (Tabla 2.2). La interaccion de este emulsificante al 5% con
las proteinas de gluten en la masa favorecié la extraccion de mayor cantidad de
proteinas mas hidrofébicas y de baja masa molecular, como son las y-gliadinas.

El emulsificante favorecid en la masa la interaccion de las w-gliadinas con las
demas proteinas de gluten. Sin embargo, al comparar estos valores con los
obtenidos en el Capitulo 1 (Inciso 1.4), en el caso de la masa se extrae mayor % de
w-gliadinas. Este comportamiento sugiere que el almidén se interpondria entre las
moléculas de proteinas y los emulsificantes, resultando en una interaccion mas débil
con las w-gliadinas vy, por lo tanto, de mas facil extraccion con 1-propanol 50% v/v.
No se observaron diferencias significativas en la cantidad extraida de o/ff y v
gliadinas con respecto a las muestras de gluten (Capitulo 1, Inciso 1.4). En este
caso, la relacion gliadinas/gluteninas seria independiente de la presencia de almidon
al momento de la extraccion.

En el caso de las gluteninas se identificaron 2 grupos, cuyos perfiles fueron
asociados a gluteninas de alta masa molecular (HMW-GT, grupo 1: G1) y a
gluteninas de baja masa molecular (LMW-GT, grupo 2: G2) de acuerdo con Kruger y
col. (1988). No se observaron diferencias significativas en la extraccidon de gluteninas
HMW y LMW para las muestras que contenian SSL. Por su parte, la extraccién de
gluteninas HMW se vio favorecida en las muestras que contenian 5% de DATEM
(MD5) y en la mezcla de ambos emulsificantes en sus dos concentraciones (MSD1 y
MSDY5) a expensas de las LMW-GT (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Area (%) de picos de RP-HPLC de los extractos enriquecidos de gliadinas y
gluteninas obtenidos de las diferentes muestras de masa. Extracto enriquecido en gliadinas
(EGD): G1 (2-5,5 min), G2 (31-49 min) y G3 (49-63 min). Extracto enriquecido en gluteninas
(EGT): G1 (5-11 min) y G2 (39-61 min). M: masa control, MS: masa + SSL, MD: masa +
DATEM, MSD: masa + SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante.

EGD M MS1 MS5 MD1 MD5 MSD1 MSD5
G1 4,40a 3,55b 3,32b 3,60b 3,26b 3,05b 3,65b
G2 55,8a 54,4a 54,3a 53,5a 53,5a 54,0a 53,7a
G3 39,8b 42,1ab 42,4ab 42,9ab 43,2a 42,9ab 42,7ab
EGT M MS1 MS5 MD1 MD5 MSD1 MSD5
G1 36,0d 37,6cd 37,1d 37,9¢cd 40,6¢ 45,6b 49,6a
G2 64,0a 62,4ab 62,9a 62,1ab 59,4b 54,4c 50,4d

Letras diferentes en la misma fila indican que existen diferencias significativas (p<0,05).
EGD. G1: w-gliadinas, G2: o y B-gliadinas, G3: y-gliadinas (Seilmeier y Wieser, 2003). EGT. G1: gluteninas
HMW, G2: gluteninas LMW (Kruger y col., 1988).

Estos resultados sugieren que altas concentraciones de DATEM y SSL-DATEM
(5%) interferirian con la unidn entre las gluteninas, formandose menor proporcién de
macropolimeros de HMW-GT, y por lo tanto quedando estas proteinas libres para su
extraccion. Por ende, un emulsificante mas hidrofébico como el DATEM se uniria a
las gluteninas LMW-GT mediante uniones hidrofdbicas, liberando asi mayor cantidad

de gluteninas HMW-GT (proteinas mas hidrofilicas) al medio de extraccion.

2.3 Efecto de los emulsificantes sobre las propiedades

alveograficas y farinograficas

Los ensayos alveograficos mostraron que el agregado de emulsificantes no
modificé en forma significativa, a ninguno de los niveles ensayados, la tenacidad (P)
de la masa control (datos no mostrados).

Las masas elaboradas con 0,5% y 1% de SSL (MSO0,5 y MS1) mostraron una
extensibilidad (L) mayor a la observada en las preparadas con DATEM (MDO0,5 y
MD1) y la mezcla de ambos emulsificantes al 1% (MSD1) (Figura 2.7 a). La variacion
de extensibilidad para niveles superiores a 1% p/p de emulsificante en masas con
MD y MSD resulté similar. Estos resultados sugieren que en MSD, el DATEM
gobierna la extensibilidad de la masa.
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Figura 2.7. a) Extensibilidad (L). b) Trabajo de deformacion (W). M: masa control, MS:
masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Numero: % p/p de
emulsificante.

En todas las muestras se observdé que la incorporacién de 5% de aditivo
disminuy6 la extensibilidad de la masa con respecto a la masa control (M) (Figura
2.7 a). Por otra parte, sélo la incorporacion de los emulsificantes al 5% mostraron un
valor significativamente menor de trabajo de deformacién (W) aplicado a la masa
durante la extension alveografica, con respecto al control (Figura 2.7 b). Esto resulta
l6gico ya que al no existir diferencias significativas en la tenacidad (P) y al disminuir
la extensibilidad (L), el trabajo de deformacion (W) sera menor. Esta disminucion en
los parametro L y W obtenidos a un nivel de emulsificante de 5% puede ser atribuida
a que concentraciones tan elevadas dan como resultado masas menos extensibles

debido a que la red de gluten que se genera es muy débil y no es capaz de formar
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una estructura como la masa control (Figura 2.1).

Los ensayos farinograficos mostraron que el agregado de SSL a la masa (MS)
provocd un incremento en la absorcion de agua al 0,5% de concentracion y luego
una disminucion pronunciada hasta alcanzar un valor minimo al 5% de 52,7 + 0,8%
(Figura 2.8 a). No se observaron diferencias significativas en la masa que contenia
DATEM (MD) con respecto a la masa control (M) en ninguna de las concentraciones
ensayadas. El agregado de la mezcla de ambos aditivos (MSD) al 1% y 5% a la
masa mostrd que la absorcion de agua disminuy6 con respecto a M hasta alcanzar
un valor de 53,2 + 0,3% (MSD5), similar al del SSL (Figura 2.8 a).

La capacidad de absorcion de agua esta intimamente relacionada con el almidon.
Al agregar altas concentraciones de emulsificante este parametro disminuye. Esto
podria ser atribuido a la formacion del complejo amilosa-emulsificante. En la
formacion de este complejo la cola hidrofébica del emulsificante se introduciria en el
interior lipofilico de la hélice de amilosa, quedando la cabeza hidrofilica del aditivo
(extremo polar) orientada hacia fuera (entorno hidrofilico). La amilopectina, al ser
ramificada, no forma tan facilmente dichos complejos con el emulsificante, sino que
las interacciones que se producen entre ambos ocurririan en la superficie de los
granulos de almidon via enlaces puente hidrégeno con la cabeza polar del aditivo
(Gaupp y Adams, 2004; Boutte y Skogerson, 2004; Lakshminarayan y col., 2006).
Debido a que el SSL posee mayor caracter hidrofilico que el DATEM, su cabeza
polar interaccionaria mediante uniones puente hidrogeno con la amilopectina. Al
aumentar la concentracion en las muestras de SSL de 0,5 a 5% (Figura 2.8 a) se
establecerian mayor cantidad de uniones con la amilopectina, por lo que quedarian
menos sitios disponibles para formar puente hidrégeno con las moléculas de agua,
disminuyendo asi la absorciéon de la misma. El agregado de la mezcla de ambos
aditivos (MSD) a la masa mostré un comportamiento analogo a MD al 1%.

Los tiempos de desarrollo dieron valores entre 12 y 16 min, a excepcion de MS5
que fue muy superior al resto, arrojando un valor de 21,6 min. Las muestras MD1,
MSD1 y MSD5 mostraron un aumento significativo con respecto a M (Figura 2.8 b).
El valor tan elevado registrado por la muestra MS5 podria atribuirse, entre otras
causas, a que como la masa MS5 absorbié una cantidad de agua mucho menor
tardara mas tiempo en llegar a la consistencia 6ptima. Tiempos de desarrollo muy
elevados no son deseables en la industria porque implican un consumo de energia

mayor.
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Figura 2.8. a) Absorcion de agua. b) Tiempo de desarrollo. ¢) Estabilidad. M: masa
control, MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Numero: %

p/p de emulsificante.
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Al evaluar las caracteristicas microestructurales obtenidas para esta masa (Figura
2.1) pudo observarse que la red de gluten formada presentd una textura
desagregada, por lo tanto se esperaria que la masa preparada con esta cantidad
elevada de emulsificante presente caracteristicas texturales deficientes.

Las muestras MDO0,5, MD1, MS5 y MSDO0,5 mostraron una estabilidad superior a
la masa control (M). Resultados similares han sido informados por Tsen y Weber
(1981) quienes evaluaron el efecto de distintos emulsificantes en niveles de 0,5% p/p
(b.h.) en las propiedades reolégicas de masas elaboradas con harina de trigo.
Coincidentemente con nuestros resultados, al realizar el ensayo farinografico estos
autores observaron que el agregado de 0,5% de DATEM a la masa provocaba un
aumento en la estabilidad de la misma. Azizi y Rao (2004) evaluaron el
comportamiento reolégico de masas con el agregado de diferentes aditivos. Las
muestras que contenian DATEM 0,5% (b.h.) mostraron una estabilidad superior a la
masa control. Sin embargo, a diferencia de lo obtenido en nuestros ensayos también
encontraron que las masas elaboradas con 0,5% de SSL presentaban una mayor
estabilidad.

La muestra MD5 mostré una disminucion pronunciada en la estabilidad hasta
alcanzar un valor minimo de 15,1 = 1,2 min (Figura 2.8 c). Al igual que el SSL, la
cola hidrofébica del DATEM forma complejos con la amilosa del almidon, pero a
diferencia de éste, a pesar de poseer un residuo polar (residuo del acido diacetil
tartarico) formaria uniones puente hidrégeno con la amilopectina en menor
proporcion, lo que conllevaria a una desestabilizacion de la matriz, debido a la alta
concentracion de emulsificante (5%), que daria como resultado una masa menos
estable.

La masa con SSL al 0,5% no mostrd diferencias significativas con respecto al
control, mientras que al 1% y al 5% arrojé valores de 18,0 + 1,0 miny 25,4 + 0,5 min,
respectivamente. Para la mezcla de ambos aditivos (MSD) sdlo la concentracion de
0,5% mostré un aumento significativo con respecto a la masa control (26,1 + 0,6 min)
(Figura 2.8 c).
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2.4 Efecto de los emulsificantes sobre las propiedades reolégicas

de masas

2.4.1 Texturay relajacion de masas

La dureza de las masas que contenian 5% de SSL (MS5) y de la mezcla de
ambos emulsificantes (MSDS) fue significativamente mayor a la de la masa control
(M) (Figura 2.9 a), siendo MS5 la de mayor dureza (3,48 = 0,03 N). Como
observamos anteriormente, a nivel de 5% en la mezcla de ambos aditivos el que

gobierna el efecto es el SSL.
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Figura 2.9. Dureza (a) y Consistencia (b) para el Analisis de Perfil de Textura (TPA).
M: masa control, MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM.
Numero: % p/p de emulsificante.
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Con el agregado de 1% de emulsificante se obtuvieron masas menos duras que la
masa control (M) para todas las muestras evaluadas, siendo la de menor valor (1,55
N) la masa preparada con DATEM (MD1). Al 0,5% de aditivo todas las masas
presentaron una dureza inferior a la de la muestra control (M), siendo la muestra con
SSL (MS0,5) la que arrojo el menor valor (1,70 N) (Figura 2.9 a).

Los resultados obtenidos para la consistencia, como era de esperar por la relacion
entre ambos parametros, mostraron la misma tendencia que para la dureza (Figura
2.9Db).

La masas con SSL (MS5) y la mezcla de ambos aditivos (MSDS5) al 5% fueron
mas adhesivas que la masa control (M), con un valor maximo de 8,73 + 0,02 N.s
para MS5 (Figura 2.10). A excepcion de las masas anteriores y también de MSDO,5,
todas las demas muestras presentaron una adhesividad menor que la masa control
(M) (Figura 2.10), especialmente MD1 (5,27 £ 0,45 N.s) y MSD1 (5,81 £ 1,07 N.s).
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Figura 2.10. Adhesividad para el Analisis de Perfil de Textura (TPA). M: masa control,
MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Numero: % p/p de
emulsificante.

La cohesividad y elasticidad mostraron comportamientos analogos (Figura 2.11).
Para ambos parametros las muestras que presentaron menores valores fueron MD1
(0,71 £ 0,02 y 0,73 £ 0,02, respectivamente) y MS5, la cual presenté el menor valor
de cohesividad (0,67 £ 0,01) y de elasticidad (0,69 + 0,02). La elasticidad obtenida

del TPA es la capacidad que presenta la masa para retornar a su estado inicial luego
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aplicar una fuerza. El valor tan bajo de elasticidad obtenido para la muestra MS5
puede estar relacionado con que a altas concentraciones de SSL (5%) la matriz de
gluten que se formo fue mucho mas débil que la de la masa control (M) (Figura 2.1),
esta matriz presenté una textura desagregada generando una masa mucho menos

elastica.
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Figura 2.11. Cohesividad (a) y Elasticidad (b) para el Andlisis de Perfil de Textura
(TPA). M: masa control, MD: masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-
DATEM. Numero: % p/p de emulsificante.

Resultados similares han sido reportados por Indrani y Rao (2003), quienes
prepararon masas elaboradas con harina de trigo, sal, azucar, huevos, aceite y agua
(“parotta”). Se analizaron los parametros de textura de dichas masas con el

agregado de DATEM y SSL al 0,5%, entre otros aditivos. Los resultados obtenidos
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por estos autores mostraron una disminucion en los valores de dureza y adhesividad
en presencia de los emulsificantes, con un aumento en la cohesividad.

Manohar y Rao (1999) estudiaron el efecto del agregado de SSL, entre otros
aditivos, sobre las propiedades reoldgicas de masas elaboradas con harina de trigo.
Coincidentemente con los resultados obtenidos en esta tesis, estos autores
encontraron que concentraciones de 0,5% de este emulsificante disminuyeron la

dureza, la consistencia y la adhesividad de la masa control.

Con el fin de estudiar la respuesta a largo plazo de la masa frente a un esfuerzo
constante se realizaron ensayos de relajacion. Estos ensayos muestran como, en
una masa que ha sido sometida a una deformacion, los segmentos de cadena
poliméricos se reacomodan y toman la posicion energéticamente mas favorable (la
de menor energia libre) liberando los esfuerzos internos del material.

Las curvas de esfuerzo de relajacion fueron analizadas segun el modelo de
Maxwell y ajustadas mediante un analisis de decaimiento exponencial de segundo
orden. Todas las muestras presentaron una curva de relajacion similar, como la
presentada en la Figura 2.12 correspondiente a la variacidbn de la respuesta
(esfuerzo) en funcién del tiempo para una masa con 1% de DATEM, sometida a una

deformacion por compresion (40%).
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Figura 2.12. Curva de esfuerzo-relajacion para una masa con 1% de DATEM ajustada
por el modelo de Maxwell. m Datos experimentales, — Curva ajustada. R?*= 0,98.
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La curva presenta claramente tres zonas: la primer zona (1), de rapido
decaimiento; la tercer zona (3) con la menor pendiente que se aproxima a un valor
de equilibrio; y una segunda zona (2) intermedia (Rodriguez-Sandoval y col., 2009).

Segun informes previos, las medidas del esfuerzo de relajacion en masas y gluten
han demostrado que el comportamiento de relajacion de las masas puede ser
descripto mediante dos procesos: una relajacion rapida (0,1-10 s) y un proceso lento
(10-10.000 s). La primera ha sido asociada con moléculas pequefias que relajan
rapidamente, y la segunda ha sido relacionada a polimeros de alta masa molecular
que componen el gluten que relajan lentamente (Dobraszczyk y Morgenstern, 2003;
Liy col., 2003).

En la Tabla 2.3 se muestran los parametros del esfuerzo de relajacién obtenidos
segun el modelo de Maxwell para cada muestra. En todos los casos el R? alcanzado
fue igual o mayor a 0,98. Los médulos de relajacion Eq, E; y E3 estan relacionados

con la dureza y/o elasticidad de la masa; a mayor valor de E la masa sera mas dura.

Tabla 2.3. Parametros de esfuerzo de relajaciéon segun el modelo de Maxwell para masas
sin aditivo (Control) y con los distintos emulsificantes. M: masa control, MS: masa + SSL,
MD: masa + DATEM, MSD: masa + SSL-DATEM. Numeros: % p/p de emulsificante.

E. (kPa)* E; (kPa)* E; (kPa)* A rein (S)* A rei2 (S)*
M 1,05¢ 2,72¢c 0,50d 282,4ab 6,79bc
MS0,5 0,92de 2,25d 0,38f 263,4c 5,85d
MS1 1,09¢cd 2,48cd 0,51de 278,8abc 6,74abc
MS5 1,95a 4,50a 1,52a 268,3bc 7,33a
MDO0,5 1,05¢ 2,52cd 0,43def 276,5bc 6,61bc
MD1 1,07cd 2,49d 0,43def 270,6bc 6,27bc
MD5 0,88e 2,20d 0,51def 291,6a 6,46¢
MSDO0,5 1,02cd 2,48cd 0,41ef 265,0c 6,32cd
MSD1 1,33b 3,06b 0,66¢ 272,8bc 7,18ab
MSD5 1,32b 3,12b 0,85b 275,0bc 7,00ab

*Letras diferentes en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p<0,05).
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Como puede observarse en la Tabla 2.3, la masa con SSL al 5% (MS5) es la que
arrojo mayores valores para los tres médulos de relajacién. Las masas con la mezcla
de ambos emulsificantes (MSD) al 1% y 5% mostraron valores de E inferiores a los
de MS5, pero significativamente mayores a todas las demas muestras. Por otra
parte, las masas MD5 y MSO0,5 fueron las que arrojaron menores valores de Ej4
(Tabla 2.3).

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en los ensayos de TPA para
el parametro dureza. La masa MS5 resulté ser la de mayor dureza seguida de
MSD5, siendo concordante con los valores de E hallados para los ensayos de
relajacion. Mientras que las muestras MS0,5 y MD5 fueron las que presentaron
menor dureza y arrojaron menores valores de E.

El tiempo de relajacion (Ae) es el cociente entre la viscosidad (n) y el mddulo
elastico (E); es un parametro que da idea del grado de relajacion de la muestra en
las diferentes zonas de la curva de relajacion. En la Tabla 2.3 se observa que, para
Arel1, SOlo las masas MSO0,5 y MSDO0,5 mostraron una disminucién significativa con
respecto al control (M) con valores de 263,4s y 265,0s, respectivamente. En el caso
de A2 la masa MS0,5 también mostré una disminucion en este parametro con
respecto a M, observandose el mismo comportamiento que para Awj1. La muestra
MS5 fue la unica que mostré un A2 mayor a M evidenciando un mayor grado de

relajacion en la segunda parte del ensayo.

2.4.2 Viscoelasticidad de masas

La influencia de los emulsificantes en la viscoelasticidad de las masas se estudio
mediante ensayos de reometria dinamica. En la Figura 2.13 puede observarse que
el modulo de almacenamiento (G’) fue mayor que el médulo de pérdida (G”) en todo
el rango de frecuencias analizado. Esta relacion que se observa entre los médulos
(G’ > G”) se presentd en todas las muestras ensayadas, e indica que predomina en
el sistema el comportamiento elastico sobre el viscoso.

Al evaluar la viscoelasticidad de las masas se observdé que a medida que
incrementa la concentracion de emulsificante en la formulacion aumentan el médulo
G y G” (Tabla 2.4).
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Figura 2.13. Relacion entre el modulo de almacenamiento (G’) y el mdédulo de pérdida
(G”) para la masa control.

Los resultados obtenidos muestran que existe una tendencia a aumentar los
valores de G’ y G” con el aumento de la concentracion de SSL (Tabla 2.4). Esta
tendencia también fue informada por Shiau (2004) para masas con harina de trigo y
con el agregado de distintos emulsificantes. Los estudios de reometria de estos
autores realizados en el rango de temperatura 30-50 °C en masas preparadas con
SSL en niveles entre 0,5-1,5% (base harina) mostraron que a medida que
aumentaba la concentracidon de aditivo aumentaban significativamente los valores de
GyG.

En nuestro caso, los resultados obtenidos (1 Hz) para la tangente del angulo de
desfasaje (tan & = G”/G’) mostraron que todas las masas al 0,5% y MD1 presentaron
valores superiores a la masa control (M), dichos resultados demuestran que las
mismas poseen un caracter mas viscoso, mientras que la masa MS5 resulté la mas

elastica con el menor valor de tan § (Figura 2.14).

140



Resultados - Capitulo 2

Tabla 2.4. Médulo de almacenamiento (G’) y médulo de pérdida (G”) para masas sin aditivo
(Control) y con los distintos emulsificantes. M: masa control, MS: masa + SSL, MD: masa +
DATEM, MSD: masa + SSL-DATEM. Numeros: % p/p de emulsificante.

G’ (kPa)* G” (kPa)*

M 14,7e 4,93f
MS0,5 14,4e 5,13f
MS1 17,4d 5,47ef
MS5 42,5a 12,3a
MDO0,5 14,1e 5,13f
MD1 19,4¢cd 7,00cd
MD5 17,3d 5,20f
MSDO0,5 17,1d 6,20cd
MSD1 21,9bc 7,68b
MSD5 24,5b 8,06b

*Letras diferentes en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p<0,05).

Figura 2.14. Tangente del angulo de desfasaje (tan 6). M: masa control, MD:
masa + DATEM, MS: masa + SSL, MSD: masa + SSL-DATEM. Numero: % de

emulsificante.
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El caracter elastico medido mediante ensayos en el rango de viscoelasticidad
lineal suele no ser comparable con la elasticidad medida en un ensayo de grandes
deformaciones como lo es el analisis de textura ya que la forma en la que se suele
medir el parametro relacionado con la elasticidad no es equivalente. En general la
elasticidad medida por TPA es inversamente proporcional a la dureza ya que a
grandes deformaciones muestras mas duras suelen ser menos elasticas. En cambio
la elasticidad medida en condiciones de no deformacién es un parametro
relacionado con la estructura intrinseca del material, observandose para muestras
mas estructuradas (posiblemente mas duras) menores valores de tan & que
representan un predominio del comportamiento elastico sobre el viscoso.

El aumento en la dureza como en los parametros G’ y G” al agregar 5% de SSL
puede ser atribuido al tipo de interaccion entre el emulsificante y el gluten. Es posible
que la cola lipofilica del SSL se una a los sitios hidrofébicos de la proteina,
permitiendo que la carga negativa del aditivo se incorpore al complejo proteina-lipido
promoviendo la agregacion de las proteinas y provocando un aumento en la dureza
y una disminucion en la elasticidad de la masa determinada a grandes

deformaciones (Stauffer, 1990).

2.5 Conclusiones parciales

Al caracterizar la harina de trigo utilizada en este trabajo de tesis, pudo
comprobarse que la misma es apta para panificacion, ya que los parametros
ensayados se encuentran dentro de las normas establecidas por el CAA.

El agregado de SSL y DATEM a la masa provocé cambios en la matriz de la
misma que fueron confirmados por diversos ensayos. La incorporacion de altas
concentraciones de emulsificantes (5% p/p) provocd cambios en la red de gluten,
con la consecuente modificacion en la conformacion de la matriz de la masa. Estas
modificaciones se vieron reflejadas en las caracteristicas texturales de la misma,
generandose con el agregado de 5% de SSL masas con una dureza y consistencia
demasiado elevadas. Estas masas también presentaron baja absorcién de agua y
tiempos de desarrollo muy altos, condiciones no recomendables para la industria
panadera. Por su parte las masas con DATEM al 5% p/p a pesar de presentar una

dureza y consistencia aceptables fueron muy poco estables, esto sugiere que
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niveles muy elevados de este aditivo no serian recomendables ya que podrian
provocar el colapso de la masa durante la fermentacion y/o horneado de los panes.
Por lo tanto, el agregado de ambos emulsificantes en concentraciones elevadas
genera una desestabilizacion en la masa que impediria el adecuado desarrollo de la
misma.

El agregado de 1% de SSL generd una masa con estructura abierta de la cual
pudieron extraerse agregados solubles de alta masa molecular. Esto sugiere que un
emulsificante cargado como el SSL favoreceria la disociacion de agregados
proteicos en la masa. Por su parte el DATEM no permitid la extraccién de dichos
agregados de la matriz. La ausencia de estos polipéptidos en el extracto soluble
sugiere una posible participacion de los mismos en la estabilizacion de los
agregados insolubles que estabilizan la matriz del gluten.

La incorporacién de 0,5% y 1% de ambos emulsificantes dio como resultado
masas menos duras, consistentes y adhesivas que la masa sin aditivo, demostrando
asi la capacidad de estos aditivos para ablandar o hacer menos duras las masas y
asi mejorar sus caracteristicas texturales. De esta manera, el agregado a la masa de
SSL y DATEM en concentraciones inferiores a 1% conllevaria a la obtencion de
panes que desarrollen un mayor volumen y que presenten una miga mas suave y

esponjosa.
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3.1 Capacidad de expansién de la masa durante la fermentacién de

masa

En la Figura 3.1 se muestra una curva tipica de fermentacién de masa obtenida
para todas las muestras ensayadas. En la misma se puede observar que, a medida
que transcurre el tiempo, el volumen aumenta en forma exponencial hasta alcanzar

un valor maximo. A partir de ese momento el volumen se mantiene constante.
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Figura 3.1. Curva de fermentacion para la masa control.

Los resultados obtenidos para el tiempo de fermentaciéon de acuerdo a la
ecuacion de Chapman (Materiales y Métodos, Inciso 1.12.1), es decir el tiempo
correspondiente a un aumento de volumen igual a 3/4 del volumen maximo ocupado
por la masa, se muestran en la Tabla 3.1. Se puede observar que solo la muestra
que contenia SSL 1% (MS1) present6 un tiempo de fermentacion significativamente
mayor con respecto al control (M). En todos los casos el agregado de emulsificante
provocé un aumento de volumen maximo de fermentacién con respecto al control,
siendo el SSL el que arrojo el mayor volumen.

Las curvas de fermentacion dan un indicio de como se comportara la masa al
momento de ser utilizada en la panificacién, de esta manera, y basandonos en los
datos obtenidos, podremos esperar que los panes elaborados con el agregado de

emulsificantes presenten un volumen mayor que el control.
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Tabla 3.1. Tiempo de fermentacién de las muestras de masas. M: masa control, MS1: masa + SSL
1%, MD1: masa + DATEM 1%, MSD1: masa + SSL-DATEM 1%.

M MS1 MD1 MSD1

Tiempo de 44,1b 68,1a 47 4b 54,7b
fermentaciéon* (min)

Volumen maximo* (mL) | 88.8d 136,3a 105,0c 118,8b

* Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05).

3.2 Calidad de los panes obtenidos

En la Figura 3.2 se presentan los resultados hallados para el volumen especifico

de los panes obtenidos. Como se puede observar, todos los panes elaborados con

los distintos emulsificantes presentaron mayor volumen especifico que el pan control

(P). La muestra que contenia 0,5% de SSL (PS0,5) fue la que presenté mayor

volumen, seguida de PS1. Los panes con DATEM (PDO0,5 y PD1) fueron los que

menor diferencia de volumen arrojaron con respecto P. Por ultimo la mezcla de

ambos emulsificantes (PSD) mostré un comportamiento intermedio entre los dos

aditivos puros.
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Figura 3.2. Efecto de los emulsificantes sobre el volumen especifico del pan. P: pan
control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de

emulsificante. Letras distintas indican que existen diferencias significativas (p<0,05).
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Coincidentemente con resultados obtenidos por otros autores (Campbell y col.,
2001), el agregado de emulsificantes provocé un aumento de volumen en los panes
con respecto al pan control, especialmente para el caso del SSL. Aamodt y col.
(2005a y b) observaron que al agregar 0,45% de DATEM a la masa se obtenian
panes con mayor volumen, mayor altura y mayor peso. Por su parte El-Hady y col.
(1999) estudiaron el efecto del agregado de acido ascoérbico, bromato de potasio,
SSL y la combinacion de estos tres aditivos en panes elaborados a partir de masas
congeladas. Los resultados obtenidos por estos autores muestran que el volumen de
pan obtenido con 0,5% p/p (base harina) de SSL fue mayor al alcanzado con el
control, con valores de 5,07 y 4,93 mL/g de harina, respectivamente.

Xu y col. (1992) estudiaron el efecto de ciertos aditivos en distintas formulaciones
de masas y elaboraron panes a los que les determinaron el volumen, la humedad de
la miga durante el almacenamiento, y la relacidn entre las caracteristicas
amilograficas y la dureza de la miga durante dicho proceso. El volumen de pan
preparado con 0,5% de SSL o DATEM también resultd mayor al obtenido sin
emulsificante. A su vez, dicho volumen fue mayor en la muestra que contenia SSL
que en la de DATEM. Resultados similares han sido informados por Azizi y Rao
(2004) en cuyos estudios se evalud el efecto de diversos emulsificantes sobre el
almacenamiento de panes elaborados con harina de trigo. Los emulsificantes
utiizados fueron SSL, DATEM, GMS (monoestearato de glicerol) y DGMS
(monoestearato de glicerol destilado) en un nivel de 0,5%. Los resultados mostraron
que el volumen de pan obtenido para las muestras que contenian SSL y DATEM fue
superior al del control y, de manera similar a lo observado por Xu y col. (1992), el
SSL fue el que provocé el mayor aumento.

Por su parte, Gémez y col. (2004) estudiaron la funcionalidad de diversos
emulsificantes (SSL, DATEM, MG, Polisorbato, entre otros) sobre la calidad de
panes elaborados con harina de trigo. Evaluaron el aumento de volumen a distintos
tiempos de fermentacion y encontraron que para tiempos de fermentacion de 120
min, tanto el SSL como el DATEM al 0,3% mostraron un mayor volumen de pan que
la muestra control. Siendo nuevamente el SSL el emulsificante que mayor volumen
de pan desarrollo.

El aumento de volumen de pan con el agregado de estos emulsificantes podria

ser atribuido a que dichos aditivos al ser agregados en bajas concentraciones
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formarian, como discutimos anteriormente (Capitulos 1 y 2), una red de gluten

adecuada que se estabilizaria durante el proceso de panificacion.

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de
color de la corteza de los panes. El valor L* es una medida de la luminosidad de las
muestras analizadas, este parametro puede alcanzar valores maximos de 100 (color
blanco) y minimos de 0 (color negro). Los panes que contenian SSL en su
formulacién (PS) presentaron valores de L* similares al del pan control (P), mientras
que los panes con DATEM (PD) mostraron una luminosidad mayor a la observada
en P (Tabla 3.2). Las muestras con la mezcla SSL-DATEM (PSD) mostraron valores

de L* intermedios.

Tabla 3.2. Valores de L*, a* y b* de color de la corteza de los panes. P: control, PS: pan con
agregado de SSL, PD: pan con agregado de DATEM, PSD: pan con agregado de SSL-
DATEM. Numeros: % p/p de emulsificante.

L* a* b*

P 70,3f 5,10a 34,0ab
PS0,5 71,2def 4,06¢c 34,1ab
PS1 70,7ef 4,75ab 33,9b
PDO0,5 72,1b 4,55bc 33,9b
PD1 73,9a 3,51d 32,8¢
PSDO0,5 71,3bcd 4,63ab 34,8a
PSD1 71,7bc 4,81ab 34,4ab

Letras distintas en la misma columna indican que hay diferencias significativas (p<0,05)

Resultados similares fueron obtenidos por Xiujin y col. (2007) para muestras de
pan francés y de panes chinos preparados al vapor (CSB). En ambos casos
comprobaron que con el agregado de DATEM en distintas concentraciones (0,03-
0,1%; b.h.) se obtenian panes mas blancos comparados con el control. Esto podria
atribuirse a que el DATEM estaria interfiriendo en la reaccion de Maillard, mediante

la interaccion emulsificante-proteina, la cual estaria dificultando la union proteina-
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azucar necesaria para la formacion del primer intermediario, la base de Shift
(Whistler y Daniel, 1993).

El parametro de color a* varia entre valores negativos correspondientes al color
verde y valores positivos correspondientes al color rojo. En la Tabla 3.2 puede
observarse que todos los valores de a* obtenidos fueron positivos, lo que indica que
la coloracién de la corteza de los panes fue principalmente amarillo-rojiza. En las
muestras PS0,5, PD0,5 y PD1 dicho parametro disminuyé significativamente con
respecto al control (P), siendo el pan PD1 el que menor valor mostro. Los resultados
sugieren que estos panes mostraron una coloracion de corteza menos rojiza que la
del pan sin aditivo.

El parametro b* varia entre valores negativos correspondientes al color azul y
positivos correspondientes al amarillo. Como puede apreciarse en la Tabla 3.2, al
igual que para el parametro a*, todos los valores de b* obtenidos fueron positivos,
por lo tanto, la coloracion de la corteza fue predominantemente amarilla. Sélo la
muestra PD1 present6 un valor de b* significativamente menor que el control (P), por
lo que el pan elaborado con DATEM al 1% presenté una corteza con coloracién
menos intensa que el pan control (P), coincidente con el menor valor de a* (Tabla
3.2). La combinacion de los valores a* y b* es lo que le confiere el color anaranjado-

amarillento caracteristico a los panes.

Muchos de los atributos de la calidad del pan pueden predecirse a partir del
conocimiento de ciertas caracteristicas de la estructura que define la apariencia de la
miga. A nivel microscopico pueden distinguirse dos fases en la miga de pan: una
sélida (paredes de las celdas de aire) y una gaseosa (celdas de aire o alvéolos), de
las cuales la primera se encuentra totalmente conectada (Torquato, 2000), mientras
que la segunda fase solo esta conectada en forma parcial. La estructura y, por
consiguiente, las propiedades mecanicas del pan estan determinadas por la fraccion
del volumen de ambas fases (Mackenzie, 1950; Ahmed y Jones, 1990) asi como por
la naturaleza de su conectividad (Warren y Kraynik, 1997; Torquato, 1998). En este
sentido, el desarrollo del gluten a través del proceso de mezclado es fundamental
para la conformacion de la estructura de la miga, cuya densidad esta notablemente
afectada por la agregacion de los polimeros de gluten (Zghal y col., 1999). Asi, la
adicion de emulsificantes sobre la estructura de la masa tendria influencia directa

sobre la estructura de la miga del pan resultante.
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Al comparar las estructuras de las migas pudo observarse que los panes
elaborados con DATEM y SSL-DATEM al 0,5% (PD0,5 y PSDO,5) fueron los unicos
que presentaron un valor de cantidad de alvéolos por unidad de area (N)

significativamente mayor con respecto al pan control (P) (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Efecto de los emulsificantes en el nimero de alvéolos por unidad de area
(N). P: pan control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan + SSL-DATEM.
Numero: % p/p de emulsificante. Letras distintas indican que existen diferencias
significativas (p<0,05).

La Figura 3.4 muestra el area media (AM) de los alvéolos de la miga de pan. Las
muestras PS0,5; PS1 y PSD1 mostraron un tamafo medio de alvéolo
significativamente superior al de la muestra control (P), siendo PS0,5 la que mayor
valor arrojé (0,021 cm?) (Figura 3.4). El alto valor observado para PSD1 podria ser
atribuido a la presencia del 0,5% de SSL en la mezcla.

Comparando los resultados mostrados en las Figuras 3.3 y 3.4 se observo que las
muestras PD0,5 y PSDO0,5 fueron las que mostraron mayor cantidad de alvéolos,
pero estos fueron de menor tamafio, en comparacion con las migas obtenidas con
1% de emulsificante (PD1 y PSD1). Por lo que la miga resultante de los panes con

0,5% de DATEM y SSL-DATEM fue mas uniforme con alvéolos mas pequenos.
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Figura 3.4. Efecto de los emulsificantes en el area media de los alvéolos (AM) de la
miga de pan. P: pan control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan + SSL-
DATEM. Numero: % p/p de emulsificante. Letras distintas indican que existen
diferencias significativas (p<0,05).

La fraccidon de area total (FA) ocupada por los alvéolos de la miga de pan para
todos los panes con emulsificantes fue superior al valor de la miga control (P),
siendo la muestra PS0,5 la que mayor valor presentd (34,3%) (Figura 3.5). Los
resultados mostraron que el SSL a nivel de 0,5% dio panes con menor N y mayor

AMy FA, parametros deseables en una miga abierta y esponjosa.
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Figura 3.5. Efecto de los emulsificantes en la fraccion de area total (FA) ocupada por los
alvéolos de la miga de pan. P: pan control, PD: pan + DATEM, PS: pan + SSL, PSD: pan
+ SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante. Letras distintas indican que existen
diferencias significativas (p<0,05).
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Estos resultados se correlacionan con el mayor volumen especifico de pan
obtenido para todas las muestras con emulsificantes (Figura 3.2), especialmente
para la muestra PS0,5, la cual mostré la mayor FA y el mayor volumen especifico de
todos los panes evaluados.

En la Figura 3.6 se muestran las fotos de las rodajas de los panes obtenidos. En
dichas fotografias se observa claramente como el agregado de emulsificantes a la
formulacién aument6 el volumen de los panes. También puede apreciarse que el
agregado de SSL (PS) provocod un mayor aumento de volumen de las piezas que la
incorporacion de DATEM (PD). La mezcla de ambos aditivos (PSD) mostré un
volumen intermedio. Por otra parte, también se observa que las muestras PD0,5 y
PSDO0,5 son las que presentaron una miga mas cerrada con alvéolos mas pequefios
y uniformes, mientras que las migas de los panes PS0,5, PS1 y PSD1 mostraron un

tamano de alvéolos mayor.

Figura 3.6. Fotos de rodajas de panes obtenidos a partir de masas con el
agregado de emulsificantes. P: pan control. PD: pan + DATEM. PS: pan +
SSL. PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante.
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3.3 Estabilidad de los panes frente al almacenamiento

Existen parametros de calidad importantes a tener en cuenta a la hora de analizar
el efecto de los aditivos en el pan. Algunos de los mas utilizados son los obtenidos a
partir del analisis de perfil de textura (TPA) de la miga, ya que se relacionan
frecuentemente con la percepcion del consumidor. Por lo general los consumidores
prefieren panes con una corteza crujiente y con una miga tierna y aireada. La
pérdida de frescura del pan durante el almacenamiento disminuye la aceptabilidad
de los consumidores. Este fendbmeno se conoce como envejecimiento del pan e
incluye los siguientes procesos: endurecimiento de la miga, pérdida de crujibilidad de
la corteza y deterioro de las propiedades organolépticas (Cauvain, 1998).

En la Figura 3.7 se muestran los resultados obtenidos para la dureza de la miga
durante el periodo de almacenamiento. Como se puede observar, a tiempo 0 (pan
fresco), el agregado de emulsificantes disminuyé significativamente la dureza de la
miga, siendo el pan con DATEM al 0,5% (PDO0,5) la muestra que menor diferencia
presentd con respecto al pan control (P). Esta tendencia se observé durante todo el
periodo de almacenamiento, a pesar de que el almacenamiento (24 y 72 h) provoco
un aumento de la dureza de la miga, en forma mas pronunciada, en ausencia de
emulsificantes. Estos resultados sugieren que dichos aditivos mitigaron el aumento

de dureza del pan durante el almacenamiento.
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Figura 3.7. Efecto de los emulsificantes sobre la Dureza de la miga de pan durante

72 h de almacenamiento (T = 20 °C, H,, = 74 %) P: pan control, PS: pan + SSL,
PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante.
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Al evaluar las muestras a las 72 h de almacenamiento, si bien todas las migas
fueron mas blandas que la miga control (Figura 3.7), los emulsificantes mostraron
diferencias entre si (Figura 3.8). Las migas que contenian DATEM (PDO0,5 y PD1)
mostraron una dureza superior a las migas con SSL (PS) y SSL-DATEM (PSD).
También se observd que las migas que contenian SSL (PS0,5y PS1) y SSL-DATEM
al 1% (PSD1) fueron las que menor valor de dureza mostraron. De esta manera el
SSL seria un emulsificante mas efectivo que el DATEM a la hora de minimizar el

aumento de la dureza de la miga durante el almacenamiento del pan.
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Figura 3.8. Efecto de los emulsificantes sobre la Dureza de la miga de pan a las 72 h de
almacenamiento (T = 20 °C, H.y = 74 %). P: pan control, PS: pan + SSL, PD: pan +
DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante. Letras distintas
indican que existen diferencias significativas (p<0,05).

En la Tabla 3.3 se muestran las ecuaciones de cada una de las rectas mostradas
en la Figura 3.7, las cuales representan la dureza de la miga durante el
almacenamiento. La pendiente de cada recta nos proporciona una idea de la
velocidad de endurecimiento de la miga de pan. Como puede observarse en la Tabla
3.3, para todos los niveles de emulsificantes se obtuvieron valores de pendientes
inferiores a la muestra control (P), esto significa que ambos emulsificantes son
capaces de retardar el envejecimiento del pan. Las muestras que contenian SSL
(PS) fueron las que presentaron el minimo valor de pendiente, por lo tanto la
velocidad de endurecimiento lograda con este aditivo fue menor que para PD, PSD

y P. Las muestras PD fueron las que menos diferencia presentaron con respecto al
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control, mientras que la mezcla de ambos aditivos (PSD) mostré un comportamiento
intermedio.

Resultados similares fueron encontrados por Pisesookbunterng y D'Appolonia
(1983); en sus estudios comprobaron que el agregado de SSL al 0,5% disminuia la
dureza de la miga de pan fresco, como asi también del pan almacenado durante 24
y 96 h. Xu y col. (1992) observaron que el agregado de 0,5% de DATEM y SSL a los
panes provoco una disminucién en la dureza de la miga con respecto al control a las
24, 48 y 120 h. de almacenamiento. En sus ensayos también mostraron que el SSL
fue el aditivo que menor dureza presentd con respecto al control. Resultados
analogos fueron hallados por Azizi y Rao (2004) en panes frescos (sin almacenar),
quienes observaron que tanto el SSL como el DATEM al 0,5% dieron migas mas
blandas que la obtenida en el pan sin el agregado de emulsificantes. Al igual que lo

observado por Xu y col. (1992), el SSL fue el aditivo que mostré la miga mas blanda.

Tabla 3.3. Ecuaciones de las rectas mostradas en la Figura 3.7. P: pan control, PS: pan con
agregado de SSL, PD: pan con agregado de DATEM, PSD: pan con agregado de SSL-
DATEM. Y= Dureza (N), x = tiempo (horas). Numeros: % p/p de emulsificante.

Ecuacion de la recta

P Y =0,1621x + 6,4157
PS0,5 Y =0,0498x + 2,7800
PS1 Y =0,0533x + 2,5143
PDO0,5 Y =0,0872x + 4,2086
PD1 Y =0,0968x + 2,2429
PSDO0,5 Y =0,0633x + 2,8543
PSD1 Y =0,0561x + 2,3814

Por su parte, Koocheki y col. (2007) estudiaron el efecto del agregado de DATEM
en concentraciones de 0,25; 0,5; 0,75 y 1% y comprobaron que para todas ellas el
DATEM disminuia la firmeza de la miga del pan luego de una hora de cocido y
durante su almacenamiento (24, 48 'y 72 h).

La disminucion de la dureza por parte de los emulsificantes estaria asociada al

fendmeno de gelatinizacion de almidéon. Durante este proceso la mayoria de los
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granulos de almidén absorbe agua y cambian su estado semi-cristalino a un estado
amorfo. Este cambio facilita la movilidad molecular en las regiones amorfas,
permitiendo el hinchamiento de los granulos, los cuales se expanden al mismo
tiempo que los polimeros se hidratan. En esta transicion parte de las moléculas de
amilosa se escapan del granulo (Hug-lten y col., 1999; Gray y Bemiller, 2003).
Durante la coccion, los emulsificantes interactuan con las moléculas de almidon
disminuyendo la hinchazon de los granulos. Este fendmeno se daria al interaccionar
la cola hidrofébica del emulsificante con la hélice de la molécula de amilosa, formado
el complejo amilosa-emulsificante (Ponte y col., 1973; Ribotta y col., 2004) y la
cabeza hidrofilica (especialmente en el caso del SSL, HLB=21) con la amilopectina
mediante uniones puente hidrogeno. Debido a que los granulos de almidon se
hinchan menos, la solubilizacion de las moléculas de almidén sera menor, con lo que
habra menor interaccion entre el almidén y las proteinas del gluten, y por lo tanto, la
dureza de la miga disminuira (Martin y col., 1991; Hug-lten y col., 2001; Gray y
Bemiller, 2003).

La consistencia de las migas (Figura 3.9) mostré la misma tendencia que la
observada para la dureza (Figura 3.7). La miga del pan control (P) fue la que mayor
consistencia mostré a lo largo de todo el periodo de almacenamiento, seguida de la
muestra que contenia 0,5% de DATEM (PDO,5).

350
300

N
3]
o

200

-
9
o

Consistencia (N.s)

100

0 24 72

Tiempo (horas)

Figura 3.9. Efecto de los emulsificantes sobre la Consistencia de la miga de pan
durante 72 h de almacenamiento (T = 20 °C, H,, = 74 %). P: pan control, PS: pan +
SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de
emulsificante.
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La cohesividad es una propiedad relacionada con la integridad del sistema, es
decir con la fuerza de las uniones internas del material. En el caso de la miga de
pan, una baja cohesividad se puede evidenciar en la muestra como una estructura
que se desgrana facilmente. Con el aumento del tiempo de almacenamiento todas
las muestras mostraron una disminucion progresiva en su cohesividad. A tiempo
cero no se encontraron diferencias significativas de las muestras que contenian
emulsificantes con respecto a la miga control (P), presentando la miga sin
emulsificante un valor de cohesividad de 0,532. Al cabo de 24 h de almacenamiento
todas las migas con emulsificantes mostraron mayor cohesividad que P, siendo la
muestra con 1% de DATEM (PD1) la mas cohesiva (Figura 3.10). Por lo tanto, segun
lo mencionado anteriormente la muestra P se desgranaria mas facilmente que las
muestras con 0,5% y 1% de emulsificante y mas aun que la muestra PD1. Alas 72 h
de almacenamiento soélo la muestra PSD1 presentd6 una cohesividad

significativamente mayor a la de la miga control (P, 0,357) con un valor de 0,382.
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Figura 3.10. Efecto de los emulsificantes sobre la Cohesividad de la miga de pan a
las 24 h de almacenamiento (T = 20 °C, H.y = 74 %). P: pan control, PS: pan +
SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de
emulsificante. Letras distintas indican que existen diferencias significativas

Otro parametro importante a evaluar es la elasticidad. Es deseable que la miga
tenga cierto grado de elasticidad, aunque no muy elevado para evitar que resulte
muy gomosa. Al igual que lo observado para la cohesividad, a medida que aumento

el tiempo de almacenamiento todas las muestras mostraron una disminucion
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progresiva en su elasticidad. Sélo las muestras que contenian SSL (PS0,5 y PS1) a
tiempo cero mostraron una elasticidad inferior a la de la miga control (P), siendo la
muestra PS1 la que menor valor presentd (0,688). A las 24 horas de
almacenamiento todas las migas presentaron una elasticidad superior a la de P
(Figura 3.11). La muestra que contenia DATEM al 1% (PD1) fue la que mayor valor
arrojo (0,605). A las 72 horas de almacenamiento solo la muestra PSD1 mostré una
elasticidad significativamente mayor a la de la miga control (P, 0,402), con un valor
de 0,442.
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Figura 3.11. Efecto de los emulsificantes sobre la Elasticidad de la miga de pan a las
24 h de almacenamiento (T = 20 °C, H,q = 74 %). P: pan control, PS: pan + SSL, PD:
pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante. Letras
distintas indican que existen diferencias significativas (p<0,05).

En la Tabla 3.4 se muestran los resultados obtenidos para la humedad de la miga
durante el almacenamiento. En el caso del pan fresco, solo los panes que contenian
DATEM en su formulacion (PD) mostraron una humedad significativamente menor
que el pan control (P). Los resultados sugieren que el SSL seria el emulsificante mas
eficiente en la retencion de agua en la miga de pan fresco, fendmeno atribuible al
tipo de interaccion entre el SSL y las proteinas y/o almidén, y especialmente al tipo
de interaccion establecida con el agua.

Todas las muestras mostraron con el aumento del tiempo de almacenamiento una
disminucién en la humedad de la miga. Este fendmeno se debe a que a medida que

el pan comienza a enfriarse luego de ser horneado se genera un gradiente de
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humedad en la hogaza (Piazza y Masi, 1995). Las diferencias de presiéon de vapor
gue se generan entre la corteza y las regiones internas de la pieza de pan dan como
resultado una migracibn de agua de la miga hacia la corteza. Durante el
almacenamiento el gluten incrementa su dureza debido a la transferencia de agua
desde el gluten hacia el almidon o hacia la corteza del pan (Pisesookbunterng y
D Appolonia, 1983; Baik y Chinachoti, 2000). A medida que transcurre el tiempo este
fendmeno continua y el contenido de humedad en el centro de la pieza de pan
disminuye, mientras que en las regiones externas aumenta (Baik y Chinachoti, 2000;
Gray y Bemiller, 2003). A las 24 h todos los panes, excepto aquel que contenia 1%
de SSL (PS1) mostraron una humedad inferior a la de P, siendo PS0,5 y PSDO,5 las
que menores valores presentaron. A las 72 h de almacenamiento pudo observarse
que, al igual que a las 24 h, todas las muestras mostraron una humedad inferior a la
de la muestra control. Las migas que contenian 1% de emulsificante (PS1, PD1 y
PSD1) fueron las que menor diferencia mostraron con respecto a P, mientras que las
migas con 0,5% de aditivo (PS0,5, PD0,5 y PSDO0,5) presentaron una diferencia
mayor de humedad con respecto a la miga control (P) (Tabla 3.4). Los emulsificantes
resultaron poco efectivos en la retencion de agua de la miga durante el

envejecimiento del pan.

Tabla 3.4. Porcentaje de humedad de las migas de pan durante el periodo de
almacenamiento (0, 24 y 72 h) (T = 20 °C, H, = 74 %). P: pan control, PS: pan + SSL, PD:
pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante.

0 horas* 24 horas* 72 horas*

P 42,3a 40,4a 37,6a
PS0,5 41,7ab 35,6¢ 28,1e
PS1 42,3a 38,0ab 33,9b
PDO0,5 40,8¢c 36,4bc 30,2cd
PD1 41,2bc 36,9bc 33,6b
PSDO0,5 41 ,5abc 35,4¢c 29,1de
PSD1 41,5abc 37,3bc 31,8bc

* Letras distintas en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p<0,05)
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Resultados similares fueron encontrados por Xu y col. (1992). Estos autores
estudiaron el efecto del agregado de 0,5% de SSL y DATEM (entre otros aditivos)
sobre la firmeza de la miga, la pérdida de humedad y las caracteristicas
amilograficas durante el almacenamiento (1, 2 y 5 dias) de panes elaborados con
harina de trigo. Sus resultados mostraron que los emulsificantes incrementaron la
pérdida de humedad de la miga con respecto al pan sin aditivo a lo largo del periodo
de almacenamiento.

Estos resultados sugieren que el agregado de SSL y DATEM disminuye la
humedad de la miga a medida que aumenta el tiempo de almacenamiento. Esto
podria atribuirse a que dichos emulsificantes al adsorberse en la superficie de los
granulos de almiddn dificultarian que dichos granulos absorban el agua liberada por
el gluten durante el almacenamiento, permitiendo de esta manera que la misma
quede libre y migre desde la miga hacia la corteza (Pisesookbunterng y D Appolonia,
1983; Xu y col., 1992).

3.4 Comportamiento térmico de las masas durante la coccion y

almacenamiento.

Los cambios de estructura y conformacion de los polimeros de la harina durante
el calentamiento de la masa de pan que influyen en la funcionalidad de las proteinas
y el almidon, se pueden determinar por el estudio de las propiedades térmicas
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). Con esta técnica se puede
simular el proceso de horneado del pan, ya que en ella se realiza un barrido de
temperatura en el cual la masa se va cociendo dentro de la capsula de aluminio
(Arntfield y col., 1990).

En la Figura 3.12 se muestra un termograma tipico obtenido para las muestras en
el que se observan tres endotermas. El proceso de gelatinizacion present6 dos picos
endotérmicos, comportamiento que se observa cuando la muestra a evaluar tiene
una cantidad de agua restringida, en dicho caso el pico de gelatinizacién del almidon
se desdobla en dos. El primer pico (G) esta asociado con la gelatinizacion
propiamente dicha del almidon, mientras que el segundo (F) corresponde a la

energia requerida para fundir las estructuras cristalinas mas estables (Biliaderis,
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1983; Ledn y col., 1997; Ribotta y col., 2004). También puede observarse un tercer
pico endotérmico que corresponde a la disociacion del complejo amilosa-lipido (AL)

(Jovanovich y col., 1992; Jovanovich y Aion, 1999).
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Figura 3.12. Termograma obtenido mediante DSC para la gelatinizacién de la masa
control (sin aditivo). Endotermas: G, gelatinizacion del almidon. F, fusion de los
cristales mas estables. AL, disociacién complejo amilosa-lipido.

La temperatura de gelatinizacién de la masa fresca fue 71 °C para el pico G y 91
°C para el F. Los emulsificantes aumentaron levemente la temperatura de
gelatinizacion, que en promedio fue de alrededor de 74 °C y 94 °C para G y F,
respectivamente (Stauffer, 1991; Whitehurst, 2004). La retrogradacién del almidon
durante el almacenamiento a 20 °C, ya al primer dia, provoco una disminucion de la
temperatura de gelatinizaciéon de aproximadamente 20 °C (= 55 °C) sin grandes
modificaciones en F (89-92 °C). Los valores de temperatura (G y F) obtenidos para
retrogradacion en la masa control no fueron modificados por los emulsificantes. El
efecto de los emulsificantes se vio reflejado en cambios en los valores de las
entalpias de gelatinizacion y retrogradacion.

En la Tabla 3.5 se muestran los valores de entalpia obtenidos en los ensayos de
gelatinizacion y retrogradacion de almidon. Como puede observarse para el proceso
de gelatinizacion, todos los emulsificantes provocaron una disminucion de la

entalpia, siendo la muestra PS0,5 la que menor valor presentod (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Entalpias de gelatinizacion y retrogradacion para las distintas muestras. P: pan
control, PS: pan + SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p de
emulsificante.

AH (J/g masa seca)*

Gelatinizacion 1 dia 3 dias 7 dias

P 5,09a 1,64a 4 56a 5,55a
PS0,5 3,35¢ 0,21e 0,99 2,42d
PS1 3,85bc 0,02f 1,20e 4,41b
PDO0,5 4,32b 1,04b 2,09¢ 4,33b
PD1 4,09b 0,86¢ 1,64d 3,61c
PSDO0,5 4,18b 0,49d 2,68b 4,42b
PSD1 3,98bc 0,27e 0,24f 2,35d

* Letras distintas en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p<0,05)

Como se hizo mencion anteriormente la reduccion en la entalpia de gelatinizacion
con el agregado de emulsificantes a la masa estaria mediada por dos hechos. Por
un lado la cola hidrofébica del emulsificante se uniria a la hélice de amilosa
formando el complejo amilosa-emulsificante. Por otro lado la cabeza hidrofilica del
aditivo (principalmente del SSL) se uniria a la amilopectina mediante enlaces puente
hidrogeno. De esta manera la absorcion de agua por parte de los granulos de
almidon disminuiria, con una consecuente disminucidon de la gelatinizacion de los
mismos. Por lo tanto habria menos almidon gelatinizado que sea capaz de
retrogradar durante el almacenamiento, ya que al interaccionar el emulsificante con
la amilosa y la amilopectina, habra menos cantidad disponible de estos polimeros
gelatinizados para el proceso de retrogradacion.

Durante las primeras horas de almacenamiento la amilopectina no retrograda, o lo
hace muy lentamente, por lo que la muestra es practicamente amorfa en su
totalidad. Es por ello que las entalpias de retrogradacion a las 24 h de
almacenamiento presentaron valores bajos, cercanos a cero (Tabla 3.5). Al
aumentar este periodo la amilopectina recristaliza y al calentar la muestra
nuevamente vuelve a presentar una endoterma (Sandoval y col., 2005). Al evaluar la
retrogradacion del almidon durante el periodo de almacenamiento, pudo observarse

que todos los emulsificantes inhibieron en gran medida este proceso, como puede
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deducirse de los valores muy bajos de entalpia de retrogradacion, en comparacion
con la muestra control (P) (Tabla 3.5). A las 24 h de almacenamiento las muestras
que contenian SSL (PS0,5 y PS1) fueron las que menor grado de retrogradacion
presentaron, seguidas de las muestras PSD y por ultimo las PD. A este tiempo de
almacenamiento el SSL seria el principal responsable de la disminucion de la
retrogradacion en las muestras que contienen la mezcla de ambos aditivos (PSD). A
los 3 dias de almacenamiento la muestra PSD1 arrojé el menor valor de
retrogradacion seguida de las muestras PS. Al comparar las muestras PS con las PD
se observd nuevamente que el SSL provocd un menor grado de retrogradacion en el
pan que el DATEM a ambas concentraciones (0,5% y 1% p/p).

Por ultimo a los 7 dias de almacenamiento la retrogradacién se inhibié mas en las
muestras que contienen SSL en nivel de 0,5% (PS0,5 y PSD1) (Tabla 3.5),
sugiriendo que el SSL gobernaria el comportamiento de la masa PSD1 (SSL 0,5% +
DATEM 0,5%).

Diversos estudios han demostrado que los surfactantes son agentes que retardan
el envejecimiento del pan (Eliasson, 1983; Rogers y Hoseney, 1983; Russel, 1983;
Batres y White, 1986; Evans, 1986; Rao y col, 1992; Lundqvist y col, 2002 a y b).
Elliasson y Ljunger (1988) estudiaron el efecto del agregado de emulsificantes sobre
la retrogradacion de almidones de maiz a las 24 h y a los 7 dias de almacenamiento
a 20 °C. Encontraron que el agregado de 1,4% p/p (base almidén) de monoglicéridos
insaturados reducia la retrogradacion a ambos periodos evaluados. Por otra parte,
Rao y col. (1992) estudiaron el efecto de diferentes emulsificantes sobre la
recristalizaciéon de la amilopectina en panes de harina de trigo. En sus ensayos
encontraron que para panes almacenados durante 7 dias a 22 °C, el agregado de
0,5% p/p (base harina) de SSL a la formulacién disminuia la entalpia de
retrogradacion.

De acuerdo a lo expuesto hasta el momento, los emulsificantes reducen la
retrogradacion de la amilopectina mediante la formacién de complejos. Como se
menciond anteriormente, por un lado su cola hidrofébica se une a la hélice de
amilosa y por otro su cabeza hidrofilica se une a la amilopectina mediante uniones
puente hidrogeno. Estas ultimas uniones son particularmente importantes a la hora
de evaluar la retrogradacion del almidén. Al unirse el emulsificante a las cadenas

ramificadas de la amilopectina impediria que se establezcan uniones entre las
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distintas moléculas de amilopectina y por lo tanto disminuiria la retrogradacion de las
mismas.

Las entalpias de disociacion del complejo amilosa-lipido se muestran en la Tabla
3.6. Los valores obtenidos para el pan fresco muestran que todos los emulsificantes
provocaron un aumento en la entalpia de disociacién del complejo. Este incremento
es debido a la formacién del complejo amilosa-emulsificante (Kugimiya y col., 1980;
Ghiasi y col.,, 1982; Eliasson, 1983; Russell, 1983). A mayor concentraciéon de
emulsificante, mayor fue el valor obtenido, indicando que hubo mayor proporcién de
complejo formado, especialmente en el caso del SSL.

Se puede observar que la entalpia de disociacién del complejo amilosa-lipido fue
menor luego del almacenamiento (Tabla 3.6). En el proceso de gelatinizacién del
almidon (Dia 0) la amilosa se disocia del lipido durante la fusién del complejo;
transcurridos los primeros dias de almacenamiento, parte de estas moléculas de
amilosa recristalizaron quedando disponibles para volver a formar el complejo. A
mayor tiempo de almacenamiento (Dia 7), mayor cantidad de moléculas de amilosa

recristalizadas y por ende, mayor cantidad de complejo formado.

Tabla 3.6. Entalpias de disociacién del complejo amilosa-lipido para las distintas muestras.
P: pan control, PS: pan + SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan + SSL-DATEM. Numero: % p/p
de emulsificante.

AH (J/g masa seca)*

Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia7

P 0,66e nd** 0,16¢ 0,21e
PS0,5 1,46b 0,32b 0,37a 0,39d
PS1 3,00a nd** 0,25b 0,92a
PDO0,5 0,86de 0,15cd 0,26b 0,69b
PD1 0,95cd 0,11¢c 0,13d 0,37d
PSDO0,5 1,12¢ 0,38a 0,36a 0,55¢
PSD1 1,48b 0,19¢ 0,23d 0,54c

* Letras distintas en la misma columna indican que hay diferencias significativas (p<0,05)
** nd: no determinada
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3.5 Evaluacion del porcentaje de cristalinidad de las migas durante

el almacenamiento.

Durante el almacenamiento del pan, la estructura cristalina del almidon se
recupera lentamente. Esta recristalizacion se debe principalmente a la
autoasociacion de las moléculas ramificadas de la amilopectina (Karim y col., 2000;
Primo-Martin y col., 2007). EI aumento en el porcentaje de cristalizacion de este
polimero durante el almacenamiento del pan puede ser evaluado mediante
difractometria de rayos X (Ottenhof y Farhat, 2004; Primo-Martin y col., 2007;
Ratnayake y Jackson, 2007).

Se identificaron cuatro picos en la muestra de harina de trigo (almidon nativo) a
angulos 20 de 15,0; 18,1; 20,1 y 23,0° (datos no mostrados). Estos datos fueron
coincidentes con los valores informados para almidones nativos de trigo, en donde
los picos de difraccion aparecen aproximadamente a 206 15, 17, 18 y 23°,
correspondientes a una distancia interplanar de 58,0; 51,0; 49,0 y 38,0 nm
respectivamente (Jovanovich, 1997; Primo-Martin y col., 2007), concordante con el
patrén de difraccion de rayos X tipo A descripto por otros autores para almidones de
cereales (Zobel y col., 1988).

En la Figura 3.13 se muestra el diagrama de difraccién de rayos X obtenido para

las muestras de miga de pan.
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Figura 3.13. Diagrama de difraccién de rayos X de miga de pan control. a) Pan
fresco (dia 0). b) Pan almacenado 1 dia a 20 = 2 °C. ¢) Pan almacenado 3 dias a 20
+ 2 °C.
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El difractograma de miga de pan fresco mostré predominantemente un pico a 20
grados (Figura 3.13). Este pico se encontrd en todas las muestras y corresponde a
la presencia del complejo amilosa-lipido tipo V, formado durante el proceso de
gelatinizacion (Zobel y Kulp, 1996; Primo-Martin y col.,, 2007). Con el
almacenamiento se observd que las muestras, ademas del pico de 20 grados,
presentaron picos en valores alrededor de 15, 17 y 23 grados, cuya area se fue
incrementando con el transcurso de las horas, a causa de una mayor recristalizacion
de la amilopectina.

En la Tabla 3.7 se muestra el porcentaje de cristalinidad obtenido para las

diferentes muestras de miga de pan.

Tabla 3.7. Porcentaje de cristalinidad en las migas de pan durante 3 dias de
almacenamiento a 20 + 2 °C. P: pan control, PS: pan + SSL, PD: pan + DATEM, PSD: pan +
SSL-DATEM. Numero: % p/p de emulsificante.

% Cristalinidad

Dia 0 Dia 1 Dia 3

P 5,42 9,10 9,73
PS0,5 6,35 6,62 8,47
PS1 7,34 7,52 7,87
PDO0,5 5,83 6,24 7,22
PD1 5,65 5,80 7,71
PSDO0,5 6,18 7,40 8,28
PSD1 5,03 6,44 8,61

El porcentaje de cristalinidad obtenido para la harina de trigo fue de 23,4% y
coincidié con valores informados por otros autores, cuyo parametro para almidones
nativos de trigo varié entre 20 y 36% (Zobel, 1988; Cooke y Gidley, 1992;
Jovanovich, 1997). Durante el proceso de gelatinizacién la mayor parte del almidén
gelatiniza; sin embargo, al ser la masa un sistema con una cantidad de agua
limitada, una pequefa fraccion de granulos queda en estado cristalino. Es por ello
que al determinar el porcentaje de cristalinidad de la miga control al dia cero se
encontré un valor de 5,42% (Tabla 3.7). Como se mencioné anteriormente, el

agregado de emulsificantes a las formulaciones disminuye la gelatinizacién del pan
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control, debido a que dichos aditivos se unen a la amilosa y a la amilopectina,
dificultando la absorcién de agua por parte de las mismas. Esta union impedira que
parte del almidén gelatinice y por lo tanto quede en estado cristalino. Por esta razén,
al dia cero, el porcentaje de cristalinidad de las muestras que contienen
emulsificantes arrojé6 en general valores superiores al control (P), siendo las

muestras con SSL las que mayor valor presentaron (Tabla 3.7 y Figura 3.14 a).
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Figura 3.14. Diagrama de difraccién de rayos X de miga de pan. a) Pan fresco. b) Pan
almacenado 3 dias a 20 + 2 °C. P: pan control, PS1: pan + 1% SSL, PD1: pan + 1% DATEM,
PSD1: pan + 1% SSL-DATEM.

Luego de tres dias de almacenamiento, en el que el pan envejece, la amilosa y
principalmente la amilopectina retrogradan, es decir, retornan a la cristalinidad, por lo
que el porcentaje de cristalinidad en las muestras presentd un incremento (Tabla
3.7). La miga del pan control fue la muestra que mayor incremento presento (Figura
3.14). Este hecho se debié a que durante el envejecimiento del pan la
recristalizacion de la amilopectina en la miga llevé a la formacién de un patron
cristalino de tipo B (Primo-Martin y col.,, 2007). Primo-Martin y col. (2007)
encontraron en panes crujientes (“crispy rolls”) y galletitas elaborados con harina de
trigo que la cristalinidad relativa de las muestras aumenta luego de almacenar las
mismas durante 20 dias a 22 °C. Nuestros panes no fueron almacenados durante un
periodo tan prolongado debido a que no se justifica almacenar un pan tipo francés
por un lapso superior a 3 dias porque comienzan a deteriorarse las caracteristicas
texturales, organolépticas y microbiolégicas. Sin embargo, nuestros resultados

mostraron la misma tendencia encontrada por Primo-Martin y col. (2007).
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A pesar de no contar con duplicados de muestras debido al elevado costo del
servicio de rayos X, en general, y como era de esperar, el agregado de
emulsificantes provocd una disminucion en el grado de recristalizacién de la
amilopectina (Figura 3.14 y Tabla 3.7). Como se mencioné anteriormente, este
fendmeno estuvo relacionado principalmente a la uniéon via puente hidrégeno de
estos emulsificantes con la amilopectina, hecho que dificultaria la autoasociacion de

esta ultima e impediria que recristalice.

3.6 Conclusiones parciales

Al evaluar el volumen maximo exhibido por las masas durante el desarrollo de la
curva de fermentacidn pudo comprobarse que todas las masas con 1% de
emulsificante dieron valores superiores a los de la masa control, siendo el pan que
contenia SSL el que mayor volumen presentd seguido del pan con la mezcla SSL-
DATEM. Este parametro da un indicio de cdmo se comportaran los panes durante la
fermentacion y por lo tanto, en la etapa de coccion se espera que el volumen de pan
sea mayor. Coincidentemente con lo obtenido para el volumen maximo de masa
fermentada, se observd la misma tendencia para el volumen especifico de los
panes, tanto para las concentraciones de 0,5% y 1% p/p; siendo los panes con SSL
los que presentaron mayor volumen especifico, seguidos por los que contenian la
mezcla de SSL-DATEM. Las migas de los panes preparados con DATEM y SSL-
DATEM al 0,5% mostraron una mayor cantidad de alvéolos, pero estos fueron de
menor tamafo que los de los panes elaborados con SSL, lo cual no es deseable en
una miga de buena calidad. Los alvéolos de los panes elaborados con SSL al 0,5%
fueron los que mayor fraccidon de area de miga ocuparon, seguidos por aquellos
panes con SSL al 1% y la mezcla de ambos aditivos en sus dos concentraciones
(0,5% y 1%), resultados coincidentes con el volumen especifico de los panes. Es
decir, los panes con 0,5% de SSL fueron los de mayor volumen especifico, con una
miga que posee una cantidad adecuada de alvéolos de gran tamafio y a su vez es
homogénea.

El comportamiento observado hasta el momento, como sugerimos en capitulos

anteriores, podria ser atribuido al caracter hidrofilico-lipofilico de los emulsificantes.
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Estas moléculas se unirian a los sitios hidrofobicos de las proteinas y de esta
manera promoverian una adecuada agregacion de las proteinas de gluten en la
masa. Una red de gluten fuerte y extensible permitiria una mejor expansion de la
masa y proporcionaria panes de mayor volumen, mejor textura y miga mas blanda y
esponjosa. La cabeza hidrofilica de estos surfactantes formaria fases lamelares
liquido-cristalina en el agua, las cuales se asociarian con las gliadinas (Tamstorf y
col.,, 1986; Ribotta y col., 2004). Estas estructuras, junto con las gluteninas del
gluten, podrian contribuir a la viscoelasticidad de la masa, permitiendo que las
células de gas se expandan, lo que resultaria en un aumento del volumen de las
piezas de pan.

La disminucion de la humedad de la miga con el agregado tanto de SSL como
DATEM durante el periodo de almacenamiento estaria relacionada con la capacidad
de dichos emulsificantes de adsorberse en la superficie de los granulos de almidén e
interaccionar con la amilosa y la amilopectina, dificultando la absorcién de agua por
parte del almidén. De esta manera, la misma quedaria libre y migraria desde la miga
hacia la corteza.

Los emulsificantes disminuyeron durante el periodo de almacenamiento la dureza
de la miga de pan, siendo el SSL mas efectivo que el DATEM. Los panes
almacenados durante 1 dia presentaron también mayor cohesividad y elasticidad
que en ausencia de emulsificantes. El agregado de estos aditivos permitiria obtener
panes con estructura mas integra con una miga menos desgranable y con un
comportamiento mas elastico.

El agregado de emulsificantes disminuyd la entalpia de gelatinizacion del pan
control. Este fendmeno se atribuyd a la interaccion entre dichos aditivos con los
granulos de almidén, lo cual impediria que parte de estos ultimos absorbieran agua y
por lo tanto disminuiria la cantidad de granulos que gelatinizan quedando parte de
ellos en estado cristalino. Este hecho se confirmo al evaluar la cristalinidad de las
migas del pan fresco mediante rayos X, la cual fue inferior a la de los panes que
contenian emulsificantes. Durante el periodo de almacenamiento los emulsificantes
retardaron el envejecimiento del pan, siendo el SSL el emulsificante mas efectivo en
este aspecto. Este fendmeno fue coincidente con la menor dureza presentada por

los panes con emulsificantes durante el almacenamiento.
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Los resultados de este capitulo surgieron de una colaboracién bilateral en el
marco del Proyecto CYTED 106PI10301 “Obtencion de productos de panificacion
para necesidades especificas” (coordinador: Dr. Alberto E. Ledn). El trabajo
experimental fue desarrollado en el Laboratorio de Ingenieria de Alimentos del
Departamento de Ingenieria Quimica de la Escuela Politécnica de la Universidad de
San Pablo (USP) y en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de
Alimentos (CIDCA).

En este capitulo se intentd optimizar una formulacién de un pan nutricional,
enriquecido en fibra y elaborado a escala piloto, utilizando los emulsificantes
previamente estudiados (SSL y DATEM) y Polisorbato 80 (PS80) como mejoradores.

Para este trabajo experimental, se buscd una harina de caracteristicas similares a
la usada en los ensayos de laboratorio en Argentina.

Las especificaciones de la harina utilizada en este capitulo (M. EXTRA-PT, Brasil)
fueron proporcionadas por el molino Moinho Pacifico S.A. (SP, Brasil) y se detallan
en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Especificaciones de la harina M. EXTRA-PT.

Parametro Valor obtenido

Humedad (%) 14
Cenizas (%) 0,73
Proteinas (%) 9,1
Gluten humedo 25,8
Gluten seco 8,6
Falling Number 360
Alveograma

Tenacidad-P (mm) 125

Extensibilidad-L (mm) 47

Trabajo de deformacién-W (10 J) 238
Farinograma

Absorcion de agua (%) 59,7

Tiempo de desarrollo (min) 8,9

Estabilidad (min) 9,3

indice de tolerancia al amasado (UF) 35
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Ensayos preliminares. Para mejorar las propiedades panificables de las harinas,
suelen adicionarse coadyuvantes de tecnologia. Algunas harinas necesitan ser
corregidas en la cantidad de a-amilasa para ser consideradas panificables, ya que
esta enzima esta presente en bajas cantidades en el endosperma del grano de trigo
(Leonhardt, 1999). Una medida de actividad de esta enzima es el Falling Number
(FN), el cual estda basado en la habilidad de la a-amilasa para licuar un gel de
almidoén. Harinas con FN superior a 250 resultan muy fuertes para ser utilizadas en
panificacion.

Para mejorar las propiedades panificables de nuestra harina (FN = 360) se
adicionaron como coadyuvantes acido ascérbico (0,02%) y a-amilasa (0,00125%).
Estos valores fueron seleccionados de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(DANISCO A/S, Dinamarca).

La cantidad de almidén resistente de maiz (ARM) utilizado fue 12,5%. Estos
valores fueron tomados de ensayos previos realizados en el Laboratorio de
Ingenieria de Alimentos de la USP (SP, Brasil), en los cuales se evalud la sustitucion
parcial de harina de trigo por 7,5; 10,0; 12,5 y 15,0% de ARM (Matsuda, 2007). Los
valores obtenidos para los ensayos de volumen de pan, humedad y concentraciéon
de ARM en pan tipo francés precocido y congelado almacenado hasta 46 dias
mostraron que con niveles superiores al 12,5% de ARM se obtenian resultados
satisfactorios. Sin embargo, se observd que la miga de pan era mas firme con el
agregado del 15% de ARM (Matsuda, 2007), por lo que se optd por el nivel de
12,5%. Los ensayos fueron realizados de acuerdo al proyecto de mezcla de tres
componentes (SSL-PS80-DATEM), el cual posee tres puntos centrales, para estimar

el error puro (Matuda, 2004) (Materiales y Métodos, Inciso 1.13).

4.1 Propiedades reolégicas de masas

Los resultados obtenidos para la mezcla 0 (87,5% harina + 12,5% ARM),
correspondiente a la masa control, se expresan en la Tabla 4.2. En esta tabla se
comparan dichos valores con los obtenidos para la harina sin el agregado de
almidén resistente.

El agregado a la harina de almidon resistente produjo un aumento en la absorcion
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de agua del 5%. Este resultado era esperable, ya que la sustitucion de las proteinas
de la harina de trigo por fibra dietaria provoca un aumento en la absorcion de agua
(Hung y col., 2005). Resultados similares fueron informados por Matsuda (2007) en
donde se analizaron mezclas de harinas de trigo sustituidas con distintos niveles de
almiddn resistente (0 a 30%). EI mayor nivel de sustitucion arrojé una diferencia en

la absorcidon de agua de 2% con respecto a la harina.

Tabla 4.2. Parametros farinograficos de harina y la mezcla MO (harina de trigo + ARM).

Harina MO
Absorcion de agua (%) 59,7 62,7
Tiempo de desarrollo (min) 8,9 71
Estabilidad (min) 9,3 2,2
indice de tolerancia al amasado (UF) 35 79

La estabilidad disminuy6 notablemente, demostrando una menor tolerancia de la
harina al amasado. El indice de tolerancia al amasado (MTI, mixing tolerance index)
arrojo valores muy superiores a los de la harina de trigo, indicando que el agregado
de almidén resistente provoca un mayor grado de ablandamiento de la masa durante
el amasado.

La variacion estadistica de los parametros obtenidos en el ensayo alveografico se
muestra en la Figura 4.1. Todas las mezclas mostraron una disminucion significativa
en la extensibilidad (L) con respecto a la harina (H), la cual no contenia almidén
resistente en su composicion (Figura 4.1 a). Estos resultados muestran que el
agregado de almidon resistente indujo la formacion de masas menos extensibles. A
su vez el DATEM fue el emulsificantes que contribuy6 a una leve recuperacion de la
extensibilidad, ya que la muestra M3 (masa con 0,5% p/p de DATEM) fue la de
mayor L, seguida de M5 y M6 (formulaciones que también contenian DATEM, en
menor proporcion).

La tenacidad (P) de las mezclas fue superior a la observada en la harina (125 mm
H,O) (Figura 4.1 b). Uno de los mayores valores obtenidos fue el de la mezcla
control (MO, 167 mm H,0), esto significa que el ARM aumenté la tenacidad de la
masa obtenida. El agregado de PS80 (M2), DATEM (M3) y SSL-DATEM (M5) a la
mezcla produjo una disminucion de la tenacidad con respecto a MO.
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Figura 4.1. Valores medios para: a) Extensibilidad (L), b) Tenacidad (P) y ¢)
Trabajo de deformacion (W). H: harina. M: mezcla. Numero: valor codificado
(Materiales y Métodos, Tabla 1.3).

Los resultados obtenidos para el trabajo de deformacion (W) mostraron una
tendencia similar a los de extensibilidad (L). Se observé una disminucion en su valor
en las mezclas con ARM con respecto a la harina (H, 238 J) (Figura 4.1 c). A pesar
de que no se observaron diferencias significativas con el agregado de los diferentes
emulsificantes, al igual que en el caso de la extensibilidad, las masas M3 y M6

fueron las que mayores valores arrojaron.

174



Resultados - Capitulo 4

La disminucion en los parametros L y W y el aumento en el parametro P puede
ser atribuido a la dilucién proteica. Al sustituir parte de la harina por almidon
resistente estamos disminuyendo la cantidad de proteinas presente en la harina de
trigo, esto daria como resultado masas menos extensibles y mas tenaces, aunque
con menor trabajo de deformacion alveografico. Resultados similares fueron
obtenidos por Wang y col. (2002), que estudiaron el desempefio de masas de harina
de trigo adicionadas con diversos tipos de fibras.

Se observd un aumento significativo de la dureza de las masas (Figura 4.2 a) para
todas las muestras excepto M2, con respecto a la mezcla control (M0), siendo M1 y
M3 las masas mas duras. Estos resultados sugieren que los emulsificantes del tipo
SSL y DATEM son mas efectivos en la estructuracion del gluten que el PS80, aun en
presencia de almidon resistente. La masa M2 presentd menor consistencia que MO.
Por otro lado, M1, M3 y M7 (a, b y ¢) mostraron una consistencia superior a la del
control (MO) (Figura 4.2 b).
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Figura 4.2. Valores medios para: a) Dureza y b) Consistencia obtenidos en el
ensayo de TPA de acuerdo al agregado de emulsificantes. M: mezcla.
Numero: valor codificado.
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Todas las masas ensayadas mostraron una adhesividad superior a la de la masa

control (MO). La masa M2 (0,5% de PS80) present6 una adhesividad cercana al

control (M0O), mientras que las masas que contenian SSL (M1, M4 y M5) fueron las

mas adhesivas (Figura 4.3 a). La elasticidad y cohesividad de las masas mostraron

comportamientos similares (Figura 4.3 b y c¢). En todos los casos el agregado de

emulsificantes aumentd los valores de estos dos parametros con respecto a MO, no

observandose diferencias significativas entre los aditivos.
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Figura 4.3. Valores medios para: a) Adhesividad, b) Elasticidad y ¢) Cohesividad
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Los resultados obtenidos para la textura de la masa muestran que el agregado de
0,5% de PS80 favorece la formacion de masas menos duras y consistentes,
similares a las masas sin aditivo. Estas masas a su vez son poco adhesivas y mas
cohesivas, por lo que cabe esperar que los panes que contengan en su formulacién
0,5% de PS80, a pesar de ser menos duros que los elaborados con los demas
aditivos, se desgranen con menos facilidad. Las masas elaboradas con 0,5% de
DATEM y 0,5% de SSL seran mas duras y consistentes y menos cohesivas, por lo
que a juzgar por los resultados de textura de las masas, se esperaria que den panes

de miga mas dura, pero mas desgranables.

Al evaluar la extension uniaxial de las masas, s6lo las mezclas M1 (0,5% SSL),
M3 (0,5% DATEM) y M5 (0,25% SSL + 0,25% DATEM) mostraron un aumento
significativo con respecto al control (MO = 0,325N) en la resistencia a la extension de
la masa (F), con valores de 0,46N, 0,38N y 0,43N, respectivamente (Tabla 4.3).
Todas las muestras, a excepcidon de M1 y M5, presentaron una disminucion
significativa de la energia aplicada a la masa hasta la ruptura (A) con respecto a MO.
La mezcla 4 (M4, 0,25% SSL+0,25% PS80) fue la que mayor disminucién mostrd en
dicho parametro con un valor de 1,65 mm? La extensibilidad (L) mostré una
disminucién en todas las mezclas con respecto a la mezcla control. Sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas entre los distintos aditivos (Tabla 4.3).

Por lo tanto, el agregado de SSL y DATEM a las formulaciones darian masas mas
resistentes a la ruptura y un poco menos extensibles.

Algunos autores estudiaron la extension uniaxial de masas, pero en ausencia de
ARM, no habiéndose encontrado bibliografia al respecto. Ravi y col. (2000)
evaluaron el efecto de los emulsificantes SSL, DATEM vy glicerol monoestearato
(GMS) (0,25-1% p/p) sobre la extension uniaxial de masas. A pesar de no contener
ARM, estos autores demostraron que todos los emulsificantes en todas sus
concentraciones provocaron un aumento en el parametro F y una disminucion en L
con respecto a la masa sin aditivo, resultados similares a los de este trabajo de tesis.
Por otro lado, Aamodt y col. (2005) encontraron que la maxima resistencia a la
extension (F) fue superior en la masa (sin ARM) con DATEM (0,45% p/p) respecto
de la muestra sin aditivo y especialmente en alta concentracion (0,90% p/p);
mientras que la distancia de extension hasta la ruptura (L) resulté menor que para el

control y disminuyd con el aumento de nivel de emulsificante. Romeu y col. (2006)
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encontraron en masas sin ARM elaboradas con 0,25% de PS80 y 0,25% de DATEM
una resistencia maxima a la extensién superior a la masa control, mientras que el
parametro L disminuy6é en masas preparadas con 0,5% de SSL, 0,5% de PS80 vy la

mezcla equiproporcional de los tres emulsificantes.

Tabla 4.3. Extension uniaxial de las masas. F: maxima resistencia a la extensibilidad, A:
energia aplicada a la masa hasta la ruptura, L: distancia de extension hasta la ruptura. M:
mezcla, Numero después de M: valor codificado de cada muestra.

F (N) A (mm?) L (mm)
MO 0,325de 2,188a 18,1a
M1 0,464a 2,159a 15,5bc
M2 0,329de 1,751de 15,3bc
M3 0,377c 1,926bcd 15,2bc
M4 0,316e 1,648e 15,5bc
M5 0,432b 2,113ab 15,3bc
M6 0,352cd 1,971bc 16,3b
M7a 0,306e 1,659 15,4bc
M7b 0,325de 1,435f 15,0¢c
M7c 0,346cde 1,892cd 15,3bc

* Letras distintas en la misma columna indican que hay diferencias significativas (p<0,05)

Al estudiar la viscoelasticidad, tal y como sucedi6é en el caso de las masas del
Capitulo 2, todas las muestras ensayadas presentaron una zona de viscoelasticidad
lineal entre 0,5 y 10 Pa. Por lo tanto, los barridos de frecuencia se efectuaron a
esfuerzo constante de 5 Pa.

La Figura 4.4 muestra un reograma tipico de estas masas. El médulo de
almacenamiento (G’) fue mayor que el mdédulo de pérdida (G”) en todo el rango de
frecuencias para todas las muestras evaluadas, obteniéndose curvas practicamente
paralelas y ascendentes (Figura 4.4). Esta relacion observada entre los modulos (G’

> G”) indica un predominio sobre el sistema del comportamiento elastico.
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Figura 4.4. Relacién entre el mdédulo de almacenamiento (G’) y el
moddulo de pérdida (G”) para la Mezcla con 0,5% de SSL (M1).

Al evaluar el médulo de almacenamiento (G’) a 1 Hz de frecuencia se observé que
sélo la mezcla 3 (M3) mostré valores superiores a los de la muestra control (MO), con
un valor de 23,8 x10° Pa. Por otra parte, las mezclas M6 y M1 mostraron los
menores valores, con un valor minimo para M6 de 11,0 x10° Pa (Figura 4.5). Estas

mezclas tendrian un comportamiento menos elastico que la masa control.
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Figura 4.5. Modulo de almacenamiento (G’). M: mezcla. Nimero después de M:
valor codificado de la mezcla.
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Siendo que la mezcla 3 (M3) posee un 0,5% de DATEM y M5 un 0,25% de este
emulsificante y 0,25% de SSL, los resultados obtenidos muestran que existe una
tendencia a aumentar los valores de G’ con el agregado de DATEM. En el caso de
M6 (0,25% PS80 + 0,25% DATEM) el PS80 gobernaria el comportamiento de la
masa, dando masas de menor componente elastica.

Las muestras presentaron la misma variacion del médulo de pérdida G” que la
observada para G'. Las masas M3 y M5 presentaron el mayor valor de G” mientras
que las de menor valor fueron M1 y M6 (Figura 4.6).

Por otro lado, los resultados obtenidos (1 Hz de frecuencia) para la tangente del
angulo de desfasaje (tan & = G”/G’) mostraron que tanto M4 como M6 presentaron
valores superiores (0,318 y 0,313, respectivamente) a los de MO (0,284). Dichos
resultados muestran que las mismas presentaron un caracter mas viscoso que la
masa control. Si bien M6 mostré una disminucién en los parametros G’ y G, la
disminuciéon manifestada en el médulo de almacenamiento, con respecto a MO, fue
superior a la de G”, por esta razon la tan © fue superior a la de la masa control. Los
resultados sugieren que las masas con mayor caracter viscoso fueron las que

contenian PS80 en combinacién con SSL o DATEM.

8
'_ a
vg 7: . % ab
E 6' } o cd% d Cdbid
g 5F ef{ { f}
4F } k

© - N ™ < 0 ©
= =222 =2 =2

M7a
M7b
M7cC

Figura 4.6. Mddulo de pérdida (G”). M: mezcla. Niumero después de M: valor
codificado de cada mezcla.

En la Tabla 4.4 se muestran los valores de los parametros obtenidos de las

curvas de desarrollo de masa y de retencion de CO, de las mezclas sometidas al
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ensayo de reofermentacion. Valores altos de altura de desarrollo de la masa (Hm)
indican un desarrollo de masa 6ptimo, a mayor valor de este parametro mayor sera
el volumen de pan obtenido. Largos tiempos de desarrollo de masa y de retencion
de CO,, t1 y t'1, respectivamente, son indeseables en los procesos industriales
debido al mayor consumo de energia. Valores altos de H'm indican que la masa es
capaz de retener gran cantidad de CO,, esto es favorable, ya que los panes

obtenidos presentaran un mayor volumen y la miga sera mas esponjosa.

Tabla 4.4. Valores obtenidos de las curvas del reofermentégrafo. Curva de desarrollo de
masa: Hm: Altura de desarrollo de la masa (mm), t1: Tiempo correspondiente a Hm (min).
Curva de retencion de CO,: H'm: Altura maxima de la curva de retencion de CO; relativa a la
presién maxima (mm), t'1: Tiempo correspondiente a H'm (min), tx: Tiempo en que la masa
comienza a perder CO; (min). M: mezcla. Numero después de M: valor codificado de cada
muestra.

Desarrollo de masa Retencién de CO;
Hm (mm) t1 (min) H’m (mm) t’1 (min) tx (min)
MO 42,2 180,0 63,1 126,0 94,5
M1 45,0 160,5 62,4 126,0 93,0
M2 34,5 180,0 62,7 114,0 75,0
M3 40,2 178,5 60,2 127,5 90,0
M4 43,7 171,0 61,3 141,0 103,5
M5 34,4 175,5 58,3 121,5 73,5
M6 37,8 180,0 64,5 126,0 85,5
M7a 45,1 156,0 66,1 130,5 99,0
M7b 44,5 178,5 65,9 133,5 90,0
M7c 44,1 145,5 69,5 128,0 89,0

Las mezclas 2 (M2, 0,5% PS80) y 5 (M5, 0,25% SSL + 0,25% DATEM) impidieron
un adecuado desarrollo de la masa, ya que presentaron los menores valores de

(Hm) (Tabla 4.4). Por lo tanto, el desarrollo de estas masas sera menor y los panes
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obtenidos con dichas muestras tendran un volumen mas pequefo. Teniendo en
cuenta los valores de Hm para M1 (0,5% SSL) y M3 (0,5% DATEM), el DATEM es el
emulsificantes que estaria ejerciendo un efecto depresor en M5. La mezcla 1 (M1) y
la mezcla del punto triple (M7a, b y ¢) alcanzaron los maximos valores de Hm en los
menores tiempos (t1). En el caso de la mezcla 7, esta masa también mostré un valor
de tenacidad (P) menor al de MO (Figura 4.1), por lo que resultaria una masa menos
tenaz que seria 6ptima para los procesos industriales.

Al evaluar los resultados de retencién de CO,, pudo observarse que al igual que
en el desarrollo de masa, la muestra M5 fue la que presenté menores valores de
H'm y t'1. Esta mezcla también mostré un valor bajo de tx (tiempo en que la masa
comienza a perder CO;), o sea que no solamente tuvo poca produccion de gas sino
que ademas la masa comenzo a perder CO, en menor tiempo (73,5 min). Por otra
parte, la mezcla del punto triple (M7a, b y ¢) mostré el mayor valor de H'm (67,2
2,0 mm).

4.2 Caracterizacion reolégica de la muestra optimizada

Ajuste de los parametros reoldgicos de masas al modelo cubico especial.
Los valores de los distintos parametros reoldgicos obtenidos a partir de los ensayos
de TPA, Extension Uniaxial y Reofermentacion fueron analizados mediante un
ANAVA a fin de estudiar el efecto de los emulsificantes sobre dichos parametros. El
analisis matematico de los datos experimentales se bas6 en la regresion de un
modelo cubico especial, desarrollado para establecer la relacién entre el parametro
reologico evaluado (Y) y los valores codificados de las variables independientes Xy,
X2 y X3 (emulsificantes) asi como de sus interacciones. Con el objeto de simplificar el
modelo, el mismo fue replanteado a través de la eliminacién de los términos que no
tuvieron un efecto significativo (p > 0,05). En virtud de ello, los modelos obtenidos
para cada parametro se muestran en la Tabla 4.5.

Con respecto a los parametros medidos en los ensayos de TPA y Extension
Uniaxial, solo la Consistencia y la Distancia presentaron valores de p<0,05 y
coeficientes de determinacion (R2) superiores a 90%. El valor de p<0,05 indica que

habra una relacion estadisticamente significativa entre dichos parametros y los
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componentes del modelo planteado al 95% de nivel de confianza. Por otra parte, el
coeficiente de determinacion es una medida del grado de ajuste, habiéndose
encontrado en la literatura que dicho valor debe ser al menos de 80% para

considerar que un modelo presenta un buen grado de ajuste (Guan y Yao, 2008).

Tabla 4.5. Modelos predictivos de distintos parametros caracteristicos de los ensayos de
TPA y Extensién Uniaxial en masas con distintos emulsificantes (sin levadura) y de
Reofermentacion (con levadura).

Ensayo Parametro Ecuacion predictiva p* R?

Dureza D = 3,2278*SSL + 2,6582*PS80 + 3,227*DATEM 0,118 | 50,95

C = 15,611*SSL + 12,4635*PS80 + 16,2545*DATEM -
Consistencia | 5,237*SSL*PS80 - 3,811*SSL*DATEM + | 0,003 | 99,11
46,2605*SSL*PS80*DATEM

E Adhesividad | A =9,88443*SSL + 8,75883*PS80 + 9,13443*DATEM 0,355 | 29,21
- Cohes = 0,734089*SSL + 0,745289*PS80 +
Cohesividad 0.733289*DATEM 0,261 | 36,05

Elasticidad E =0,768822*SSL + 0,779222*PS80 + 0,775622*DATEM | 0,408 | 25,81

. Fuerza F = 0,446189"SSL + 0,352689"PS80 + 0,344689*DATEM | 0,649 | 1343

O ®©

@ % L = 15,5059"SSL + 15.2612*PS80 + 15,2596"DATEM +

c © H A s ’ ;

gt Distancia |, 59079+pS80*DATEM - 15,5049*SSL*PS80*DATEM 0,020 | 91,61
-

1]

Area A =2,10207*SSL + 1,85847*PS80 + 1,81247*DATEM 0,751 | 9,10

Hm = 45,0*SSL + 34,65*PS80 + 40,35*DATEM +
Hm 15,5*SSL*PS80 - 33,1*SSL*DATEM + 0,001 | 99,60
176,102*SSL*PS80*DATEM

c
‘0
= t1 t1 = 163,041*SSL + 180,656*PS80 — 140,15*DATEM 0,137 | 63,89
)
[=
[} v * * *
) H'm = 61,5035*SSL + 62,5162*PS80 + 59,3162*DATEM
% H'm + 37, 873*PS80*DATEM 0.055 | 75,55
Y=
[e]
&’ t'1 t’1 = 133,0*SSL + 118,0*PS80 + 121,0*DATEM 0,561 | 17,50
tx = 86,6367*SSL + 77,0367*PS80 + 85,6258*DATEM +
tx 85,8904*SSL*PS80 0,167 | 60,66

*Valores de p<0,05 indican que hay diferencias significativas.

Por su parte, para las masas elaboradas con levadura, la altura maxima de

desarrollo de masa (Hm) fue el unico parametro que presenté un p<0,05 con un
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coeficiente de determinacion (R?) de 99,60% (Tabla 4.5), lo que indica que dicho
porcentaje de variabilidad en el parametro Hm es explicado por el modelo planteado.

La consistencia es un parametro importante en la evaluacién de las propiedades
texturales de una masa destinada para panificacion. En este sentido, masas muy
duras y consistentes daran panes duros que desarrollaran poco volumen, mientras
gue masas con una dureza y consistencia muy bajas generaran panes gomosos con
volumen reducido. Con respecto a la altura maxima de desarrollo de masa (Hm), el
mismo es uno de los parametros mas importantes a la hora de evaluar como se
comportara la masa durante el proceso de fermentacion. Asi, cuanto mayor sea el
valor de Hm, mayor sera el volumen alcanzado por la masa durante la fermentacion,
y por lo tanto el volumen del pan obtenido luego de la coccién. Por este motivo, y de
acuerdo a los resultados obtenidos en los modelos predictivos, se llevé a cabo la
optimizacién del modelo considerando el parametro Hm.

Una de las mejores maneras de visualizar el efecto de las variables
independientes sobre las variables dependientes es a través de los graficos de
superficie de respuesta. La metodologia de superficie de respuesta (SRM, Surface
Response Methodology) permitié analizar el modelo de regresion planteado con el
fin de maximizar la variable Hm influenciada por los distintos emulsificantes en sus
distintas concentraciones. La Figura 4.7 muestra la superficie de respuesta obtenida
para el proyecto de mezcla de tres emulsificantes (SSL, PS80, DATEM) para el
parametro Hm.

La Tabla 4.6 muestra los valores codificados y decodificados correspondientes a
las concentraciones de cada uno de los emulsificantes en el punto 6ptimo (Hm 45,5
mm).

Los distintos parametros de TPA, Extension Uniaxial y Reofermentacion fueron
medidos en las masas elaboradas con las concentraciones éptimas de cada uno de
los emulsificantes. La Tabla 4.7 muestra los valores experimentales y los calculados
con el modelo, pudiéndose observar que los parametros que menor error relativo
porcentual presentaron fueron los correspondientes a los parametros del ensayo de
TPA. Con respecto a Hm, el error relativo porcentual fue de 5,6%, siendo el valor

experimental superior al calculado matematicamente.
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Intervalos de Hm

34.0-35.0

46 35.0-36.0

44 I 36.0-37.0

< 42 Il 37.0-38.0
£ 40 38.0-39.0
% 38 B 39.0-40.0
36 40.0-41.0

34| 41.0-42.0
DATEM=1,0 PS80=1,0 mm 42.0-43.0
B 43.0-44.0

- 0 44.0-45.0

SSL=1,0 Bl 45.0-46.0

Figura 4.7. Superficie de respuesta para el parametro Hm correspondiente al modelo
cubico especial del proyecto de mezcla de 3 emulsificantes (SSL, PS80, DATEM).

Tabla 4.6. Valores codificados de la respuesta optimizada para el parametro Hm.

Factor Valor_ <_')ptimo Val_o_r optimo
(codificado) (decodificado) (% p/p)
SSL 0,487663 0,24
PS80 0,36095 0,18
DATEM 0,151387 0,08

La masa preparada con las concentraciones Optimas de emulsificantes presento
una mayor altura de desarrollo de masa que la observada para todas las mezclas
evaluadas hasta el momento (Tabla 4.7), por lo que el pan elaborado con esta

formulacion optimizada tendria las mejores caracteristicas fisicas y texturales.
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Tabla 4.7. Comparacion de los valores experimentales de los parametros de TPA, Extension
uniaxial y Reofermentacion con los valores calculados con el modelo, para la mezcla

optimizada.
Ensayo Parametro Valor Valor Error
y Calculado experimental relativo (%)
Dureza (N) 3,11 3,24 + 0,26 4,0
Consistencia
(N.s) 32,1 33,5+ 3,1 3,3
< - -
& Adhesividad (N.s) 9,43 9,41 + 0,66 -0,2
Cohesividad (-) 0,74 0,73 £ 0,01 -1.3
Elasticidad (-) 0,77 0,76 £ 0,01 -1,3
e _ Fuerza (N) 0,37 0,34 + 0,08 -8,8
=
%’ E Distancia (mm) 15,2 14,7 +1,4 -3,4
- O
X
w > Area (N.mm) 1,81 1,66 £ 0,30 -9,0
_ Hm (mm) 455 48,2 +0,1 5,6
0 .
= t1 (min) 164.,6 173,3+5,3 5,0
IS
Z H’'m (mm) 63,5 65,8+ 1,6 3,5
..g t'1 (min) 1337 111,7+5,3 -19.7
e :
tx (min) 97,8 85,5+4,2 -14,4

4.3 Comportamiento térmico de las masas durante la coccién y el

almacenamiento

En la Figura 4.8 se muestra un termograma de gelatinizacién tipico obtenido para

todas las muestras ensayadas. Al igual que lo observado en el Capitulo 3 (Inciso

3.4), el proceso de gelatinizacion (como consecuencia de la restriccion de agua)

mostré dos endotermas: G asociada con la gelatinizacion del almidon y F

correspondiente a la energia requerida para fundir las estructuras cristalinas mas

estables del almidon (Biliaderis, 1980; Ledn y col, 1997; Ribotta y col., 2004). En

este caso, también se observd el tercer pico endotérmico correspondiente a la
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disociacion del complejo amilosa-lipido (AL), ampliamente estudiado por Jovanovich
y colaboradores (1992, 1999).

0,05 -
0,04 -
0,03 -

0,02 - F AL

Flujo de calor (J/g)

0,01 ;

0

40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperatura (°C)
Figura 4.8. Termograma de DSC para la gelatinizaciéon de la masa control (MO).

Endotermas: G, gelatinizacion del almidén. F, fusion de los cristales mas estables.
AL, disociacion complejo amilosa-lipido.

La temperatura de gelatinizacion de la masa control (M0) fresca fue 70 °C para el
pico G y 84 °C para el F. Los emulsificantes no modificaron la temperatura de Gy F.
En general la retrogradacién del almidon durante el almacenamiento provocd una
disminucion de la temperatura de gelatinizacion de entre 2 y 4 °C para G, a
excepcion de la muestra con 0,5% de SSL (M1), en el que subié 10 °C. Para el caso
de F se observo un aumento de entre 7 y 10 °C.

En la Tabla 4.8 se muestran los valores de entalpia de gelatinizacién y
retrogradacion de almidon. Durante la gelatinizacion todas las muestras que
contenian emulsificantes mostraron una disminucién en el valor de AH con respecto
a la muestra control (M0), siendo la mezcla optimizada (Mop.) la que menor valor
arrojo. Como se menciono en el Capitulo 3 (Inciso 3.4) esta reduccién en la entalpia
de gelatinizacion al agregar los emulsificantes a la masa estaria mediada por un lado
por la interaccién de la cola hidrofébica de dichos aditivos con la hélice de amilosa,
formando asi el complejo amilosa-emulsificante; y por otro lado por la unién de la
cabeza hidrofilica del aditivo a la amilopectina mediante enlaces puente hidrogeno.

Asi, los granulos de almidon absorberian menos agua, con una consecuente
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disminucién de la gelatinizacion de los mismos. De esta manera habra menos

almidon gelatinizado que sea capaz de retrogradar durante el almacenamiento.

Tabla 4.8. Entalpias de gelatinizacion y retrogradacién para las distintas muestras. M:
mezcla. Numeros después de M: valor codificado de cada muestra.

AH (J/g masa seca)

Gelatinizacion 1 dia 7 dias
MO 5,71 2,38 4,38
M1 4,88 2,17 3,81
M2 4,94 1,81 3,47
M3 4,90 2,00 4,27
M4 4,89 2,29 3,63
M5 4,85 2,24 3,73
M6 4,71 1,77 3,73
M7a 4,86 1,62 2,84
M7b 4,65 1,76 2,82
M7c 4,81 1,80 2,77
Mop. 4,08 1,59 2,57

Luego de almacenar las muestras se observé que en el caso de las mezclas, los
emulsificantes disminuyeron la retrogradacion del almidon (AHux < AHwme) (Tabla
4.8). Como se mencion6 en el Capitulo 3 (Inciso 3.4) este fendbmeno se debe
principalmente a que al unirse la cabeza hidrofilica de los emulsificantes con la
amilopectina impediria que se establezcan uniones entre las distintas moléculas de
dicho polimero disminuyendo asi la retrogradacién de las mismas.

A las 24 h (1 dia) de almacenamiento la mezcla optimizada (Mop.) fue la que dio
el valor mas bajo de entalpia de retrogradacion, seguida de la muestra triple (M7a, b
y ¢) con un valor promedio de 1,72 + 0,10 J/g masa seca. Al cabo de 7 dias de
almacenamiento se observo la misma tendencia que a las 24 h, siendo nuevamente
la muestra optimizada la que menor valor present6 seguida de la mezcla triple (M7a,
b y c) (Tabla 4.8). De esta manera, la combinacion de los tres emulsificantes SSL,

PS80 y DATEM resulté ser mas efectiva que los emulsificantes puros o en mezclas
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binarias. La mezcla optimizada resultaria la combinacion éptima a la hora de retrasar
el envejecimiento del pan, ya que seria la que prolongaria mas la vida util de los
panes elaborados.

Los valores obtenidos para el pan fresco para las entalpias de disociacion del
complejo amilosa-lipido muestran que todos los emulsificantes (a excepcion de la
mezcla M3) provocaron un aumento en el AH (Tabla 4.9). Como se menciond en el
Capitulo 3 (Inciso 3.4), este incremento se correspondié con la formacion del
complejo amilosa-emulsificante por parte de estos aditivos. La mezcla optimizada
(Mop.) fue la que mayor valor presenté (1,85 J/g masa seca), indicando que dicha
combinacion de emulsificantes favoreceria la formacién del complejo amilosa-

emulsificante.

Tabla 4.9. Entalpias de disociacion del complejo amilosa-lipido para las distintas muestras.
M: mezcla. Numero después de M: valor codificado de cada muestra.

AH (J/g masa seca)

Dia 0 Dia 1 Dia7

MO 1,20 0,25 0,62

M1 1,58 0,66 0,69

M2 1,31 0,27 0,65

M3 1,19 0,40 0,56

M4 1,25 0,42 0,46

M5 1,61 0,78 0,99

M6 1,43 0,44 0,64

M7a 1,50 0,36 0,52
M7b 1,49 0,51 0,66
M7c 1,62 0,52 0,61
Mop. 1,85 0,47 0,60

De igual manera a lo sucedido en el Capitulo 3 (Inciso 3.4), durante el periodo de
almacenamiento se observé una disminuciéon de la entalpia de disociacion del

complejo amilosa-lipido (Tabla 4.9). Como se mencioné en dicho Capitulo, en el

189



Resultados - Capitulo 4

proceso de gelatinizacion del almidén (Dia 0) la amilosa se disocia del lipido durante
la fusidn del complejo. Durante los primeros dias de almacenamiento, parte de estas
moléculas de amilosa recristalizaron quedando disponibles para volver a formar el
complejo. Luego de 7 dias de almacenamiento, habra mayor cantidad de moléculas
de amilosa recristalizadas y por lo tanto, mayor sera la cantidad de complejo

formado.

4.4 Determinacion de la calidad panadera

La evaluacidon de calidad de los panes fue realizada a través de las
determinaciones de volumen especifico del pan, y humedad y firmeza de la miga.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.10. El volumen especifico del
pan de la mezcla optimizada (Mop.) resultdé un 68,7% mayor que el volumen del pan
elaborado con la masa control (M0O). La mezcla optimizada presentd valores de
humedad levemente inferiores a los de M0O. A su vez, los valores hallados para la
firmeza de la miga mostraron una disminucion importante para Mop., con un valor
72,8% menor que el hallado para la masa control (MO). Esta disminucién puede
atribuirse a que los emulsificantes ejercieron un efecto mejorador sobre la miga del
pan elaborado con la mezcla optimizada, la cual presentd una textura mas blanda y

esponjosa que la del pan MO (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Resultados de humedad y firmeza de la miga y volumen, peso y volumen
especifico de los panes elaborados con la Mezcla control (MQ) y la Mezcla optimizada
(Mop.).

MO Mop.
Volumen de pan (cm?) 1916 3112
Peso de pan (g) 526,8 507,1
Volumen especifico de pan (cm®/g) 3,64 6,14
Humedad de la miga (%) 46,4 46,1
Firmeza (N) 2,65 0,72
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La Figura 4.9 muestra imagenes de los panes elaborados con la masa control
(M0) y con la mezcla optimizada (Mop.). En dichas imagenes se puede observar el
incremento en el volumen de pan que produjo el agregado de los emulsificantes
SSL, PS80 y DATEM, asi como también la altura de las rodajas de ambos panes,

siendo la del pan elaborado con la mezcla optimizada superior a la del control.

Altura de las rodajas de pan:
94 cm 13,2 cm

Mop. MO

Figura 4.9. Imagenes de los panes elaborados con la mezcla control (M0O) y la
mezcla optimizada (Mop.).

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta ultima seccion, se comprobé que la
combinaciéon de emulsificantes hallada mediante el analisis de optimizacion mostré
ser la indicada para formular una mezcla de la que se obtengan panes de buena

calidad.

4.5 Conclusiones parciales

El agregado de almidon resistente a la masa produjo un aumento en la absorcion

de agua del 5%, asi como también un incremento en el indice de Tolerancia al
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Mezclado (ITM) con la consecuente disminucion en la estabilidad de la masa. Estos
resultados eran esperables, ya que la sustitucion de las proteinas de la harina de
trigo por fibra dietaria da como resultado masas menos estables con menor
tolerancia al amasado y un mayor ablandamiento. Este comportamiento se debe a
que al agregar almidon resistente la red de gluten que se formara durante el
amasado de la masa sera mas débil, por esta razén se hace necesario el uso de
emulsificantes como mejoradores.

La extensibilidad (L) y el trabajo de deformacion (W) de todas las muestras fue
inferior a la masa preparada sin almidén resistente, mientras que la tenacidad (P) fue
superior. Como consecuencia de la dilucién de las proteinas de la harina por efecto
del almidodn resistente, las masas fueron menos extensibles y mas tenaces. Sélo las
muestras que contenian DATEM en su formulacion mostraron una recuperacion en
la extensibilidad.

El agregado de 0,5% de PS80 produjo masas menos duras y consistentes, las
cuales fueron mas elasticas y cohesivas, lo cual conllevara a la obtencion de panes
menos duros pero que se desgranaran con menos facilidad. La incorporacién de
SSL, DATEM y SSL-DATEM dio masas mas duras y consistentes, con una mayor
resistencia a la extension. Las mismas fueron menos cohesivas y extensibles. Por lo
que los panes elaborados con dichos emulsificantes seran mas desgranables con
una textura mas consistente.

El ensayo de reofermentacion da idea de como se comportara la masa en la
fermentadora durante la elaboracion de pan. Se pudo comprobar que al agregar a la
formulacion PS80 y SSL-DATEM las masas desarrollaron menos y la mezcla PS80-
DATEM generd una masa con poca capacidad de retencion de CO,.

La optimizacion de los valores de los diferentes parametros mediante el modelado
de los parametros reoldgicos permitié encontrar la concentracién adecuada de cada
emulsificante para formular un pan con caracteristicas texturales mejoradas. La
masa preparada con la mezcla optimizada de emulsificantes experimenté una mayor
altura de desarrollo de masa. A su vez, esta masa, al someterla a un calentamiento
progresivo que simula la coccién de la misma durante el proceso de panificacion,
necesitd menor cantidad de energia para la gelatinizacion del almidén. Asimismo,
mitigd la retrogradacion del almidon durante el almacenamiento, retrasando el

envejecimiento y por lo tanto prolongando la vida util del pan.
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La utilizacion de la técnica de superficie de respuesta, es una herramienta muy
util a la hora de analizar los datos, ya que posibilita el analisis y modelado de
sistemas donde la finalidad es optimizar una variable respuesta influenciada por
diversos factores. Este analisis permitid la obtencion de un pan que contenia la
proporcion optima de los emulsificantes SSL, PS80 y DATEM, el cual presenté un
volumen especifico un 70% mayor que el pan sin estos aditivos. También mostré un
peso de hogaza inferior al del pan control, por lo cual tendra una miga mas aireada y
esponjosa. Este hecho fue comprobado mediante el analisis de firmeza de la miga,

el cual arrojé para el pan optimizado un valor del 72,8% inferior al del pan control.
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Conclusiones Generales

En este trabajo de tesis se intentdé profundizar el conocimiento del mecanismo de
accion de los emulsificantes SSL y DATEM en el proceso de panificacion mediante
el anadlisis de las interacciones que establecen con las proteinas de gluten y el
almidon.

Se encontré que bajas concentraciones de SSL indujeron un plegamiento en la
estructura proteica del gluten, mientras que altas concentraciones provocaron un
desplegamiento de las proteinas generando una matriz mas desagregada. Una
posible explicacion de este fendmeno se ha esquematizado a través de un modelo
propuesto en la Figura 1. Las proteinas de gluten poseen una baja densidad de
carga debido a una proporcidn aproximadamente igual entre aminoacidos cationicos
y anionicos. Algunos de los aminoacidos que componen la red de gluten son
hidrofdbicos los cuales podrian generar regiones hidrofébicas (Figura 1 a, zona
cuadriculada) en la superficie de la matriz. Al incorporar bajas concentraciones de
SSL a la masa, la cola lipofilica del emulsificante se unira a estas regiones
hidrofobicas, incorporando la carga negativa de su cabeza polar a la matriz. Este
fendmeno promovera la agregacion de la proteina en la masa, a causa de la
interaccion entre la cabeza polar del emulsificante y los aminoacidos con carga
positiva de la proteina (Figura 1 b). La incorporacién de mayores cantidades de SSL
a la masa causara por un lado el desplegamiento de la proteina de gluten debido a
la repulsibn que generara el exceso de carga negativa incorporada por el
emulsificante a la matriz, y por otro una agregacion de la proteina mediada por las
interacciones hidrofébicas como consecuencia del exceso de emulsificante (Figura 1
C).

La incorporacion de SSL no s6lo mejoré la calidad de los panes frescos (textura,
volumen, miga mas blanda y esponjosa, menor grado de gelatinizacion, etc.) sino
que también retardé el envejecimiento de las piezas almacenadas a 20 °C durante 3
dias (disminucion de la entalpia de retrogradacion). La capacidad del emulsificante
de formar complejos amilosa-lipido, en donde la cola lipofilica del aditivo se intercala
dentro de la hélice no polar de amilosa, se vio reflejada en la informacién obtenida

de la gelatinizacion y la retrogradacidn de los panes durante el almacenamiento.
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Figura 1. Interaccién del SSL con las proteinas de gluten. Zonas cuadriculadas: regiones
hidrofobicas. a) Gluten sin SSL, b) Gluten + SSL (baja concentracién), ¢) Gluten + SSL (alta
concentracion).
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La amilopectina no forma complejos tan faciimente como lo hace la amilosa
debido a que no posee tantas conformaciones helicoidales, razén por la cual la
interaccion amilopectina-emulsificante ocurriria en la superficie de los granulos de
almidén mediante uniones puente hidrogeno. De esta forma el SSL, un emulsificante
con alto caracter hidrofilico, se uniria con su cabeza polar a través de uniones
puente hidrogeno a las moléculas de amilopectina, con mayor facilidad que el
DATEM. Este efecto podria también contribuir a minimizar la retrogradacién del
almidon. En este aspecto, la interaccién del emulsificante con el almidén jugdé un

papel fundamental.

El DATEM generé una red de gluten tipo laminar con una estructura mas
replegada con menor tendencia a la depolimerizacion (menor proporcién de
agregados solubles en ausencia de SDS), que en el caso del SSL. Estas diferencias
estarian asociadas a los diferentes cambios conformacionales de las proteinas
producidos por cada emulsificante en la matriz del gluten (mayor proporcion de
estructura a-hélice y bajo grado de exposicion de tirosina para el DATEM).

La manera en que el DATEM se une a las proteinas de gluten se representa en el
modelo propuesto en la Figura 2. Las uniones hidrofobicas que se establecen entre
los aminoacidos de la red proteica se muestran en la Figura 2 a. Bajas
concentraciones de DATEM, al igual que en el caso del SSL, favorecieron la
formacion de uniones hidrofébicas; mientras que la interaccion entre la cabeza
hidrofilica del DATEM y los aminoacidos cargados de las proteinas del gluten seria
menos efectiva por comportarse esa porcion de la molécula como un acido débil
parcialmente ionizado. Las interacciones hidrofébicas provocaron la formacion de
una matriz de gluten estructurada, aunque no agregada como consecuencia de la
baja proporcion de interacciones ionicas.

La incorporacion a la masa de mayores cantidades de DATEM caus6 una
agregacion de las proteinas de gluten debido a la mayor cantidad de uniones
hidrofébicas generadas. Simultaneamente, no provocé un desplegamiento de la red
de gluten, como en el caso del SSL, como consecuencia de una menor repulsion de

cargas (Figura 2 c).
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Figura 2. Interaccién del DATEM con las proteinas de gluten. Zonas cuadriculadas: regiones
hidrofobicas. a) Gluten sin DATEM, b) Gluten + DATEM (baja concentracién), ¢) Gluten +
DATEM (alta concentracion).
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El DATEM si bien formé complejos con las moléculas de amilosa y establecio
uniones puente hidrogeno con la amilopectina, lo hizo en menor proporcién que el
SSL. Estos resultados se vieron reflejados en los menores valores de entalpias de

gelatinizacion y retrogradacion obtenidos para los panes con SSL.

Las distintas formas de interaccion entre los emulsificantes y las proteinas
condicionaran la formacion de redes de gluten diferentes, las cuales conllevaran a la
obtencidon de masas con caracteristicas estructurales y texturales diferentes. Como
consecuencia del cambio estructural producido al agregar altas concentraciones de
emulsificantes, las masas elaboradas con SSL necesitaron mucho tiempo de
amasado para poder desarrollarse, presentaron una consistencia y una dureza
excesivas y sus matrices fueron poco elasticas y cohesivas. Por su parte, el DATEM
generd6 masas muy poco estables. Debido a este comportamiento se llegé a la
conclusiéon que la incorporacion de altas concentraciones de emulsificantes no seria
recomendable en la elaboracion de pan, ya que generarian una desestabilizacidon en
la matriz de la masa que impediria el adecuado desarrollo de la misma y se
obtendrian panes de caracteristicas texturales no deseables. Por el contrario, el
agregado de dichos aditivos en bajas concentraciones (<1%) generé masas menos
duras, consistentes y adhesivas, provocando un ablandamiento que mejoré sus
caracteristicas texturales. Estos efectos se vieron reflejados al momento de elaborar
los panes. La incorporaciéon de bajas concentraciones de SSL y DATEM a la
formulacién generé panes con mayor volumen especifico, miga menos dura, mas
homogénea y esponjosa, con mayor numero de alvéolos; resultando el SSL mas
efectivo que el DATEM.

Como ultima instancia de esta tesis surgidé la inquietud de agregar almidon
resistente de maiz (ARM) a la formulacién para obtener un pan de molde nutricional
adicionado con fibra que sea saludable. El inconveniente que presenta esta fibra
alimentaria es que tecnologicamente, la sustitucion de harina de trigo por ARM
afecta a la calidad del pan, por la dilucion de las proteinas del gluten. Por lo tanto,
con el fin de obtener un producto de alta calidad, se ajusté la formulacién de las
masas mediante el agregado de emulsificantes. ElI agregado de DATEM provoco
una recuperacion en la extensibilidad de las masas, mientras que la incorporacién de

SSL y la mezcla SSL-DATEM a las formulaciones mejoré la dureza y consistencia de
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las mismas, con mayor resistencia a la extension. Por su parte, el PS80 generd
masas mas blandas, elasticas y cohesivas, condiciones desfavorables para la
elaboracién de pan, hecho que se comprobd en los ensayos de reofermentacion al
observarse que las masas elaboradas con este emulsificante desarrollaron menos y
tuvieron poca capacidad de retencién de CO..

El pan obtenido con la concentracion optimizada de los tres emulsificantes (con
un predominio en el nivel de SSL con respecto al DATEM y PS80) presento, en
comparacion al pan sin aditivo, un volumen especifico considerablemente mayor con
una miga mucho mas blanda y esponjosa.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis resaltan la relevancia del uso de
ciertos emulsificantes en determinados niveles para panificacion. Los mismos
evidencian la necesidad de la incorporacion de emulsificantes a formulaciones con
ingredientes nutricionales que bajan la calidad panadera, como en este caso fue el
almidon resistente de maiz. Mediante los ensayos realizados en panes con ARM
pudo comprobarse que se pueden elaborar panes enriquecidos en fibra alimentaria
que presenten buen volumen y textura utilizando emulsificantes como mejoradores
de la formulacion y asi obtener productos de panificacion que sean aceptados por

los consumidores y que proporcionen un aporte benéfico a la salud.
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