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RESUMEN

El efecto de la incorporacion de acidificante (acido acético y lactico en 0,1y 0,4 %
respectivamente, p/p en base almidon) en masas libres de gluten a base de almidén
de arroz, enriquecidas con diferentes proteinas (albumina de huevo en polvo,
caseinato de calcio, proteina de guisante y aislado de soja) en diferentes dosis (0, 5y
10 % en base almidén) ha sido investigado. Ensayos oscilatorios (barrido de esfuerzos
y barrido de frecuencias) y ensayos creep-recovery fueron empleados para el estudio
del comportamiento viscoelastico de las masas. Las variables obtenidas en ambos
ensayos fueron analizadas en funcién del tipo, dosis de proteina y presencia/ausencia
de acido, y correlacionadas entre ellas. Masas mas consistentes correspondieron con
mayores moédulos dindmicos y dependencias de la frecuencia mas pobres, menor
deformacién a esfuerzo constante y mayor viscosidad en estado de equilibrio.
Ademas, masas que mostraron mayor componente Viscoso en los ensayos

oscilatorios, presentaron menores perfiles de viscosidad durante el empastado.
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ABSTRACT

The effect of the incorporation of acids (acetic and lactic acid in 0,1 and 0,4 %
respectively, w/w based on starch) in gluten-free doughs based on rice starch, enriched
with different proteins (egg albumin, calcium caseinate, pea protein and soy protein
isolates) at different doses (0, 5 and 10 % based on starch) had been investigated.
Oscillatory tests (stress sweep and frequency sweep) and creep-recovery tests were
employed to study the viscoelastic behavior of the doughs. The variables obtained in
both tests were analyzed according to the type, dosage of protein and
presence/absence of acid, and correlated with each other. Higher consistent doughs
had higher dynamic moduli, poorer frequency dependence, lower elastic deformation at
a constant stress and higher viscosity at steady state. In addition, the doughs showed
higher viscous component on oscillatory tests and had lower viscosity profiles during

pasting.
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1. ANTECEDENTES

La enfermedad celiaca, es una intolerancia de larga duracion a las proteinas del
gluten, con una prevalencia del 1-2% a nivel mundial, que esta en aumento.
Actualmente, el tratamiento es la retirada de gluten de la dieta, pero los productos
alimenticios libres de gluten presentan propiedades indeseables. Se trata
concretamente de una enteropatia del intestino delgado desarrollado en individuos
genéticamente susceptibles, y se caracteriza por una larga vida de la intolerancia a los
péptidos derivados de las proteinas del gluten no digeridas, a partir de endospermo de
trigo y proteinas similares de especies taxonOmicamente relacionadas tales como el
centeno y la cebada. El gluten es una mezcla de proteinas relacionadas que se dividen
clasicamente en dos grupos, gliadinas (prolamina) que son solubles en las mezclas
alcohol-agua y las gluteninas que son polimeros insolubles estabilizados por enlaces
disulfuro (Cabrera-Chavez y Calderon de la Barca, 2010).

El arroz es uno de los cereales mas adecuados para preparar productos sin gluten,
debido a sus propiedades, como el sabor natural, hipoalergénico, sin color y sin sabor.
Tiene también muy bajo nivel de proteinas, sodio, grasa, fibra y gran cantidad de
carbohidratos. Dado que la mayor parte del arroz contienen relativamente pequefia
cantidad de prolamina (2,5-3,5 %) (Gujral y Rosell, 2004), es necesario el uso de algin
tipo de goma, emulsionante, enzima o producto lacteo que proporcione una mezcla
viscoelastica deseada (Demirkesen et al., 2010).

Los almidones son ampliamente utilizados en los productos alimenticios debido a
sus propiedades espesantes y gelificantes. También se afiaden a los productos para
conseguir un ahorro de costes mediante la reduccion de la cantidad de proteina.
(Noisuwan et al., 2008). Las propiedades fisico-quimicas del almidén de arroz
dependen en gran medida de la variedad de arroz de la misma. Asimismo, también
dependen de las condiciones climaticas y del suelo durante el desarrollo del grano
(Asaoka et al.,1985). Como ocurre en otros almidones, el almidén de arroz contiene
amilosa (lineal) y amilopectina (ramificada) con enlaces a 1-4, y a 1-6,
respectivamente. (Lawal et al., 2011).

Sin embargo los cereales sin gluten como el arroz, no cumplen los requisitos
necesarios para el procesamiento de productos alimenticios fermentados porque sus
proteinas no pueden desarrollar una red viscoelastica como el gluten que permita

retener el CO, producido durante el proceso de fermentacion (Marco y Rosell, 2008a).
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La matriz de gluten influye en las principales caracteristicas reolégicas de masa, tales
como la elasticidad, extensibilidad, resistencia, la tolerancia de la mezcla, y la
capacidad de retencién de gas (Sivaramakrishnan et al., 2004; Lazaridou et al., 2007).

La fabricacion de pan sin gluten elaborado a partir de harina de arroz u otros
cereales no alergénicos, tiene considerables dificultades tecnoldgicas porque el gluten
es la estructura mas importante para la fabricacion de pan (Moore et al., 2004). Por
consiguiente la matriz de gluten debe ser reemplazada por otros componentes que
mimeticen su actuacién. Se han propuesto diferentes agentes reforzantes
principalmente en la categoria de las gomas y los almidones (Marco y Rosell, 2008a)
para este fin. Diversos estudios se han realizado para examinar los efectos de ciertos
aditivos y enzimas en la calidad del pan de arroz. Los resultados de Sivaramakrishnan
et al., (2004), demostraron que ciertas gomas, tales como hidroxi-propil-metil-celulosa
(HPMC), daban lugar a la formacion exitosa de pan de arroz con una Optima
expansion de volumen, mientras que Gujral y Rosell, (2004) encontraron que la
enzima glucosa oxidasa mejoraba la calidad del pan de arroz (Nikoli¢ et al., 2011).

El conocimiento de las caracteristicas reoldgicas de los productos alimentarios es
necesario para el desarrollo de nuevos productos. Nos permiten obtener una
descripcion cuantitativa de los materiales y de sus propiedades mecanicas que estan
relacionadas con la estructura molecular y la composicion del material. Asi mismo,
permiten predecir el desempefio del material durante su procesamiento, resultando
una herramienta valiosa en la simulacién y la prediccion de la respuesta del material
en las condiciones de deformacién que se encuentran a menudo en la practica.
(Dobraszczyka y Morgensternb, 2003).

Varias técnicas reoldgicas, incluyendo la oscilacion, relajacién del esfuerzo, creep y
creep-recovery han sido utilizadas en numerosos estudios para describir las
propiedades mecénicas del gluten. Sin embargo, el uso de la reometria en los estudios
de comportamiento reolégico de masas sin gluten ha sido bastante limitado hasta hace
apenas una década (Lazaridou et al., 2007).

Para mejorar la calidad de los panes sin gluten, se han propuesto ingredientes
como almidén modificado, hidrocoloides, enzimas y proteinas de diferentes fuentes
(Gujral y Rosell, 2004; Moore et al., 2004). Una practica comun en el procesamiento
de alimentos es la incorporacién de proteinas como ingredientes en la formulacion de
productos para aumentar tanto las cualidades del producto como la estabilidad del

sabor, la textura y el almacenamiento. La adicion de ingredientes lacteos y huevo en la
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fabricacion de pan ha sido ampliamente utilizada debido a que sus proteinas son muy
funcionales y se pueden incorporar facilmente en la masa (Regina et al., 2013). Estos
ingredientes pueden utilizarse en pan tanto por su valor nutricional como por sus
beneficios funcionales. El uso lacteos en formulaciones de productos sin gluten se ha
traducido en una mejora de volumen, asi como mejor apariencia y aspectos
sensoriales de los panes (Gallagher et al., 2006). Demirkesen et al., (2010) también
demostraron que es necesario utilizar un producto de goma, emulsionante, enzima o
producto lacteo junto con la harina de arroz para la obtencion de una mezcla
viscoelastica que proporcione unas propiedades fisicas Optimas: estructura de la
masa, firmeza y volumen 6ptimo del pan (Dermikesen et al., 2010).

Las proteinas a menudo no cumplen con los requisitos para el procesamiento de
alimentos por lo que el uso de enzimas como coadyuvantes en la panificacion es
frecuente para mejorar las propiedades funcionales y mejorar las caracteristicas de la
masa

Usando un numero limitado de gama de ingredientes se pretenden generar nuevos
productos panarios libres de gluten que agradan a los consumidores. Para ello, se
proponen las proteinas como una de las principales clases de moléculas mas
importantes en ingenieria de alimentos, capaces de conferir atributos de textura y
reticulacién y que confieren propiedades mecanicas deseables (Regina et al., 2013).

La proteina de soja es otra proteina muy frecuentemente utilizada en formulaciones
de pan sin gluten por su elevado interés nutricional (Marco y Rosell, 2008c; Ribotta y
Rosell., 2010; Crockett el at., 2011). Las legumbres son un buen complemento para
los alimentos a base de cereales ya que las proteinas de leguminosas y los cereales
son complementarios en aminoacidos esenciales. Los cereales son deficientes en
aminodcidos esenciales como la lisina, mientras que las legumbres tienen un alto
contenido de este aminoacido. Por otra parte, las proteinas de cereales complementan
a las proteinas de leguminosas en el aminoacido esencial metionina (Igbal et al., 2006;
Mariotti et al., 2009; Mifiarro et al., 2012). La soja es muy utilizada en la dieta asiatica y
hoy en dia su presencia en las dietas occidentales es cada vez mayor debido a la
asociacion del consumo de proteina de soja con un menor riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Ademas, la soja es utilizada en la tecnologia de alimentos por sus
propiedades tales como emulsificacién, la absorcion de grasa, capacidad de retencion
de humedad, engrosamiento, y la formacién de espuma (Marco y Rosell, 2008b).

Aunque la proteina de leguminosa mas utilizada es la de soja, la proteina de

guisante también se ha utilizado con éxito en productos de panaderia. Trabajos
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previos han demostrado que la adicién de proteina de soja o guisante a la harina de
arroz modifica las propiedades mecanicas de la masa, induciendo un aumento
significativo en el modulo elastico registrado por pruebas reoldgicas oscilatorias
(Marco y Rosell, 2008b). Sin embargo, aunque en un principio el objetivo de la adicion
de las proteinas era aumentar el valor nutricional de los productos sin gluten,
recientemente se ha comprobado que la formacion de una red continua de proteinas
es critico para la obtenciébn de una mejora en la calidad de los panes sin gluten;
generalmente aumenta el volumen del pan hasta un limite de adicion de proteina, en
gue disminuye (Moore et al., 2004). Por lo tanto, la seleccion de la fuente de proteina
con la funcionalidad adecuada parece jugar un papel importante en el proceso de
elaboracion de pan sin gluten. Una estructura parecida a la red de gluten podria ser
creada con las proteinas aisladas y las proteinas de los cereales sin gluten, y de esta
forma, mantener la estructura de la masa asemejandose a la red de gluten de trigo
obtenido en las masas para pan (Marco y Rosell, 2008a).

La adicién de ciertos acidos, como acido acético y lactico, a las masas de pan esta
justificada por las caracteristicas que aportan al producto final. De forma natural, las
bacterias acido-lacticas presentes en la masa madre producen acidos organicos,
principalmente lactico y acético, en concentraciones variables dependiendo de la
disponibilidad de azucares. Esto provoca una mejora en la calidad y conservacion del
pan. Adicionalmente, la bajada del pH asociada con la produccion de &cidos causa un
incremento de la actividad de las proteasas y amilasas, favoreciendo la reduccién del
envejecimiento (Bernabé et al., 2007; Moore et al., 2008).

Diversos parametros del proceso de amasado y fermentacion afectan a la
produccion de estos acidos. Una mayor hidratacion de la masa favorece la formacién
de acido lactico, mientras que masas consistentes tienden a facilitar la produccién de
acido acético. Un aumento de la temperatura favorece la formacion de acido lactico y
temperaturas bajas favorecen la produccion de acido acético (Bernabé et al., 2007).

La levadura de la masa madre, por la forma en que se ha obtenido, esta siempre
acompafiada de una flora lactica y acética que no estd obviamente presente en el
cultivo seleccionado, por muy puro que sea, de la levadura industrial.

La presencia de estos dos &cidos, comunica a la masa una acidez mayor que la
gue se puede obtener con la masa y sélo levadura prensada. Esta acidez provoca una
mayor duracién y frescura del pan y una accion inhibidora del desarrollo de mohos y
del Bacillus mesentirucus (responsable del ahilamiento del pan). La actividad

acidificante y proteolitica de las bacterias lacticas presentes en la masa madre
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empleada en la elaboracion del pan van a influenciar de manera positiva a la reologia
de la masa y calidad del pan, en particular mejorando el aspecto de la corteza y la
estructura de la miga del producto acabado (Bernabé et al., 2007).

Ya que para este estudio se opta por usar levadura industrial, el aporte de acido
acético y acido lactico otorgara al pan unas caracteristicas particulares, que seran
objeto de otros estudios. En este, nos limitaremos a estudiar las propiedades que
confieren a la reologia de las masas y a sus propiedades de empastado.

Como ya hemos comentado, el almidén se utiliza ampliamente en la formulacion de
productos alimenticios y tiene muchas aplicaciones industriales. Muchas de sus
caracteristicas estan relacionadas con la gelatinizacion, que describe varios cambios
en el granulo de almidon como son la pérdida de cristalinidad, la absorcion de agua, la
hinchazdn, y la lixiviacion de algunos componentes.

Cuando se calienta por encima de una cierta temperatura en un exceso de agua,
los granulos de almidon nativo sufren el proceso de gelatinizacion, considerado como
la interrupcion del orden molecular dentro del granulo que da como resultado la
hinchazén de los granulos de almidén y la lixiviacibn de componentes tales como la
amilosa. En las suspensiones acuosas concentradas de almidén nativo, la hinchazén
inducida por la temperatura y la lixiviacion de amilosa provoca la formacién de una
pasta viscosa. Un fuerte aumento de la viscosidad de la suspensién se lleva a cabo a
la temperatura de empastado o de pasting y caracteriza el inicio del proceso de unién.
La hinchazon del granulo y la lixiviacion de amilosa, procesos que conducen al
aumento de la viscosidad (pasting), son procesos de no equilibrio. Después del
enfriamiento, se forma un gel que consiste en una matriz de amilosa que contiene los
granulos de amilopectina (Miles et al., 1985; Ribotta y Rosell, 2010; Ronda et al.,
2013).

En varios estudios realizados con adicion de proteinas en diferentes dosis, se ha
comprobado que éstas disminuyen la viscosidad de las muestras (Noisuwan et al.,
2008; Marco y Rosell, 2008a).

No existen hasta ahora trabajos que estudien el efecto mixto de la adicion de acido
en una matriz sin gluten enriquecida con proteinas. Las interacciones inter e intra-
moleculares que se establecen en el sistema constituido por las proteinas exégenas y
el almidon responsables de la creacién de estructura en la masa probablemente se

vean claramente influidas por el pH del medio.

Titulacién: MASTER EN CALIDAD, DESARROLLO E INNOVACION DE ALIMENTOS
Alumna: MARINA VILLANUEVA BARRERO
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIAS AGRARIAS

6/31



EFECTO DE LA ACIDIFICACION DE MASAS DE PAN SIN GLUTEN ENRIQUECIDAS CON PROTEINAS
DE DIFERENTES ORIGENES SOBRE SUS PROPIEDADES VISCOELASTICAS Y DE EMPASTADO

2. OBJETIVOS

El objetivo principal, es el estudio del comportamiento de las distintas masas
panarias sin gluten, con la adicién de diferentes proteinas en diferentes dosis y la
presencia o ausencia de una concentracion conocida de acido acético y lactico.

Para la consecucion de este objetivo, se han llevado a cabo las siguientes fases:
preparacion de las masas panarias sin gluten, realizacion de ensayos reoldgicos y de

empastado y andlisis de los resultados obtenidos y conclusiones.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Para la elaboracion de las masas de pan sin gluten se utilizé almidon de arroz (9,9
% de humedad, 0,2 % de cenizas y 0,5 % de proteina) suministrado por Ferrer
Alimentacion S.A. (Barcelona, Espafia). La sal, el azUcar (Azucarera Ebro) y aceite de
girasol (Coosur Premium) se adquirié en el mercado local. La hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC, Methocel KAM Food Grade) fue suministrada por Dow Chemical (Midland,
EEUU) (Methoxil 22,8 %, Hydroxypropoxyl 8,1 %, humedad 2 % y cenizas 0,5 %). Las
diferentes proteinas utilizadas fueron aislado de proteina de soja Supro 500-E IP
suministrada por Proveedora hispano-holandesa S.A. (Barcelona, Espafia), caseinato
de calcio por Armor proteines (Saint-Brice-en-Coglés, Francia), albumina de huevo en
polvo por Eurovo (Valladolid, Espafia) y proteina de guisante Pisane C9, suminstrada
por Cosucra (Warcoing, Bélgica).

Los acidos acético y lactico utilizados fueron de calidad para analisis (PA) de la
marca Pancreac Quimica (Barcelona, Espafa). El agua potable utilizada para la
elaboracion de la masa, se obtuvo de la red sanitaria de la Escuela Técnica Superior

de Ingenierias Agrarias de Palencia.

3.2. Preparacion de la masa

El proceso de elaboracién de la masa se realiz6 utilizando la siguiente formula en
base a 100 g de almid6n de arroz: 6 % de aceite de girasol, 5 % de azlcar, 2 % de
HPMC, 1,5 % de sal y 80 % de agua. Las distintas proteinas fueron afiadidas en un

7

porcentaje de 0, 5 6 10 % sobre base de almidén. En el caso de las masas
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acidificadas se afiadi6 una mezcla acético y lactico en dosis 0,1 % y 0,4 % (p/p en
base almidon), respectivamente.

Para la realizacion de los ensayos se pesaron 250 g de la mezcla almidén-proteina
correspondiente, 3,75 g de sal, 12,5 g de azucar, 5 g de HPMC y 15 g de aceite en
una cubeta de amasado y se mezclaron suavemente con una cuchara. Se afiadieron
200 g de agua con 0,25 g de acido acético y 1 g de acido lactico, mientras se siguio
mezclando. Para la dosificacion de los &cidos se afadieron 2,5 ml de una disolucién
mezcla de ambos en agua con una concentracion del 10 % y 40 % peso/volumen de
acético y lactico respectivamente. Se conecto la amasadora Kitchen Aid Professional
(KPM5) a velocidad 2 durante 2 minutos. Cuando acabl este primer tiempo, se
volvieron a mezclar con una paleta todos los ingredientes y posteriormente se conecto
la amasadora a velocidad 4 durante 6 minutos adicionales. Cuando finalizd el
amasado se reparti6 la masa en varios recipientes plasticos herméticos y se dejo

reposar 10 minutos antes de los ensayos.

3.3. Evaluacion reoldgica de la masa

Los ensayos reoldgicos (barrido de esfuerzos, barridos de frecuencias y creep-
recovery), se llevaron a cabo con un reémetro RheoStress 1 (Thermo Haake,
Karlsruhe, Alemania), con una geometria de placas paralelas PP60Ti (60 mm de
didmetro de titanio) de superficie serrada y con 3 mm de separacion. El exceso de
masa se retird y se aplicé aceite de vaselina para cubrir las superficies expuestas de la
muestra La temperatura de los ensayos se fijo en 25 °C mediante un bafio Thermo
Haake C25P (Karlsruhe, Alemania). Una vez depositada la masa en las placas se
esperd 500 s para permitir su relajacién antes de cada ensayo.

Los ensayos de barrido de esfuerzo se realizaron en el rango de 0,1 a 1000 Pay a
una frecuencia de 1 Hz. Estos ensayos permitieron establecer la zona viscoelastica
lineal (LVR) mediante la localizacién del valor de esfuerzo, tma, que producia el
descenso del mddulo elastico G’ y el aumento de la tan 8. Los barridos de frecuencia
se realizaron por duplicado en el intervalo 20 a 0,1 Hz a un esfuerzo correspondiente
al centro de la regién viscoelastica lineal (LVR). Los barridos de frecuencia de todas
las masas se realizaron a esfuerzos comprendidos entre 2 y 10 Pa. Los mdédulos
viscoso y elastico y la tan & obtenidos en los barridos de frecuencia se ajustaron a
ecuaciones potenciales del tipo:

G w =Gy 0

G w =Gy w?
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6" (@) G e .
tan§(w) = G (@) = 1-(» = tand ,1 W
w

Donde los coeficientes G';, G”; y (tand),, representan los moédulos elastico y
viscoso (en Pa) y la tangente de pérdida a un rango de frecuencia de 1 Hz. Los
parametros a, b y c representan constantes experimentales y w la frecuencia angular
en rad™ (Ronda et al., 2011; 2013).

Los ensayos de deformacion o relajacién (creep-recovery) progresiva se realizaron
mediante la aplicacion de un esfuerzo de cizalla instantaneo sobre la muestra dentro
de la zona viscoelastica lineal, que se mantuvo constante durante 150 s durante el
periodo inicial para anularse en la zona de recuperacién, que se prolongé durante 300
s adicionales. Estos ensayos se realizaron como minimo por duplicado. Los resultados
de creep-recovery se expresaron en términos de capacitancia elastica o compliance

(1/Pa),

Y
=ft=-
] T

donde y es la deformacién y t es el esfuerzo constante aplicado durante el ensayo.
Los datos experimentales se describieron por el Modelo de Burgers de 4 parametros
en términos de capacitancia mecanica (Lazaridou et al., 2007; Van Bockstaele et al.,

2011; Ronda et al., 2013).

—t t
Jet =Jo+]1 1—exp Z +E

En la ecuacion, J.(t) es la capacitancia en la zona de creep, Jo €s la capacitancia
instantanea y J; es la capacitancia elastica retardada. A; es el tiempo de retardo y |, la
viscosidad estacionaria.

En la fase de recuperacion (recovery) se realizé un ajuste a la misma ecuacion de
Burgers de 4 parametros que en este caso, al no existir viscosidad, se puede

representar por la siguiente expresion:

—t

Jr t =Jmax —Jro+J1 1—exp Z

Donde Jnax €s el maximo valor de capacitancia obtenido en la fase de creep, y Jo,
Ji, Y AL representan lo mismo que en la ecuacion anterior pero referido a la fase de

recuperacion (Lazaridou et al., 2007; Van Bockstaele et al., 2011; Ronda et al., 2013).
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3.4. Propiedades de empastado

Las propiedades de empastado se estudiaron usando el equipo RVA-4 de Newport
Scientific (Warriewood, Australia) controlado por el software Thermocline v 2.2 de la
misma casa comercial, utilizando la norma AACC (Método 76-21.01). Los perfiles de
viscosidad durante el cocinado (0 de “empastado”) de las masas fueron registrados
utilizando suspensiones de 10,9 % p/p, 28,5 £ 0,2 g de peso total.

Las muestras se calentaron de 50 a 95 °C a un ritmo de 12,16 °C/min después de
permanecer la muestra durante 1 minuto en equilibrio a 50°C, y se mantuvo durante
3,30 min a 95 °C. El enfriamiento se llevo a cabo desde 95 a 50 °C a un ritmo de 11,8
°C/min y se mantuvo durante 2 min a 50°C. Los parametros registrados fueron la
temperatura de pasting (temperatura a la que los granulos de almidén comienzan a
hincharse y gelatinizar debido a la absorcibn de agua), la viscosidad del pico
(viscosidad maxima alcanzada por la pasta), el tiempo al cual se alcanza la viscosidad
maxima (peak time), la viscosidad minima, de caida o trough viscosity (viscosidad
registrada en la etapa final cuando la temperatura es de 95 °C), la viscosidad final
(viscosidad a 50 °C), los valores de estabilidad o breakdown (diferencia entre el pico
de viscosidad y la viscosidad de caida) y la retrogradacion o setback (diferencia entre

la viscosidad final y la viscosidad de caida). Cada muestra se analizé por triplicado.

3.5. Andlisis estadistico

Se utilizé el programa Statgraphics Centurion v.6 (Bitstream, Cambridge, MN, USA)
para realizar los ajustes de los ensayos creep-recovery (regresién no lineal) y la tabla
de correlaciones. Los coeficientes de Pearson, que pueden variar desde -1 a 1 se
muestran como una medida de la fuerza de las relaciones lineales entre los pares de
variables estudiadas. El nimero de datos para estudiar cada correlacion siempre fue
de 18.

Con el programa STATISTICA (Tulsa, OK, EEUU) v.6, se realiz6 el analisis de
varianzas de los resultados obtenidos. La prueba LSD (Least Significant Difference) se

utilizé para evaluar las diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ensayos oscilatorios
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Las propiedades viscoelasticas de las masas panarias a base de almidon de arroz
que contienen diferentes fuentes de proteinas (albumina, caseina, guisante y soja) en
diferente dosis (0, 5 % y 10 %) y la presencia/ausencia de acido (mezcla
acético/lactico 0.1/0.4 %), se estudiaron mediante pruebas oscilatorias dinamicas. Los
valores medios y grupos homogéneos obtenidos para los parametros de los barridos
de esfuerzos y frecuencias, se recogen en la Tabla 1.

4.1.1. Barridos de esfuerzos

A partir de los ensayos de barrido de esfuerzos a 1 Hz (un ejemplo de ello se
muestra en la Figura 1), se obtuvieron los valores de los esfuerzos maximos en la
zona viscoelastica lineal, tmax, que se recogen en la Tabla 1. Los esfuerzos maximos a
partir de los cuales las masas experimentaban una destruccién de su estructura
oscilaron entre 6 y 108 Pa. Las masas con menores valores de tna fueron las de
albumina, tanto con acido como sin él. Las que mayores valores de tnax Obtuvieron

fueron las masas con 10% de guisante sin acidificar junto con las de 10% de caseina

acidificada.
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Figura 1: Barrido de esfuerzos de las masas sin acidificar con un 10 % de guisante (®) y 10 % de
albumina (A). Los puntos rellenos representan el modulo elastico G’ y los puntos huecos el médulo
viscoso (G”). Los puntos unidos con linea discontinua corresponden a los valores de tan & que se
representan en el eje de la derecha.

Los efectos del tipo y dosis de proteina y de la presencia de acido en los valores de
Tmax S€ €evaluaron mediante un analisis de varianza (Anexo 1, Tabla 1). Todos los
factores estudiados asi como sus interacciones dobles y la triple mostraron un efecto

significativo a excepcion de la interaccion (dosis de proteina*presencia de &cido), lo
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cual significa que la acidificacion de la masa ejercié un efecto independiente de la
dosis de proteina ensayada.

Como se muestra en la Figura 2, salvo en el caso de la albumina, la presencia de
proteina siempre produjo un aumento de Tna, 10 que demuestra un fortalecimiento de
la estructura de las masas. El aumento de la dosis de proteina de soja y guisante
también hizo aumentar los valores de tha En el caso de la caseina so6lo se detectd
efecto de la dosis en las masas acidificadas. Para las proteinas vegetales (soja y
guisante) se comprob6 que la acidificacion de las masas provoc6é un descenso
significativo de Tt Las masas enriquecidas con proteinas de origen animal siguieron
diferente comportamiento: las masas con albumina no se vieron afectadas por la

bajada de pH mientras que las de caseina se vieron reforzadas para la dosis del 10 %.
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Figura 2: Efecto de la acidificacién de las distintas masas con diferentes dosis de proteina, en el
esfuerzo méximo.

4.1.2. Barridos de frecuencias

La Figura 3 muestra, a modo de ejemplo, las curvas obtenidas de los ensayos de
barridos de frecuencia para las masas enriquecidas con 5% caseina. En el Anexo 1,
figura 2, se recogen la totalidad de las curvas obtenidas. Estas curvas revelaron el
comportamiento tipico de los sdlidos viscoelasticos con valores del modulo elastico
(G’1) mas altos (de 2568 a 70665 Pa) que los valores del modulo viscoso (G”; de 477
a 10465 Pa), con ligera dependencia de ambos mddulos con la frecuencia. Los valores

de tan 6 = (G”/G’) siempre fueron notablemente inferiores a 1. El mismo
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comportamiento se ha descrito para masas de arroz que contienen diferentes aislados

de proteina (Gujral y Rosell, 2004).
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Tabla 1. Valores medios y grupos homogéneos obtenidos para los parametros oscilatorios

([())/(3)3 IS Acido (Ic._;,;) a R g; b R (tan &), c (TE,‘;X)

Control 0 SA 15763 d 0,13 cd 0,9969 2852 de 0,23 defg 0,9969 0,18 cd 0,10 fgh 19,1 a
CA 11620 c¢ 0,15 efg 0,9973 2510 d 0,24 fgh 0,9969 0,22 efg 0,09 efgh 16,1 ab

Albumina 5 SA 3984 b 0,14 eg 0,9976 875 c 0,26 hi 0,9969 0,22 fg 0,11 hij 10,1 a
CA 3867 b 0,16 g 0,9966 913 c 0,28 i 0,9969 0,24 ¢ 0,12 ij 16,1 ab

10 SA 2568 a 0,11 ab 0,9973 477 a 0,23 efg 0,9969 0,19 cd 0,12 j 6,2 a

CA 3517 b 0,13 cd 0,9974 728 b 0,25 fh 0,9969 0,21 ef 0,12 ij 11,7 a

Caseina 5 SA 15360 cde 0,26 i 0,9999 6568 jk 0,20 abcde 0,9969 0,43 j -0,06 a 78,8 e
CA 23300 fgh 0,13 cdef 0,9969 4317 gh 0,22 cdefg 0,9969 0,19 bcd 0,09 efg 41,8 cd

10 SA 30480 hij 0,21 h 0,9969 10465 Im 0,18 ab 0,9969 0,34 i -0,03 b 78,8 e

CA 26900 gh 0,20 h 0,9969 7826 Kl 0,20 abcde 0,9969 0,29 h 0,01 c 108,3 f

Guisante 5 SA 20190 efg 0,15 eg 0,9969 4080 gh 0,22 cdefg 0,9969 0,20 def 0,08 def 57,4 d
CA 16885 de 0,14 def 0,9969 3237 ef 0,24 fh 0,9969 0,19 cd 0,10 ghi 26,3 bc

10 SA 39915 |j 0,13 cd 0,9969 7008 k 0,19 ab 0,9969 0,18 bc 0,06 d 108,3 f

CA 36443 ij 0,12 bc 0,9969 5877 ij 0,20 bc 0,9969 0,17 bc 0,08 def 54,6 d

Soja 5 SA 27920 hi 0,13 cd 0,9969 4902 hi 0,21 bcdeg 0,9969 0,18 bc 0,08 def 57,4 d

CA 20748 f 0,13 cdf 0,9969 3704 fg 0,23 f 0,9969 0,18 bc 0,10 ghi 36,1 ¢

10 SA 70665 k 0,10 a 0,9969 9184 Im 0,18 a 0,9969 0,13 a 0,07 de 93,6 ef

CA 27610 h 0,14 def 0,9969 5487 ij 0,20 abc 0,9969 0,20 cde 0,06 d 78,8 e

Valores con letras distintas dentro de una misma columna indican que son significativamente diferentes (p<0,05). Los grupos homogéneos para G’ y G” se obtuvieron a partir
del Ln de los valores de ambos médulos.
CA: Con acido; SA: Sin acido. G’1: mddulo elastico; G”1: modulo viscoso; (tan 8).: pérdida de tanente; a, b, c: parametros experimentales; tmax. €sfuerzo maximo
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En la Tabla 1, se resumen los valores de los parametros G’;, G”4, (tan ), y de los
exponentes a, b y ¢ obtenidos tras el ajuste de dichas gréficas (en el rango de 1-10
Hz) a una funcién potencial. Los elevados valores de R? (oscilaron entre 0,9888 a
1,000) denotan el buen ajuste de los valores experimentales a la ley de la potencia.
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Figura 3: Barrido de frecuencias de las masas acidificadas (A) y sin acidificar (®) con un 5 % de
caseina. Los puntos rellenos representan el médulo elastico G’ y los puntos huecos el médulo
viscoso (G”). Los puntos unidos con linea discontinua corresponden a los valores de tan & que se
representan en el eje de la derecha.

De forma general, la adicion de proteinas afectd al comportamiento viscoelastico de
las masas y la medida del efecto fue dependiente del tipo de proteina, de la dosis y de
la presencia o ausencia de acido. Los efectos del tipo, dosis de proteina y presencia
de acido en los parametros extraidos del barrido de frecuencias se evaluaron mediante
un analisis de varianza (Anexo 1, Tabla 1). Para el andlisis de la varianza se realiz
una transformacién de las variables G’; y G”; manejando sus logaritmos neperianos en
lugar de directamente los médulos debido a la heterogeneidad de varianzas de los
resultados. Todos los factores estudiados asi como sus interacciones dobles y la triple
mostraron un efecto significativo a excepcidbn de la interaccion (dosis de
proteina*presencia de acido) que no tuvo efecto en el parametro G”4, lo que significa
gue la presencia de acido en el médulo viscoso de la masa a 1 Hz ejercié un efecto
independiente de la dosis de proteina utilizada. Sobre el parametro b no se observo
ninguna interaccion significativa, lo que permite estudiar el efecto individual de cada

factor.
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Como se muestra en las Figuras 4 y 5, la presencia de todas las proteinas
vegetales aumentd significativamente las componentes elastica y viscosa de las
masas de pan. Las masas que contenian soja mostraron un mayor incremento de los
valores G’; y G”; que las masas de guisante exceptuando las que tenian una adicién
del 10% con &cido. El aumento de la dosis también hizo aumentar significativamente
los valores de G’; y G”;. Masas acidificadas disminuyeron los valores de G’; en
proteinas vegetales, pero solo significativamente para soja con porcentajes de
disminucion de hasta un 60 %. Los valores de G”; también disminuyeron, en este caso
de manera significativa (en torno a un 20-40 %) para ambas proteinas. En general,
podemos concluir que las proteinas de leguminosas inducen un importante efecto de
fortalecimiento de la estructura de la masa, y que ésta se debilita con la presencia de

acido.
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Figura 4: Efecto causado por las distintas proteinas con diferentes dosis, en ausencia y presencia
de acido sobre el modulo elastico G's.

Las proteinas animales también modificaron el espectro mecanico de las masas de
pan; con una tendencia distinta entre la albumina y la caseina comparadas con el
control tanto con acido como sin él (Anexo 1, Figura 2). La adicién de caseina produjo
un efecto similar a lo ocurrido con las proteinas vegetales. En masas con caseina
ambos mddulos mostraron dependencia de la frecuencia mas alta que en el control. El

predominio de G’; sobre G”; fue mayor en las masas con caseina lo que indica un
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comportamiento mas elastico de esta masa en comparaciéon con el control y la
albumina. La presencia de caseina aumenté los valores de G’; y G”; de forma
significativa excepto para la masa sin acidificar con una dosis del 5 %. El aumento de
la dosis hizo aumentar los valores de G’;, pero sélo de manera significativa para
masas sin acidificar, mientras que los valores de G”; aumentaron en todos los casos
de manera significativa. Se comprob6 que la presencia de acido en masas con 5 % de
proteina aumentaron el valor de G’; y disminuyeron el de G”; significativamente.
Totalmente diferente fue el comportamiento de las masas que contenian albumina, las
cuales presentaron médulos G’; y G”; inferiores al control y sin importantes efectos de
la dosis de proteina y la presencia/ausencia de acido, aunque algunos llegaron a ser

significativos (Tabla 1, Figuras 4 y 5).
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Figura 5: Efecto causado por las distintas proteinas con diferentes dosis, en ausencia y presencia
de acido sobre el médulo elastico G”;.

A diferencia de las proteinas vegetales, los resultados obtenidos debido al
enriquecimiento de las masas con proteinas animales ensayadas fue muy diferente
dependiendo del tipo concreto de proteina, no pudiéndose establecer un
comportamiento homogéneo para este grupo.

Los resultados que hemos obtenido concuerdan con otros estudios previos. (Ziobro
et al., 2013; Marco y Rosell, 2008a; Crockett et al., 2011). Otros autores explican este
fendmeno; las proteinas presentes en la masa junto con el resto de ingredientes crea

una fuerte estructura estabilizada por enlaces entrecruzados. En el caso de soja este

Titulacién: MASTER EN CALIDAD, DESARROLLO E INNOVACION DE ALIMENTOS
Alumna: MARINA VILLANUEVA BARRERO
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIAS AGRARIAS

17/31



EFECTO DE LA ACIDIFIQACION DE MASAS DE PAN SIN GLUTEN ENRIQUECIDAS CON PROTEINAS
DE DIFERENTES ORIGENES SOBRE SUS PROPIEDADES VISCOELASTICAS Y DE EMPASTADO

fendbmeno se ve afianzado debido a la presencia de glicinina y la capacidad de
retencion de agua (Crockett et al., 2011). En estudios realizados con acido exponen
gue la acidificacion quimica provoca un descenso en la consistencia de las masas y
gue este hecho puede depender en gran medida del pH resultante en las masas
después de la adicion y de la naturaleza del &cido utilizado (Blanco et al., 2011).

Los valores de (tan 3); oscilaron entre 0,13 y 0,43 (Tabla 1). Masas con albimina
mostraron una mayor dependencia del valor de (tan 3) de la frecuencia. Con caseina
esta dependencia varié6 notablemente en funcién de la dosis y de la presencia de
acido; con mayores dosis de proteina registraron menor dependencia (el
comportamiento de los mddulos elastico y viscosos frente a la frecuencia fue similar) y
por consiguiente las masas fueron mas estables. Sin acido, los valores de (tan d)
disminuyeron con la frecuencia (mayor dependencia con la frecuencia del modulo
elastico que del viscoso), lo que hizo aumentar también la estabilidad de las masas
(Anexo 1, Figura 2).

Los efectos del tipo, dosis de proteina y presencia de acido en los valores de (tan
d): se evaluaron mediante un analisis de varianza (Anexo 1, Tabla 1). Todos los
factores estudiados asi como sus interacciones dobles y la triple mostraron un efecto
significativo a excepcién del factor acido.

En masa sin acidificar, fue la caseina en ambas dosis la que aumenté de manera
mas significativa el valor de (tan §); indicando un aumento de la relacion G”/G’ y, por lo
tanto, del comportamiento viscoso de la masa. La presencia de soja al 10 % destaco
por el efecto contrario. EI aumento de la dosis de proteina hizo disminuir de forma
significativa los valores de (tan 8); en todos los casos lo que demuestra un
fortalecimiento de la estructura de la masa. En presencia de &cido, la masa que
presentd valores mas altos fue caseina al 10 %, mientras que el resto obtuvo valores
similares o inferiores al control. El incremento de la dosis no tuvo efecto significativo en
las proteinas vegetales, en masas con albimina provocé una disminucién en torno al
12% del valor y con caseina un aumento del mismo. En el caso de las masas con
dosis mas altas de albumina y soja se comprobd que la acidificacién de las masas
aumentaba los valores de (tan §);, mientras que en el caso de caseina,
independientemente de la dosis, disminuia.

El exponente “a” oscild entre valores de 0,10 y 0,26. Entre las masas sin acidificar
fueron las masas con caseina las que mostraron los valores mas elevados del
exponente “a”, y por lo tanto, mdédulos elasticos, G’, mas dependientes de la

frecuencia. El incremento de la dosis siempre produjo una disminucién de “a”. En
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masas acidificadas, el aumento de la dosis tuvo un comportamiento desigual sobre el
exponente “a” en funcién de la proteina empleada: En las masas con caseina al 5 %
una bajada del pH provoc6 un descenso significativo del exponente “a” mientras que la
presencia de un 10% de albumina y soja lo aumentaron. Para el resto de las masas
enriquecidas no se encontraron diferencias significativas con la masa control.

El exponente b, oscilé entre los valores de 0,18 y 0,28 y no se observaron
diferencias significativas asociables a los factores estudiados.

4.2. Ensayos de Creep-recovery

Se llevaron a cabo ensayos de creep-recovery con aplicacion de esfuerzos entre 2
y 10 Pa, siempre dentro de la LVR, que se mantuvieron durante 150 segundos, tiempo
suficiente para la que masa alcanzase el flujo estacionario. Las curvas obtenidas
mostraron un comportamiento viscoelastico tipico de masas de pan sin gluten (un
ejemplo de ello se muestra en la Figura 6) similares a las obtenidas por otros autores
(Sivaramakrishnan et al., 2004, Lazaridou et al., 2007, Ronda et al., 2013). La
representacion de J frente al tiempo, t, informa de la deformacién que experimenta la
masa y cOmo se recupera una vez que cesa la aplicacion del esfuerzo. ElI Anexo 1,
Figura 3 recoge la totalidad de las curvas obtenidas.

A partir de estos ensayos y ajustando los resultados al modelo de Burgers, se
obtuvieron los valores de los parametros de ajuste que se recogen en la Tabla 2.
Como era de esperar, una fuerte correlacién fue encontrada entre los pardmetros de
capacitancia elastica en la fase de creep y los equivalentes en la fase de recovery

(p<0,001) ya que los ensayos se llevaron a cabo en la LVR.
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Figura 6: Representacion del ensayo creep-recovery de las masas de guisante con dosis del 5%
acidificadas (—) y sin acidificar (—) y con dosis de 10% acidificadas (—) y sin acidificar (—).
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La incorporacion de proteinas vegetales, hizo disminuir los valores de J lo que
demuestra un incremento de la resistencia de la masa a la deformacion. La
acidificacion de estas masas provoco un incremento de la capacitancia, lo que indica
una mayor capacidad de deformacion de las masas para un esfuerzo dado. El
aumento de la dosis sélo ejercid un efecto significativo sobre este parametro en el
caso de la proteina de guisante, no en el caso de la soja.

En masas con proteinas animales, la presencia de albumina produjo un aumento
notable en los valores de J respecto al control, siendo mayores con las mas altas dosis
de proteina. Los valores alcanzados con adicion de albimina a una dosis del 10 % sin
acido, destacan por encima del resto de las masas. La presencia de caseina hizo
aumentar los valores de J en todos los casos salvo en masas acidificadas con dosis
del 5 %. Destacan principalmente los altos valores registrados por masas sin acidificar.

Los porcentajes de recuperacion de la masa, o grado en el que la masa recupera su
estado inicial tras la liberacion del esfuerzo en términos de capacitancia, oscilaron
entre 53 y 100 % del maximo de deformacion. En general, las masas recuperaron peor
en presencia de proteinas, excepto la masa con caseina al 5 % acidificada. Tanto la
presencia de acido como su dosis, mostraron efectos muy variables. Destacan las
masas con 10 % de caseina tanto con acido como sin él, por ser las que menores
valores de recuperacion obtuvieron (Tabla 2).

Los efectos del tipo, dosis de proteina y presencia de acido en los parametros de
creep-recovery se evaluaron mediante un analisis de varianza (Anexo 1, Tabla 2)
Todos las interacciones dobles y tripe mostraron un efecto significativo a excepcién de
la interaccion (dosis de proteina*acido) para los parametros Jicreep y Jirecoverys 10 cual
significa que la presencia de acido en la masa ejercié un efecto independiente de la
dosis de proteina.

Para todas las masas, la deformacion elastica instantanea (Joceep) relativa al
esfuerzo aplicado, presenté valores significativamente inferiores que sus controles
respectivos excepto en masas con albumina y masas acidificadas con caseina al 5 %.
(Figura 7). El aumento de la dosis provocé un incremento del valor de Joceep de forma
significativa en masas con albamina, mientras que con el resto de proteinas, el efecto
fue el contrario, no siendo significativo para masas acidificadas de caseina. La
disminuciéon del pH de las masas no provoc6é ningun efecto sobre el valor de la
deformacién instantanea en masas con caseina y guisante al 10 % y tuvo un
comportamiento variable para el resto de masas en funcion del tipo y de la dosis de

proteina.
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Figura 7: Efecto causado por las distintas proteinas con diferentes dosis, en ausencia y presencia
de acido sobre Joc.

En masas sin acidificar, los valores de Jiceep (COrrespondientes a la deformacion
elastica retardada) fueron superiores en presencia de proteinas animales, mientras
gue para masas con proteinas vegetales los valores de este parametro fueron iguales
o inferiores a los del control (50-60 %). Esto demuestra que masas con proteinas
animales sufrieron mayor deformacion al aplicar un esfuerzo constante a lo largo del
tiempo que con adicién de proteinas vegetales, y esta relacionado con la disminucién
de la consistencia de las masas. Al aumentar la dosis, se produjo una disminucion
significativa de Jiceep para todas las proteinas (del orden de un 50 %), excepto para
masas con albumina, donde el efecto fue el contrario. En masas con acido, la
presencia de proteina de albumina y caseina al 10 % provoc6 un incremento en los
valores de Jiceep, Mientras que en el resto de proteinas el efecto fue el contrario. El
aumento de la dosis en masas acidificadas mostré un efecto variable en funcion de la
proteina ensayada, destacando las masas con albimina y soja donde no tuvo ningun
efecto significativo. Se comprobd que la acidificacién hizo disminuir los valores de
capacitacion elastica retardada Jiceep de forma significativa para las masas con
proteinas animales, mientras que en las masas enrigquecidas con proteinas vegetales
no provoco efectos significativos en guisante e incrementé estos valores en masas con

soja.
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Tabla 2. Valores medios y grupos homogéneos obtenidos para los parametros de creep-recovery

Dosis . . Fase de Creep Fase de Recovery
(%) Acido —3 (1g‘b) Ji (1_9*’) A Ho (10  Jmax (_110'5) R Jo (191*’) Ji (191*’) A R PR
(Pa) (Pa’) (s) (Pas) (Pa’) (Pa’) (Pa’) () (%)
Control 0 SA 8,78 i 4,36 c 15,83 ab 57,90 p 15,60 0,9941 9,71 ¢ 10,17 h 153,06 m 0,9909 100,0
CA 10,98 j 6,51 d 17,29 abc 28,73 h 22,47 0,9959 13,00 h 7,78 f 87,99 j 0,9768 92,9
Albimina 5 SA 24,46 k 26,86 i 22,33 f 6,65 f 73,37 0,9985 29,55 j 18,34 | 49,70 a 0,9703 66,3
CA 29,58 | 25,99 h 18,80 cde 5,98 d 79,40 0,9962 35,02 k 26,78 k 80,70 h 0,9764 78,8
10 SA 45,18 n 43,34 j 18,72 cde 331 a 132,25 0,9979 53,93 m 3511 m 51,52 b 0,9757 68,1
CA 31,59 m 25,48 h 15,85 ab 473 b 87,73 0,9974 39,40 | 28,35 | 74,73 ¢ 0,9776 78,0
Caseina 5 SA 10,45 j 23,83 ¢ 19,55 de 5,64 c 60,30 0,9988 17,36 i 26,60 k 69,29 f 0,9782 74,4
CA 571 fg 372 ¢ 15,75 a 54,72 m 12,07 0,9965 6,71 d 6,58 e 124,38 | 0,9871 100,0
10 SA 5,43 ef 12,69 f 20,27 ef 11,04 e 42,00 0,9995 8,40 f 13,69 i 62,26 d 0,9843 53,1
CA 514 ef 8,48 e 22,25 f 6,21 g 27,00 0,9994 7,35 de 922 ¢ 74,76 ¢ 0,9841 62,0
Guisante 5 SA 5,68 fg 4,03 ¢ 17,90 bcd 30,75 i 14,47 0,9982 6,74 d 4,12 d 66,44 e 0,9730 76,2
CA 7,05 h 4,25 ¢ 18,51 cde 36,12 | 15,35 0,9974 7,48 e 4,28 d 52,60 b 0,9857 76,9
10 SA 3,09 b 227 b 19,44 de 55,19 o 8,01 0,9982 3,65 b 2,75 b 82,90 i 0,9827 80,5
CA 3,63 bc 257 b 20,34 ef 54,82 n 8,89 0,9981 413 b 2,57 b 60,30 c 0,9862 76,0
Soja 5 SA 4,72 de 2,85 b 39,92 h 90,88 ¢ 10,70 0,9978 491 c 3,08 bc 63,11 d 0,9840 75,4
CA 6,23 ¢ 3,76 ¢ 18,47 cde 36,81 k 13,95 0,9978 6,90 de 3,91 d 66,83 e 0,9820 78,1
10 SA 1,89 a 1,17 a 2543 g 135,78 r 4,13 0,9974 2,03 a 1,34 a 99,82 k 0,9809 81,6
CA 4,16 cd 3,86 ¢ 21,84 f 38,51 | 11,80 0,9977 518 ¢ 3,67 cd 66,80 e 0,9808 76,0

Valores con letras distintas dentro de una misma columna indican que son significativamente diferentes (p<0,05).
CA: Con &cido; SA: Sin acido. Jo: capacitancia instantanea, Ji1: capacitancia elastica retardada, A1: tiempo de retardo; po: viscosidad estacionaria; Jmax: maximo valor alcanzado
en la fase de creep; PR: porcentaje de recuperacion.
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La presencia de proteina en masas sin acidificar, incremento los valores del tiempo
de retardo Aiceep €n todos los casos de forma significativa excepto en masas con
guisante al 5 %. El incremento de la dosis, no provocé un efecto significativo sobre
Aicreep €N MAsas que contenian caseina y guisante, mientras que para soja y albumina
disminuyeron los valores indicando una respuesta elastica retardada mas rapida. En
presencia de acido, al adicionar un 10 % de caseina, guisante o soja, los valores del
tiempo de retardo se incrementaron respecto al control, mientras que con el resto de
masas no se obtuvo ningun efecto significativo. En funcion de la proteina el incremento
de la dosis mostré un efecto variable y la acidificacién de las masas disminuy6 de
forma significativa los valores de Aiceep €XCEPtO €N Masas con guisante al 5y 10 % y
con caseina al 10 % sobre las que no provoco ningun efecto.

La presencia de proteina en masas sin acido, hizo aumentar todos los valores de
viscosidad estacionaria (M) significativamente excepto en masas con 10 % de
albimina y 5 % de caseina que disminuyé. Salvo en masas con albumina que
descendié, el aumento de la dosis, produjo un incremento significativo en los valores
de la viscosidad. En masas con acido, la presencia de proteina hizo aumentar los
valores de o excepto en masas tanto con 5 como con 10 % de albumina y masas con
10 % de caseina, que disminuyeron significativamente.

De forma significativa en todos los casos, en presencia de acido masas con soja
disminuyeron los valores de viscosidad estacionaria. Albumina con dosis del 5%
disminuyé el valor de [, ¥ en masas con 10 % aumentd. Tanto en masas con caseina
Como en masas con guisante con dosis del 5 % los valores aumentaron mientras que

con dosis del 10 %, disminuyeron.

4.3. Propiedades de empastado

Se midié la viscosidad de las masas panarias descritas en este estudio durante un
ciclo de calentamiento-enfriamiento de la masa, para evaluar el efecto del
enriquecimiento con diferentes proteinas en diferentes dosis y la presencia/ausencia
de &cido en las propiedades de empastado. Las curvas de pasting obtenidas (un
ejemplo de ello se puede observar en la Figura 8), mostraron la evolucion tipica de la
viscosidad de la masa durante un ciclo de calentamiento programado en el equipo
RVA; en este ensayo los granulos de almidén presentes en la masa comienzan a
absorber agua al comienzo del ciclo de calentamiento. A una determinada temperatura
comienza la gelatinizacién del almidén con el consiguiente incremento de la viscosidad

de la pasta. Al mantenerse la temperatura, llega un momento en que los granulos
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comienzan a romperse, por lo que una vez alcanzado un méaximo de viscosidad, ésta
tiene a disminuir. Cuando la pasta vuelve a enfriarse el almidon se reorganiza y como
consecuencia de este fendmeno, llamado retrogradacion, la viscosidad vuelve a
incrementarse. (Marco y Rosell, 2008a; Noisuwan et al., 2008; Ronda et al., 2013). Los
valores medios y grupos homogéneos obtenidos para los parametros de empastado,
se recogen en la Tabla 3.

Para determinar los efectos provocados por los factores de estudio asi como sus
interacciones dobles y la triple sobre las propiedades de empastado, se sometieron los
resultados obtenidos a andlisis de varianza (ANOVA) (Anexol, Tabla 3). Los factores
estudiados y sus interacciones mostraron efecto significativo sobre la practica totalidad
de los parametros estudiados a excepcidon del factor “acido” y la interacciéon
(dosis*acido) que no afect6 a la viscosidad del pico (PV) y la interaccién (tipo de
proteina*dosis) que no tuvo efecto sobre el parametro setback o retrogradacion. Esto
significa que la acidificacion no ejercié un efecto significativo en los valores de pico de
viscosidad y que la dosis de proteina ensayada ejercié un efecto independiente del

tipo de proteina en los valores de setback.

4000 A r 100
= Cal0CA
e Ca10SA
3500 | === Ca5CA
e Ca5SA

CCA
3000 | === CSA

— T2

- 90

- 80
2500 -

2000 - 70

Temperatura (°C)

1500 -

Viscosidad (mPa-s)

- 60

1000 +

- 50
500 -

40

Tiempo (s)

Figura 8: Efecto de la presencia de caseina, dosis y acidificacion en las propiedades de empastado.
Ca: caseina; C; control; 5: dosis del 5 %; 10; dosis del 10 %; SA: sin acido; CA: con acido
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Tabla 3. Valores medios y grupos homogéneos para los pardmetros de viscosidad

Tioo Dosis Acido PV VC BD VF SB VT PT
P (%) (mPa-s) (mPass) (mPas) (mPas) (mPa-s) (s) (°C)
Control 0 SA 3091 k 2771 k 320 bc 3783 k 1012 hi 6,80 i 80 cd

CA 2629 hi 2087 hi 542 e 2672 fg 586 a 6,29 f 78 b
Albdmina 5 SA 2384 fg 2158 i 226 a 3401 j 1243 k 6,64 h 81 de
CA 2852 j 2291 j 561 ef 3128 i 837 ef 631 f 78 b
10 SA 2086 de 1876 f 209 a 3077 hi 1201 k 6,69 h 84 g
CA 2770 ij 2095 hi 675 hi 2955 hi 861 f 6,18 de 78 b
Caseina 5 SA 1990 cd 1615 e 375 cd 2558 def 943 g 6,26 ef 86 h
CA 2454 g 2028 h 427 d 2752 ¢ 724 bc 6,42 g 82 ef
10 SA 1536 a 1275 b 261 ab 2068 ab 793 de 6,24 ef 88 i
CA 1794 b 1479 cd 315 bc 2259 c 780 d 6,31 f 87 h
Guisante 5 SA 2239 ef 1455 ¢ 784 | 2521 de 1066 ij 6,09 cd 81 de
CA 2612 h 1903 fg 709 i 2593 def 689 b 6,27 ef 74 a
10 SA 1869 bc 1151 a 718 i 2227 ¢ 1076 | 6,05 bc 79 bc
CA 2200 e 1281 b 920 k 1952 a 672 b 598 ab 80 cd
Soja 5 SA 2615 h 2008 gh 607 fg 2986 hi 978 gh 6,29 f 84 ¢

CA 2421 g 1902 fg 518 e 2658 efg 755 cd 6,33 fg 81 de
10 SA 2451 g 1581 de 871 k 2518 d 937 g 593 a 83 fg
CA 2136 de 1509 cde 627 gh 2181 bc 672 b 6,09 cd 84 g

Valores con letras distintas dentro de una misma columna indican que son significativamente diferentes
(p<0,05).

CA: Con acido; SA: Sin acido. PV: viscosidad del pico; VC: viscosidad de caida o trough; BD: breakdown
o estabilidad; VF: viscosidad final; SB: setback o retrogradacién; VT: tiempo al que se alcanza la
viscosidad maxima y PT: temperatura de pasting.

En ausencia de acido, la presencia de proteina hizo disminuir la viscosidad del pico
significativamente y con aumento de la dosis de proteina, ésta disminuy6 en todas las
masas (Figura 9). El pico de viscosidad de la curva de empastado, asociado a la
gelatinizacién del almidén es razonable que disminuya cuando el contenido de almidén
de la mezcla se ve reducido por la presencia de proteina. Por su parte, la acidificacion
de la masa control, sin enriquecimiento proteico, disminuyd el pardmetro PV. Sin
embargo, en presencia de proteinas, la acidificacion aumentd significativamente el PV
de todas las masas respecto a sus equivalentes sin acidificar (ver Tabla 3), excepto en
el caso de la soja, en que se observé un descenso independientemente de la dosis de
proteina empleada.

La viscosidad de caida se vio afectada por la presencia y dosis de proteina y por la
acidificacion de la masa de manera totalmente analoga a lo descrito para PV. Algo

similar se observo para la viscosidad final (FV), si bien, el diferente efecto de la acidez
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sobre la retrogradacion (setback, SB) puede explicar algunas de las diferencias

observadas en este parametro.
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Figura 9: Efecto causado por las distintas proteinas con diferentes dosis, en ausencia y presencia
de acido sobre el pico de viscosidad.

La estabilidad (breakdown, BD) del gel mostré un efecto muy variable en funcion del
tipo de proteina y la dosis empleada. Las proteinas vegetales aumentaron de forma
importante el valor BD, pasando desde 320 mPa-s para el gel control hasta 784 mPa-s
para el que contenia un 5 % de guisante u 871 mPa-s para los geles con un 10% de
soja. Esto indica un descenso de la estabilidad del gel durante el calentamiento. El
efecto de las proteinas animales sobre el pardmetro BD fue notablemente inferior y en
general opuesto al de las vegetales: la albumina y la caseina en su dosis alta
estabilizaron el gel de arroz.

La presencia de acido hizo aumentar el BD del gel control en un 70 %. Sin
embargo, en el caso de mezclas enriquecidas en proteinas su efecto fue variable y
claramente dependiente del tipo de proteina y su dosis. Desestabiliz6 (aumenté BD
hasta triplicar su valor) los geles de albimina y estabilizé los de soja. El efecto sobre
los geles con proteina de guisante dependieron del contenido en proteina, mientras
gue los geles con caseinato no se vieron perjudicados por la presencia de acido a este
respecto.

La presencia de proteina afect6 al valor de setback (SB) de los geles de diferente

manera segun el tipo de proteina. La caseina disminuyo la retrogradacion de los geles
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de almidon de arroz, en mayor magnitud cuanto mayor era su dosis, mientras que la
presencia de albumina la favorecio. Las proteinas vegetales, por el contrario, apenas
ejercieron efecto alguno. La presencia de &cido, sin embargo, siempre provoco un
descenso en el valor del setback, tanto del gel control como de los enriquecidos en
proteina. Sin embargo la magnitud del descenso dependié del tipo de proteina y dosis.
El aumento de la viscosidad durante el enfriamiento o retroceso, que normalmente se
refiere a la cristalizacion de las cadenas de amilosa de los almidones, podria verse
afectado por la reorganizacion de las proteinas desnaturalizadas de los aislados de
proteina. La distinta naturaleza de las proteinas también podria ser responsable de
gque el comportamiento sea diferente (Marco y Rosell, 2008a). Los resultados
obtenidos concuerdan con lo descrito por otros autores en similares estudios con
aislado de proteinas y acido acético (Ohishi et al.,, 2007; Marco y Rosell, 2008a;
Noisuwan et al., 2008; Ribotta y Rosell, 2010).

La presencia de proteina aumenté la temperatura de empastado del almidon de
arroz de forma significativa, a excepcién de la proteina de guisante. Las creacién de
interacciones con la proteina estabilizan al almidén y retrasan su gelatinizacion
(Crockett et al., 2011). Por su parte, la adicién de acido hizo disminuir la temperatura
de empastado tanto del control como de los geles enriquecidos en proteinas, con las

excepciones de la soja y guisante al 10 %.

4.4. Correlaciones

El andlisis de las variables reoldgicas suministra informacién util sobre la relacion
significativa entre las caracteristicas viscoelasticas de las masas de pan sin gluten.
Mediante el analisis de los coeficientes de Pearson, un rango de coeficientes (desde -
0,84 a 1,00) fue obtenido relacionando las propiedades de masas de pan enriquecidas
con diversas proteinas en presencia o ausencia de acido.

Como era de esperar, una fuerte correlacién fue encontrada entre los parametros
de capacitancia elastica en la fase de creep y los equivalentes en la fase de recovery
(0,86<r<1,00 con p<0,001), ya que estos ensayos se llevaron a cabo en la zona
viscoelastica lineal. Ademas se observé que los factores que incrementaron la
viscosidad en estado estacionario (Ug) hicieron disminuir los parametros de
capacitancia tanto en la fase de creep como en la fase de recovery. Similares
tendencias fueron observadas por Lazaridou et al., (2007) y Ronda et al., (2013).

Los moddulos elastico (G’;) y viscoso (G”;), indicadores del comportamiento

viscoelastico de la masa, resultaron correlacionados entre si (p<0,001, r = 0,81), de
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manera que cuando uno aumentaba el otro también lo hacia. La tangente de pérdida
(tan 8)1, no resulto correlacionada con ninguno de los dos médulos. Esto indica que su
aumento pudo ser debido indistintamente a un aumento de G” o a un descenso de G’,
sin poder establecer una regla fija, como se observé en otras masas batidas de
bizcocho (Ronda et al.,, 2011). Si se observé una estrecha correlacién de signo
positivo de (tan §); con el exponente “a” (p<0,001, r = 0,95). Esto indica que las masas
con mayores tangentes de pérdida, o de mayor caracter viscoso, menos estructuradas,
coincidian con aquellas que tenian modulos elasticos, G’, mas dependientes de la
frecuencia. El exponente “b” no resulté correlacionado significativamente ni con G’y ni
con G”; ni con (tan d);.

A partir de las mediciones de creep, se observé que la viscosidad en el estado
estacionario, o, presenta una correlacién negativa con los parametros Jo y J; (r = -
0,56 y r = -0,66 respectivamente). Las masas con altos valores en deformacion
instantdnea y deformacion retardada fueron las de menores valores de viscosidad.
Ademas, o aumento al tiempo que lo hacia el médulo elastico G’;.

Dentro de los parametros de viscosidad, el pico de viscosidad se encuentra
correlacionado negativamente con el médulo viscoso G”; y positivamente con la
viscosidad de caida (VC), y viscosidad final (VF).

Al aumentar la variable pico de viscosidad, disminuyen los valores de temperatura
de pasting, ya que estas variables estan correlacionadas negativamente. El parametro
setback (diferencia entre la viscosidad final y viscosidad de caida) correlaciona
positivamente con el parametro “b”

Se observaron algunas correlaciones significativas (-0,74<r<0,98) entre las
mediciones reoldgicas de las muestras sin gluten, especialmente las que directamente
o indirectamente evallan las caracteristicas de resistencia de la masa. Masas
consistentes corresponden con mayores modulos dinamicos (G’;, G”;), mayores
valores de tmax, menor deformacion elastica a tensién constante (J) y mayor viscosidad
estacionaria (4o). Ademas, masas con mayor componente viscosa (G;”’) mostraron
menores valores en los perfiles de viscosidad (prueba RVA).

Estos datos indican que los ensayos realizados pueden ser (tiles para caracterizar
muestras de masas libre de gluten en términos de comportamiento viscoelastico a

base de almidén de arroz complementado con proteinas y acido.
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Tabla 8. Correlaciones entre las distintas variables reologicas

G a G”; b (tan 8)1 ¢ Tmax Jocreep  Jicreep Mo PV vC BD VF SB VT PT
G’1 ns 0,81*** ns ns ns 0,75*** -0,70** -0,66** 0,80** ns -0,56* 0,52* -0,55* ns -0,64** ns
a ns ns 0,98**  -0,84*** ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
G”; ns ns ns 0,89** -0,73*** -0,52* ns -0,65** -0,71** ns -0,71*** ns -0,55*  0,59*
b ns 0,68* ns 0,66* 0,67* ns ns ns ns ns 0,65** ns ns
(tan &)1 -0,81*** ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
c ns ns ns ns ns ns ns ns 0,47* ns ns
Tmax -0,67** -0,48* ns -0,67** -0,74*** ns -0,68** ns -0,55* 0,57*
Jo creep 0,93*** -0,56* ns ns ns 0,54* ns 0,50* ns
J1creep -0,66** ns ns -0,55* ns 0,48* 0,48* ns
Mo ns ns 0,56* ns ns ns ns
PV 0,85*** ns 0,73** ns ns -0,66**
VC ns 0,92*** ns 0,72*** ns
BD ns ns -0,81*** ns
VF 0,50*  0,79*** ns
SB ns ns
VT ns

Jo: capacitancia instantanea, Ji: capacitancia elastica retardada, po: viscosidad estacionaria, PV: Pico de viscosidad; VC: viscosidad de caida o trough; BD

estabilidad; VF: viscosidad final; SB: setback o retrogradacion; VT: tiempo al que se alcanza la viscosidad maxima y PT: temperatura de pasting.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns: no significativo.

: breakdown o

Titulacién: MASTER EN CALIDAD, DESARROLLO E INNOVACION DE ALIMENTOS

Alumna: MARINA VILLANUEVA BARRERO
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIAS AGRARIAS

29/31



EFECTO DE LA ACIDIFIQACION DE MASAS DE PAN SIN GLUTEN ENRIQUECIDAS CON PROTEINAS
DE DIFERENTES ORIGENES SOBRE SUS PROPIEDADES VISCOELASTICAS Y DE EMPASTADO

5. CONCLUSION

El enriquecimiento de masas de pan libres de gluten con proteinas vegetales
fortaleci6 la consistencia de las mismas, aumentando con el incremento de la dosis y
debilitandose en presencia de &cido. La adicion de proteinas animales mostrd
comportamientos diferentes en funcion del tipo de proteina y muy variables en funcién
de la dosis y de la presencia de &cido, especialmente para masas con caseina. La
acidificacion ejerci6 una menor deformacion en masas con proteinas animales que
vegetales y el efecto de la dosis varié en funcion del tipo de proteina. La interaccion
proteina-acido hizo aumentar los perfiles de viscosidad, siendo mayores para masas
con menor dosis de proteina.

Las proteinas aportan caracteristicas reolégicas adecuadas para procesar y lograr
productos libres de gluten. Sin embargo, la dosis de acido debe ser experimentalmente
determinada con el fin de obtener masas con caracteristicas 6ptimas. Para completar
este estudio, trabajos futuros deben determinar la calidad de los panes a través de

propiedades fisicas y las caracteristicas sensoriales.
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