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RESUMEN

Resumen

Las proteinas, junto a carbohidratos y grasas, son macromoléculas que componen la
base de la dieta humana. En los dltimos afios, la presencia de altos contenidos de
proteina en productos se ha convertido en un reclamo de los consumidores. Se
conoce que un mayor consumo de proteinas puede producir beneficios
nutricionales para determinados grupos de poblacién como deportistas, ancianos,
etc. Ademas, la mayor sensacion de saciedad que aportan los productos
enriquecidos con proteinas los convierte en una buena opcién para personas que
quieren perder peso.

Existen diferentes estudios que analizan el efecto de las proteinas en la
funcionalidad de harinas y almidones, asi como en las caracteristicas de productos
a base de cereales. Sin embargo, la mayor parte de estos trabajos estudian
individualmente las proteinas, no comparan entre diferentes tipos de proteinasy los
contenidos de proteinas adicionados son bajos (<15%). Ademas, algunos de estos
estudios presentaron resultados contradictorios, y los diferentes requerimientos de
agua de cada proteina podrian ser uno de los motivos. Por ello, el objetivo de la
presente tesis fue evaluar el efecto de la incorporaciéon de altos porcentajes de
diferentes proteinas (arroz, patata, guisante, suero y huevo) en las caracteristicas
reologicas, fisicas y sensoriales de productos sin gluten a base de cereales (galletas,
panes, bizcochos y purés). Los tipos de proteina utilizados fueron elegidos en base
a los resultados obtenidos en estudios previos realizados por el grupo de
investigacion. De esta forma, las proteinas seleccionadas presentan propiedades
caracteristicas y engloban la mayor parte de los tipos de proteinas disponibles
(leguminosas, cereales, tubérculos, leche y huevo) para que los resultados puedan
ser extrapolables a otras proteinas. Ademadas, también se pretendié analizar
diferencias entre las proteinas animales y las proteinas vegetales. En cuanto a los
productos elegidos como matriz, se pretendi6 evaluar como la adicién de proteinas
puede influir en diferentes tipos de masas (batidas, cortas, fermentadas) y
productos (horneados y mezclados en frio).

La incorporacién de altos porcentajes de proteina modificé las caracteristicas de
galletas sin gluten elaboradas con harina de maiz blanco. La proteina de clara de

huevo incrementé significativamente la dureza de las galletas mientras que la
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proteina de suero dio lugar a galletas mas oscuras y de mayor didmetro. Por su parte,
las proteinas vegetales apenas modificaron las caracteristicas de las galletas, a
excepcion del oscurecimiento de los bordes que produce la proteina de patata. La
escasa influencia de la proteina de guisante en las caracteristicas fisicas y
aceptabilidad de las galletas la convierten en la mejor opcién para conseguir un
producto de alto contenido proteico.

La hipdtesis planteada sobre los diferentes niveles de hidratacion requeridos por
cada tipo de proteina se confirmé tras realizar una optimizaciéon de la misma en
panes de almidon de maiz. Este estudio revelé que los panes con proteinas vegetales
necesitaron mas cantidad de agua para conseguir su maximo volumen especifico
que los panes sin proteina y con proteinas animales. Ademas, todos los panes
enriquecidos presentaron un volumen menor que el pan control. En cuanto al
comportamiento reoldgico, las masas con proteina de suero presentaron los
mayores valores de G’ y G” debido a su bajo contenido de agua. Por el contrario, las
masas con proteina de huevo fueron tan liquidas que no pudieron ser evaluadas con
el reémetro aunque consiguieron formar una estructura tras el horneado debido al
proceso de coagulacién que experimentan. La incorporacién de ambas proteinas
animales incremento significativamente, como en el caso de los bizcochos, la dureza
de los panes, mientras que las proteinas vegetales no lo modificaron. Por ultimo, la
adicién de proteina dio lugar a panes mas oscuros, siendo mayor este efecto con la
proteina de suero.

Debido a la gran capacidad de absorcion de la proteina de guisante, la presencia de
esta proteina en bizcochos de arroz aumenté significativamente la viscosidad de las
masas, siendo este efecto mayor, cuanto mayor es el contenido de proteina. En
cuanto a las proteinas animales, la adiciéon de proteina de huevo dio lugar a
bizcochos con los mayores valores de dureza debido a su caracteristico proceso de
coagulacion. Por su parte, la proteina de suero, que también aumento6 la dureza de
los bizcochos, produjo el mayor aumento de volumen especifico. Ambas proteinas
animales incrementaron la cohesividad y elasticidad de los bizcochos. Por el
contrario, las proteinas de guisante y arroz apenas modificaron las caracteristicas
fisicas de los bizcochos. En cuanto a las propiedades sensoriales, todas las proteinas
disminuyeron la aceptabilidad de los bizcochos, aunque la proteina de suero fue,

entre todas las proteinas, la que obtuvo mejores valoraciones.
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Ademas de productos horneados, otros productos a base de cereales, como los purés
instantaneos, también pueden ser una matriz adecuada para la incorporacion de
altos porcentajes de proteina. El uso de harinas extrusionadas reduce el tiempo de
preparacion de productos, lo cual se adapta a los nuevos modelos de vida donde se
busca comodidad sin perder de vista la nutricién. Asi, la adicién de proteina en
purés elaborados con harina de maiz extrusionada modific6 su viscosidad. Las
proteinas de clara de huevo y de suero redujeron la viscosidad de los purés durante
el mezclado. Sin embargo, tras un proceso de calentamiento, se la viscosidad
increment6 debido a la agregacion que sufren las moléculas de proteinas por accién
del calor. Por el contrario, las proteinas de guisante y de arroz apenas modificaron
laviscosidad de los purés, pero redujeron su sinéresis tras la congelacion, sobre todo
la primera de ellas. Por su parte, las proteinas animales incrementaron
significativamente la sinéresis tras refrigeracion y congelacion debido a su baja
capacidad de retencidn de agua. Finalmente, tanto la proteina de guisante como la
proteina de clara de huevo apenas modificaron la aceptabilidad de los purés
mientras que la proteina de suero la mejoro.

Como se ha explicado anteriormente, la incorporacién de proteina en galletas
responde a la demanda por parte del consumidor de productos ricos en proteinas.
Al crear un nuevo producto o reformular uno ya existente, la percepcion de ese
producto por parte del consumidor apenas debe ser influida en comparacién con el
producto de referencia. De esta forma, el uso de diferentes técnicas de analisis
sensorial es una herramienta muy util para evaluar el posible efecto de la proteina
en la percepcion del consumidor por un producto determinado. La evaluacién
sensorial de las galletas enriquecidas se realizo utilizando diferentes técnicas como
test de aceptabilidad, check-all-that-apply (CATA) y projective mapping. Mediante
el uso combinado de estas dos ultimas técnicas se pudo afirmar que ambos métodos
se complementan y son muy utiles a la hora de entender diferencias y similitudes
entre muestras. De acuerdo con los resultados obtenidos, la incorporaciéon de
proteina modificé las caracteristicas sensoriales de las galletas. Sin embargo, no
hubo diferencias entre las galletas control de maiz blanco (sin gluten) y las de trigo.
De esta forma, se pudo concluir que, la presencia de proteina y el tipo de proteina
elegido tiene mas influencia en la percepcién del consumidor que el tipo de harina

utilizado. Asi, la adicion de proteina de gluten y suero dieron lugar a galletas mas
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crujientes y secas mientras que la proteina de gluten hidrolizado produjo galletas
mas oscuras y con un fuerte regusto final. Por su parte, las proteinas de patata y clara
de huevo proporcionaron un color medio oscuro a las galletas sin gluten de maiz
blanco mientras que la proteina de guisante causé una textura harinosa en las

galletas.



ABSTRACT

Abstract

Proteins, together with carbohydrates and lipids, are macromolecules which forms
the basis of the human diet. Over last years, the presence of high protein contents in
products has been converted in a claim for consumers. It is known that a higher
protein intake may provide nutritional benefits for specific population groups such
as athletes, elderly people, etc. Moreover, the greater satiety that protein enriched
products gives makes them as a good option for people who follow a weight loss

diet.

There are several studies that analyse the effect of protein on the functionality of
different flours and starches, just like on the characteristics of cereal-based
products. Nevertheless, most of these articles study protein individually, do not
compare among different protein types and the protein percentages added are low
(<15%). In addition, some of these studies showed contradictory results, and the
different hydration requirements of each protein could be a reason. Due to this, the
aim of the present doctoral thesis was to evaluate how the incorporation of high
protein percentages of different proteins (rice, potato, pea, egg white and whey)
may influence on the rheological, nutritional, physical and sensorial characteristics
of gluten-free bakery products (cookies, breads, cakes and purees). The protein
types used were chosen based on the results obtained in prior studies done by our
research group. In this way, the selected proteins showed different characteristics
and then, they cover the most available protein types (legume, cereal, tuber, milk
and egg) so that the results can be applied to other proteins. Moreover, the possible
different effect of animal and vegetal proteins was analysed. Regarding the products
selected as matrix, it is supposed to assess how the addition of proteins could
influence on the different dough types (short dough, fermented dough) and products

(bakery and cold mixes).

The addition of high protein percentages modified the characteristics of gluten-free
cookies elaborated with white maize flour. The egg white protein increased
significantly the hardness cookies whereas the whey protein gave rise to darker and
wider cookies. For their part, vegetal proteins hardly modified the cookie

characteristics, except to the darkening of cookie edges produced by the potato



ABSTRACT

protein. The limited influence of pea protein on the cookie acceptability and

physical properties made into the best choice to get a high protein content product.

The theory raised about the different hydration levels required by each protein type
was confirmed after making an optimization on maize starch breads This study
disclosed that the breads with vegetal proteins required more water amount to
achieve their maximum specific volume that the ones with vegetal proteins and
control. In addition, all protein enriched breads showed a lover specific volume than
control sample. Regarding their rheological behaviour, the whey batters had the
highest G’ and G” values because of their low hydration level. On the contrary, the
egg white batters were so watery than they could not be measured with the
rheometer even though they get a structure after baking due to the coagulation
process that experience. The incorporation of both proteins increased significantly,
as in the case of cakes, the bread hardness, whereas the vegetal proteins did not
present significant differences. Finally, the addition of protein gave rise to darker

breads, being this effect higher with the whey protein.

Due to their great water holding capacity of the pea protein, this protein increased
significantly the batter viscosity of rice layer cakes, being this effect higher, when
the greater protein content was. Regarding animal proteins, the addition of egg
white protein gave rise to hardest cakes due to its unique coagulation process. For
his part, the whey protein, which also increased the cake hardness, caused the
higher specific volume increase. Both animal proteins also got the cake cohesiveness
and springiness bigger. On the contrary, the pea and rice proteins hardly modified
the physical cake characteristics. About sensorial properties, the addition of protein
reduced cake acceptability, although the whey protein was, among all proteins,

obtained the highest scores.

Apart from baking products, other cereal-based products, as the instantaneous
purees, can also be an adequate matrix to add high protein percentages. The use of
extruded flours reduces the product preparation time, which is adapt to new life
models that look for comfort without forget the nutrition. Thus, the inclusion of
protein in instantaneous purees of extruded white maize flour modified the
viscosity. The egg white and whey proteins decreased the puree viscosities at the

moment of mixing. However, after a heating process, a viscosity rise was observed
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because of the aggregation that protein molecules experience by heat. On the other
hand, pea and rice proteins hardly modified the puree viscosity, but reduced their
syneresis after freezing, above all the first of them. For their part, he animal proteins
increased substantially the syneresis after cooling and freezing due to their low
water binding capacity. Lastly, both pea protein and egg white protein hardly

changed the puree acceptability and whey protein improved it.

As it was explained previously, the incorporation of protein in cookies meets the
consumer demand of products rich in protein. On developing a new product or
reformulating existing one, their consumers’ perception hardly must be influenced
in comparison with the reference product. In this way, the application of different
sensorial methods could be a useful tool to evaluate the possible effect of protein in
consumer perception to a specific product. Sensorial evaluation of enriched cookies
was carried out using several techniques such as acceptability test, check-all-that-
apply (CATA) y projective mapping. Through the combined use of these last
methods in the same study could be affirmed that both ones complement themselves
and they are quite useful to understand the differences and similitudes among
samples. According to the results, it is possible to conclude that the incorporation of
high protein levels modified the sensory characteristics of cookies. There were not
significant differences between maize and wheat control samples so, the addition
and type of protein achieve more influence on consumer perception than the type of
flour used. Apart from that, the inclusion of whey and gluten protein lead to crispy
and dry cookies while the addition of hydrolysed gluten protein increase the
darkness and give rise to strong aftertaste. For his part, potato and egg white
proteins provide a medium-dark colour to maize cookies whereas pea protein was

the responsible of the mealy texture of cookies.
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Introducciéon

1. PROTEINAS: ASPECTOS GENERALES

Las proteinas son un componente basico de caracter estructural, fisico, quimico y/o
funcional de los alimentos. Una adecuada ingesta de proteina en la dieta es esencial
para mantener una integridad y funcionalidad celular (Institute of Medicine, 2005).
Las proteinas incluidas en la dieta tienen como funcién principal proporcionar los
materiales necesarios para la sintesis de musculo y otros tejidos (Ustunol, 2015). En
cuanto a la fuente proteica, las proteinas alimentarias incluyen proteinas
procedentes de la leche, pescado, carne, huevos, cereales, legumbres, etc. Aunque
todos estos alimentos han supuesto la fuente tradicional de proteina en la dieta
humana, potencialmente cualquier proteina de una fuente biolégica podria servir
como una proteina alimenticia. Sin embargo, una proteina alimentaria debe: ser
adecuada nutricionalmente y digestible, tener una funcionalidad deseable en los
alimentos, estar facilmente disponible, ser agrondémicamente sostenible, y no ser

toxica (Ustunol, 2015).

1.1. Estructura de las proteinas

Las proteinas se componen de largas cadenas de aminoacidos unidas mediante
diferentes enlaces covalentes y no covalentes (puentes de hidrégeno, interacciones
ionicas, fuerzas de Van de Waals, enlaces hidrofébicos, puentes salinos, enlaces
disulfuro, etc.) (Yada, 2018). Segin Zayas (1997) la estructura molecular de las
proteinas estd dividida en cuatro niveles claramente identificados: estructura
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura primaria se define como
la secuencia especifica de aminoacidos; las estructuras secundarias se forman
mediante la unioén de diferentes secuencias de aminoacidos por medio de puentes
de hidrogeno (por ejemplo, a-hélice, hoja plegada, random coil); las estructuras
terciarias corresponden con las estructuras tridimensionales formadas por la unién
entre estructuras secundarias (la forma en la que las estructuras hélice, lamina o
“random coil” se empaquetan) y la estructura cuaternaria es el resultado de la
asociacion de las estructuras terciarias en proteinas oligoméricas (Yada, Bryksa, &

Nip, 2012).
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AN

alpha helices  beta strands

Figura 1. Niveles que componen la estructura de la proteina. a) Primaria b) Secundaria c) Terciaria
d) Cuaternaria. Fuente: Petsko & Ringe (2004)

Cabe destacar que no todas las proteinas tienen estructura cuaternaria, solo
aquellas mas largas (mas de 100 kDa) son mas probables de tener mas de un
polipéptido. En cuanto a las proteinas alimentarias, la mayoria de ellas si poseen

estructura cuaternaria (Ustunol, 2015).

1.2. Clasificacion de las proteinas

Desde el punto de vista quimico, las proteinas pueden clasificarse en dos grupos:
homoproteinas, que Unicamente contienen aminodacidos, y heteroproteinas, que
estan formadas por aminodacidos y un grupo prostético como, por ejemplo, lipidos o
glacidos (Cheftel, Cuq, & Lorient, 1989). Otra forma de clasificar las proteinas puede
ser segln su organizacion tridimensional. Las proteinas fibrosas estan formadas por
cadenas polipeptidicas enlazadas a lo largo de un eje comun lineal dando lugar a
fibras (Figura 2a). Por otro lado, las proteinas globulares se componen de una o
varias cadenas polipeptidicas enrolladas sobre si mismas, formando una estructura
tridimensional (Figura 2b). Existen proteinas que poseen propiedades de las

proteinas fibrosas y globulares a la vez (Cheftel et al., 1989).

Landing E spot| mag WD HFW mode —40pum——— i WD HFW |mode ————40um
5,00 keV 3.0 |3 000 x/10.0 mm|99.5 uym SE UM-PCUVa 5.00 keV | 3.0 |3 000 x[10.1 mm 99.5 ym| SE UM-PCUVa

Figura 2. Microfotografias tomadas por el microscopio electrénico de barrido (x3000 aumentos)
sobre los grdnulos de proteina fibrosa (A: coldgeno) y proteina globular (B: clara de huevo).
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Por ultimo, las proteinas también pueden clasificarse en funcién de su solubilidad.
Asi, en 1907 Osborne separd las proteinas en cuatro grupos: albiuminas (solubles en
agua), globulinas (solubles en soluciones salina [NaCl 0,4mol/L]), prolaminas
(solubles en EtOH 70%) y glutelinas (residuo soluble en &cidos diluidos, bases

diluidas y detergentes) (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2004).

2. INTERES NUTRICIONAL DE LAS PROTEINAS

Las proteinas, junto con los hidratos de carbono y los lipidos, son los
macronutrientes basicos de la dieta humana necesarios para el mantenimiento de la
vida. Su funcion principal es aportar el nitrégeno y los aminoacidos necesarios para
la sintesis de las proteinas corporales y demas sustancias nitrogenadas (Cheftel et
al.,, 1989).

Cuando se habla de proteina consumida, hay dos factores muy importantes a tener
en cuenta: calidad y cantidad (Ustunol, 2015). La calidad nutricional de una proteina
se puede definir como la capacidad de la proteina para cumplir con los
requerimientos de aminodacidos y nitrégeno establecidos (Schaafsma, 2005). De este
modo, la calidad de la proteina varia en funcion de la fuente proteica y se define por
su composicidon en aminoacidos esenciales y su digestibilidad (Woodward, Nielsen,
Liesman, Lavin, & Trottier, 2011). Los aminoacidos pueden dividirse en dos grupos
diferenciados: aminoacidos esenciales y no esenciales. Los aminoacidos no
esenciales se sintetizan eficazmente en el organismo, ya sea a partir de metabolitos
intermedios o de aminoacidos esenciales (Cheftel et al., 1989). Sin embargo, los
aminoacidos esenciales (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, tript6fano y valina), formados por moléculas de carbono, no pueden ser
sintetizados por el propio organismo y deben ser adquiridos a través de la dieta
(Institute of Medicine, 2005). Esta dificultad en la obtencién de aminoacidos hace
que la presencia de aminoacidos esenciales, aumente la calidad nutricional de la
proteina. En cuanto a la digestibilidad de la proteina, existen factores intrinsecos
(composicién de aminoacidos y estructura quimica) e extrinsecos (tratamiento
térmico, factores antinutricionales y fijacién a metales, lipidos, acidos nucleicos,
celulosas y otros polisacaridos) que afectan a esta caracteristica (Cheftel et al., 1989;

Ustunol, 2015).
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En cuanto a la cantidad, los requerimientos de proteina y aminoacidos pueden estar
expresados en varios términos (Tabla 2) y dependen de varios factores, como edad,
sexo y peso (Institute of Medicine, 2005). Mujeres embarazadas (1,10g/kg/dia) y en
fase de lactancia (1,30g/kg/dia) requieren mayor ingesta de proteinas que mujeres
y hombres en general (0,95-0,80g/kg/dia). Los nifios lactantes también presentan
un requerimiento de proteinas mayor (1,50-1,20g/kg/dia) en comparacién con
nifios de entre 1 y 13 afios (1,05-0,95g/kg/dia). A medida que aumenta la edad
durante la etapa infantil, la cantidad de proteina necesaria disminuye (Institute of

Medicine, 2005).

Tabla 1. Términos para expresan la ingesta diaria de referencia

Término Definicion

Nivel de ingesta diaria promedio suficiente para cumplir
Recommended con la necesidad nutricional de casi todos (97-98%) los
Dietary Allowance individuos sanos que forman un grupo segun su etapa de
(RDA) vida y sexo

Nivel de ingesta diaria promedio recomendada basado en
aproximaciones determinadas experimentalmente por

Adequate Intake
(AI) un grupo (o grupos) de personas aparentemente sanas
que se usan cuando un RDA no puede ser determinado.
Estimated Average Nivel de 1ng(.esta diaria p.romedlo es.tlmla('io para cumplir
. con la necesidad de la mitad de los individuos sanos que
Requirement (EAR)

forman un grupo seguin su etapa de vida y sexo

Sin embargo, existen estudios que determinan que una mayor ingesta de proteina
podria tener efectos beneficiosos para la salud de ciertos grupos de poblacion. Es
sabido que a medida que pasan los afios se produce una pérdida de masa muscular
esquelética y fuerza, lo cual conduce a una pérdida de capacidad funcional
(Koopman & van Loon, 2009; Welch, 2014). De hecho, la existencia de enfermedades
geriatricas, como la sarcopenia, estad relacionado con dicha pérdida muscular
(Fielding et al.,, 2011). Este tipo de problema se debe a un trastorno en la regulacion
del proceso de renovaciéon de las proteinas musculares que produce un
desequilibrio entre su sintesis y su degradaciéon (Koopman & van Loon, 2009).
Varios estudios afirman que la combinaciéon de ejercicio fisico y la ingesta de

proteinas presenta un efecto sinérgico en la preservacién del musculo esquelético
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(Isanejad et al, 2016; Landi et al., 2017). Sin embargo, las personas ancianas
presentan evidencias de una resistencia anabolica, por lo que requieren una mayor
ingesta proteica (1,00-1,30 g/kg/dia) para estimular la sintesis de musculo, y por
tanto, la conservacion del musculo esquelético (Ni Lochlainn, Bowyer, & Steves,
2018; Welch, 2014). Entre las posibles proteinas a utilizar, la proteina de suero de
leche, debido a sus altos niveles de aminoacidos de cadena ramificada (Millward,
Layman, Tomé, & Schaafsma, 2008), podria ser una buena opcién. La presencia de
este tipo de aminoacidos, entre los que se encuentran leucina, isoleucina y valina,
incrementa la sintesis de proteinas y disminuyen su degradaciéon (Boland, 2011;
Casperson, Sheffield-Moore, Hewlings, & Paddon-Jones, 2012), al activar las enzimas
principales involucradas en el proceso de sintesis (Blomstrand, 2006). Asi, Katsanos
et al. (2008) indico la existencia de una relacion positiva entre los niveles de este
tipo de aminoacidos y el incremento de proteina muscular en personas ancianas.
Ademas de las personas ancianas, los deportistas conforman un grupo de poblacion
para el cual una mayor ingesta de proteinas también conlleva beneficios
nutricionales. Un entrenamiento compuesto por ejercicios de resistencia puede
incrementar de forma eficaz la masa y fuerza muscular, asi como mejorar la
capacidad funcional (Evans, 1995) ya que, como se ha dicho anteriormente, estimula
la sintesis de proteinas. Sin embargo, la degradacién de las proteinas musculares
también se estimula después del ejercicio, aunque en menor medida (Phillips,
Tipton, Aarsland, Wolf, & Wolfe, 1997). Para conseguir una mayor tasa final de
estimulacién del proceso de sintesis es necesario un incremento de la ingesta de
proteinas (Koopman & van Loon, 2009).

En pacientes con problemas renales cronicos, la ingesta diaria recomendada de
proteina es baja (0,60-0,80g/kg peso). Sin embargo, para pacientes con enfermedad
renal en etapa terminal y/o sometidos a tratamientos de hemodidlisis, la
recomendacion diaria debe ser mayor que la propia de personas sin la enfermedad
(>1,20g de proteina/kg de peso) (National Kidney Foundation, 2000; Tallman,
Sahathevan, Karupaiah, & Khosla, 2018). Estos pacientes con frecuencia tienen poco
apetito y fatiga, lo cual reduce las ganas de cocinar, y la existencia de productos listos
para consumir puede facilitar la ingesta de una mayor cantidad de proteina (Alquist

& Stall, 2018).
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Por ultimo, existen estudios que analizan la saciedad tras la ingesta de una comida
rica en carbohidratos y unarica en proteinas, y todos ellos coinciden en que tras esta
ultima se presenta menor sensacién de hambre (Bertenshaw, Lluch, & Yeomans,
2008; Latner & Schwartz, 1999). Algunos autores han estudiado el efecto de una
mayor ingesta de proteinas en la saciedad y han visto que existe una relacién
positiva entre ambos parametros (Porrini, Crovetti, Testolin, & Silva, 1995;
Vandewater & Vickers, 1996). Esto parece explicarse porque las proteinas tienen
una tasa de oxidacién mas rapida que los carbohidratos y estimulan una mayor
termogénesis, lo cual esta relacionado con un aumento de la saciedad (Bertenshaw
et al., 2008; Halton & Hu, 2004). Asi, la ingesta de proteinas proporciona un efecto
de saciedad mas a largo plazo, y esto puede ayudar en dietas para bajar o controlar

el peso corporal (Purwanti, Peters, & van der Goot, 2013).

2.1. Tendencia de mercado de productos ricos en proteinas

En EE. UU, el 55% de la poblacion declara que “alto en proteina” es un atributo a
tener en cuenta cuando realizan la compra y el 6% de los hogares tienen al menos
un miembro que sigue una dieta alta en proteina (mds de 5.4 millones de personas)
(Nielsen, 2018). Sin embargo, los motivos que llevan a elegir este tipo de productos
y el momento de consumirlo son diferentes en funcién de la edad o la situacion
familiar (Tabla 4). Ante esta situacion, la industria alimentaria responde a la
creciente demanda mediante la creacion de nuevos productos o la reformulacién de
los ya existentes para conseguir un alto contenido proteico. La manera de clasificar
o etiquetar un producto segin su contenido proteico varia en funcién de la
legislacién alimentaria de cada continente. En Canadd o Estados Unidos, las
alegaciones sobre el contenido proteico dependen de la calidad de la proteina
(Marinangeli, Mansilla, & Shoveller, 2018). Asi, para personas >1afio, la calidad
proteica de un alimento se cuantifica mediante el método PER (Protein Efficiency
Ratio) (Government of Canada, 2018) o mediante el método PDCAAS (Protein
Digestibility Corrected Amino Acid Score) (U.S. Food and Drug Administration and
Department of Health and Human Services, 2018). De esta forma, las proteinas
vegetales (cereales, legumbres, frutos secos, semillas) generalmente tiene menores

niveles de aminoacidos esenciales (mg/g de proteina) y menores coeficientes de
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digestibilidad comparado con las proteinas animales, lo cual afecta a la calidad de la

proteina y, por tanto, a la alegacion nutricional (Marinangeli et al., 2018)

Tabla 2. Who is searching for what in the protein space? Fuente: Nielsen Panel Survey, June 2018
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Sin embargo, segun la legislaciéon europea (European Parliament and of the Council,
2006), el contenido proteico de un alimento se basa en la energia que la proteina
representa en la energia total del producto. De este modo, un producto puede

presentar dos tipos de alegaciones:

» Fuente de proteina: al menos el 12% del valor energético del producto debe
ser proporcionado por la proteina.
= Alto contenido proteico: al menos el 20% del valor energético del producto

debe ser proporcionado por la proteina.

En la actualidad, existe una gran variedad de productos que alega un alto contenido
proteico. Por un lado, muchas empresas, siguiendo la tendencia actual, han decidido
reformular productos que ya se encontraban en el mercado para ofrecer una nueva
variedad con mayor cantidad de proteina, como por ejemplo Vitalinea PRO

(Danone), Mars HiProtein (Mars) y Thins PRO (Bimbo).

Por otro lado, la demanda de productos ricos en proteina ha desencadenado la
creacion de nuevas empresas que se dedican a la produccion, distribucion y/o
comercializacion de este tipo de productos. Estos productos se venden como una
nueva forma de consumir una mayor cantidad de proteina y estdn inmersos en un
marketing muy cuidado basado en la salud y/o la forma fisica. La proteina se incluye
en la formulacién del producto final o también se comercializa como ingrediente
para que sea el propio consumidor quien la integre dentro de sus comidas o recetas.
De acuerdo con el estudio de mercado realizado por la empresa NMI, sobre el 40%
de los millennials identifica la declaracién “alto en proteina” como un atributo muy

importante que hace mas recomendable el producto (Berry, 2018).

2.2. Proteinas en productos sin gluten

Esta comprobado que la mayoria de los productos sin gluten disponibles en el
mercado tienen un bajo contenido proteico, son deficientes en lisina, y su contenido
en grasas es alto (Fry, Madden, & Fallaize, 2018; Matos & Rosell, 2011; Missbach et
al., 2015; Naqash, Gani, Gani, & Masoodi, 2017; Rosell & Matos, 2015; Wu et al,,
2015). Miranda, Lasa, Bustamante, Churruca, y Simon (2014), comparando

diferentes productos comerciales con y sin gluten disponibles en Espaiia,
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observaron que los panes sin gluten analizados presentaban un contenido proteico
tres veces menor que sus homologos con gluten. Ademas, en el caso de los productos
horneados (bolleria, galletas...etc.), este mismo estudio determiné que la cantidad
de proteina incluida en los productos sin gluten era casi la mitad que la presente en
aquellos con gluten. Por su parte, Cornicelli et al. (2018) hizo un estudio similar al
de Miranda et al. (2014), pero con productos sin gluten disponibles en el mercado
italiano, y también observo que el contenido proteico era, en casi todos los
productos analizados, aproximadamente la mitad que el encontrado en los mismos
productos con gluten.

La explicacion a este hecho podria ser la propia formulacién de los productos sin
gluten, la cual incluye ingredientes con un bajo contenido proteico. El almidon y las
harinas sin gluten son los ingredientes con los que frecuentemente se elaboran los
productos libres de gluten (Capriles & Aréas, 2014). La composicion nutricional del
almidon es fundamentalmente carbohidratos, y a diferencia de la harina de trigo
(comunmente utilizada en productos con gluten), que tiene un 8-15% de proteina
(Uthayakumaran, Gras, Stoddard, & Bekes, 1999), su contenido proteico es menor
de 0,6% (Tester, Karkalas, & Qi, 2004). Por otro lado, existen productos sin gluten
que contienen solo harina sin gluten o una mezcla harina-almidén. Cabe pensar que
el uso de estas harinas podria mejorar el perfil nutricional del producto.

Sin embargo, de acuerdo con Miranda et al. (2014), el contenido proteico de los
preparados a base de harina y/o almidén sin gluten (1.43 g/100 g producto) frente
al de harinas comunes (9.77 g/100 g producto) estudiadas es muy inferior, por lo
que su uso tampoco permitiria obtener productos sin gluten con un contenido
proteico similar al de un producto con gluten. Asi, una opcién que nos permitiria
conseguir el objetivo deseado seria la adicion de proteinas exdgenas, la cual sera

analizada en la presente tesis.

3. PROPIEDADES TECNOLOGICAS DE LAS PROTEINAS EN LOS
ALIMENTOS

Las propiedades fisicoquimicas que poseen las proteinas definiran su influencia en
las caracteristicas finales de los productos que las contienen. Las proteinas son
comunmente utilizadas como ingredientes estructurantes en alimentos sélidos o

semisolidos para conferirle una resistencia mecanica y unas caracteristicas
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propiedades texturales o como agentes espesantes en alimentos liquidos para
alcanzar la consistencia y estabilidad deseada (Chan et al.,, 2007). Cada proteina
puede influir de distinta forma en las propiedades del producto final, por lo que es
muy importante el tipo de proteina que se elige segin el efecto que se quiera

conseguir.

3.1. Propiedades de hidratacién

La mayoria de las propiedades funcionales de las proteinas estan relacionadas con
su interaccién con el agua. La capacidad de retencién de agua depende de la
estructura de la red proteica y de las interacciones entre proteinas y otras
macromoléculas. De esta forma, esta propiedad es considerada una propiedad
funcional de las proteinas (Barbut, 1996) y determinara algunas de sus posibles
propiedades como solubilidad, propiedades emulgentes, gelificacion o sinéresis,
entre otras (Zayas, 1997). Hermansson (1986) defini6 la capacidad de retencion de
agua como una propiedad fisica que mide la habilidad de la estructura de un
alimento para prevenir la pérdida del agua contenida en la estructura
tridimensional de la proteina. Sin embargo, en funcién de las condiciones de
medicion de esta propiedad, existen diferentes parametros que pueden ser usados
para su definicidn. La capacidad de retencién de agua (WHC, water holding capacity)
se define como la cantidad de agua retenida por la muestra sin ser sometida a
condiciones de estrés (AACC, 2012). Por otro lado, cuando la muestra se somete a
un proceso de centrifugacion a baja velocidad, la cantidad de agua retenida se define
como la capacidad de fijaciéon de agua (WBC, water binding capacity) (AACC, 2012).

Ambos parametros se determinan a temperatura ambiente (20-25°C).

Las moléculas de agua que rodean una proteina pueden clasificarse en funcién de su
distancia e interaccion con la proteina (Yada, 2018). Aquellas moléculas que forman
la llamada primera capa, consideradas frecuentemente como agua estructural, se
unen a grupos especificos de las proteinas mediante puentes de hidrégeno y
permiten la estabilizacidon de la estructura proteica (Zayas, 1997). Por otro lado,
existen moléculas de agua muy altamente estructuradas que se asocian con grupos

ionicos, polares y no polares en la superficie de la proteina (Damodaran, 2008).
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Factores como la concentracién de proteina, pH, fuerza idénica, temperatura,
presencia de otros compuestos (sal, grasas, polisacaridos hidrofilicos, etc..), ratio y
duracién del proceso de calentamiento y condiciones de almacenamiento pueden
influir en la capacidad de retenciéon de agua (Damodaran, 2008; Zayas, 1997).
Cambios en el pH de una solucién proteica puede causar cambios en la carga y la
conformacidn de las proteinas, haciendo mas accesibles los puntos de unién con el
agua. Consecuentemente, un incremento de la polaridad de las proteinas aumenta
la cantidad de agua retenida (Zayas, 1997). En soluciones salinas, la sal se asocia con
las proteinas de carga opuesta, lo cual decrece la energia electrostatica libre de la
proteina e incrementa la actividad del solvente. Esto proporciona una unién
adicional del agua a la proteina y aumenta su capacidad de retencién. Sin embargo,
cuando la concentracion de sal es elevada (>1M), la sal interactiia con el agua que le
rodea, decrece la cantidad de agua disponible para la proteina y se reduce la
cantidad de agua retenida (Ustunol, 2015). En el caso del efecto de la temperatura,
siempre que no haya cambios en la conformacion de la proteina, la capacidad de
retencion de agua normalmente disminuye tras un proceso de calentamiento. En el
caso de que la proteina sufra un cambio en su conformacién durante el proceso de
calentamiento, esto también influiria en la capacidad de retencién de agua, pudiendo

también disminuirla o aumentarla (Zayas, 1997).

3.2. Gelificacion

La gelificacion se define como un proceso que ocurre cuando las proteinas
desnaturalizadas se convierten en segmentos de polipéptidos, los cuales interactian
y se agregan para dar lugar a una red proteica ordenada (Hermansson, 1979). La
formacién de esta red proteica es el resultado de un equilibrio entre interacciones
covalentes (enlaces disulfuro) y no covalentes (puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas e interacciones electrostaticas) (Schmidt, 1981). La proporciéon de
enlaces covalentes y no covalentes determinara diferencias entre proteinas y su
influencia en la textura final del gel (Foegeding & Davis, 2011). Ademas, es
importante destacar que la propiedad de gelificacion de las proteinas no sélo se
utiliza para la formacion de geles sélidos viscoelasticos, sino también para mejorar
laabsorcién de agua, el espesado, la union de particulas (adhesién) y para estabilizar

emulsiones y espumas (Cheftel et al., 1989) .

13



INTRODUCCION

En funcién de las propiedades fisicas y sensoriales de los geles proteicos, éstos
pueden dividirse en semisoélidos y so6lidos blandos. Aunque las diferentes
estructuras proteicas varian segin el tipo de proteina y las condiciones de
gelificacion, todas ellas se consideran mas o menos como un agregado primario
(agregados de varias proteinas que permanecen dispersas y tienen una forma
caracteristica, como una hebra flexible, varilla rigida o globular) que experimenta
una agregacion secundaria para formar una red de gel (Erik van der Linden &

Foegeding, 2009).

En la mayoria de los casos, la gelificacién sélo se produce si existe un tratamiento
térmico y en ocasiones puede necesitarse un enfriamiento posterior, una ligera
acidificacion o la adicion de sales. Ademas, existen proteinas que pueden
modificarse sin calentamiento, inicamente con una hidrolisis enzimatica moderada
(micelas de caseina, clara de huevo), una simple adicion de iones-calcio (micelas de
caseina) o una alcalizacion seguida de un retorno a la neutralidad o al pH isoeléctrico
(proteinas de soja) (Cheftel et al,, 1989). Las propiedades de gelificacidon de las
micelas de caseina son bastante conocidas ya que son la base para la preparacién de
un gran namero de productos como cuajada, queso o productos lacteos gelificados.
Por otro lado, de acuerdo con Cheftel (1989) la proteina de suero de leche en
solucidn, a una concentracion superior a 5%, tiene buenas propiedades gelificantes
cuando se calienta a temperaturas de 70-85°C pero los geles suelen ser menos
firmes y menos elasticos que los de ovoalbuimina. Asf, las proteinas de clara de huevo
son consideradas como el mejor agente gelificante o ligante. Esta proteina comienza
a coagular a wuna temperatura relativamente baja (aprox. 60°C) por
desnaturalizacion de la conalbumina y cogelificacion de la ovoalbumina
(Kiosseoglou & Paraskevopoulou, 2006). Sin embargo, para conseguir formar un gel
es necesario un calentamiento a temperaturas mas altas (85°C), para que la
ovoalbumina sufra una desnaturalizacion practicamente total y participe en el
desarrollo de una red de gel (Paraskevopoulou, Kiosseoglou, Alevisopoulos, &

Kasapis, 2000).

3.3. Propiedades emulgentes
La actividad emulgente de una proteina se define como su habilidad para participar

en la formacién y estabilizacion de una emulsién (Zayas, 1997). Debido a su
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naturaleza anfifilica y su capacidad de formar peliculas, las proteinas son
comuinmente utilizadas como agentes emulsionantes (Foegeding & Davis, 2011).
Seguin Zayas (1997), las caracteristicas utilizadas para describir las propiedades

emulgentes de las proteinas son:

* (Capacidad emulgente (CE): es la cantidad de aceite (ml) que es
emulsionado por un gramo de proteina bajo condiciones especificas hasta
que se produzca la inversién de fase. La CE depende de un emulsionante
depende de su capacidad para formar peliculas de adsorcién alrededor de

los glébulos y para reducir la tension interfacial en la interfase aceite-agua.

» Estabilidad de la emulsion (EE): es la capacidad de las gotas formadas en
la emulsién de mantenerse dispersas sin separacién por cremado,

coalescencia y floculacién.

= Actividad emulgente (AE): es el maximo area interfacial (cm?) por cada

gramo de proteina de una emulsion estabilizada.

De acuerdo con Kato y Nakai (Kato & Nakai, 1980) existe una relacion entre la
estructura de la proteina y sus propiedades emulgentes, ya que observaron una
fuerte correlacién entre la CE y la hidrofobicidad de las proteinas. Kato, Tsutsui,
Matsudomi, Kobayashi, y Nakai (1981) también mostraron una correlacion entre la
hidrofobicidad superficial y tension interfacial de soluciones proteicas y las
propiedades emulgentes de las proteinas. Las proteinas con una mayor
hidrofobicidad superficial son adsorbidas en la interfase aceite-agua y forman una
pelicula viscoelastica por medio de interacciones intermoleculares (Amagliani &
Schmitt, 2017; Damodaran, 2005). Las proteinas se colocan de tal forma que sus
aminodacidos hidro6fobos queden dentro de la fase grasa y los aminoacidos
hidrofilicos dentro de la fase acuosa (Walstra, 2002). Estas proteinas adsorbidas,
reducen la tension entre fases y facilitan la formacioén de emulsiones (Kato & Nakai,
1980). Cabe destacar que existen factores como la concentracion de proteina, el pH
del medio, la fuerza idnica o la exposicion a un tratamiento térmico, entre otros, que
afectan a la CE de las proteinas (Lam & Nickerson, 2013). Cuando una emulsién
proteica se somete a un tratamiento térmico de corta duracion, ésta es estable ya

que se contrarresta el efecto de agregacion de las gotas debido a las fuerzas de
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repulsién que existen entre ellas (Molet-Rodriguez, Salvia-Trujillo, & Martin-
Belloso, 2018). Por ejemplo, proteinas globulares con una gran hidrofobicidad
superficial como la lisozima, la ovoalbumina o la proteina de suero mejoran su
capacidad emulgente con un calentamiento moderado y un desdoblamiento parcial.
Sin embargo, en el caso de las caseinas, su alta CE sin calentamiento esta relacionada
con su alta solubilidad y su estructura disociada y desplegada por naturaleza (Zayas,
1997). Por otro lado, las proteinas globulares acttian como emulgente debido a
repulsiones electrostaticas que se producen a un pH por encima o por debajo de su
punto isoeléctrico (Molet-Rodriguez et al., 2018). Sin embargo, estas proteinas
tienden a formar agregados mediante enlaces hidrofébicos y de van der Waals
cuando las fuerzas de repulsiéon no son lo suficientemente fuertes como para
superar las fuerzas de atraccién a un pH cercano a su punto isoeléctrico (Teo et al,,
2016). De este modo, emulsiones con aislados de proteina de suero se mantuvieron
estables en un amplio rango de pH, excepto para aquellos valores cercanos a su
punto isoeléctrico, cuando se producia un proceso de sedimentacion (Teo et al.,,
2016). En cuanto a la EE, el efecto estabilizante de las proteinas se debe a la barrera
protectora que forman alrededor de las gotas de grasa, previniendo fenémenos de
coalescencia (Kinsella, 1979). Asi, la estabilidad a largo plazo de las emulsiones
depende del grosor y fuerza de las peliculas de proteinas adsorbidas en la interfase
aceite-agua (Zayas, 1997). Estas peliculas de proteina presentan resistencia a la
desorcion cuando dos gotas se ponen en contacto y son capaces de resistir choques

térmicos y fisicos, manteniendo la estabilidad de la emulsion (Hailing, 1981).

3.4. Propiedades espumantes

Al igual que las emulsiones, las espumas son sistemas bifasicos en los que una de las
fases esta dispersa en un medio continuo acuoso (Ustunol, 2015). Sin embargo, en
el caso de las espumas, la fase dispersa son burbujas de gas las cuales estan
separadas por una fase continua de capas liquidas delgadas llamadas “fase laminar”
(Campbell & Mougeot, 1999; Cheftel et al., 1989; Zayas, 1997). La funcién de las
proteinas como agentes espumantes es reducir la tension en la interfase, facilitando
la incorporacién de aire en la fase liquida (Akesowan, 2016). Debido a su caracter
anfifilico, las proteinas tienden a colocarse en la interfase aire-agua para formar una

barrera protectora elastica entre las burbujas de gas atrapada y previenen
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fenémenos de coalescencia entre las burbujas (Hailing, 1981; Santiago et al., 2008).
Las proteinas lacteas y las proteinas de huevo presentan buenas capacidades
espumantes (Berry, Yang, & Foegeding, 2009; Campbell & Mougeot, 1999; Han et al,,
2019; Kinsella & Morr, 1984). Ademas, una hidrolisis limitada de las proteinas u
otros ligeros cambios en su estructura como glicosilacion o fosforilaciéon pueden
causar importantes cambios en su capacidad de adsorcién (Ustunol, 2015). Ruiz-
Henestrosa et al. (2007) mostraron que, una ligera hidrolizacion (solo a 3-5%),
mejord las propiedades espumantes de un aislado de proteina de girasol en
comparacién con la misma proteina sin hidrolizar, especialmente cuando se
realizaba a un pH cercano al punto isoeléctrico de la proteina. Por otro lado, la
presencia de moléculas de azucar (sacarosa, lactosa, etc..) también puede afectar a
las propiedades espumantes de una proteina, reduciendo su habilidad para
adsorber y formar una pelicula estable alrededor de las burbujas de aire (Ustunol,
2015). Sin embargo, ese efecto puede variar en funcion del tipo de proteina. Davis y
Foegeding (2007) observaron que la proteina de clara de huevo era mas resistente
al drenaje y presenté mayor elasticidad en la interfase en presencia de sacarosa,

mientras que la proteina de suero mostro el efecto contrario.

4. PAPEL Y/0 EFECTO DE LAS PROTEINAS EN PRODUCTOS A BASE
DE CEREALES

Debido a sus propiedades tecnologicas, la proteina puede considerarse un
ingrediente de gran importancia en los productos elaborados a base de cereales. Las
propias proteinas presentes en el cereal o grano, como es el caso del gluten, asi como
aquellas que se incluyen en otros ingredientes (huevo o leche) pueden tener un
papel importante durante el proceso de elaboracién de algunos productos como
panes o bizcochos (Delcour et al., 2012a; Edith Wilderjans, Luyts, Brijs, & Delcour,
2013). Por todo esto, la adicion de proteinas exdgenas para satisfacer la demanda
actual de productos ricos en proteina, puede influir en las caracteristicas de la masa
y producto final ya que podria causar cambios en la estructura y color del producto,
hacerlo mas seco (incrementando la necesidad de agua y afectando, a su vez, en la
pegajosidad) o incluso proporcionarle aroma o sabor amargo, entre otros efectos

(Ingredion, 2018). Por todo esto, la incorporacion de proteina requiere una
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reformulacién para dar lugar a productos que puedan ser procesados a partir de una

formulacion ya existente, y que contintien siendo aceptados por los consumidores.

En la actualidad, existen diferentes articulos que estudian la incorporacién de
proteina en galletas, panes, bizcochos, etc. Sin embargo, en la mayoria de ellos no se
incorporan altos porcentajes de proteina y/o no se compara entre diferentes tipos
de proteinas. Sabiendo que cada proteina posee unas propiedades tecnoldgicas
especificas, la profundizacién en el conocimiento sobre su posible efecto de forma

individual y comparativa completaria la informacidn conocida hasta el momento.

4.1. Proteinas en galletas

El término galleta se refiere a un producto horneado de baja humedad (1-5%) que
incluye generalmente como ingredientes mayoritarios harina, azdicar y grasa
(Chevallier, Colonna, Buléon, & Della Valle, 2000; Chevallier, Della Valle, Colonna,
Broyart, & Trystram, 2002). Otros ingredientes minoritarios que pueden incluirse
en la formulacion son levadura, gasificantes, siropes, sal o emulsificantes (Pareyt &
Delcour, 2008). Segin las combinaciones y proporciones de ingredientes
mayoritarios y minoritarios utilizados se pueden encontrar diferentes tipos de
galletas, entre las que se encuentran las galletas de masa corta o quebrada, las cuales
fueron estudiadas en la presente tesis. El papel tecnoldgico o estructural de la
proteina en las galletas de masa quebrada se fundamenta en la teoria de considerar
este tipo de masa como un sistema bi-continuo. Baltsavias, Jurgens, y van Vliet
(1997) describieron la masa quebrada como un sistema bi-continuo, compuesto por
una fase grasa y una no grasa formada por una solucién saturada de sacarosa que
rodea particulas harina/almidén. Chevallier et al. (2000) también comparte la visién
de la masa corta de galletas como un sistema bi-continuo, y considera que esta
formada por una suspensién de proteinas, asociaciones almiddén-proteina y
granulos aislados de almidén dispersas en una solucién continua de azicar donde
las grasas estan emulsionadas. Por su parte, Manley (2000) coincide con esta ultima
descripcion y describe una masa corta como una matriz compuesta por una mezcla
de particulas proteicas y almidén con la grasa presente como glébulos de gran
tamafio. De esta forma, la cantidad y calidad de las proteinas presentes tiene una
gran influencia en el comportamiento reolégico de las masas y, por lo tanto, en las

caracteristicas finales de las galletas.
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Durante el proceso de amasado de algunos tipos de galletas se produce el desarrollo
de la red de gluten. Un nivel adecuado de agua junto con trabajo mecanico son
requisitos clave para que esto ocurra. Sin embargo, en el caso de las galletas de masa
corta, la cantidad de agua utilizada es muy reducida, por lo que el agua disponible
para la proteina es minima. Ademads, otras sustancias, como la grasa y el azucar,
también compiten por ese agua libre, y en este tipo de galletas, ambos ingredientes
se encuentran en altas concentraciones (Gaines, 1990). El reducido trabajo
mecanico aplicado y la baja cantidad de agua disponible explican que en este tipo de
galletas no se desarrolle la red de gluten y los resultados obtenidos en galletas con
y sin gluten pueden ser comparables.

Existen numerosos estudios basados en el analisis del posible efecto que la adicién
de proteinas puede producir en la reologia de galletas. Tanto Tang y Liu (2017)
como Gani et al. (2015) observaron una disminucion de la capacidad de absorcién
de agua de las mezclas harina-proteina con la adicion de proteina de suero. A su vez,
esta reduccion influye en la reologia de las masas ya que redujo los valores del
modulo elastico (G’), mddulo viscoso (G”) y consistencia (G*) (Sarabhai &
Prabhasankar, 2015), siendo este efecto mayor cuanto mayor era el contenido de
proteina. Por su parte, Mancebo, Rodriguez y Gémez (2016) también observaron
esta correlacion positiva entre la capacidad de absorciéon de agua y la reologia de las
masas ya que, con la adicién de proteina de guisante (0, 10 y 20%), se
incrementaron ambos parametros.

Por otra parte, son numerosos los autores que han estudiado como la incorporacién
de proteina puede interferir en los cambios que la galleta experimenta durante el
horneado y como esto afecta en sus caracteristicas fisicas y sensoriales.

Respecto a las dimensiones de las galletas, Rababah, Al-Mahasneh y Ereiifej (2006),
Singh and Mohamed (2007) y Sarabhai et al. (2015) observaron una reduccion del
diametro con el aumento del porcentaje de proteina de soja afiadido. Gani et al.
(2015) y Mancebo et al. (2016) no observaron ningun cambio en el indice de
expansion (didmetro/espesor) de galletas enriquecidas con hasta un 15% de
proteina de suero y un 20% de proteina de guisante, respectivamente. Sin embargo,
Tang y Liu (2017), Sarabhai et al. (2015), Sarabhai y Prabhansankar (2015) y Wani
etal. (2015) mostraron un incremento de este parametro con la adicién de proteina

de suero. Gallagher, Kenny y Arendt (2005) determinaron que la adicién de proteina
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de suero disminuia el didmetro y el espesor de las galletas. Sin embargo, en el
estudio de Parate et al. (2011), al incorporar un 20 y 40% de la misma proteina, el
didmetro se reduce y el espesor aumenta. Variaciones, tanto de ingredientes como
de proporciones, en las formulaciones utilizadas para la elaboracién de las galletas
podrian explicar estos resultados contradictorios.

En cuanto al color, la mayoria de los estudios coinciden en el hecho de que las
galletas enriquecidas con proteinas son mas oscuras (Conforti & Lupano, 2004;
Gallagher et al., 2005; Gani et al., 2015; Mancebo et al., 2016; Parate et al., 2011;
Sarabhai et al.,, 2015; Tang & Liu, 2017; Wani et al., 2015). Este oscurecimiento de
las galletas se puede explicar por un aumento del niimero de reacciones de Maillard
entre las proteinas y los azucares reductores (Gallagher et al., 2005; Pérez, Matta,
Osella, de la Torre, & Sanchez, 2013).

La textura de las galletas también se ve afectada de diferente forma en funcién del
tipo de proteina utilizado. Varios autores observaron un aumento de la dureza con
la adicion de proteina de suero (Gallagher et al., 2005; Gani et al., 2015; Sarabhai &
Prabhasankar, 2015; Tang & Liu, 2017). Sin embargo, Sarabhai et al. (2015) y
Conforti y Lupano (2004) mostraron que las galletas con proteina de suero
presentaron una dureza menor que el control. De nuevo, las diferencias entre
estudios pueden deberse a diferentes formulaciones de galletas. Por su parte,
Mancebo et al. (2016), Sarabhai et al. (2015) y Tang y Liu (2017) redujo la dureza
de las galletas de arroz al sustituir la harina por diferentes porcentajes de proteina

de guisante.

4.2. Proteinas en bizcochos

Los bizcochos son productos horneados elaborados principalmente con harina,
azucar, huevos, grasa o aceite y gasificante (Wilderjans, Luyts, Brijs, & Delcour,
2013). Durante el mezclado, los globulos de grasa de gran tamafo se transforman
en otros de menor tamafio para conseguir una emulsion estable. Esta reduccion de
tamafio se consigue mediante la disminucion de la tension interfacial entre las fases
agua y aceite, proceso en el que participan las proteinas del huevo (Pyler, 1988).
Mine (2002) afirma que, en primer lugar, las lipoproteinas de la yema se
descomponen en la interfase aceite-agua. A continuacion, sus proteinas se adsorben

en la interfase mientras que sus lipidos se unen con las gotas de aceite presentes en
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la masa. Las interacciones moleculares dentro de la capa adsorbida que rodea las
gotas de grasa contribuyen a la formacién de una pelicula que intenta estabilizar la
mezcla para evitar fenémenos de coalescencia (Wilderjans et al.,, 2013).

Ademas de una reduccién del tamafio de los glébulos de grasa, durante el mezclado
también se produce una incorporacién de aire en forma de burbujas las cuales se
retienen en la fase grasa (Wilderjans et al., 2013). Cuando los cristales de grasa se
derriten durante el horneado, las burbujas de aire migran de la fase grasa a la fase
acuosa y las proteinas de la clara de huevo se encargan de estabilizar dichas
burbujas. Asi, interacciones entre las diferentes proteinas de la clara de huevo
pueden contribuir a la formacién (globulina) y estabilizacién (ovomucina) de la
espuma mediante un rapido reordenamiento conformacional y la posterior
formacion de una pelicula alrededor de las burbujas de aire (Mine, 1995; Weijers,
van de Velde, Stijnman, van de Pijpekamp, & Visschers, 2006). A diferencia de la
clara de huevo, la presencia de yema de huevo afecta de forma negativa en la
formaciéon de espuma ya que influye en las interacciones proteina-proteina y
produce una disminucién de la elasticidad de la pelicula que rodea la grasa
(Kiosseoglou & Paraskevopoulou, 2006). A su vez, esta reduccion de la elasticidad
tiene un efecto negativo sobre el producto final ya que durante el horneado se
produce una expansion de las burbujas de aire, y la elasticidad debe ser suficiente
para soportar la presién ejercida por las burbujas y que no se produzcan fenémenos
de coalescencia. Durante las dltimas etapas del horneado, la masa de bizcocho pasa
de ser una masa liquida a una espuma sélida debido a la gelatinizacién del almidén
y la coagulacion de la proteina de huevo (Guy & Pithawala, 1981). Algunos autores
afirman que las proteinas de la clara y de la yema de huevo coagulan entre si y dan
lugar a una red de proteinas cuando se desnaturalizan (Kiosseoglou &
Paraskevopoulou, 2006; Wilderjans et al,, 2013).

Ademas, de las proteinas del huevo, la proteina de la harina también presenta cierta
funcionalidad durante el mezclado de los ingredientes y/o horneado de los
bizcochos. Durante el mezclado, las particulas de harina dificultan la coalescencia de
los glébulos de grasa debido a una obstruccién fisica y/o un incremento de la
viscosidad de la fase acuosa (Shepherd & Yoell, 1976). Ademas, este incremento de
la viscosidad reduce los fendmenos de coalescencia de las burbujas de aire, lo cual

contribuye a obtener una emulsiéon y una espuma mas estable, y por tanto, un
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bizcocho con mayor volumen (Wilderjans et al., 2013). Debido al hecho de que la
proteina absorbe dos veces su peso en agua (Pareyt & Delcour, 2008), un mayor
contenido proteico puede aumentar la capacidad de absorcién de agua de la harina
y por tanto, mejorar el volumen final del producto. Por otro lado, Donelson y Wilson
(1960) observaron que cuando el porcentaje de gluten aumentaba, el volumen de
bizcocho se incrementaba hasta alcanzar un maximo. Asi, a pesar de que el
desarrollo de la red de gluten en bizcocho es limitado (Wilderjans et al., 2013), las
proteinas del gluten pueden ser importantes para la formacién de la estructura del
bizcocho durante el horneado (Wilderjans, Pareyt, Goesaert, Brijs, & Delcour, 2008).
Como se ha explicado anteriormente, las proteinas del huevo se desnaturalizan
durante el horneado y esto hace que se vuelvan mas susceptibles para sufrir
entrecruzamientos (Wilderjans, Luyts, Goesaert, Brijs, & Delcour, 2010). Wilderjans
et al. (2008) observaron un descenso de la extractabilidad proteica durante el
horneado, el cual era mas pronunciado cuanto mayor era el contenido de gluten.
Este descenso podria indicar un entrecruzamiento entre las proteinas de huevo y el
gluten, dando lugar a una red de proteinas mixtas que forma una estructura estable
con una mayor resistencia a la coalescencia (Deleu, Wilderjans, Van Haesendonck,
Brijs, & Delcour, 2016; Kiosseoglou & Paraskevopoulou, 2006; Wilderjans et al,,
2010; Wilderjans et al., 2013).

Existen varios trabajos que estudian la influencia de la proteina en las caracteristicas
de bizcochos. En general, la adicién de proteina disminuyé la densidad del batido:
>30% de suero (Camargo et al., 2018; Jyotsna, Manohar, Indrani, & Rao, 2007), 20%
de proteina de soja (Majzoobi, Ghiasi, Habibi, Hedayati, & Farahnaky, 2014; Ronda,
Oliete, Gomez, Caballero, & Pando, 2011) y 15% de gluten (Wilderjans et al., 2008).
De esta forma, la disminucion de la densidad puede ser la explicaciéon al aumento del
volumen especifico observado por varios autores al incluir diferentes tipos de
proteina: guisante y amaranto, (Shevkani & Singh, 2014) suero (Camargo et al,,
2018; Jyotsna et al., 2007), clara de huevo y caseina (Matos, Sanz, & Rosell, 2014),
judia (Subagio & Morita, 2008), soja (Majzoobi et al.,, 2014) y trigo (Ronda et al,,
2011; Shevkani & Singh, 2014).

Sin embargo, existen autores como Sung, Park y Chang (2006), Shevkani etal. (2015)
y/o Campbell, Euston y Ahmed (2016) que observaron un efecto contrario de la

adicién de proteina en el volumen de bizcochos.
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Respecto a la textura, la adicién de caseina (Matos et al., 2014), proteina de alubia
(Shevkani et al,, 2015) y soja (Majzoobi et al., 2014; Sung et al., 2006) aument¢ la
dureza de los bizcochos. Por el contrario, la incorporaciéon de suero (Jyotsna et al.,
2007), guisante, amaranto y gluten (Shevkani & Singh, 2014) disminuy6 dicho

parametro.

Finalmente, como en el caso de las galletas, la mayoria de los autores coinciden en
que la presencia de proteina da lugar a productos mas oscuros, debido a un aumento
de las reacciones de Maillard entre las proteinas y los aztcares reductores (Camargo
et al,, 2018; Majzoobi et al., 2014; Matos et al., 2014; Shevkani et al., 2015; Shevkani
& Singh, 2014). Sin embargo, al no compararse diferentes tipos de proteinas, no es
posible conocer el grado de influencia de cada tipo de proteina. Asi, aunque en
general la presencia de proteina disminuy¢ la luminosidad de los productos, algunas
de ellas podrian influir en mayor medida sobre el producto final. Esta posible

diferencia entre proteinas se estudiara en la presente tesis.

4.3. Proteinas en pan

La proteina presente en la harina juega un papel muy importante durante las
diferentes etapas del proceso de elaboraciéon del pan. El pan se caracteriza por
presentar una estructura tipo esponja donde los elementos estructurales
principales son el almidon gelatinizado y la proteina desnaturalizada obtenidos
durante la coccion (Stauffer, 2007). La proteina de trigo se caracteriza por presentar
una fraccién de almacenamiento que posee la habilidad de formar una masa
viscoelastica tras ser hidratada y sometida a trabajo mecanico. Esta proteina de
almacenamiento insoluble es mayoritaria en la proteina de trigo y esta formada por
gluteninas y gliadinas (Lai & Lin, 2007). Otra fraccién proteica presente en la harina
de trigo es la fraccion soluble en agua, la cual contiene albiminas y globulinas. Estas
proteinas engloban fundamentalmente enzimas, inhibidores enzimaticos,
lipoproteinas, lecitinas y globulinas de funcién desconocida. Actualmente, la Unica
funcién conocida de estos compuestos durante el horneado es la accion de la §3-
amilasa en el almidon, la cual da lugar a maltosa que sirve como azucar fermentable
durante el proceso de fermentacién (Stauffer, 2007).

Cuando se habla de “desarrollo de la masa” este término incluye todos los cambios

que los ingredientes del pan comienzan a experimentar cuando se mezclan, entre
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los que se incluyen el desarrollo de la red de gluten (Cauvain, 2007). La hidratacién
de la harina y la aplicacién de trabajo mecanico hacen que se formen estructuras
fibrosas de proteina (Amend & Belitz, 1991). Durante las primeras etapas de
mezclado, las fibrillas de proteina hidratadas se adhieren entre ellas dando lugar
unared aleatoria de largas hebras. Estas hebras se estiran por la acciéon de mezclado,
haciendolas mas finas, orientandolas en la misma direcciéon y permitiendo la
interaccion de unas con otras. Cuando se alcanza el pico de consistencia, las fibrillas
proteicas presentan un didmetro bastante reducido en comparacién al original y
comienzan a interactuar bidimensionalmente en lugar de, como venian haciendo, a
lo largo de los ejes de las hebras individuales (Stauffer, 2007). De esta forma, las
proteinas de gluten se convierten en una red continua y cohesiva que rodea los
granulos de almidén y que proporciona propiedades viscoelasticas a la masa
(Delcour et al., 2012b). A nivel molecular, algunos autores afirman que durante el
mezclado se rompen los enlaces disulfuro que forman las gluteninas (Ewart, 1977;
Graveland et al, 1985). Asi, la glutenina se despolimeriza en subunidades mas
pequeiias, y se vuelve a polimerizar durante la etapa de reposo posterior. El tiempo
de mezclado requerido para conseguir el desarrollo de la masa esta directamente
relacionado con la cantidad de glutenina contenida en la harina. Cuanto mayor es el
contenido de glutenina, mayor es la energia que necesita para ser descompuesta y
reorganizarse en polimeros lineales (Orth & Bushuk, 1972; Singh, Donovan, &
MacRitchie, 1990).

Un aspecto a evitar durante el proceso de fermentaciéon de las masas es la
coalescencia de las burbujas de gas. Durante el mezclado, se introduce hasta un 15%
de gas en la masa y se estima que el nimero de burbujas de gas varia entre 1011 y
101 m-3 (Bloksma, 1990; Hamer, MacRitchie, & Weegels, 2009). El diéxido de
carbono genereado por las levaduras durante la fermentacién se difunde dentro de
estas burbujas y produce un aumento de volumen de la masa (Hamer et al., 2009).
Si la masa no presenta la viscosidad y elasticidad suficiente para soportar la
expansion de las burbujas, las burbujas comenzaran a tocarse, uniéndose y dando
lugar a otras de mayor tamafio (Campbell, 2003; Wiggins & Cauvain, 2007) . De esta
forma, la masa sufrira una pérdida de volumen durante la fermentacidn, lo cual se

considera un efecto no deseable. Existen varios articulos que estudian el efecto de la
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calidad y cantidad de proteina en el volumen del pan y su correlacion con la reologia
de la masa (Bloksma, 1990; Hoseney & Rogers, 1990).

Durante el horneado, las propiedades reolégicas del gluten cambian
significativamente cuando éste se somete a una temperatura de 50-55°C ya que
disminuye el médulo viscoso (G”) (Bale & Muller, 1970; LeGrys, Booth, & Al-
Baghdadi, 1981) y, o se mantiene constante (Bale & Muller, 1970) o reduce el
modulo elastico (G') (LeGrys et al., 1981). Por encima de 55°C, ambos moédulos se
incrementan, especialmente G”, lo cual aumenta el caracter viscoso del gluten (Bale
& Muller, 1970; LeGrys et al., 1981). Esta mayor proporcién de propiedades viscosas
mejora el volumen del pan ya que, como afirmaron LeGrys et al (1981), el médulo
elastico de la masa esta inversamente relacionado con el volumen del producto final.
Por otro lado, la desnaturalizacion de la proteina junto con la gelatinizacion del
almidon afectan a la difusion del agua ya que lo liberan y absorben. La gelatinizacidn
del almidén capta agua de las proteinas de gluten haciendo que las paredes de las
células de aire se vuelvan mas rigidas (Delcour et al., 2012b). Ademas, el incremento
de la temperatura producido durante el horneado promueve la formacién de
interacciones entre proteinas (Lagrain, Thewissen, Brijs, & Delcour, 2007; Singh,
2005; Veraverbeke, Courtin, Verbruggen, & Delcour, 1999). Al principio del
horneado, las gluteninas se polimerizan a través de la oxidacién de los grupos SH
libres y de las reacciones de intercambio SH-SS (Veraverbeke et al., 1999). A medida
que continda el proceso de horneado, los grupos SH libres promueven las
interacciones gliadina-glutenina dando lugar a una gran red proteica (Lagrain et al.,
2007). En el caso de los panes sin gluten, la funcion estructural del gluten se intenta
simular mediante el uso de otros ingredientes como almidones, hidrocoloides,
enzimas y/o proteinas para mejorar su estructura, aceptabilidad y vida util (Gujral
& Rosell, 2004; Mancebo, San Miguel, Martinez, & Gémez, 2015; Moore, Heinbockel,
Dockery, Ulmer, & Arendt, 2006). Ziobro, Juszczak, Witczak y Korus (2016)
afirmaron que la adicion de proteinas lacteas reforzé la estructura, y mejoro6 la
texturay color y ralentizd el envejecimiento de algunos productos. El incremento de
temperatura alcanzado durante el horneado también posibilita la formacién de
reacciones de Maillard, las cuales se producen entre azucares reductores y
aminodcidos, proteinas y/o otros compuestos nitrogenados (Purlis & Salvadori,

2009). El transporte de calor y la consecuente evaporaciéon del agua son los
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responsables de la formacion de la corteza (Mondal & Datta, 2008; Zanoni, Pierucci,
& Peri, 1994). Este gradiente de temperaturas hace que la temperatura en el exterior
esté por encima de 100°C (Purlis & Salvadori, 2009) y que se produzcan las
interacciones proteina-azucares reductores. Los panes sin gluten se caracterizan
por presentar cortezas de color palido y la adiciéon de proteinas exdgenas puede
conseguir mejorar su aspecto y aceptabilidad (Pico, Reguilén, Bernal, & Gémez,
2019).

Finalmente, diversos autores han estudiado la participacion de las proteinas en el
proceso de endurecimiento del pan. Algunos afirman que existen enlaces de
hidrégeno entre los grupos -OH de las cadenas de almidén y los grupos -NH2 de
proteinas, y que éstos aumentan en numero y fuerza durante el tiempo de
almacenamiento, incrementando la dureza de la miga (Martin & Hoseney, 1991;
Martin, Zeleznak, & Hoseney, 1991). Kim y D’Appolonia (1977a, 1977b) concluyeron
que existe una relacion inversamente proporcional entre el contenido proteico y el
proceso de endurecimiento durante el almacenamiento del pan. Por su parte, He y
Hoseney (1991) determinaron que la proteina procedente de harinas de baja calidad
interaccionaba con el almidén con mayor fuerza que la proteina de harinas de mayor
calidad, lo cual suponia que el pan iba a endurecerse mas rapidamente.

Debido a la influencia que la proteina puede tener en las propiedades del pan
elaborado con harina de trigo, existen numerosos estudios que analizan como la
adicion de proteinas exdgenas modifica sus caracteristicas reolégicas y/o fisicas.
Chinma, Ilowefah, Shammugasamy, Mohammed, y Muhammad (2015) observaron
que la presencia de proteina de salvado de arroz (5-15%) en la formulacién de panes
de trigo redujo sus propiedades reoldgicas (G’ y G”), y como consecuencia,
disminuy6 también su volumen. Como se ha explicado anteriormente, si una masa
pierde consistencia, su capacidad de retener las burbujas de gas que se expanden
durante la fermentacion es menor y como resultado, el volumen del pan disminuye.
Otros autores coinciden en el hecho de que, al incorporar proteina en panes de trigo,
su volumen se reduce (Campbell et al., 2016; Chinma et al., 2015; Erben & Osella,
2017; Lépez & Goldner, 2015; Serventi, Vittadini, & Vodovotz, 2018).

En cuanto a la dureza, autores como Campbell et al. (2016), Serventi et al. (2018) y
Chinma et al. (2015), observaron que al afiadir proteina de alubia carilla, garbanzo

y salvado de arroz, respectivamente, este parametro aumentd. Sin embargo,
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mientras que la proteina de garbanzo redujo la elasticidad y cohesividad de los
panes (Campbell et al., 2016), la proteina de salvado de arroz las incrementé
(Chinma et al,, 2015).

La incorporacion de proteina de salvado de arroz y altramuz también redujo la
luminosidad de panes de trigo, haciendo que estos sean mas oscuros (Chinma et al.,
2015; Lopez & Goldner, 2015).

Respecto a panes sin gluten, la incorporaciéon de proteina de soja aument6 G’y G” de
panes elaborados con harina (Crockett, Ie, & Vodovotz, 2011; Srikanlaya, Therdthai,
Ritthiruangdej, & Zhou, 2018) y almidén (Horstmann, Foschia, & Arendt, 2017;
Villanueva, Pérez-Quirce, Collar, & Ronda, 2018; Ziobro et al., 2016; Ziobro, Witczak,
Juszczak, & Korus, 2013). Las proteinas de patata (Witczak, Juszczak, Ziobro, &
Korus, 2017), caseina (Villanueva et al, 2018), salvado de arroz (Phongthai,
D’Amico, Schoenlechner, & Rawdkuen, 2016), guisante (Ziobro et al, 2016) y
colageno (Ziobro etal., 2013) también incrementaron las propiedades redlogicas de
masas de pan sin gluten. Mientras que Crockett et al. (2011) y Ziobro et al. (2013)
observaron que al sustituir parte de la harina y/o almidén por proteina de clara de
huevo las propiedades reoldgicas se redujeron, Phongthai, D’Amico, Schoenlechner
y Rawdkuen (2016) consiguieron aumentar el caracter elastico de panes de harina
de arroz al adicionar un 2 y un 4% de proteina de clara de huevo. Otros autores
tambien observaron una reducciéon de los parametros G’y G” con la incorporacién
de proteina de suero y altramuz (Srikanlaya et al., 2018; Ziobro et al., 2016). Estas
diferencias pueden deberse al hecho de que unos autores sustituyeron parte del
almidon por proteina, y otros adicionaron la proteina y por tanto, aumentaron el
contenido de sélidos de la formulacién. Este aumento puede producir un incremento
de la capacidad de absorcién de agua de la masa, y como resultado, dar lugar a una

masa con mayor consistencia.

Debido a la reduccién de la consistencia de la masa, los panes con proteina de suero
presentaron mayores volumenes con respecto al pan control (Aprodu, Alexandra
Badiu, & Banu, 2016; Krupa-Kozak, Baczek, & Rosell, 2013; Shin, Gang, & Song,
2010). Este mismo efecto fue observado en panes que contenian proteina de clara
de huevo (Crockett et al,, 2011; Nozawa, Ito, & Arai, 2016; Phongthai et al., 2016;
Storck et al., 2013; Ziobro et al., 2016, 2013) y caseinato (Aprodu et al., 2016; Shin
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et al,, 2010; Storck et al., 2013). Por otro lado, el aumento de la consistencia
mediante la incorporacién de proteinas de soja, patata, guisante y colageno dio lugar
a panes con valores de volimen especifico menores que la muestra control (Crockett
et al,, 2011; Horstmann et al., 2017; Marco & Rosell, 2008; Srikanlaya et al., 2018;
Witczak et al,, 2017; Ziobro et al., 2016, 2013).

En general, los panes sin gluten enriquecidos con proteina presentan una mayor
dureza que los panes control (Crockett etal.,, 2011; Gallagher et al., 2003; Horstmann
et al.,, 2017; Kittisuban, Ritthiruangdej, & Suphantharika, 2014; Nozawa et al., 2016;
Phongthai et al,, 2016; Srikanlaya et al., 2018; Storck et al., 2013; Witczak et al,,
2017). De hecho, Ziobro et al. (2016) observaron que al afadir un 10% de proteina
de guisante y de clara de huevo los valores de dureza de los panes se multiplicaban
por cinco. Sin embargo, de acuerdo con Shin et al. (2010) y Krupa-Kozak et al.
(2013), la incorporacion de proteina de suero redujo la dureza de panes sin gluten,
posiblemente debido a la reduccidn de la consistencia de las masas y el aumento de

volumen del producto final.

Por dltimo, cabe destacar que los panes sin gluten se caracterizan por tener un color
palido, y la adicién de proteina podria ser una herramienta para solucionar este
hecho. Asi, del mismo modo que con las galletas y bizcochos, la incorporaciéon de
proteina dio lugar a panes de coloraciones mas oscuras (Gallagher, Gormley, &
Arendt, 2003; Krupa-Kozak et al., 2013; Phongthai et al., 2016; Ziobro et al., 2016,
2013).

4.4. Proteinas en purés o salsas a base de sustancias almidonosas

Existen purés o salsas cuya composicion se basa en mezclas de sustancias
almidonosas (Arocas, Sanz, & Fiszman, 2009). La presencia del almidén en la
formulacion de este tipo de productos se fundamenta en su capacidad espesante
debido al proceso de gelatinizacién que sufre durante su calentamiento (Olkku &
Rha, 1978). Este proceso fisico-quimico experimentado por el almidon permite
obtener una consistencia y/o textura deseada. Como se explica en el apartado
anterior “Propiedades tecnoldgicas de las proteinas en los alimentos”, las proteinas
también desempefian una funcién espesante, por lo que el enriquecimiento proteico

de purés o salsas a base de almidon puede afectar a sus propiedades reolégicas. De
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esta forma, esta influencia de las proteinas en las caracteristicas del producto final
hace necesario su estudio en mayor profundidad. A pesar de su simplicidad y, por lo
tanto, su gran aptitud para servir como vehiculo de altos porcentajes de proteinas,
existe un limitado nimero de estudios sobre purés o salsas que contengan proteinas
y ninguno de ellos evalda la influencia de diferentes cantidades y tipos (Camire &
Krumbhar, 1990; Guardefio, Hernando, Llorca, Hernandez-Carrion, & Quiles, 2012;
Lim & Narsimhan, 2006; Quiles, Llorca, Hernandez-Carrion, & Hernando, 2012). Esta
falta de conocimiento hace necesario el estudio de cémo altos porcentajes de
proteinas pueden afectar a las caracteristicas fisicas y sensoriales de purés o salsas

a base de almidon.
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Objetivos

El objetivo principal de la presente tesis doctoral fue evaluar el efecto de la

incorporaciéon de altos porcentajes de diferentes proteinas en las caracteristicas

reologicas, fisicas y sensoriales de galletas, panes, bizcochos y purés sin gluten, para

obtener productos con un alto contenido proteico y una buena aceptabilidad por

parte del consumidor.

Para conseguir este objetivo general, se requiere el cumplimiento de unos objetivos

parciales:

L.

II.

[1L.

IV.

Estudiar los efectos que producen el tipo (origen, tamafio de particula,
solubilidad, etc.) y cantidad de proteina adicionada en las caracteristicas de
productos horneados sin gluten (galletas, panes, bizcochos).

Evaluar el efecto del nivel de hidratacion en las caracteristicas reolégicas y
fisicas de panes sin gluten enriquecidos con altos porcentajes de diferentes
proteinas.

Evaluar los cambios redlogicos y fisicos de los purés de harina extrusionada
de maiz enriquecidos con proteina, asi como la influencia de los procesos de
calentamiento, refrigeraciéon y congelacién sobre la calidad del producto
final.

Aplicar diferentes técnicas sensoriales (test de aceptabilidad, check-all-that-
apply (CATA) y projective mapping) para evaluar las caracteristicas
sensoriales de galletas sin gluten y hacer una comparativa con otras galletas

presentes en el mercado.
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Estructura

La presente tesis doctoral esta dividida en tres capitulos diferenciados en base al

tipo de producto estudiado y/o técnica de andlisis empleada. El capitulo 1 se

subdivide en tres apartados en funcién del producto horneado a evaluar. Estos

capitulos y apartados se corresponden con las publicaciones cientificas obtenidas a

partir de la investigacion llevada a cabo durante la tesis.

Capitulo 1: Enriquecimiento proteico de productos horneados

Sahagin, M., & Goémez, M. (2018). Influence of protein source on
characteristics and quality of gluten-free cookies. Journal of Food Science and
Technology, 55(10), 4131-4138. https://doi.org/10.1007/s13197-018-
3339-z

Sahagun, M., & Gomez, M. (2018). Assessing influence of protein source on
characteristics of gluten-free breads optimising their hydration level. Food
and Bioprocess Technology, 11(9), 1686-1694.
https://doi.org/10.1007/s11947-018-2135-0

Sahagun, M., Bravo-Nunez, A., Bascones, G., & Gémez, M. (2018). Influence of
protein source on the characteristics of gluten-free layer cakes. LWT, 94, 50-
56. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.04.014

Capitulo 2: Enriquecimiento proteico de purés instantaneos.

Sahagun, M., & Gomez (2019). The effect of different protein addition on the
rheological, physical and sensory characteristics of extruded maize-based
purees. International Journal of Food Science & Technology, 54(11): 3066-
3073. https://doi.org/ 10.1111/ijfs. 14227

Capitulo 3: Utilizacion de diferentes métodos para analisis sensorial de

productos enriquecidos

Sahagun, M., Gémez, M., Orden, D. & Fernandez-Fernandez, E. (2019).
Assessing protein addition on sensory characteristics of sugar-snap cookies:

application of check-all-that-apply questions and projective mapping.
*Pendiente de aceptacion.
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INFLUENCE OF PROTEIN SOURCE ON CHARACTERISTICS AND
QUALITY OF GLUTEN-FREE COOKIES

Marta Sahagin, Manuel Gomez

Food Technology Area. College of Agricultural Engineering. University of Valladolid,
34004 Palencia, Spain.

Journal of Food Science and Technology (2018) 55(10):4131-4138
doi: 10.1007/s13197-018-3339-2

Abstract

Proteins are essential nutrients in the diet, with the recommended amount of daily
protein consumption varying for people with different health status and activity
level. Cookies could be an adequate carrier of proteins because of their great
acceptability. The aim of this study was to analyse the effect of flour substitution
with different types of protein (pea, potato, egg white and whey) in gluten-free
cookies. Hydration properties, dough rheology, cookie characteristics (protein
content, dimensions, texture) and sensory acceptability were studied. The hydration
properties of mixtures with protein were lower than the control, with the exception
of pea protein. As for results from rheological analysis, G’ and G” values for pea and
potato protein were similar to the control, while egg white and whey protein had
lower values. Addition of egg white and whey protein respectively, produced harder
and wider cookies. The addition of potato protein yielded cookies with darker edges,
however, pea protein did not lead to any significant change in cookie parameters.
Sensory evaluation showed that the addition of pea protein produced cookies with
the same scores as the control sample, signifying that cookies with added pea

protein had the best acceptability.



ASSESSING INFLUENCE OF PROTEIN SOURCE ON
CHARACTERISTICS OF GLUTEN-FREE BREADS OPTIMISING
THEIR HYDRATION LEVEL

Marta Sahagtn, Manuel Gémez

Food Technology Area. College of Agricultural Engineering. University of Valladolid,
34004 Palencia, Spain.

Food and Bioprocess Technology (2018) 11:1686-1694
doi: 10.1007/5s11947-018-2135-0

Abstract

Most gluten-free products have lower protein content than their counterparts with
wheat flour. The addition of exogenous proteins could not only be a good option to
compensate for this reduction but also a tool to create gluten-free products rich in
protein. However, the different water-binding capacities of proteins modify dough
rheology, which also affects bread volume. Therefore, this study aimed to analyse
the incorporation of a high percentage (30%) of several proteins (rice, pea, egg
white and whey protein) in gluten-free breads whose hydration levels were
adjusted for each protein to achieve the maximum volume. In this way, the breads
with vegetal proteins required a higher amount of water than the breads with
animal proteins. Moreover, all enriched breads exhibited lower maximum volume
values than control, and the ones with whey protein presented the lowest volumes
overall. From these results, the rheological behaviour and characteristics (colour,
texture and weight loss) of optimised doughs and breads were measured. The
doughs with whey protein presented the highest G’ and G” values due to their low
hydration level, and the ones with egg white protein were very watery. Regarding
colour, the addition of protein led to darker crusts, with the ones with whey protein
being the darkest. With respect to the control, breads with animal proteins exhibited
higher hardness, especially with whey protein, while the ones with vegetal proteins

did not present significant differences.



INFLUENCE OF PROTEIN SOURCE ON THE CHARACTERISTICS
OF GLUTEN-FREE LAYER CAKES

Marta Sahagtn, Angela Bravo-Niinez, Guillermo Bascones, Manuel Gémez

Food Technology Area. College of Agricultural Engineering. University of Valladolid,
34004 Palencia, Spain.

LWT - Food Science and Technology (2018) 94:50-56
doi: 10.1016/j.Iwt.2018.04.014

Abstract

The aim of this study was to examine the effect of four commercial proteins (pea,
rice, egg white and whey) on the characteristics of gluten-free layer cakes. Rice flour
was partially substituted with 15, 30 and 45% protein. Hydration properties, batter
density and viscosity, cake characteristics (weight loss, specific volume, texture and
colour) and consumer acceptability were analysed. In general, the addition of
protein increased the viscosity of the batters, with higher protein contents
exhibiting greater effects and with pea protein presenting the highest effect overall.
The addition of egg white protein led to the hardest cakes (p < 0.05) and whey
protein, which also increased the cake hardness (p < 0.05), gave rise to cakes with
the highest specific volume. Both animal proteins increased the cake cohesiveness
and springiness (p < 0.05). On the contrary, pea and rice protein hardly modified
hardness, colour and specific volume of cakes overall, but reduced their
cohesiveness (p < 0.05). Regarding sensory evaluation, all protein-enriched cakes
presented lower acceptability with respect to control cake (p < 0.05), but this effect
was more pronounced when rice and egg white protein were added due to their
taste, odour and texture. Whey protein cakes were, among the enriched samples, the

ones with the highest acceptability.
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THE EFFECT OF DIFFERENT PROTEIN ADDITION ON THE
RHEOLOGICAL, PHYSICAL AND SENSORY CHARACTERISTICS
OF EXTRUDED MAIZE-BASED PUREES

Marta Sahagtn, Manuel Gémez

Food Technology Area. College of Agricultural Engineering. University of Valladolid,
34004 Palencia, Spain.

International Journal of Food Science and Technology, 54(11): 3066-3073
doi: 10.1111/ijfs.14227

Abstract

Over last years, consumers demand products that are easy to eat with health
benefits. The use of extruded flours would be a good choice to reduce the
preparation time. Moreover, high protein intakes would have a positive influence on
the health of specific population groups. Therefore, this study aims to assess how
the addition of vegetal (rice and pea) and animal (egg white and whey) proteins
could influence the characteristics of purees prepared with extruded maize flour.
Rheological behaviour, microstructure, viscosity, syneresis and sensory evaluation
of purees were determined. The incorporation of vegetal proteins hardly modified
the puree viscosity before and after heating, and reduced the syneresis after the
freeze-thaw process. Animal proteins reduced the viscosity and G'-G" at 30°C and
increased them after heating, and also increased the syneresis after cooling and
freezing. Finally, pea and egg white proteins hardly modified the overall

acceptability while whey protein improved it.
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ASSESSING PROTEIN ADDITION ON SENSORY
CHARACTERISTICS OF SUGAR-SNAP COOKIES: APPLICATION
OF CHECK-ALL-THAT-APPLY QUESTIONS AND PROJECTIVE
MAPPING

Marta Sahagun', Manuel Gémez', David Orden’, Encarnacién Fernandez-Fernandez'

'Food Technology Area. College of Agricultural Engineering. University of Valladolid,
34004 Palencia, Spain.

*Applied Mathematics Area. Physics and Mathematics Department. Alcald University,
28805 Alcala de Henares, Spain.

*Pendiente de aceptacion

Abstract

The aim of this study was to combine projective mapping and check-all-that-apply
(CATA) analysing the characteristics of protein-enriched cookies. Two evaluations
were performed, analysing commercial cookies together with control elaborated
cookies in a first evaluation to test the use of both methods with protein-enriched
samples. After that, control and protein-enriched cookies were examined in a
second evaluation. According to the results, it is possible to conclude that the
incorporation of high protein levels modified the sensory characteristics of cookies.
There were not significant differences between maize and wheat control samples
so, the addition and type of protein achieve more influence on consumer perception
than the type of flour used. Thus, the inclusion of whey and gluten protein lead to
crispy and dry cookies while the addition of hydrolysed gluten protein increase the
darkness and give rise to strong aftertaste. For his part, potato and egg white
proteins provide a medium-dark colour to maize cookies whereas pea protein was

the responsible of the mealy texture of cookies.
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Conclusiones

La principal conclusién que se extrae de la presente tesis es la posibilidad de obtener

productos sin gluten a base de cereales con un alto contenido proteico sin modificar

significativamente ni sus caracteristicas finales ni su aceptabilidad. Ademas, la

influencia de la proteina en cada matriz fue diferente segun el tipo y cantidad

utilizados debido a las propias condiciones de cada masa y/o producto.

De esta forma, las conclusiones especificas mas relevantes que se obtienen a partir

de los diferentes trabajos de investigacion realizados son:

La proteina de huevo aumenta excesivamente la dureza de las galletas
mientras que la proteina de suero da lugar a galletas mas oscuras y de mayor
diametro. Por otra parte, las galletas con proteina de guisante apenas

presentaron diferencias con la galleta original.

La presencia de proteina de guisante, y especialmente de proteina de arroz,
produce una reducciéon del namero de burbujas presentes en las masas de
bizcocho, siendo estas menos estables y dando lugar a fendmenos de
coalescencia durante el proceso de calentamiento. Por su parte, las proteinas
de clara de huevo y suero, debido a sus excelentes propiedades emulgentes,
ayudan a estabilizar las burbujas incorporadas durante el mezclado y dan

lugar a bizcochos de mayor volumen.

Los fendmenos de agregacion y coagulacién que sufren las proteinas de suero
y huevo, respectivamente, aumentan de forma significativa la dureza de los
bizcochos. De hecho, la adicién de un 45% de proteina de clara de huevo
multiplicé por nueve la dureza del producto final. Por otro lado, las proteinas
vegetales apenas modifican las propiedades de los bizcochos, aunque son

menos cohesivos y elasticos.

La optimizacion del volumen especifico de panes sin gluten en funcion del
nivel de hidratacion proporciona informacién adicional en comparacién con
los métodos tradicionales de hidratacion constante o ajuste por reologia. Las

proteinas vegetales requieren mayor cantidad de agua que las proteinas
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animales para obtener su volumen especifico maximo. Ademas, el valor de
volumen maximo de los panes con proteinas animales fue menor que el

obtenido con las proteinas vegetales.

A pesar de la necesidad de un valor de consistencia minimo para conseguir
un volumen aceptable, la proteina de huevo, gracias a su capacidad
coagulante, permite conseguir panes con un alto volumen a partir de masas

con una consistencia muy baja.

El menor volumen de los panes con proteina de suero provoca que su dureza
sea muy elevada. En el caso de la proteina de huevo, aunque su volumen sea
similar a la muestra control, sus propiedades coagulantes incrementan la

dureza de los panes.

El proceso de calentamiento modifica la influencia que las proteinas de suero
y clara de huevo ejercen sobre la viscosidad de purés instantaneos a base de
harina extrusionada. La adicion de estas proteinas reduce la viscosidad del
puré a 30°C mientras que, tras ser calentado, su viscosidad aumenta con

respecto al puré sin proteina.

La incorporacion de proteinas de guisante y arroz reduce la sinéresis que los
purés sufren tras un proceso de calentamiento. Esto, junto con su alta
aceptabilidad, hace que la proteina de guisante sea la mejor opcién para

obtener purés instantaneos enriquecidos con proteina.

Projective mapping y check-all-that-apply (CATA) son técnicas de analisis
sensorial con un efecto complementario, lo cual permite comprobar algunos
datos de textura y color medidos instrumentalmente, asi como obtener una
informaciéon mas completa sobre sabor y/o aroma que no se pueden
conseguir con otras mediciones. De esta forma, estas técnicas permitieron
observar que el tipo y la cantidad de proteina adicionada tenian mayor
influencia en la aceptabilidad que el tipo de harina utilizado. Ademas, se
demostré que el uso de proteina de suero permitié conseguir galletas sin

gluten mas similares a aquellas elaboradas con harina de trigo. Por ultimo,
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cabe destacar que los consumidores fueron capaces de agrupar variedades
de galletas que incluian algin ingrediente en comin como miel, harina

integral, etc.

Los resultados obtenidos permitiran continuar con nuevas investigaciones,
como el andlisis de la digestibilidad de cada proteina o la evaluacién del uso
de mezclas proteicas, para incrementar el conocimiento sobre el tema en

cuestion.
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Conclusions

The main conclusion of this doctoral thesis is the possibility to obtain gluten-free

bakery products with a high protein content without modifying significantly neither

their final characteristics nor their consumer perception. Moreover, the influence of

protein on each matrix was different based on the type and percentage due to the

own conditions of each dough and/or product.

In this way, the most relevant conclusions obtained from the research works

included in this thesis are described below.

Egg white protein increased excessively the cookie hardness whereas whey
protein led to darker cookies with higher diameter. On the other hand,
cookies with pea protein hardly showed differences respect to the control
sample.

The presence of pea protein and, especially, of rice protein caused a
reduction of bubbles number in cake doughs, being these less stable and
giving rise to coalescence phenomena during baking process. For his part,
egg white and whey proteins, due to their excellent emulsifying properties,
helped to stabilize the incorporated bubbles during mixing and led to cakes
with greater volume.

Aggregation and coagulation phenomena that egg white and whey proteins
experience during baking, respectively, rose significantly cakes hardness. In
fact, the addition of 45% egg white protein increased to nine times the
hardness. Otherwise, the vegetal proteins hardly modified cake properties,
although the final product was less cohesive and elastic.

Specific volume optimization of gluten-free breads based on the hydration
level provided useful additional information compared to traditional
methods (constant hydration or adjustment by rheology). The vegetal
proteins required higher water amounts than the animal proteins to get their
maximum specific volume. Moreover, the maximum specific volume of
breads with the animal proteins was lower than the one obtained with the

vegetal proteins.
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Despite the need of a minimum viscosity value to achieve an acceptable
volume, egg white protein, thanks to its coagulant capacity, allowed to

manage breads with high volume from batters with a very low viscosity.

The lower volume of breads with whey protein was the responsible of their
very high hardness. In the case of egg white protein, although the volume was
similar to control sample, its coagulant properties increased the bread

hardness.

Heating process affected the influence of whey and egg white proteins on the
viscosity of instantaneous purees based on extruded flour. The addition of
these proteins reduced the puree viscosity at 302C whereas, after heating, the

viscosity increased respect to the control puree.

The incorporation of pea and rice proteins reduced syneresis process that
purees undergo after heating process. This fact, together with the great
acceptability of pea protein, made that this protein was the best option to get

instantaneous protein enriched purees.

Projective mapping and check-all-that-apply (CATA) are sensory techniques
with a complementary effect, which allow for not only checking texture and
colour measurements, but also get more comprehensive information about
the taste and flavour that is not possible to obtain with other measurements.
Thus, these techniques allowed to notice that the protein type and
percentage had more influence on the consumer perception than the flour
type used. Moreover, it was demonstrated that the use of whey protein
permits to get gluten-free cookies more similar to those prepared with wheat
flour. Finally, it is important to underline that consumers were able to sort
cookie varieties that include some ingredient in common such as honey,

whole-wheat flour, etc.

The results obtained allow to continue with new research works, such as the
digestibility analysis of each protein or the assessment of protein mixtures,

to increase the knowledge about the topic.
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