FORMULACION DE UNA MATERIA PRIMA CON COMPETENCIA TECNOLOGICA
PARA SER APLICADA EN EL DISENO DE ALIMENTOS LIBRES DE GLUTEN
MEJORADOS NUTRICIONALMENTE

Trabajo de Investigacion presentado por:

CAROLINA ALVAREZ RESTREPO

Como requisito para optar al titulo de
Magister en Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias

Tutora: MSc. Seneida Maria Lopera Cardona
Cotutora: Dra. Cecilia Gallardo Cabrera

RSIDAD
DE ANTIOQUIA

1 803

UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA
MEDELLIN
2014



Trabajo de investigacion presentado en el marco del proyecto:

‘DESARROLLO DE UNA MULTIMEZCLA CON VALOR AGREGADO NUTRICIONAL
A PARTIR CULTIVOS REGIONALES PARA SER APLICADA EN LA
FORMULACION Y EL DISENO DE PRODUCTOS INNOVADORES DE ALTA
ACEPTABILIDAD Y CON POTENCIALIDAD DE IMPACTO EN LA
SEGURIDAD ALIMENTARIA Y NUTRICIONAL DEL PAIS”

CODI N° CIQF 138-2010

Grupo de Investigacion
Estabilidad de Medicamentos, Cosméticos y Alimentos

Directora
Dra. Cecilia Gallardo Cabrera

GEMCA

Grupo de Investigacion Estabilidad de
Medicamentos Cosméticos y Alimentos

FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA



DEDICATORIA

Con todo mi carifio dedico este trabajo,

A mis padres,

guienes durante toda mi vida me han brindado su amor,
comprension y apoyo incondicional; siendo testigos de

mi crecimiento personal, académico y profesional.
Gracias por darme este maravilloso hogar, por ensefiarme
a no rendirme, por ayudarme a cumplir mis suefios, por
cada palabra de aliento, por cada abrazo, por creer en mi;
a ustedes les debo todo lo que soy como ser humano:
mis valores, mis principios, mi empefo y perseverancia.
Me siento muy orgullosa y soy muy afortunada

de tenerlos como ejemplo.

A mi hermano,

quien ha sido un compafiero de vida. Gracias Sebas por estar
conmigo en mis victorias y no abandonarme en mis derrotas,
por alentarme a continuar, mil gracias por tus sonrisas,

por tu paciencia y por llenar mi vida de alegria

y amor cuando mas lo he necesitado.



AGRADECIMIENTOS

A mi tutora y amiga Seneida Maria Lopera Cardona, por creer en mi y darme la
oportunidad de aprender, por mostrarme mi profesion desde otra perspectiva, por
despertar en mi el amor por los granos y cereales, por ayudarme a realizar mis
suefios, por sus orientaciones y consejos bajo su tutoria, por estar conmigo en los
momentos dificiles proporciondndome soluciones y recursos para la culminacion de
mi trabajo.

A todos los integrantes del grupo de investigacion de Estabilidad de Medicamentos,
Cosméticos y Alimentos, especialmente a su directora Cecilia Gallardo, por
aceptarme, creer en mi proyecto y brindarme los recursos.

Al profesor Herley Casanova por su tiempo, confianza, ensefianzas y especialmente
por ayudarme a superar mis temores y crecer como ser humano.

A mis profesores de la maestria que dieron lo mejor de si y con sus lecciones y
experiencias me formaron para los retos profesionales que se han de presentar.

A mis amigos Jairo, Lina, Edwin, Fredy, Johanna, Yamilé y a mi prima Cristina por
sus conocimientos, su apoyo emocional, sus palabras de aliento y especialmente por
perdonar mis ausencias.

Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo — CIAD, ubicado en
Hermosillo, México; especialmente a la Dra. Ana Maria Calder6n de la Barca por
recibirme y poner a disposicién las instalaciones y sus recursos, a Nina Heredia,
Rene Valenzuela, Pame Granados y Denisse Rangel por su tiempo, colaboracién y
ensefanzas.

A la Universidad de Antioquia, su Facultad de Quimica Farmacéutica, su direccion de
Relaciones Internacionales y su Comité Central de Posgrados por el apoyo.

A cada una de las personas y entidades que directa o indirectamente aportaron para
la culminacion de este trabajo de investigacion; a las profesoras Cristina Valencia y
Diana Granda, a mis colegas y amigos Juan Daniel Restrepo, Catalina Yepes,
Sandra Yanez y Stefany de la Hoz, a los estudiantes de Proyecto Comunitario de la
Facultad de Quimica Farmacéutica.



TABLA DE CONTENIDO

RESUIMEN ..ttt sttt ettt sttt e b e b e s b e s st e e ab e et e e bt e sbeesae e sat e et e e b e e sbeesaeesabesabeebeennes 10
OBJETIVO GENERAL. ...ttt ettt ettt et et b e b e bt s he e st et e et e e nbeesbeesmeesmtesaneembeeneennes 11
OBJETIVOS ESPECIFICOS......viveeeeececeieeecsetetee et eeesee sttt ettt s sesessssssas s s s ssesssssssssssesesetesesesesesensasanas 11
ESTRUCTURA DE LA METODOLOGIA APLICADA ......oeieieieeeeteeeeeteteeeteeeeees ettt sesesesessssasesns s s ssenenns 12
1. ESTADO DEL ARTE SOBRE EL GLUTEN EN LOS ALIMENTOS Y SU RELACION CON LA SALUD.............. 13
1.1 Proteinas de [0S COIEAIES. .......oouiiiieiieeee ettt sttt et st be e s 13
1.1.1 Proteinas funcionales del Sran0........ccuueeeciiiiecciiee e e tee e e arae e et 13
1.1.2 Proteinas de reserva y estructurales del Srano .........ccccocuviiiiiiiiiicciiee e 14
O N ] [ =T o [ o =L T PP 15
1.2 Enfermedades asociadas al consumo de gIULEN .......cccviiiiiciiie e 17
1.2.1 Enfermedad CelIaca (EC)......uuiiiicuiiieeiiiee ettt e ettt e et e e ttee e e et e e e s e atae e e eabaeeeenraeeeennrenas 18
1.2.2 Ataxia POF SIULEN (AG) ..eeie e eeiiee ettt e e see e e et e e e e tb e e e e e tteeeseataeesenbaeeeensseeeeennrenas 20
1.2.3 Dermatitis herpetiforme (DH) .....cvieciee ittt e s e e et e e re e e baeesaree s 21
1.2.4 AlErgia @l tFIZO (AT ) .uueeecrieeiireeeite et eeeieeeeteesteeesteeesteeeraeesteeesbeeessseesssaeasseesnseeasseesnsasesseesnsennn 21
1.2.5 Sensibilidad al IULEN (SG) ...uuiii ettt e et e e e e e e e aba e e e earaeas 22
1.3 Productos libres 0 reducidos €N glULEN..........ueiiieiiiie e et e e e eaee e e e eanes 22
1.3, 1 NOIMATIVIAA. e ueieiiieetee ettt ettt et e s bt e e s bt e e st e e sbeeesabeesbbeesabeesabeeesareens 24
1.3.2 Ingredientes para elaborar productos libres de gluten ........ccccccveeiiiiiiii e, 24
1.3.3 Calidad sensorial y nutricional de los productos libres de gluten..........ccccccveeeecieeecciiee e, 27
1.3.4 Mercado de los productos libres de glULeN ..........cooocuiiieeciiii e e e 29
1.4 Métodos analiticos para la deteccion de gluten en alimentos ........cccccveeeeeciieieeciiee e 30
1.4.1 Extraccion de gluten €N aliMeNntos........coiiiiiiiiiiiieiciiiee e e ebee e e e 31
1.4.2 Ensayo inmuNoenzimatico ELISA..........viiiiiiiiieciiee ettt ree e e ree e e s aba e s e s abae e e enreeas 31
L1.4.3 PCR CUANTITATIVA...eiiiiiiiieeeieie et e s 33
1.4.4 Espectrometria de Masas MALDI-TOF..........ueiiiiieee et ee e et e e e ree e e e sbae e e e eabae e e eareeas 33
1.4.5TECNICA WESEEIN BlOT ...ttt e 34
R N S =Tl g1 or= I ol fo) g g - [ oY= - ot [ TSP PR 34
1.4.7 Tiras inMuNOCromMatografiCas .......uiiiciiiiiiiiie e e et e et e e e e e e e e enreeas 34
2. GERMINACION COMO ESTRATEGIA DE MEJORAMIENTO NUTRICIONAL DE LEGUMINOSAS............ 35
2.0 INEFOTUCCION ..ttt ettt ettt e b e b e e s bt e s ae e sat e et e e abeasbeesbeesaeesatesabesabeebeens 35
2.2 GEIMINACION ..ttt sttt ettt b e s bt st st et e bt e b e s b e e s bt e sae e et e et e e beesbeesanesmnesanesaneeneenes 36
B B = =10 0 11 [ 1= LT URPRTTNN 37
2.3.1 Composicion quimica y valor NUEFCIONAl .........coccuiiiieciiie e 38



R T A o= Tox o ] (== 10 A LU 1 oo 4 T= ] LS 39

2.3.3 Efecto de la germinacion sobre la calidad nutricional de las leguminosas.......cccceeevvveeeennnneen. 40
2.3.4 Uso de leguminosas en productos libres de gluten ..........coooecciiieieeii e 41
2.4 MicronUEHENtES dE INTEIES . ..eiiiiieeiie ettt ettt ettt st e e st e s bee e sab e e s beeesnreesneeesareeenns 42
2.4.1 RIDOTIAVING (RIT) ittt eeeeba e e e e e e eabb e e e e e e e eeeasbbaeeeeeesenns 42
N o 1Y ¢ o W =) OO UPPR 43
W . B A | oo TSP TSP OPPPPPPPPTPTON 43
2.5 Trabajo @XPEriMENTAL ......uiiiieiiie e e e st e e st ae e e ssaraeeesabaeeessnraeeesaasaeeeenn 44
2.5, 1 IMIAEEIIAIES ..ottt ettt b e bt ettt et e b e bt e s ae e st ear e e b e b ns 44
2.5.2 IMIBLOTOS ...ttt ettt st et et b e bbbt ea et et e bt e bt e e bt e sae e sat e sar e et e e b e enes 44
P R S U] 1 =T (o I B £ o U [ o ISP 46
2.6.1 Prueba germiNatiVa ....cc.ueei ittt e s et e e et a e e e e s ree e e enareeas 46
2.6.2 Germinacion y curvas de imbibiCiOn .........occiiii e 46
2.6.3 Cuantificacion de MiCroNUEMENTES.......coiuiiiiiiieeeeee e 50
2.7 CONCIUSIONES......eeiiiieiteeteet ettt ettt et h e s h e sttt e bt e b e bt e s bt e s ae e saeeeabe et e e nbeesbeesaeesmtesabeeabeenbeenes 53
3. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE HARINAS LIBRES DE GLUTEN ......ccooveveiieeeieeeeeeeeeeeeereeereeeeeeeaes 54
Bl INEFOTUCCION .ottt ettt ettt ettt e s a e st e s bt e e sabeeesbbeesabeesabbeesabeesbbeesaseesaseeesabeesnns 54
3.2 Generalidades de los materiales vegetales seleccionados ........cccccuueeeeciieeeeccieeecciiee e 54
3.3 Métodos para la caracterizacion de harinas ..........cuveeicciiee e e e e 58
3.3.1 Propiedades fUNCIONAIES ........cooiiiie ettt et e e et e e e e eba e e e e abee e e e abaeeeeenreeas 59
3.3.2 Propiedades de empastado (RVA): ...cc.eeeiiie ettt ettt e sre e e re e e s ve e e tae e are e staeeeans 61
3.4 Trabajo @XPEriMENTAl .......uiiiiiiiie e e e e e et e e et e e e e sataeeeeaaaeeeestaeeeeaaraeeeeas 63
B4 L IMIAEEIIAIES ettt ettt b bbbt et e ettt e e be e s he e ae e sateeabeeabe e beennes 63
3.4.2. ObeNCION dE NArNAS .....ciiuiiiiiiieee ettt ettt sbe e st st s b e b s 63
R B Y =1 o o oL TSP PR PP 63
3.4.4 ANAliSiS @STAISTICO ..eeuveerieiierieeite ettt st 65
3.5 ReSUItAdOS Y DiSCUSION ....uviiiiiiiiieeciitieeettee ettt e e et e e st e e st e e e et a e e e sataeeeesasaeeesssaeeessnsseeesnasrneenas 66
3.5.1 ObteNnCiON d& NariNas ......cooii ittt sttt et sbe e st s b e b e b e ns 66
3.5.2 Distribucion de tamano de PartiCula...........c.oeeoociie e 66
3.5.3 COMPOSICION PrOXiMal....cciiiciiiiiiiiie s e st e e e e ebe e e e e sbae e e esabae e e e sabaeeeenseeas 68
TR o] o I PP S PR PPV 71
3.5.5 Caracterizacion fUNCIONAL .........oouiiiiiiiee ettt sttt 71
3.5.6 Propiedades de empastado (RVA) ........ooo ittt e et e et e e e e e ate e e e eareeas 80
3.6 ANALISIS @STATISTICO weuuvieuiieiieiiertee et sttt s e s nes 86
3.7 CONCIUSIONES....neeiiiiieteettet ettt st sttt b e bt e s b e s he e st e et e et e e b e e sbeesaeesmtesanesaneeneenes 88



4. FORMULACION Y APLICACION DE UNA MATERIA PRIMA LIBRE DE GLUTEN CON VALOR

NUTRICIONAL MEJORADO ...ttt ettt ettt site st sttt e esbee s st e st e et e ebeesbeesenesabesaneenneenes 89
v R oY i oo [FToloi o o WU TP TSPV PUPOTOPPRPRINt 89
VI8 S -1 oTo] =Tl To T Jo LI o -1 o HU PRSP 90
4.3 AZENTES ESTIUCTUIANTES . i s s e e e s e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e esesaeeaeaeaaasasaensaennns 91
4.3.1 AIDUMING 08 NUBVO ...ttt st sttt esbe e saeesane e 91
4.3.2 GOM@ XANTN@N ...ttt sttt e b e bt e s b st e et ete e s be e saeesane e 92
L R N CTo o g = 1 C U= OO PP 93
4.3.4 Hidroxipropilmetilcelulosa (HPIMC).......coocuieiiieeieeciee et eee ettt e tae e stee e e snre e era e e 94
N - | o F=Y o =) q o =T 011 1 - | SRR 95
A4 T IMALEIIAIES ..ottt ettt ettt e b e b e s bt sa e ettt e b e e b nbe e sht e et e e te e beesreesaeeeas 95
A.4.2 IMBTOUOS ....eeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e s bt e e bt e e s bt e s bt e e sab e e s bt e e ab e e st e e e beeesabeesbaeenteesbaeeans 96
4.4.3 ANALiSiS @STAISTICO 1ouveieiiieriiieie ettt ettt st s e s e s e b e e sbeeenans 99
N (T U1 =T [o IRV B 1 1Yol U] e o PSSP 99
ENSAYOS DE PREFORMULACION ......coouiviviiiieiieteteteiteie et ettt s s s s es st ss s s sesesnanans 99
4.5.1 Elaboracion de panificados MOdEI0 .........oooieuiiiiiiciiiee e 99
4.5.2 Cuantificacidn de gluten por Elisa R5........ceiiiiiiiiiiiie ettt e s e e e e sere e 105
ANALOGO DEL GLUTEN w...ovvveeeteeetcteteteteeceee st s sttt sttt sesesesessssssssssasssssassssasasssasssssssssesasasenas 107
I B o o = o T ol U - | L =Y 1Y o LU 107
R N e CoY o] 1=To = To [T =To] Lo T ={ or- [y SURRR 112
FORMULACION DE LA MATERIA PRIMA LIBRE DE GLUTEN Y ENSAYO DE PROTOTIPO ........ccoevvnnee. 115
4.5.5 Formulacidn de la materia prima y composicidn proximal en base seca .........ccceecvveeeeivvennn. 115
4.5.6 Propiedades reoldgicas de 1a MEZCIa .......ceveceiiii i 117
4.5.7 El2aboracion de PrototiPo ....cccueiecccieieecciiee et ecee e e ettt e et e e e e eatre e e e etae e e esaaae e e eantaeeeeennreeeean 119
4.5.8 CoNCeNtracion de NUEMENTES.....cocuiiiiieeeeeeree ettt sttt eaee s 123
4.6 CONCIUSIONES. ...ttt et ettt st e b e b e sbe e s e e et e e b e e sseesaeesanesareeaneennes 124
CONCLUSIONES GENERALES ...ttt sttt ettt st sttt enne s 125
PERSPECTIVAS .ttt ettt et ettt e e e e e et e ee e e e e e s babee e e e e e e e s nrsbeeeeeeeeeaanssseeeeeeesaaannnenee 126
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt et e e s ettt e e e e e e s babe et e e e e e e s asebaeeeeeeeeaanssreeeeeeesasannnrnes 127
ANEXOS .ttt ettt ettt et e e e e b ettt e e e e e e e b e — et e e e e e e e e bt beeeeee e e e e nbabaeeeeeeeaannreeteeeeeeeaannrraeeeeas 145



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Composicidon proximal de las harinas obtenidas.

Tabla 2. Propiedades funcionales de las harinas obtenidas.

Tabla 3. Concentracion minima de gelificacion de las harinas obtenidas.

Tabla 4. Propiedades de empastado (RVA) de las harinas obtenidas.

Tabla 5. Resultados obtenidos de los mixogramas.

Tabla 6. Panificados modelo preformulados.

Tabla 7. Volumen especifico y dureza de los panes modelo preformulados.
Tabla 8. Curva estandar de gliadinas.

Tabla 9. Contenido de gluten en materias primas y panes modelo preformulados.
Tabla 10. Formulaciones para obtener el analogo del gluten.

Tabla 11. Formulaciones seleccionadas a partir del Ensayo 1 para el analogo del
gluten.

Tabla 12. Formulacién de la materia prima libre de gluten.
Tabla 13. Composicién proximal en base seca de la materia prima libre de gluten.
Tabla 14. Formulacion del prototipo libre de gluten.

Tabla 15. Contenido de micronutrientes en la materia prima y el prototipo libre de
gluten.



LISTA DE FIGURAS
Figura. 1. Clasificacion de las enfermedades asociadas al gluten.

Figura. 2. Mucosa duodenal (A) de un paciente no celiaco y (B) de un paciente con
enfermedad celiaca donde se muestra la lesidon con atrofia vellositaria.

Figura. 3. Estructura quimica de la riboflavina con atomos numerados.
Figura. 4. Proceso de germinacién para las leguminosas.

Figura 5. Prueba germinativa de (A) Lentejay (B) Garbanzo.

Figura 6. Curva de imbibicion para los granos de (A) Lenteja y (B) Garbanzo.
Figura 7. Granos germinados de lenteja.

Figura 8. Contenido de micronutrientes en la harina de lenteja germinada y sin
germinar.

Figura 9. Perfil cromatografico del contenido de riboflavina en la harina de lenteja
germinada.

Figura 10. Curva RVA.

Figura 11. Harinas obtenidas.

Figura 12. Distribucion de tamafio de particula de las harinas.

Figura 13. Composicion proximal de las harinas obtenidas.

Figura 14. Propiedades funcionales de hidratacién de las harinas obtenidas.
Figura 15. Propiedades funcionales tecnoldgicas de las harinas obtenidas.
Figura 16. Estabilidad de la espuma de las harinas obtenidas.

Figura 17. Propiedades de empastado (RVA) de las harinas.

Figura 18. Analisis de componentes principales.

Figura 19. Estructura quimica de la goma xanthan.

Figura 20. Estructura quimica de la goma guar.



Figura 21. Estructura quimica de la Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

Figura 22. Masas obtenidas de los mixogramas.

Figura 23. Cortezas de los panes modelo preformulados y sus cortes transversales.
Figura 24. Volumen especifico de los panes modelo preformulados.

Figura 25. Dureza de los panes modelo preformulados.

Figura 26. Extensibilidad de diferentes harinas evaluadas.

Figura 27. Curva estandar de gliadinas para la cuantificacion de gluten.

Figura 28. Ensayo cualitativo 1 de los analogos del gluten.

Figura 29. Ensayo cualitativo 2 de los analogos del gluten.

Figura 30. Region viscoelastica lineal de las formulaciones analogas del gluten
obtenida a partir del barrido de deformacion.

Figura 31. Efecto de la adicién de hidrocoloides en (A) el moédulo de almacenamiento
y (B) tangente de perdida de las formulaciones anélogas del gluten.

Figura 32. Barrido de frecuencia de los anélogos del gluten.

Figura 33. Region viscoelastica lineal de la harina de trigo (control) y de la materia
prima libre de gluten, obtenida a partir del barrido de deformacion.

Figura 34. Barrido de frecuencia de la harina de trigo (control) y de la materia prima
libre de gluten.

Figura 35. Prototipo libre de gluten (A) mezcla batida, (B) con 10 minutos de
fermentacion, (C) con 30 minutos de fermentacién y (D) horneado.

Figura 36. Cortezas de los panes y sus cortes transversales: (A) Control de trigo y
(B) prototipo libre de gluten.

Figura 37. Volumen especifico y dureza del control de trigo y del prototipo libre de
gluten.



RESUMEN

La tendencia mundial en la industria alimentaria es elaborar productos saludables de
buena calidad, que aporten valor nutricional a la dieta, esto se debe al incremento de
personas que buscan bienestar general y salud digestiva. En este grupo de
productos se incluyen los alimentos libres de gluten que surgen por la necesidad de
ofrecer un tratamiento a las personas que presentan enteropatias asociadas al
consumo de esta proteina. Sin embargo, la eliminacion del gluten influye
desfavorablemente en la calidad estructural y sensorial de los productos
convirtiéndose esto en un problema tecnolégico, ya que a nivel industrial adn no se
logra encontrar un material que simule las propiedades uUnicas que el gluten confiere
a los alimentos que lo contienen.

Lo anterior representa una oportunidad para incursionar en el tema con el fin de
obtener una materia prima que permita ser incorporada en la formulacion de
productos libres de gluten aportando propiedades tecnoldgicas, funcionales vy
nutricionales que den solucion al problema existente. La propuesta para el desarrollo
de esta materia prima es aprovechar materiales vegetales disponibles en la region
gque aun no han sido utlizados en este tema, combinados con agentes
estructurantes, someterlos a diferentes pruebas fisicoquimicas, funcionales,
bromatoldgicas y de competencia panadera para determinar su interaccion y definir
la formulacién 6ptima.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una materia prima libre de gluten, mejorada nutricionalmente, con
potencialidad para ser incorporada en la formulacién de productos panificados, de
molineria y afines; mediante el estudio y la caracterizacién de sus propiedades en
diferentes mezclas de harinas vegetales y coadyuvantes, empleando métodos de
analisis funcionales, bromatolégicos y fisicos, que orienten su aplicacién tecnoldgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar los cambios en el contenido de riboflavina (Rfb), hierro (Fe) y zinc (Zn)
en harinas obtenidas a partir del grano germinado y sin germinar de lenteja
(Capitulo 2).

2. Caracterizar harinas obtenidas de materiales vegetales, mediante analisis
bromatoldgicos, fisicoquimicos y funcionales, definiendo propiedades que
orienten su aplicacion en procesos alimentarios (Capitulo 3).

3. Evaluar el efecto de los agentes de estructura al ser incorporados en la matriz
alimentaria a través de pruebas reol6gicas y analisis estadisticos que faciliten
la seleccion de la formulacion éptima (Capitulo 4).

4. Evaluar las caracteristicas estructurales propiciadas por la aplicacion de la
materia prima formulada, en un producto panificado a través de pruebas de

competencia panadera (Capitulo 4).

5. Caracterizar los prototipos obtenidos mediante pruebas de deteccion de
gluten, composicion nutricional, volumen especifico y dureza (Capitulo 4).
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ESTRUCTURA DE LA METODOLOGIA APLICADA
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1. ESTADO DEL ARTE SOBRE EL GLUTEN EN LOS ALIMENTOS Y SU
RELACION CON LA SALUD

Histéricamente, los cereales y sus derivados han estado asociados al origen y
desarrollo de la civilizacion. Estos se encuentran entre los alimentos basicos,
ocupando un lugar indiscutible en la base de la pirdmide nutricional y son
considerados la fuente de nutrientes mas importante del mundo, gracias a que
aportan a la dieta de los seres humanos carbohidratos, proteinas, minerales y
vitaminas pertenecientes al complejo B. Los principales cereales son trigo, maiz,
centeno, arroz, cebada y avena (Rosell, 2013).

Del procesamiento de los granos de cereales se obtiene una amplia variedad de
alimentos, entre los que se encuentran harinas, productos horneados, pastas y
bebidas fermentadas. Para todos estos productos las proteinas presentes en las
semillas tienen efectos importantes, especialmente en los productos horneados ya
que le confieren caracteristicas estructurales y sensoriales Unicas al producto final. El
contenido proteico en los cereales varia entre 8 y 11% y depende del genotipo
(cereal, especie, variedad), de las condiciones durante el cultivo (suelo, clima,
fertilizacion) y del momento de la cosecha (Belitz et al., 2009; Kulp & Ponte, 2000).

1.1 Proteinas de los cereales

Convencionalmente, las proteinas presentes en los cereales han sido diferenciadas
en cuatro grupos segun su solubilidad en un rango de solventes acorde al
fraccionamiento de Osborne. Las albuminas solubles en agua, las globulinas en
soluciones de sal diluidas, las prolaminas en soluciones etanol acuoso al 70% vy las
glutelinas en acidos o bases diluidos. En general, las albuminas y globulinas
representan entre el 15-20% mientras que las prolaminas y glutelinas corresponden
al 80-85% del total de las proteinas presentes en el grano (Kigel & Galili, 1995).

1.1.1 Proteinas funcionales del grano: en este grupo se encuentran las albuminas
y globulinas. Son proteinas monoméricas, metabdlicamente activas, compuestas por
enzimas, nucleoproteinas y glucoproteinas, que se encuentran en el embridon y en las
capas mas externas del grano (Kulp & Ponte, 2000; Steffolani, 2012). Estan
concentradas en el germen, el salvado y las células de la capa de aleurona, y en
menor medida en el endospermo. Estas proteinas poseen un buen balance de
aminodacidos, presentan alto contenido de lisina y por lo tanto son nutricionalmente
mas completas que las prolaminas y glutelinas aunque son deficientes en
aminoacidos que contienen sulfuro (cisteina y metionina) (Gobbetti & Ganzle, 2013).

13



1.1.2 Proteinas de reserva y estructurales del grano: a este grupo pertenecen las
prolaminas y glutelinas. Se encuentran en el endospermo del grano donde forman
una matriz continua alrededor de los granulos de almidon (Steffolani, 2012). Su
funcidén bilégica es proporcionar nitrégeno y aminoacidos a la semilla durante la
germinacion. Constituyen la fraccion principal de proteinas en casi todos los
cereales, excepto en la avena, donde predominan las globulinas. Aunque las
glutelinas clasicamente han estado definidas como una fraccion independiente, hoy
en dia deben ser consideradas prolaminas ya que gracias al conocimiento de su
estructura y genética se determind que son solubles en etanol acuoso tras la
reduccion de los puentes disulfuro (Giménez & Barro, 2013; Gobbetti & Ganzle,
2013).

Las fracciones de prolaminas reciben diferente nombre segun el cereal de origen: en
el trigo son gliadinas, en el centeno secalinas, en la cebada hordeinas, en la avena
aveninas, en el maiz zeinas, en el millo y sorgo kafirinas y en el arroz orizinas. La
fraccion de glutelina en el trigo se denomina glutenina (Gobbetti & Ganzle, 2013;
Steffolani, 2012). Las dos fracciones contenidas en el trigo (gliadinas y gluteninas) en
presencia de agua forman el gluten: una masa viscoelastica cohesiva que puede ser
facilmente aislada de la masa de trigo, pero dificilmente del centeno y la cebada a
pesar de su estrecha relacion filogenética (Kigel & Galili, 1995).

Las prolaminas son proteinas monoméricas con peso molecular entre 30.000 y
55.000. Se clasifican en a/B, y y @ segun su movilidad en geles de poliacrilamida a
pH acido por electroforesis y de acuerdo a su secuencia de aminoacidos N-
terminales (Lutz, Wieser, & Koehler, 2012; Shewry & Tatham, 2000). Los enlaces
disulfuro juegan un papel clave en la determinacion de las propiedades de estas
proteinas ya que vinculan dos residuos de cisteina. Las o gliadinas son libres de
cisteina y por lo tanto ocurren como monomeros mientras que las a/p y y contienen 6
y 8 residuos de cisteina respectivamente formando 3 y 4 puentes disulfuro
intramoleculares (Gobbetti & Ganzle, 2013; Lutz et al., 2012).

Las glutelinas por su parte, son proteinas poliméricas elasticas que se unen a traves
de enlaces disulfuro intra e intermoleculares, siendo estos ultimos los responsables
de la polimerizacion. Su peso molecular varia de 500.000 a mas de 10 millones (Lutz
et al., 2012). Estan conformadas por dos subunidades: las de alto peso molecular
(HMW-GS) consideradas componentes criticos en las caracteristicas panaderas de
la masa y las de bajo peso molecular (LMW-GS) subdivididas en los grupos B, Cy D
en funcién de sus caracteristicas bioguimicas y sus propiedades funcionales (Pompa
et al., 2013).
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1.1.3 Gluten de trigo: la presencia de gluten en la harina de trigo, la convierte en la
mAas representativa para la industria de la panificacion, gracias a su capacidad Unica
de formar una masa viscoeldstica al ser mezclada con agua, capaz de retener el gas
producido durante la fermentacién. Esta propiedad se debe a la presencia de
gliadinas y gluteninas en el grano (Belitz et al., 2009; Hui, 2006). Por lo tanto, la
calidad de la harina de trigo esta determinada principalmente por la estructura
molecular, la cantidad y calidad de estas proteinas y la influencia de cada fraccion en
las propiedades funcionales de la masa durante el proceso de panificacién (Rosell,
2013; Steffolani, 2012).

Se considera que las gliadinas son las responsables de la viscosidad y extensibilidad
de la masa. Un exceso de estas debilita el gluten haciéndolo permeable, lo cual
impide la retencion de gas durante la fermentacion y la masa en lugar de esponjarse
se colapsa. Las gluteninas por su parte, aportan elasticidad y cohesividad a la masa;
considerandose que un exceso de estas genera alta cohesividad impidiendo la
expansion de la masa y por consiguiente la disminucion del volumen en el producto
final (Badui, 1996; Ledn & Rosell, 2007; Lutz et al., 2012; Pompa et al., 2013)

El gluten puede definirse como una mezcla cohesiva y viscoelastica, obtenida de la
hidratacion y el amasado de una harina que contiene principalmente proteinas de los
grupos gliadinas y gluteninas y otros componentes menores como almidén, cenizas,
lipidos y agua. El gluten es el resultado del procesamiento de la harina y no existe
como tal en el grano de los cereales. Quimicamente, esta compuesto por 70-85% de
proteina, 5-15% de carbohidratos, 3-10% de lipidos y 1-2% de cenizas (Hui, 2006).
Los carbohidratos presentes son principalmente pentosanos que al unirse retienen
una cantidad significativa de agua, mientras que los lipidos y las proteinas forman un
complejo lipoprotéico, responsable de las propiedades reoldgicas de la masa (Belitz
et al., 2009).

Su desarrollo implica la formacion de enlaces disulfuro covalentes e interacciones
secundarias mas débiles, tales como interacciones electrostéticas, interacciones de
van der Waals, enlaces de hidrogeno, asociaciones hidrofobicas e interacciones
dipolo-dipolo, haciendo del perfil de aminoacidos un componente importante. En este
predominan la glutamina y la prolina; quienes participan en la formacioén de puentes
de hidrogeno durante el amasado y representan mas del 50% de los residuos de
aminoacidos del gluten, ademas la glutamina y los grupos hidroxilo de los
polipéptidos del gluten contribuyen a sus propiedades de cohesion-adhesion (Arendt
& Dal Bello, 2008; Steffolani, 2012).

La baja solubilidad en agua es atribuida a su bajo contenido de lisina, arginina y
acido aspartico que en conjunto representan menos del 10%. Los residuos de
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aminoacidos del gluten hidrofobicos son alrededor del 30% y contribuyen en gran
medida a su capacidad para formar agregados de proteinas por interacciones
hidrofébicas, ademas unen lipidos y otras sustancias no polares. La presencia de
aminoacidos sulfurados como la cisteina propician la formacién de enlaces disulfuro
intra e inter polipéptidos (Arendt & Dal Bello, 2008; Hui, 2006).

Todas estas caracteristicas permiten diversas aplicaciones del gluten en la industria
alimentaria, especialmente en el sector de la panificacion. Una de las mas
importantes es la viscoelasticidad, que le permite a la masa expandirse y retener
las burbujas de gas durante la fermentacion, dando como resultado un pan leudado y
poroso después del horneado. La formacion de film le da a la masa la habilidad de
retener particulas solidas en suspension, ademas contribuye con la textura de la
miga y el volumen del producto final. Este film se crea por la interaccion de las
gliadinas y las gluteninas y se estabiliza por medio de puentes de hidrogeno, uniones
hidrofébicas y enlaces disulfuro intra e intermoleculares (Gobbetti & Ganzle, 2013;
Hui, 2006)

El gluten también es termoestable, esta propiedad se aplica cuando la proteina es
desnaturalizada por el calor y transformada en una masa firme durante el horneado,
influyendo asi en la textura y la forma final. Otra propiedad es la capacidad de
absorcion de agua que juega un papel importante en la humedad de la masa, en la
corteza, volumen, textura de la miga y vida util del producto; esta capacidad en el
gluten es aproximadamente 150-200% de su peso seco (Hui, 2006).

Aunque el gluten es un material valorado en la industria gracias a todas estas
propiedades, en el area de la salud se ha convertido en un problema ya que su
consumo genera un efecto toxico en individuos predispuestos genéticamente
(Delegge, 2010). Sin embargo, es importante aclarar que no todas las proteinas del
gluten son téxicas, y que aquellas téxicas, no lo son en la misma medida (Giménez &
Barro, 2013).

Se considera que la toxicidad del gluten se produce en fragmentos especificos de las
prolaminas del trigo, el centeno y la cebada (el papel de la avena aun es incierto),
debido a la secuencia de los aminoacidos que los componen y al predominio de
glutamina (~35%) y prolina (~15%) (Arendt & Dal Bello, 2008; Calderdn de la Barca &
Cabrera-Chavez, 2013). Estos fragmentos son dificilmente digeridos por las
proteasas gastrointestinales, resultando en péptidos relativamente grandes que se
acumulan en el intestino delgado (Giménez & Barro, 2013), mientras que los demas
péptidos son hidrolizados por las proteasas alli presentes, demostrando que la
estructura peptidica es esencial para producir el efecto toxico (Gallagher, 2009).
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Se puede afirmar entonces que las gliadinas son el principal componente toxico del
gluten, incluso se han identificado péptidos especificos como el 33-mer y el 17-mer
que contienen epitopos reconocidos por linfocitos T convirtiéndolos en contribuyentes
principales de la inmunotoxicidad del gluten (Giménez & Barro, 2013; Pefia &
Rodrigo, 2013). Por este motivo, el gluten ha sido identificado como detonante de
diferentes trastornos asociados a su consumo, entre ellos se encuentran la
enfermedad celiaca, la dermatitis herpetiforme y la alergia al gluten, condiciones que
afectan la calidad de vida de quienes las padecen y el Unico tratamiento existente es
una dieta con total ausencia de éste (Arendt & Dal Bello, 2008; Delegge, 2010).

1.2 Enfermedades asociadas al consumo de gluten

Se cree que hace unos 10.000 afios, la introduccion de cereales que contienen
gluten a la dieta de los seres humanos, representd un desafio evolutivo que origino
las condiciones para las enfermedades asociadas a este complejo proteico (Sapone
et al., 2012). Entre estas se encuentran la enfermedad celiaca (EC), considerada una
enteropatia autoinmune y la alergia al trigo (AT), representada por una reaccion
inmunolégica. Ademas, existen casos de reacciones al gluten conocidos como
sensibilidad al gluten (SG) en los que no intervienen los mecanismos alérgicos ni
autoinmune (Sapone et al., 2010). En la Figura 1 se presenta la clasificacion de las
enfermedades asociadas al gluten, propuesta en febrero de 2011 por Sapone et al.,
(2012).

Trastornos Relacionados
con el Gluten

Patogénesis

" No Autoinmune
No Alérgica
(Inmunidad Innata)

Autoinmune Alérgica

Inicio: horas o dias
después de la

Inicio: semanas o anos Inicio: minutos u horas
después de la después de la
exposicion al gluten exposicion al gluten

| |
Enfermedad Ataxia por Dermatitis
Celiaca Gluten Herpetiforme

Figura. 1. Clasificacion de las enfermedades asociadas al gluten.

exposicion al gluten

Sensibilidad al
Gluten

Alergia al
Trigo
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1.2.1 Enfermedad celiaca (EC): la EC se define como una enteropatia autoinmune
que se presenta en individuos predispuestos genéticamente, tras la ingestion de
péptidos derivados del trigo y otros cereales (Pefia & Rodrigo, 2013). Se caracteriza
por una respuesta inmune inapropiada de los linfocitos T contra los péptidos del
gluten en el intestino delgado, provocando atrofia vellositaria, inflamacion crénica de
la mucosa del intestino y la consecuente deficiencia en la absorcion de nutrientes
(Van Hees et al., 2013; Zarkadas et al., 2013).

La presentacion clinica es variada, afecta tanto a niflos como a adultos y la relacién
mujer/varén es 2:1 (Polanco, 2013). Esta incluye sintomas digestivos de diversos
tipos asi como manifestaciones extra-intestinales, hematoldgicas, afecciones en la
piel, en las articulaciones, en el higado y neurolégicas. La forma tipica en nifios se
caracteriza por diarrea cronica, vomitos, distension abdominal, retraso en el
desarrollo, pérdida de masa muscular y falta de apetito (Rodrigo & Pefia, 2013).

En los adultos la diarrea es el sintoma mas comun, acompafiada de cansancio y
pérdida de peso. Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que existen
muchas presentaciones menos clasicas como la anemia por deficiencia de hierro,
deficiencia de acido folico, osteoporosis, afecciones en el sistema nervioso y
sintomas gastrointestinales inespecificos. Por esto ha sido catalogada como una
enfermedad multisistémica (Crowe, 2010; Montoro & Dominguez Cajal, 2013; Van
Hees et al., 2013).

La epidemiologia de la EC se conceptualiza por el modelo iceberg, ya que la parte
visible de éste representa tan solo el 30% de la poblacién celiaca diagnosticada, pero
el niumero de afectados (la zona invisible) es mucho mayor, el 70% restante serian
los pacientes que aun no han sido detectados, por tal razén es considerada una
enfermedad subdiagnosticada (Arendt & Dal Bello, 2008). Su frecuencia es elevada
ya que aparece en el 1-2% de la poblacién general y se cree que esta en aumento,
posiblemente como resultado de factores ambientales (Zarkadas et al., 2013).

Se considera uno de los trastornos mas comunes en Europa y en los paises
poblados por personas de ascendencia europea (se incluye Australia y los paises de
América) y con menor prevalencia en Oriente Medio, Asia y Norte de Africa (Sapone
et al., 2012. En Europa y América del Norte, la aparicion de esta enfermedad es de 1
por cada 100 habitantes (Van Hees et al., 2013), lamentablemente se estima que por
cada caso diagnosticado entre 5 a 10 permanecen sin diagnosticar. En
Latinoamérica aun no se tienen datos especificos sobre el impacto de la celiaquia,
sin embargo hay estudios poblacionales en Argentina y Brasil, donde se estiman
prevalencias de 1:167 y 1:360 individuos, respectivamente (Gomez et al., 2001,
Queiroz et al., 2004).
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La patogénesis de la EC se asocia a la presencia de las moléculas DQ2 y DQ8 del
HLA (antigeno especifico de leucocitos humanos). Esta enteropatia se inicia con la
respuesta inmune innata debido a la entrada de péptidos de gluten y mas
especificamente a la presencia de prolina y glutamina. La prolina debido a su
estructura ciclica, impone algunas restricciones de accesibilidad a la accion
proteolitica (Heredia, 2012), impidiendo la ruptura del enlace peptidico que la
conforma dejando completos algunos péptidos que al cruzar la barrera intestinal
presentan alto potencial inmunogénico (Calderon de la Barca & Cabrera-Chavez,
2013).

Por otra parte, en la lamina propria del intestino la glutamina es desaminada por la
enzima transglutaminasa tisular (TGt), dejando con carga negativa a los péptidos,
aumentando con esto su afinidad por las moléculas HLA-DQ2 y DQ8 de las células
presentadoras de antigenos. Estas células presentan dichos epitopos a las células T,
activandose la respuesta inmune adaptativa por la produccién de citosinas y
estimulando a las células B a producir anticuerpos contra el gluten y contra la propia
transglutaminasa tisular. Como consecuencia, se produce una lesion en la mucosa
del intestino delgado (Figura 2) que afecta la absorcion y utilizacion de nutrientes
(Arranz et al., 2013; Calderon de la Barca & Cabrera-Chavez, 2013).

Figura. 2. Mucosa duodenal (A) de un paciente no celiaco y (B) de un paciente con enfermedad celiaca donde se
muestra la lesion con atrofia vellositaria. Tomada de Ecogastropediatria (2013).

El diagnéstico de la EC implica inicialmente la eliminacion del gluten de la dieta
durante un periodo de tiempo determinado con el fin de minimizar o desaparecer los
sintomas, tras ese lapso de tiempo se reintroduce el gluten para verificar la
recurrencia de los sintomas (Hodge, Swain, & Faulkner-Hogg, 2009). Otra forma de
diagnodstico es la identificacion de anticuerpos especificos en la sangre mediante
pruebas serologicas. Los pacientes con EC presentan marcadores serologicos,
cuando consumen alimentos que contienen gluten. Entre estos, se encuentran los
anticuerpos anti-gliadinas (AGA), anti-endomision (EMA) y anti-transglutaminasa
tisular (TTG) (Esquer Munguia, 2010).
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Otro aspecto a evaluar es el genético, ya que esta enfermedad es mas frecuente en
ciertos grupos poblacionales. La determinacion del tipo de HLA es clave y se puede
usar como criterio de exclusion en las personas que carecen de HLA-DQ2 o HLA-
DQ8, con un 99% de confiabilidad. Sin embargo, es necesario realizar una biopsia
yeyunal como diagndstico definitivo. Esta, mostrara en el caso de la enfermedad, la
atrofia de las vellosidades intestinales (Esquer Munguia, 2010). El diagnostico de EC
se confirma si se cumplen 4 de las 5 siguientes condiciones (Sapone et al., 2012):

e Sintomas tipicos de EC.

e Seropositividad de autoanticuerpos especificos de EC de tipo IgA a titulos altos.
e Presencia de los haplotipos HLA-DQ2- o0 -DQ8.

e Presencia de enteropatia compatible en las biopsias de intestino delgado.

e Respuesta a la dieta sin gluten.

El tratamiento de la EC es esencialmente la eliminacion completa de alimentos que
contienen gluten, lo que conduce a la mejoria de los sintomas a partir de las dos
semanas, la normalizacion seroldgica entre los 6 y 12 meses y la recuperacion de las
vellosidades intestinales después de los 2 afios (Polanco, 2013; van Hees et al.,
2013). Sin embargo, el seguimiento estricto de esta dieta resulta dificil debido a que
se deben excluir todos los derivados del trigo, el centeno, la cebada y posiblemente
la avena, ademas de una amplia variedad de productos manufacturados como
embutidos, conservas, helados, salsas, entre otros; ya que en estos el gluten es
incorporado como aditivo, como fuente de proteina vegetal, por razones tecnoldgicas
del proceso o simplemente por contaminacion cruzada (Arendt & Dal Bello, 2008;
Gallagher, 2009; Zarkadas et al., 2013).

1.2.2 Ataxia por gluten (AG): la AG es una enfermedad autoinmune asociada a la
presencia de anticuerpos anti-gliadina (AGA) en el suero, capaz de provocar un dafio
en el cerebelo que resulta en un cuadro de ataxia (enfermedad que se caracteriza
por provocar la descoordinacion en el movimiento de las partes del cuerpo) con o sin
afectaciéon duodenal asociada (Montoro & Dominguez Cajal, 2013). La patogenia de
este trastorno no esta clara, pero en estos pacientes se han identificado depdsitos de
anticuerpos transglutaminasa alrededor de los vasos cerebrales.

Clinicamente se expresa como un cuadro de ataxia cerebelar pura, 0 mas raramente
en combinacion con contracciones musculares repentinas y temblor palatal. La edad
media de presentacion es de 53 afios. Algunos pacientes mejoran notablemente con
una estricta dieta libre gluten, acompafiada de un seguimiento regular para
asegurarse de que los anticuerpos se eliminan, lo que generalmente requiere de seis
a doce meses (Rodrigo et al., 2013; Sapone et al., 2012).
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1.2.3 Dermatitis herpetiforme (DH): la DH es una enfermedad cronica de la piel
muy pruriginosa, compuesta de protuberancias y ampollas que acaban rompiéndose
para formar costras. Los sintomas predominantes son comezén intensa y ardor y las
lesiones aparecen usualmente en los codos, las rodillas, la espalda, los gluteos, la
cara y el cuero cabelludo. La erupcion puede ser generalizada, pero se limita a uno o
dos sitios (Karpati, 2012; Sapone et al., 2012).

Su presencia se relaciona directamente con la hipersensibilidad al gluten pero solo el
10% de los pacientes manifiestan sintomas gastrointestinales leves, aunque es
comun encontrar atrofia de las vellosidades en la mucosa del intestino delgado. La
DH aparece en 1 de cada 10.000 personas de raza blanca y ascendencia europea,
rara vez ocurre en asiaticos o africanos. Puede presentarse en cualquier edad, pero
es poco frecuente en los extremos de la vida, con una edad media de presentacion a
los 40 afios. A diferencia de la EC, la DH es mas comUn en hombres que en
mujeres(Montoro & Dominguez Cajal, 2013).

El diagndstico de la DH se basa en la biopsia de piel y pruebas serologicas iguales a
las de la EC. Una vez diagnosticada se debe seguir una estricta dieta sin gluten, ya
que parece prevenir el desarrollo de linfomas y otras enfermedades asociadas,
ademas se recomienda una alta dosis de suplementos de vitamina C y exposicion al
sol o radiacion ultravioleta A para las manifestaciones de la piel (Karpati, 2012).

1.2.4 Alergia al trigo (AT): la AT es una reaccion inmunolégica adversa a las
proteinas del trigo. Se clasifica en alergia alimentaria clasica que afecta la piel, el
tracto gastrointestinal o las vias respiratorias; la anafilaxia inducida por el ejercicio
dependiente del trigo (AIEDT), el asma ocupacional (asma del panadero) y la
urticaria de contacto (Montoro & Dominguez Cajal, 2013).

La patogénesis se produce por mediacion de anticuerpos de inmunoglobulina E (IgE)
contra determinados alérgenos, en este caso la fraccibn proteica del trigo,
apareciendo los sintomas entre unos minutos y unas pocas horas después de su
ingestion (Sapone et al., 2012). En individuos atépicos, el consumo de trigo provoca
la liberacion de histamina y otros quimicos de las células en el cuerpo, causando una
reaccion alérgica con sintomas que pueden incluir urticaria, sensacion de hormigueo
en la boca, dolor abdominal, vémitos, diarrea, disminucion en la presion sanguinea y
dificultad para respirar, causando en algunos casos la muerte (Hodge et al., 2009).

Se estima que afecta entre el 1-3% de la poblacion mundial y su diagnéstico se basa

en los resultados de las pruebas de puncion cutanea y la determinacién in vitro de
IgE frente a los diversos alérgenos, ademas de la historia clinica detallada de los
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sintomas y las reacciones al alimento. Su tratamiento implica la evitacion completa
del alérgeno identificado (Hodge et al., 2009).

1.2.5 Sensibilidad al gluten (SG): la SG ha sido definida como una reaccién al
gluten en la que se han excluido los mecanismos alérgicos y autoinmunes. Es decir,
los pacientes anti-endomision (EMA) y/o anti-transglutaminasa tisular (tTG) son
negativos y aunque los anticuerpos anti-gliadina (AGA) pueden estar presentes, la
mucosa del intestino delgado es normal (Pefia & Rodrigo, 2013). Los sintomas estan
asociados a los de la EC, pero con una prevalencia de sintomas extra-intestinales
como los cambios de comportamiento, dolor en los huesos o articulaciones,
calambres musculares, entumecimiento de las piernas, pérdida de peso y fatiga
cronica (Sapone et al., 2012).

Existen evidencias de que este trastorno puede afectar hasta el 6% de la poblacion.
Por lo general, el diagndstico se basa en criterios de exclusion durante un periodo de
tiempo en el cual los sintomas desaparecen en su totalidad tras eliminar el gluten de
la dieta seguido de un desafio abierto en donde se reintroduce el gluten a la dieta
con la reaparicion de sintomas (Montoro & Dominguez Cajal, 2013).

El diagnostico cada vez mayor de estas enfermedades y la creciente tendencia
mundial de consumir alimentos saludables ha generado un aumento en la demanda
de productos libres de gluten, obligando a la industria alimentaria a buscar materiales
alternativos capaces de imitar las propiedades funcionales del gluten y métodos
tecnoldégicos Optimos para su procesamiento, que permitan la eliminacién de esta
proteina sin modificar las caracteristicas del alimento y sin olvidar el aspecto
nutricional de los mismos (Singh & Whelan, 2011).

1.3 Productos libres o reducidos en gluten

La tendencia mundial en la industria alimentaria es elaborar productos saludables, de
buena calidad y que aporten valor nutricional a la dieta, esto se debe al incremento
de personas que buscan bienestar general y salud digestiva. En este grupo de
productos se incluyen los alimentos libres de gluten, que surgen por la necesidad de
ofrecer un tratamiento a las personas que presentan enteropatias asociadas al
consumo de esta proteina.

Sin embargo, la eliminacién del gluten influye desfavorablemente en la calidad
estructural y sensorial de los productos, convirtiéndose esto en un problema
tecnolégico, ya que a nivel industrial aln no se logra encontrar un material que
proporciones las mismas caracteristicas que el gluten le confiere a los alimentos que
lo contienen. Ademas, los alimentos sin gluten, son en su mayoria ricos en
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carbohidratos y grasas y son deficientes en algunos macro y micronutrientes, por lo
gue su calidad nutricional es cuestionable (Rosell, 2013).

A todo esto se suma el alto costo de estos productos, debido a la variedad de
componentes que se deben adicionar para obtener un producto aceptado por los
consumidores (Gallagher, 2009; Singh & Whelan, 2011). Pese a lo anterior, la
demanda de los productos sin gluten ha experimentado un crecimiento exponencial
durante la dltima década. Inicialmente, con su desarrollo se buscaba obtener
productos econdmicamente viables y sensorialmente aceptables pero con el interés
creciente por la alimentacion saludable, los productos sin gluten han sido mejorados
en todos sus aspectos aumentando su demanda (Rosell, 2013).

Los consumidores de estos productos son, en su mayoria, personas que han sido
diagnosticadas con algun trastorno asociado a esta proteina y por lo tanto deben
adherirse a una estricta dieta libre de gluten, pero esto no es sencillo porque a)
implica la modificacion de los habitos alimenticios, b) podria generar deficiencias
nutricionales principalmente de las vitaminas del complejo B, vitamina D, calcio,
hierro, zinc, magnesio y fibra (Arendt & Dal Bello, 2008; Singh & Whelan, 2011) c) los
productos libres de gluten no estdn ampliamente disponibles, son mas caros y tienen
sabor inferior a los productos convencionales (Zannini et al., 2012).

A todo lo anterior se suma las falencias sociales existentes respecto a las
enfermedades asociadas al gluten ya que la poblacion en general no esta
familiarizada con estas y mucho menos con los alimentos detonantes y los efectos
gue causan en la salud, ademas el término “libre de gluten” aun no es claro y por
consiguiente las personas afectadas se ven envueltas en situaciones que favorecen
su ingesta involuntaria (Comino et al., 2013; Zarkadas et al., 2013).

En los esfuerzos por llegar a una definicién universal de alimentos libres de gluten,
se ha intentado definir el umbral seguro para las personas con trastornos. Estudios
han demostrado que algunos individuos son capaces de tolerar una pequefia
cantidad de gluten en su dieta, menos de 10 mg/dia, sin causar alteraciones
histoldgicas significativas. Sin embargo, este umbral sigue siendo limitado porque al
parecer, el grado en el que el gluten debe excluirse de la dieta varia entre los
individuos diagnosticados. Aun asi, el término “libre de gluten” se refiere a un nivel de
gluten que se supone es inofensivo y no a la ausencia total de este (Akobeng &
Thomas, 2008; Lester, 2008).

Afortunadamente, diferentes organismos a nivel mundial se han dado a la tarea de
reglamentar todo lo referente a los alimentos para regimenes especiales, con el fin
de proteger al consumidor y llegar a una definicion unificada.
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1.3.1 Normatividad: diferentes entidades han elaborado normas que hacen
referencia a las condiciones que deben cumplir los productos libres de gluten. Por
ejemplo la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), en Agosto de 2013
publico la norma final donde define cuales son las caracteristicas que debe cumplir
un alimento “libre de gluten”. Uno de los criterios es que el limite de gluten debe ser
inferior a 20 partes por millon (ppm o mg/kg) (FDA, 2013a).

Otro criterio es que el alimento no contenga trigo, centeno, cebada, sus variedades
hibridas o ingredientes derivados de estos y que no haya sido procesado para
eliminar el gluten y si ha sido procesado no debe de contener mas de 20 ppm de
gluten. Esta definicion se hace con el fin de eliminar la incertidumbre de como los
productores de alimentos etiquetan sus productos y garantizar a las personas con
enfermedades asociadas que los alimentos etiquetados “sin gluten” cumplen con una
norma clara, establecida y aplicada por la FDA (FDA, 2013a).

Por otra parte, el CODEX ALIMENTARIUS cuenta con la norma relativa a los
alimentos para regimenes especiales destinados a personas intolerantes al gluten -
CODEX STAN 118 — 1979 revisada en 2008, que hace referencia a la diferencia
entre alimentos exentos de gluten que no deben sobrepasar los 20 mg/Kg y los
alimentos procesados de forma especial para reducir el contenido de gluten a un
nivel comprendido entre 20 y 100 mg/kg (CODEX, 2008). También los paises de la
Union Europea cuentan con el reglamento (CE) N° 41/2009, sobre la composicion y
etiquetado de productos alimenticios apropiados para personas con intolerancia al
gluten, el cual contiene parametros iguales a la norma del CODEX (CE, 2009).

Se puede concluir entonces que los valores de gluten permitidos en estos productos
(20 ppm 0 mg/Kg) son consistentes en todos los paises y organismos internacionales
que establecen las normas de seguridad alimentaria, lo que conlleva a que los
productores de este tipo de alimentos empleen materias primas alternativas al trigo,
el centeno y la cebada para dar cumplimiento.

1.3.2 Ingredientes para elaborar productos libres de gluten: los productos libres
de gluten, en su mayoria, se ubican en el sector de la panificacion por ser la industria
mas propensa a utilizar ingredientes derivados de cereales que lo contienen. Por lo
tanto, los productores de alimentos deben ofrecer alternativas de consumo para no
perder este segmento del mercado, lo que los obliga a buscar materiales sustitutos
que propicien un comportamiento funcional y tecnoldgico que elimine los problemas
de calidad.

Con el fin de ofrecer una solucion, han incursionado en la utilizacion de harinas libres
de gluten o sus mezclas; estas Ultimas denominas harinas compuestas, procedentes
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de cereales que no lo contienen (arroz, maiz, sorgo, teff, millo), leguminosas (lenteja,
garbanzo, arveja), granos andinos (amaranto, quinua), entre otros, combinadas con
agentes estructurantes como almidones, proteinas e hidrocoloides que simulan las
caracteristicas del gluten (Zannini et al., 2012). Estos materiales, por si solos no
pueden comportarse como esta proteina, pero en conjunto interactdan
armonicamente favoreciendo la reologia de las masas y permitiendo la obtencién de
alimentos mas estructurados y sensorialmente aceptables.

Las harinas compuestas son mezclas de diferentes harinas vegetales, ricas en
almiddn, proteina y micronutrientes, con o sin la adicion de harina de trigo (en el caso
de los productos libres de gluten sin la adicion de esta); utilizadas para la elaboracion
de diferentes alimentos y disefiadas para mejorar su calidad nutricional. Por
consiguiente, las materias primas empleadas para su obtencidén deben presentar alto
contenido de los nutrientes que no estan presentes o son deficientes en el producto
tradicional, deben suplir las deficiencias al agregarse en cantidades relativamente
pequefias y no deben alterar las propiedades fisicas y organolépticas del alimento
(Preedy et al., 2011).

Estas harinas son consideradas una buena alternativa para sustituir la harina de
trigo, ya que representan una opcion interesante para la reduccién de los costos
asociados a su importacion en los paises en desarrollo, donde el trigo no se cultiva
por razones climaticas. Por lo tanto, los vegetales usados en la composicion de las
harinas dependen de la disponibilidad de materias primas de cada zona. Ademas su
utilizacién en la elaboracion del pan permite obtener un producto con un indice
glicémico bajo y con alto contenido de proteina y fibra en comparacién con el pan de
trigo (Preedy et al., 2011).

A pesar de estos beneficios, las harinas libres de gluten son deficientes en proteinas
estructurales, dificultando la formacion del film y la retencién del gas durante la
fermentacién, dando como resultado una masa liquida de la que se obtienen
productos densos, de bajo volumen y con textura quebradiza (Arendt & Dal Bello,
2008; Crockett et al., 2011); lo que no ocurre cuando se utiliza harina de trigo, ya que
cuando esta es incorporada en la formulacion, la calidad del pan se asocia al
contenido de las proteinas formadoras de gluten y a la influencia de cada fraccion en
las propiedades viscoelasticas de la masa (Belitz et al., 2009; Steffolani, 2012).

En general, la funcionalidad de las harinas en el proceso de panificacion esta
altamente relacionada con la compatibilidad entre sus distintos componentes.
Normalmente presentan afinidad por el agua debido a las proteinas que contienen,
condicion que favorece la capacidad de absorcion y retencion de agua, evitando asi
la retrogradacién del almidén y por lo tanto el envejecimiento del producto.

25



Otro ingrediente basico en la elaboracién de productos sin gluten son los almidones.
Estos tienen propiedades Unicas que determinan su aplicabilidad y funcionalidad en
muchos alimentos, particularmente en productos horneados derivados de cereales,
donde contribuye a la textura, apariencia y aceptabilidad general (Arendt & Dal Bello,
2008). El tipo de almidon utilizado influye considerablemente en la consistencia de la
mezcla y en la capacidad de gelatinizacion y gelificacion; dos parametros
fuertemente relacionados con la calidad del pan (Milde, 2010; Sciarini et al., 2008).

En términos de estructura, pueden actuar como material de relleno inerte en la matriz
continua de la masa o ser parte de una red bicontinua de proteina y almidon. Durante
la coccién del pan, los granulos de almidon se gelatinizan y se solubilizan
parcialmente manteniendo su identidad granular. En la formulacién de productos
libres de gluten la gelatinizacion del almidon desempefia un papel importante gracias
a la capacidad de la pasta de almidon para atrapar burbujas de aire que favorecen la
retencidbn de gas de la masa. Ademas, la adicion de almidon podria mejorar la
consistencia de la masa durante el mezclado y la suavidad de la miga (Gallagher,
2009; Zannini et al., 2012).

Por otra parte, las proteinas que se incorporan a las mezclas cumplen una funcién
estructural, aportan elasticidad a las masas, contribuyen a la retencién de gas y
mejoran la calidad nutricional de los productos libres de gluten. Por ejemplo, en un
producto horneado las proteinas lacteas son capaces de formar redes favoreciendo
la absorcion de agua de la masa, mejoran la textura, el sabor y el color de la corteza
y reducen el envejecimiento del pan (Gallagher, 2009). A pesar de estos beneficios,
las proteinas de origen lacteo no son convenientes para las personas con EC, ya que
el dafio causado en las vellosidades intestinales deja algo de intolerancia a la lactosa
(Cabrera-Chavez & Calderon de la Barca, 2009).

Las proteinas del huevo forman peliculas viscoelasticas cohesivas fuertes,
esenciales para la formacion de espuma estable y una mejor retencion de gas. En
algunos productos horneados, los componentes del huevo pueden realizar varias
funciones, incluyendo la emulsificacién y estabilizacion de los lipidos en la masa
(Arendt & Dal Bello, 2008). En las formulaciones libres de gluten la adicion de
albumina de huevo favorece la formacion de una red proteica, similar a la que se
encuentra en el pan de trigo. Por consiguiente, el huevo puede proveer la estructura
a los productos libres de gluten y mejorar la calidad nutricional que tanto necesitan
(Zannini et al., 2012).

Otro aditivo esencial son los hidrocoloides o gomas; definidos como sustancias
poliméricas hidroéfilas de alto peso molecular con propiedades coloidales, extraidos
de plantas, algas y fuentes microbianas, asi como gomas derivadas de exudados de
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plantas y biopolimeros modificados obtenidos por tratamiento quimico a partir de la
celulosa (Zannini et al., 2012). Tienen amplio uso en la industria alimentaria, gracias
a su capacidad de controlar la reologia de los sistemas a través de la estabilizacion
de las emulsiones, suspensiones y espumas.

En los productos panificados son utilizados para mejorar la textura, aumentar la
viscosidad de las masas, propiciar la absorcion de agua y mejorar la retencion de
gas, dando como resultado un producto horneado mas humedo, suave y con mayor
volumen (Anton & Artfield, 2008; Crockett et al., 2011). Al ser incorporados en la
matriz libre de gluten favorecen el desarrollo de propiedades viscoelasticas que
mejoran la estructura, la sensacion en la boca, la aceptabilidad y vida util del
producto final (Gallagher, 2009; C. Rosell, 2013).

Sin embargo, la funcionalidad depende de la fuente, el proceso de extraccion, la
estructura quimica, la dosis utilizada y la interaccién con los demas componentes de
la matriz alimentaria. En la elaboracion de los productos libres de gluten todos los
tipos de hidrocoloides se han considerado como sustitutos del gluten, siendo los mas
utilizados la HPMC, la goma guar y la goma xanthan ya que sustituyen con mayor
éxito el gluten, originando productos de mejor calidad independiente de la
formulacion que se utilice (Arendt & Dal Bello, 2008; Gambus, 2007; Rosell, 2013).

Por ultimo el agua, afecta el comportamiento reolégico de las masas libres de gluten
y la calidad de los panes. Si la proporcion de agua es baja, menor de 40%, la masa
se vuelve fragil e inconsistente y exhibe un aspecto de “corteza” debido a una rapida
deshidratacion en la superficie. Si la proporcion de agua es alta, mayor a 60%, la
viscosidad de la mezcla es baja, lo que resulta en poca resistencia a la deformacion,
ofreciendo poca extensibilidad. También la gelatinizacion del almidén y otras
reacciones que se producen durante la coccion se ven afectados por el agua. Las
formulaciones libres de gluten con un 10-20% de agua adicional resultan en un pan
con miga mas suave, corteza mas crujiente y mayor volumen (Arendt & Dal Bello,
2008; Zannini et al., 2012).

En conclusién, estos materiales por separado no tienen la capacidad de imitar el
comportamiento del gluten, ya que no cuentan con la misma composicion,
haciéndose necesario formular una mezcla balanceada que permita el
aprovechamiento de sus propiedades en conjunto.

1.3.3 Calidad sensorial y nutricional de los productos libres de gluten: como se
menciond anteriormente, la eliminacién del gluten dificulta la elaboracién de los
productos panificados, afectando desfavorablemente la estructura, la vida util, la
calidad sensorial y por consiguiente la aceptacion del consumidor. Por esto, durante
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los ultimos afios, grandes esfuerzos se han encaminado a mejorar la calidad
sensorial, tecnolégica y nutricional de estos productos con importantes avances;
aunque no suficientes segun algunos consumidores.

Arendt y Gallagher (2008), Rosell (2013), Singh (2011), Laureati et al., (2012) y
Mohammadi et al.,(2013), han reportado que los panes sin gluten que se ofrecen en
el mercado presentan textura desmenuzable, sabor desagradable, color deficiente,
rapido envejecimiento y cuestionan su calidad nutricional debido a que no contienen
los mismos niveles de nutrientes que sus productos homaologos derivados del trigo.

El rapido envejecimiento se atribuye al alto contenido de almidon en las
formulaciones. Ademas, por la ausencia de gluten existe mayor cantidad de agua
disponible lo que origina cortezas blandas y un rapido endurecimiento de la miga
(Rosell, 2013). Debido a que la calidad y las caracteristicas de los panes sin gluten
dependen principalmente de los ingredientes utilizados y de su interaccion durante la
elaboracion, numerosos estudios se han desarrollado integrando harinas sin gluten
con enzimas, diferentes fuentes de proteinas, hidrocoloides y masas fermentadas
para aumentar la calidad de los panes (Arendt & Dal Bello, 2008).

Respecto al tema nutricional, los productos libres de gluten se caracterizan por ser
deficientes en algunos macronutrientes y micronutrientes (Arendt & Dal Bello, 2008;
Krupa-Kozak, 2011; Rosell, 2013; Singh & Whelan, 2011). En estudios realizados se
encontré que las personas que llevan una dieta libre de gluten reportan una menor
ingesta de micronutrientes esenciales como hierro, calcio, zinc y vitaminas del
complejo B (Crowe, 2010). Esto debido a que los alimentos sin gluten por lo general
no son enriquecidos o fortificados y se elaboran con almidones o harinas refinadas,
siendo este proceso el responsable de la pérdida de la mayoria de nutrientes.
Ademas se considera que quienes se adhieren a esta dieta tienen una menor ingesta
de fibra (Gallagher, 2009).

Con el fin de dar solucién a este problema, los investigadores y productores de
alimentos han incluido en las formulaciones sin gluten materias primas que ademas
de aportar valor nutricional y favorecer funciones fisiolégicas en el organismo, le
aportan a los productos propiedades estructurales y funcionales. Es el caso de la
adicion de fibra dietética, la incorporacion de inulina por ejemplo, le confiere mayor
textura y contribuye a la estabilizacion del producto (Arendt & Dal Bello, 2008).
También las harinas obtenidas a partir de leguminosas y granos andinos, estan
siendo muy utilizadas ya que por su alto contenido de proteinas, vitaminas y
minerales se incluyen en las mezclas como elemento de fortificacion (C. Rosell,
2013).
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La aplicacion de minerales también ha tomado gran fuerza porque pueden influir en
las propiedades estructurales del producto. Un estudio reciente demostré que la
aplicacion de sales de calcio organico, caseinato de calcio y citrato de calcio influye
favorablemente en la elaboracion de pan sin gluten al mejorar el volumen, desarrollar
el color y aumentar el contenido de calcio disponible en el producto, sin embargo
existen deficiencias en cuanto a la textura que deben ser mejoradas (Krupa-Kozak et
al., 2011).

Pese a todos estos esfuerzos, los consumidores contindan manifestando su
inconformidad con los productos libres de gluten. En septiembre de 2012, Case
(“Gluten-Free Diet,” 2012), realizo una encuesta a 148 consumidores habituales de
productos sin gluten, con el fin de conocer su opinidn sobre el sabor, la textura y la
calidad nutricional de estos. Aunque los encuestados aseguran que la calidad de los
productos ha mejorado con los afios, afirman que los panes actuales presentan aun
mal sabor, textura deficiente y seca, exceso de azucar utilizada para enmascarar el
sabor de las harinas sin gluten, alto costo y mala calidad nutricional.

La encuesta también incluyo la “lista de deseos” de los consumidores, ellos sugieren
que los productos deben contener més proteinas, fibra y vitaminas del complejo B,
deben ser frescos y no congelados, deben ser mas suaves y ofrecer variedad de
panes como focaccia, pita, francés y pan de masa fermentada. Por todo lo anterior, la
elaboracion de productos libres de gluten de alta calidad se ha convertido en un
problema socio-econémico muy importante (Zannini et al., 2012).

1.3.4 Mercado de los productos libres de gluten: en el pasado, los productores de
alimentos evitaban elaborar productos sin gluten por la baja demanda, las
dificultades técnicas, los costos involucrados en el desarrollo y la falta de regulacion
e inconsistencias que regian la definicion o el etiquetado de estos alimentos
(Gallagher, 2009). Sin embargo, el mercado de los productos libres de gluten se ha
disparado en los ultimos afios gracias al incremento de personas que se adhieren a
una dieta libre de este, no solo por presentar alguna enteropatia relacionada al gluten
sino porgue para muchos se ha convertido en un estilo de vida.

Sapone et al.,(2012), presentaron la tendencia de tres diferentes dietas: baja en
carbohidratos, libre de grasas y libre de gluten en los EE.UU entre el 2004 y el 2011.
La dieta libre de gluten estuvo por encima de las demas, con un crecimiento del 28%
entre esos afios con casi US $ 1,6 mil millones en ventas al por menor en 2010.
Segun la Global New Products Database (GNPD), que supervisa la innovacion vy el
éxito de productos en todo el mundo, 1.968 nuevos productos etiquetados “libres de
gluten” fueron introducidos en 2011 al mercado estadounidense, cifra ligeramente
superior a 1.936 en 2010 (“Food Business News,” 2012).
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Esta tendencia se apoya en la idea de que, junto con la enfermedad celiaca, otras
condiciones relacionadas con la ingestion de gluten se han convertido en problemas
de salud. Alrededor del 20% de los estadounidenses compran productos sin gluten y
para 2017 se estima que el mercado tendra un valor de alrededor de 6,6 millones de
dolares (Pefia & Rodrigo, 2013).

En el Reino Unido, el mercado de los productos sin gluten en 2007 fue de £ 74
millones, segun Mintel Group Ltd. Esto supuso un aumento del 12% en las ventas al
por menor en 2006, y un aumento del 57% con respecto a 2004, cuando el mercado
estaba valorado en £ 42 millones. Segun Euromonitor International, en el 2008 el
mayor crecimiento del mercado libre de gluten se registré6 en América del Norte, que
registrd un crecimiento del 22% en el afio, seguida de América Latina con un 21%,
Asia Pacifico con un 19% y Europa del Este en el 11%. Europa Occidental, que tiene
un mercado mas desarrollado de los productos, mostré6 una tasa de crecimiento
menor del 9% (Gallagher, 2009).

Las cifras presentadas indican que este mercado esta cada vez mas en aumento por
lo que se hace necesario ofrecer a los consumidores productos de alta calidad
sensorial y nutricional, ademéas de garantizarles el cumplimiento de los umbrales de
gluten establecidos en las normas de referencia.

1.4 Métodos analiticos para la deteccion de gluten en alimentos

El Unico tratamiento para la EC es seguir una dieta estricta sin gluten durante toda la
vida, lo que implica la exclusion de las proteinas téxicas del trigo (gliadinas y
gluteninas), la cebada (hordeinas), el centeno (secalinas) y la avena (aveninas), asi
como sus variedades hibridas y productos derivados (Comino et al., 2013). Por lo
tanto, es imprescindible el uso de técnicas cuantitativas, altamente especificas y con
gran poder de deteccion para el analisis de gluten en los alimentos (Mena et al.,
2012); dado que el uso de métodos de control inadecuados expone a los
consumidores celiacos a un alto riesgo para su salud.

Sin embargo, la deteccién de gluten presenta ciertas complicaciones ya que durante
el proceso de elaboracion, los alimentos se someten a tratamientos térmicos y a
otros procesos que pueden modificar la estructura del gluten dificultando la deteccion
y cuantificacién final de sus fragmentos toxicos (Gonzélez et al., 2007). Acorde a las
normas de seguridad alimentaria presentadas por el Codex Alimentarius, la FDA y la
Comisién de las Comunidades Europeas, el valor de gluten maximo permitido para
los productos libres de gluten es de 20 ppm y para los alimentos reducidos en gluten
maximo 100 ppm (Bugyi et al., 2013).
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En la actualidad varias técnicas son empleadas para el andlisis de gluten como la
espectrometria de masas, los métodos inmunolégicos basados en anticuerpos
monoclonales o las técnicas de PCR (Comino et al., 2013; Gonzalez et al., 2007). El
meétodo de referencia recomendado por la Comision del Codex Alimentarius es el
ELISA - R5, clasificado como Tipo |, por ofrecer el mayor grado de fiabilidad en lo
gue respecta a la cuantificacion e identificacion del analito (CODEX, 2008).

Aungue el ELISA - R5 es el método de referencia, es importante tener en cuenta las
limitaciones que presenta, ya que la fiabilidad de los resultados obtenidos depende
de diferentes factores como la complejidad de la matriz alimentaria, los efectos del
proceso de elaboracién sobre las propiedades fisicoquimicas de las proteinas de
interés, el método de extraccion, el tipo de anticuerpo aplicado y los materiales para
la calibraciéon del método (Bugyi et al., 2013).

1.4.1 Extraccion de gluten en alimentos: durante el procesamiento los alimentos
estdn expuestos a cambios fisicos, bioquimicos y reolégicos que conllevan a la
modificacién de sus macro y microcomponentes (Esquer, 2010). Debido a esto, la
extraccion del gluten del alimento es una etapa critica para la cuantificacion, ya que
la estructura y la solubilidad de las proteinas son afectadas por los tratamientos
térmicos y otros procesos (Bugyi et al., 2013).

Comunmente, se utilizan soluciones de etanol acuoso al 70% para la extraccion de
prolaminas, pero para la extraccion en alimentos que han sido procesados con calor
se recomienda adicionar a la muestra sustancias desnaturalizantes, tales como
alcoholes (etanol y propanol) mezclados con agentes reductores como
mercaptoetanol, ditiotreitol, agentes disociantes tales como urea, dodecilsulfato de
sodio, clorhidrato de guanidina y mezclas de estos para solubilizar los agregados de
gluten producidos por el calor antes de la extraccion definitiva en etanol.
Posteriormente se cuantifica el gluten presente mediante un método analitico
(Gonzalez et al., 2007).

1.4.2 Ensayo inmunoenzimatico ELISA: la técnica ELISA (del inglés Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay) se fundamenta en el principio inmunolégico del
reconocimiento y union de los anticuerpos a las moléculas que reconocen como
extrafias (antigenos) (Gonzalez et al., 2007). Esta técnica permite detectar o medir la
concentracion de la proteina de interés en una muestra que puede contener
numerosas proteinas distintas. Actualmente, se cuenta con distintos métodos de
ensayos ELISA, siendo los mas utilizados: el método propuesto por el Codex
Alimentarius que es el ELISA R5 tipo sandwich y los ensayos competitivos (Esquer,
2010).
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El ELISA R5 Sandwich es un ensayo inmunoldgico basado en anticuerpos
monoclonales que reconocen regiones repetitivas del gluten o han sido disefiados a
partir de regiones conocidas como toxicas, dentro de las secuencias proteicas del
gluten (Comino et al., 2013). El anticuerpo monoclonal R5 es capaz de reconocer las
fracciones a/B, y y o de las prolaminas presentes en todos los cereales toxicos para
los enfermos celiacos y reconoce especificamente el epitopo QQPFP que es
potencialmente toxico (Mena et al., 2012; Tranquet, 2012).

Un aspecto importante es que como el anticuerpo R5 detecta principalmente
prolaminas, la concentracion final de gluten debe extrapolarse a partir de la
concentracion de estas, asumiendo una relacion prolaminas / glutelinas 1:1 constante
en todas las muestras, lo cual seria incorrecto porque la composicion del gluten es
variada y depende de multiples parametros como las especies, los cultivos, las
condiciones agrondmicas y los proceso a los cuales fueron sometidos los alimentos
(Mena et al., 2012; Tranquet et al., 2012).

En la técnica ELISA se utiliza una solucién cocktail que contiene agentes reductores
y desnaturalizantes (2-mercaptoetanol y guanidina) los cuales solubilizan los
agregados de proteinas del gluten producidos por el calor en los alimentos
procesados. La solucion cocktail ayuda a abrir la conformacion de las proteinas del
gluten y promueve su extraccion en etanol al 60%, lo que permite una extraccion
completa de las prolaminas (Esquer, 2010).

El ELISA sandwich R5 consiste en la union del anticuerpo primario al antigeno sobre
una superficie a la que previamente el anticuerpo se ha unido. El anticuerpo
secundario se encuentra ligado a una enzima que catalizara la formaciéon de un
cromoforo, que puede cuantificarse por espectrofotometria. En este ensayo se
establece la unién directa del gluten a los dos anticuerpos, quedando el antigeno
“atrapado” entre ambos (Esquer, 2010; Mena et al., 2012).

La principal limitacion de esta técnica es que es esencial que al menos dos epitopos
de las secuencias reconocidas por el anticuerpo monoclonal R5 se presenten
simultdneamente en una proteina o péptido. Otra limitacion es que no es capaz de
cuantificar adecuadamente prolaminas hidrolizadas debido a que las proteinas del
gluten estan fragmentadas durante el procesamiento del alimento, identificando un
solo péptido téxico por lo que la cuantificacion de gluten estaria por debajo del valor
real. Para este tipo de productos se usa el ELISA competitivo (Mena et al., 2012;
Tranquet et al., 2012).

En el ELISA competitivo se incuba la muestra con el anticuerpo para después afadir
esta preparacion sobre una superficie recubierta de antigeno (por ejemplo, gliadinas
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de trigo) de tal forma que se une a la superficie el anticuerpo libre no unido al gluten
de la muestra. Finalmente se detecta la cantidad de anticuerpo libre; cuanto mas
anticuerpo libre es detectado, menos cantidad de gluten contiene la muestra
(Gonzalez et al., 2007).

1.4.3 PCR Cuantitativa: la tecnologia de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
consiste en la obtenciéon de mudltiples copias de un fragmento especifico de acido
desoxirribonucleico (ADN) situado entre regiones de secuencia conocida a partir de
una muestra compleja de ADN. La amplificacion de ese fragmento elegido permite
realizar su deteccion y estudio posterior. Mediante PCR se puede detectar gluten de
manera indirecta. Esta técnica detecta el ADN responsable de la sintesis de las
proteinas del gluten, proceso conocido como expresion génica. Si en el disefio del
ensayo PCR se utiliza un fragmento presente en gliadinas, secalinas, hordeinas y
aveninas, puede detectarse el ADN de todos los cereales con prolaminas toxicas
para los celiacos (Gonzélez et al., 2007).

Algunas de las ventajas con las que cuenta el método PCR es que tiene una
sensibilidad alta en la deteccion del ADN, aproximadamente 5-50 picogramos (pg) de
ADN. Ademéas permite identificar la especie de la que proviene el gluten presente.
Sin embargo, una de sus limitaciones es que el ADN puede fragmentarse durante el
procesamiento de los alimentos. Ademas, es una técnica indirecta para detectar
gluten a diferencia de los ELISA, ya que no cuantifica la presencia de gluten, sino la
del ADN que codifica para gluten (Gonzalez et al., 2007).

1.4.4 Espectrometria de masas MALDI-TOF: es una técnica analitica utilizada para
medir la masa molecular de compuestos quimicos o biolégicos, deducir datos
estructurales e identificarlos. Para el andlisis de gluten se utiliza la técnica de
espectrometria de masas MALDI-TOF (desorcién/ionizacion en matriz inducida por
laser acoplada a un detector de tiempo de vuelo) (Gonzalez et al., 2007).

Este método se basa en la observacién directa de los perfiles de las prolaminas. Los
espectros de masas de las diferentes prolaminas del trigo, la cebada y el centeno
presentan perfiles distintos. Las gliadinas tienen masas moleculares entre 30 y 55
kDa, con picos caracteristicos entre 30 -35 kDa; las hordeinas tienen masas
moleculares entre 30 y 45 kDa; y las secalinas tienen dos picos caracteristicos en 32
y 39 kDa. Este método permite determinar si las proteinas del gluten se encuentran
nativas, hidrolizadas o si fueron sometidas a algun tratamiento térmico. Es un método
sensible, teniendo limites de deteccién para gliadinas y aveninas de 40 — 50 ppm
(Esquer, 2010).
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1.4.5 Técnica Western Blot: la técnica Western Blot es, al igual que los ELISA, un
inmunoensayo diseflado para detectar proteinas especificas en una muestra o
extracto. En una primera etapa se separan las proteinas, en funcion de su tamario,
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (dodecilsulfato sédico).
Luego las proteinas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa o PVDF
(polifluoruro de vinilideno) para después incubarlas con los anticuerpos especificos,
en este caso el R5 conjugado con peroxidasa, para finalmente llevar realizar la
deteccion por quimioluminiscencia. Es una técnica sensible que permite detectar
prolaminas a niveles de 1.5 ppm (Esquer, 2010; Gonzalez et al., 2007).

1.4.6 Técnicas cromatogréficas: la cromatografia es un método fisico de
separacion. El analisis de muestras alimentarias puede realizarse mediante
cromatografia liquida, en la que la fase mévil es un liquido y por lo tanto los
componentes de la muestra deben ser solubles en ese liquido. Mediante este método
pueden detectarse péptidos y proteinas en general, en este caso el gluten y se
puede cuantificar su concentracion. Sin embargo, se requiere mucho tiempo para el
andlisis y es dificil de automatizar para muchas muestras (Gonzalez et al., 2007).

1.4.7 Tiras inmunocromatogréaficas: es un método sencillo y rapido, similar a las
pruebas de embarazo. El gluten debe extraerse de la muestra utilizando una
disolucién de extraccion. Luego, la muestra se aplica sobre la tira, donde se
encuentran los anticuerpos que reconocen el gluten unidos a esferas coloreadas de
latex. El gluten unido a estos anticuerpos se desplaza a través de la tira en un
proceso cromatografico de separacion. Finalmente, el gluten y el anticuerpo unido se
inmovilizan en una regién de la tira, donde se puede detectar la presencia del gluten
como una banda coloreada. La deteccion ofrece un resultado positivo o negativo
para el gluten pero no permite conocer su concentraciéon (Gonzalez et al., 2007).
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2. GERMINACION COMO ESTRATEGIA DE MEJORAMIENTO NUTRICIONAL DE
LEGUMINOSAS

2.1 Introduccién

Existe una amplia variedad de productos disponibles para las personas que se
adhieren a una dieta libre de gluten. Sin embargo, se han planteado dudas acerca de
la calidad nutricional de estos y de la dieta en general, debido a que los productos sin
gluten normalmente no son enriquecidos y son elaborados con harinas refinadas y/o
almidon, aportando menor valor nutricional que sus homdlogos a base de trigo
(Gallagher, 2009). Ademas al excluir el trigo y sus derivados de la dieta, una
importante fuente de hierro, tiamina, riboflavina y acido félico se pierde, por ser la
harina de trigo usada en muchos paises como vehiculo de fortificaciéon (Thompson,
1999).

Diferentes estudios se han desarrollado con el propésito de determinar si los
productos libres de gluten que se ofrecen en el mercado contienen cantidades de
vitaminas y minerales similares a los productos elaborados con harina de trigo
fortificada. Thompson (1999, 2000), evalu6é el contenido de tiamina, riboflavina,
niacina, folatos, hierro y fibra dietaria en mas de 368 productos libres de gluten
comercializados en Estados Unidos, encontrando que la mayoria proveen menor
cantidad de al menos uno de estos nutrientes, lo que podria ocasionar deficiencia
nutricional en las personas que rutinariamente incluyen estos productos en su dieta.

En otro estudio, Wild et al., (2010), encontraron que los individuos que se adhieren
estrictamente a esta dieta presentan una ingesta de macronutrientes adecuada,
similar a la de la poblacién control que lleva una dieta con gluten, pero la ingesta de
micronutriente es menor; especialmente el consumo de magnesio, hierro, zinc,
manganeso, selenio y acido félico en las mujeres y de magnesio y selenio en los
hombres, lo que sugiere que se deben mejorar nutricionalmente los productos libres
de gluten para suplir estas necesidades.

Por otra parte, la malnutricion no solo afecta a quienes sufren enteropatias asociadas
al consumo de gluten. En la actualidad, es reconocido que gran segmento de la
poblacién mundial, consume alimentos deficientes en hierro, yodo, riboflavina, acido
félico, entre otros (Preedy et al., 2011). La deficiencia de micronutrientes es un factor
agravante en el estado de salud, ya que estos son responsables de la regulacién de
diversas vias metabolicas; funcion que los hace indispensables para el ser humano
(Fennema, 1996).
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Una forma de combatir el problema es mediante el mejoramiento nutricional o
fortificacion de alimentos de origen vegetal, lo que permite que las personas
obtengan de su dieta todos los macro y micronutrientes que necesitan para mejorar
el bienestar y la calidad de vida (Preedy et al., 2011). Una opcion viable, sencilla y
econdémica es la germinacion, proceso mediante el cual la semilla recupera su
actividad biolégica. Este proceso esta soportado en cambios quimicos y bioquimicos
que generan cambios favorables en las semillas como el aumento de la
biodisponibilidad de nutrientes, la degradacion de compuestos antinutricionales y
cambios en las caracteristicas funcionales y tecnolégicas (Gil, 2011a).

Acorde a la norma del Codex, los alimentos exentos de gluten, que se empleen en
sustitucion de alimentos basicos, como harina o pan, deberan suministrar
aproximadamente la misma cantidad de vitaminas y minerales que los alimentos
originales conforme a la legislacion del pais en que se venda el alimento (CODEX,
2008). Sin embargo, esto en la practica no se cumple, porque no existen normas
gubernamentales que obliguen el enriqguecimiento de los alimentos sin gluten
(Gallagher, 2009).

Siguiendo la recomendacion del Codex y con el fin de mejorar la calidad nutricional
de los productos libres de gluten se ha contemplado la posibilidad de incorporar
leguminosas germinadas en la formulacion de estos alimentos. La germinacion de
leguminosas es una practica comdn en los paises orientales mientras que en los
occidentales se ha aceptado solo en los ultimos afios, gracias a que su sabor y sus
cualidades nutricionales han mejorado (Prodanov et al., 1997).

Las leguminosas son una buena y econdémica fuente de proteinas, son ricas en
hidratos de carbono, algunas vitaminas, especialmente tiamina, riboflavina y niacina
y ciertos minerales como fésforo, potasio y sodio (Prodanov et al.,, 1997);
caracteristicas nutricionales que las hacen un material potencial para ser incluido en
la formulacion de alimentos para regimenes especiales y para la poblacién en
general.

2.2 Germinacioén

La germinacion es un proceso biolégico natural de las plantas superiores mediante el
cual la semilla sale de su fase de latencia, una vez que se dan las condiciones
minimas ambientales como: un sustrato himedo, suficiente disponibilidad de oxigeno
gue permita la respiracion aerobia y una temperatura adecuada para los distintos
procesos metabdlicos y el desarrollo de la plantula. Este proceso esta constituido por
tres fases principales: imbibicion, movilizacion de nutrientes y emergencia de la
radicula (Prodanov et al., 1997; Sangronis & Machado, 2007).
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La imbibicién es la fase en la cual la semilla seca absorbe agua a través de los
distintos tejidos que la conforman, provocando el hinchamiento de la misma y el
aumento de su peso fresco (Goyoaga, 2005). Esta absorcién conlleva a cambios
metabdlicos, que incluyen la respiracion y la sintesis proteica (Kigel & Galili, 1995;
Melgarejo, 2010).

La movilizacién de nutrientes representa el verdadero proceso de germinacion. Es
un momento de intensa actividad metabdlica, que implica cambios estructurales
subcelulares y sintesis de macromoléculas en donde el almidén y los cuerpos
proteicos son convertidos en azUcares simples y aminoacidos que son transportados
y oxidados para suplir el crecimiento y la elongacién del embrion. En esta fase la
absorciéon de agua se reduce considerablemente, llegando incluso a detenerse
(Melgarejo, 2010; Zielinski et al., 2006).

La dltima fase es la emergencia de la radicula asociada a un cambio morfolégico
visible en el cual se produce la elongacion del embridén y la ruptura de la testa a
través de la cual se observa la salida de la radicula. Esta fase se caracteriza porque
la absorciobn de agua vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria. La
duracion de cada fase dependera de las caracteristicas de la semilla como su
contenido de compuestos hidratables y la permeabilidad de las cubiertas al agua y al
oxigeno. Ademas en estas fases, también intervienen las condiciones del medio, el
nivel de humedad, las caracteristicas y composicion del sustrato, la temperatura, etc.
(Gil, 2011a; Melgarejo, 2010).

2.3 Leguminosas

Las leguminosas son especies pertenecientes a la familia Fabaceae, que se
caracterizan por la presencia de semillas contenidas en una vaina constituyendo el
fruto (Goyoaga, 2005). El término leguminosa abarca especies muy diferentes entre
si, la mayoria pertenecientes a la subfamilia Papilionoiceae, en la que se encuentran
las mas consumidas por los seres humanos como son los garbanzos, las lentejas, los
frijoles y las arvejas (Le6n & Rosell, 2007).

Estan clasificadas en dos grupos en funcion de su contenido lipidico, diferenciandose
asi las leguminosas oleaginosas como la soya y los cacahuates, con alto contenido
lipidico que varia entre 20 y 50% vy las legumbres secas como garbanzos, lentejas,
frijoles y arvejas con un contenido de lipidos inferior al 7% (Goyoaga, 2005; Tiwari,
2011).

Existe evidencia demostrada de que las legumbres poseen un alto valor nutritivo. Sin
embargo, presentan gran cantidad de sustancias antinutricionales, cuya eliminacion
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es necesaria si se quieren utilizar como alimento. En general, las leguminosas estan
asociadas con la salud y la seguridad alimentaria, pero ademas presentan dos
grandes ventajas: bajo precio y facilidad de almacenamiento (Le6n & Rosell, 2007).

2.3.1 Composicion quimica y valor nutricional: las leguminosas son de gran
interés desde el punto de vista nutricional, debido al contenido de proteina y almidén
en proporciones adecuadas, asi como por la presencia de vitaminas y
microelementos (Goyoaga, 2005).Su composicion quimica varia por factores
ambientales como el tipo de cultivo, la localizacion geogréfica y las condiciones de
crecimiento (Tiwari, 2011).

Proteinas: el contenido proteico de las leguminosas varia desde 15 hasta 45%,
siendo dos veces superior al de los cereales (Goyoaga, 2005). Estas contienen tres
principales clases de proteinas de almacenamiento que en conjunto, constituyen mas
del 80% del total de proteinas presentes en la semilla y por lo tanto, son las
responsables de la calidad nutricional de la leguminosa y de las propiedades
funcionales de los productos derivados de estas (Kigel & Galili, 1995).

La clase mas abundante son las globulinas, descritas por Osborne como proteinas
solubles en soluciones de sal. Comunmente estan clasificadas en dos tipos, vicilinas
y leguminas, distinguidas por su tamafio y contenido de azlcar y una tercera clase
denominadas lectinas o proteinas unidas a carbohidratos (Kigel & Galili, 1995; Tiwari,
2011). Segun el fraccionamiento de Osborne, las leguminosas contienen un 70% de
globulinas, 10-20% de albuminas, 10-20% de glutelinas y una muy pequefia fraccion
de prolaminas (Ledn & Rosell, 2007).

En el garbanzo y la lenteja, el contenido proteico varia de 17,9 a 30,8% y de 21,3 a
30,2% respectivamente (Wang & Daun, 2004). Su proteina es rica en lisina y arginina
pero deficiente en aminoacidos que contienen sulfuro. Por lo tanto, la inclusién de
estas legumbres en una dieta a base de cereales puede equilibrar el contenido de
aminoacidos y mejorar su valor nutricional. Las globulinas en el garbanzo y la lenteja,
representan casi el 60% de las proteinas totales (Canadéa Pulse, 2013; Tiwari, 2011).

Lipidos: el contenido graso en las leguminosas es bajo, alrededor del 1-2%, excepto
en el garbanzo que es algo superior (6%) (Ledn & Rosell, 2007). Los lipidos de las
leguminosas se caracterizan por ser ricos en acidos grasos esenciales como el
linoleico (21-53%) y linolénico (4-22%) (Tiwari, 2011). En menor cantidad algunas
leguminosas también contienen acidos grasos saturados como el acido esteérico o el
palmitico, siendo este ultimo el mas abundante (Goyoaga, 2005). El contenido
lipidico en el garbanzo varia entre 5 y 6% mientras que en la lenteja esta alrededor
de 1% (Canada Pulse, 2013).
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Carbohidratos: las leguminosas contienen aproximadamente 60-65% de
carbohidratos, de los que el principal constituyente es el almidéon conformado por
30% de amilosa y 70% de amilopectina (Canada Pulse, 2013; Tiwari, 2011). A este
se le han atribuido beneficios para la salud ya que contribuye a disminuir la liberacion
de glucosa, induciendo a una disminucion del indice glicémico mientras que la fibra
dietaria esta involucrada en la salud gastrointestinal (Leon & Rosell, 2007).

Los carbohidratos totales estan entre 52 y 70% para los garbanzos y 61 y 67% para
las lentejas. El almidén en los garbanzos representa aproximadamente el 46%, con
un contenido de amilosa entre 20,5 y 29,2%; el granulo es ovalado con un tamafo
entre 20 y 35 um. En la lenteja el granulo de almidén tiene forma elipsoidal y su
tamafo esta entre 10 y 30 um; este representa el 51% del total de carbohidratos y su
contenido de amilosa esta entre 22,5 y 28,3% (Canada Pulse, 2013).

La cantidad de fibra se sitla alrededor del 25%, aunque las lentejas poseen un
porcentaje ligeramente superior (30,5%) y los garbanzos inferior (17,4%) (Canada
Pulse, 2013). La fibra se encuentra presente fundamentalmente en la capa externa
de la semilla denominada testa, pero también existe cierta cantidad en las paredes
de las células de los cotiledones (Le6n & Rosell, 2007).

Vitaminas: las leguminosas son una buena fuente de vitaminas hidrosolubles,
particularmente de las del complejo B. Sin embargo, su biodisponibilidad puede ser
afectada por las interacciones con fibra, almidon, lipidos o fenoles; incluso el
almacenamiento y el procesamiento pueden reducir su contenido. Es el caso de la
vitamina C, que ademas de estar presente en baja cantidad, desaparece durante el
almacenamiento y la coccién. Las lentejas son buena fuente de riboflavina y niacina
mientras que los garbanzos tienen alto contenido de folatos y tiamina (Goyoaga,
2005; Tiwari, 2011).

Minerales: El contenido de minerales de las leguminosas esta entre 2,5y 4,2%. El
potasio es el mas abundante, seguido de fésforo, magnesio, calcio y hierro. Sin
embargo, el hierro presente sélo se absorbe en un 10%, debido a la presencia del
acido fitico que dificulta la absorcién tanto del ion ferroso como del férrico (Ledn &
Rosell, 2007). En general, los minerales acumulados en las leguminosas tienen una
baja biodisponibilidad debido a la presencia de macrocompuestos que forman
complejos con ellos comprometiendo su utilizacion (Goyoaga, 2005). Las lentejas
son buena fuente de hierro y zinc y los garbanzos de calcio y zinc (Tiwari, 2011).

2.3.2 Factores antinutricionales: en los Ultimos afios, la incorporacién de
leguminosas en la formulacién de alimentos se ha convertido en una practica comun,
gracias a que sus propiedades fisico-quimicas generan un impacto positivo, tanto en
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el valor nutricional como en las propiedades del alimento. Sin embargo, su utilizacién
se ve limitada por la presencia de compuestos antimetabdlicos/antifisiolégicos que
pueden reducir su aprovechamiento y que producen efectos adversos en la salud
humana (Benitez et al., 2013).

Los factores antinutricionales se definen como aquellos compuestos que afectan el
valor nutricional de algunos alimentos, ya que durante el proceso de digestion
dificultan o inhiben la asimilacién de los nutrientes que provienen de estos (Elizalde,
2009). Desde un punto de vista bioguimico son compuestos de naturaleza muy
variada en los que se incluyen aminocidos no proteicos, polifenoles (taninos),
glicidos (saponinas), proteinas (inhibidores de proteasas, lectinas), fitatos, etc.
(Goyoaga, 2005; Muzquiz et al., 2004; Tiwari, 2011).

Por ejemplo, las saponinas no se absorben en el intestino y por lo tanto afectan la
absorcion del zinc y el hierro. Los taninos tienen la capacidad de unirse a enzimas,
proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos, entre otros y formar complejos con el
hierro del alimento, dificultando la digestion de los nutrientes. Por su parte, los
inhibidores de proteasas alteran la digestion de las proteinas, impidiendo que las
enzimas digestivas las hidrolicen (Elizalde et al., 2009; Muzquiz et al., 2004).

Ademas estos compuestos causan sensaciones desagradables como vémitos,
flatulencias, distension abdominal, entre otros sintomas; particularmente cuando las
leguminosas se consumen sin ningan tratamiento previo (Tiwari, 2011), por lo que es
una practica comun eliminar estas sustancias mediante el remojo, la germinacion y la
coccién (Ledn & Rosell, 2007). Sin embargo, datos recientes apoyan la idea de que
en pequefas cantidades, estos compuestos pueden ser muy beneficiosos en la
prevencion de enfermedades y estan siendo considerados como compuestos activos
capaces de ejercer un efecto bioldégico una vez son absorbidos (Goyoaga, 2005;
Muzquiz et al., 2004).

De hecho, actualmente se les denomina “factores nutricionalmente activos” ya que
son mejoradores de la respuesta inmune, protectores del sistema circulatorio,
reguladores del colesterol, reductores de la presion sanguinea, actian como como
prebidticos y anticancerigenos, etc. (Goyoaga, 2005; Muzquiz et al., 2004). Un
ejemplo bien conocido es el acido fitico que puede reducir la biodisponibilidad de
algunos minerales, particularmente el hierro; pero también es conocido que tiene
propiedades antioxidantes. Por consiguiente, este compuesto tiene doble rol, uno
gue puede ser perjudicial y otro que puede ser benéfico para la salud (Tiwari, 2011).

2.3.3 Efecto de la germinacién sobre la calidad nutricional de las leguminosas:
la germinacion ha sido identificada como una tecnologia econdémica y eficaz que
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genera cambios positivos en la calidad nutricional y en las cualidades organolépticas
de las semillas; gracias a que favorece la descomposicion de polimeros de alto peso
molecular, contribuyendo a la generacion de sustancias bio-funcionales que afectan
de forma variable la composicion proximal, ademas las hace mas digeribles, mas
blandas y con mayor sabor (Maneemegalai & Nandakumar, 2011). Estos cambios
pueden variar en funcidon del tipo de vegetal, la variedad de la semilla y las
condiciones de germinacion (Sangronis & Machado, 2007).

Varios estudios se han desarrollado con el objetivo de identificar el efecto de la
germinacion en las leguminosas, encontrando que este proceso puede aumentar el
contenido de proteina y fibra dietética, reducir el contenido de factores
antinutricionales como taninos y acido fitico y aumentar la biodisponibilidad de
vitaminas y minerales (Megat et al.,, 2011; Muzquiz et al., 2004). Las semillas
germinadas son por lo general buena fuente de acido ascorbico, riboflavina, niacina,
tiamina, tocoferol, 4cido pantoténico, calcio, cobre, manganeso y zinc. Generalmente,
estos factores suelen formar parte de las sustancias de reserva de la semilla y
durante el proceso de germinacién van siendo degradados y utilizados en el
desarrollo de la plantula (Maneemegalai, 2011; Sangronis & Machado, 2007).

2.3.4 Uso de leguminosas en productos libres de gluten: la incorporacion de
harinas obtenidas a partir de leguminosas en los productos panificados mejora su
calidad nutricional, ya que aumenta su calidad y cantidad proteica. Ademas, por su
contenido de almiddn resistente, pueden utilizarse en formulaciones con cantidades
reducidas de grasa y azUucar y como fuente de fibra. Sin embargo, la presencia de
estas harinas no siempre favorece las caracteristicas reologicas de las masas y las
caracteristicas fisicas y sensoriales de los productos finales (Le6n & Rosell, 2007).

Mifarro et al., (2012), evaluaron el efecto de las harinas de leguminosas en las
caracteristicas de coccién del pan sin gluten encontrando que el producto final
presentaba buenas caracteristicas fisico-quimicas y un perfil sensorial adecuado.
Petitot et al., (2010), concluyeron que las pastas fortificadas con harinas de
leguminosas son una buena alternativa para las personas que desean mejorar la
calidad nutricional de su dieta. En otros estudios, los investigadores observaron que
los panes elaborados con harinas de leguminosas presentan menor volumen, corteza
mas oscura y miga mas amarilla, pero los analisis sensoriales realizados indicaron
gue los panes presentan textura, sabor y color apetecibles (Ledn & Rosell, 2007).

Por todo lo anterior el uso de leguminosas en la elaboracién de dichos productos
parece tener buenas expectativas en el mercado ya que permite la obtencién de
alimentos con buena calidad nutricional, organolépticamente aceptables y a bajo
costo, lo que permite ofrecer al consumidor una mayor variedad, especialmente en
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sectores de la poblacion con deficiencias o requerimientos nutricionales especiales
(Ledn & Rosell, 2007).

2.4 Micronutrientes de interés

2.4.1 Riboflavina (Rbf): es una vitamina hidrosoluble de color amarillo perteneciente
al complejo B (vitamina B2) con un peso molecular de 376,3 g/mol. Su formula
quimica es Ci7H20N4Os (EVM, 2002) y esta constituida por un anillo de isoaloxazina
dimetilado al que se une una molécula del azucar-alcohol ribitol, derivado de la
ribosa. Los tres anillos forman la isoaloxacina y el ribitol es la cadena de 5 carbonos
en la parte superior (Figura 3) (Fennema, 1996; Yang Wang et al., 2011).
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Figura 3. Estructura quimica de la riboflavina con atomos numerados.
Tomado de Guzman (2008).

Esta vitamina normalmente se encuentra fosforilada integrando el FMN (Flavin-
Mono-Nucleétido) y FAD (Flavin-Adenin-Dinucleétido); que funcionan como
coenzimas de las flavoproteinas, estas ultimas responsables de regular los procesos
de transferencia de hidrégenos en los procesos metabdlicos de 6xido-reduccion (Lim,
Choi, & Park, 2001; Yonezawa & Inui, 2013).

En los seres humanos, la Rbf apoya el crecimiento 6ptimo del cuerpo, se requiere
para la descomposiciéon de la grasa y la produccion de glébulos rojos, ayuda a
mantener la integridad de las membranas mucosas, la piel, los ojos, el sistema
nervioso, participa ademas en los procesos de respiracion celular, desintoxicacion
hepatica y desarrollo del embrién. Su deficiencia puede ocurrir como resultado de
una nutricion inadecuada o mala absorcién intestinal (EVM, 2002; Gil, 2011b).

Debido a su solubilidad, esta vitamina se puede perder durante el remojo, lavado o
coccion de granos, frutas y hortalizas. Su estabilidad a altas temperaturas y pH
menores a 7 es muy buena en la mayoria de los alimentos, pero a medida que se
acerca a la neutralidad, se vuelve sensible, y en condiciones alcalinas se
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descompone rapidamente, acelerandose aln mas en presencia de la luz (Badui,
1996; Fennema, 1996). En Colombia el consumo de Rbf, segun los valores diarios de
referencia de nutrientes, se tiene determinado asi: nifios mayores de 6 meses y
menores de 4 afios 0,45 mg y nifios mayores de 4 afios y adultos 1,7 mg (Resolucion
333, 2011).

2.4.2 Hierro (Fe): este mineral participa en la sintesis de hemoglobina y mioglobina,
en la formacién de huesos, es constituyente del tejido cerebral y es cofactor de las
enzimas flavina, peroxidasa, catalasa e hidroxilasa, lo que lo hace un micronutriente
esencial (Belitz et al., 2009).

La necesidad diaria de hierro esta entre 1,5y 2,2 mg, aunque depende de la edad y
el sexo del individuo. Segun los valores diarios de referencia de nutrientes en
Colombia, para dar cumplimiento a este requerimiento, el hierro ingerido en la dieta
para nifios mayores de 6 meses y menores de 4 afios debe ser 12 mg y para nifios
mayores de 4 afios y adultos 18 mg (Resolucion 333, 2011).

La biodisponibilidad de este mineral se determina por el grado de absorcion del
hierro dietario cuando llega al intestino. El hierro en los alimentos puede estar en
forma orgénica contenido en los grupos hemo o inorganica conformado por las sales
férricas (Fe3*) y ferrosas (Fe?*) (Fennema, 1996).

El hierro organico participa en la estructura del grupo hemo (hierro unido a una
porfirina) que forma parte de la hemoglobina, mioglobina y diversas enzimas, por lo
que se encuentra exclusivamente en alimentos de origen animal. Gracias a su
estructura molecular, esta clase de hierro es mas disponible ya que en la mucosa
intestinal, el grupo hemo se destruye y el hierro contenido en éste se libera
permitiendo entre un 20 y 30% de absorcion (Belitz et al., 2009; Fennema, 1996).

Por su parte, el hierro inorganico contenido en alimentos de origen vegetal presenta
menor disponibilidad porque este se une principalmente a proteinas, fitatos u otros
ligandos, dificultando su absorcion, entre 1,0 y 1,5% (Belitz et al., 2009). Solamente
en estado ferroso (Fe?*) el intestino es capaz de absorber el hierro, por lo que en el
estbmago gracias al acido estomacal, parte de las sales férricas se reducen a
ferrosas y en esta forma atraviesan la mucosa gastrointestinal (Badui, 1996).

2.4.3 Zinc: es un elemento quimico esencial para los seres humanos ya que es
necesario para que el sistema inmunitario funcione apropiadamente, ademas
interviene en el metabolismo de proteinas y carbohidratos, en las percepciones del
gusto y el olfato, en la cicatrizacion de las heridas y es cofactor de enzimas
implicadas en la sintesis de ADN (Fennema, 1996).
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El contenido total de zinc en el cuerpo humano adulto es de 2-4 g/Kg y el
requerimiento diario es de 5-10 mg, cantidad proporcionada por una dieta normal (6-
22 mg de zinc/dia). La deficiencia de zinc provoca trastornos graves, mientras que la
alta ingesta resulta toxica (Belitz et al., 2009).

2.5 Trabajo experimental

2.5.1 Materiales

Se utilizaron granos secos de lenteja (Lens culinaris) variedad verde y garbanzo
(Cicer arietinum) variedad kabuli, con una humedad de 9,27+0,11% y 9,91+0,06%
respectivamente; ambos envasados en polietileno transparente y adquiridos en
supermercados de cadena de la ciudad de Medellin, Colombia, siendo seleccionados
por su integridad, homogeneidad y sanidad aparente. Para el proceso germinativo se
utilizé agua destilada y para el método HPLC se utilizé6 agua Milli Q. Los solventes
utilizados (acido clorhidrico, metanol, acetato de amonio, &cido acético) fueron grado
HPLC marca Merck.

2.5.2 Métodos

2.5.2.1 Prueba germinativa: permite estimar el porcentaje de semillas viables para
germinar. Dos réplicas de 10 semillas lavadas y desinfectadas se ubicaron en cajas
de petri con papel filtro y 7 mL de agua destilada. Las semillas se dejaron germinar a
temperatura ambiente (27+1°C), en ausencia de luz durante 4 dias. Por ultimo, se
determina el porcentaje de germinacion (Semillas germinadas/Total de semillas)*100.
La prueba exige que el 90% de las semillas germinen (Miceli & Miceli, 2012; Wei et
al., 2012).

2.5.2.2 Proceso de germinacion: la germinacion de las leguminosas se realizo
siguiendo el procedimiento descrito en la Figura 4.

2.5.2.3 Curva de imbibicion: esta se construyé segun el método reportado por
Pablo-Pérez et al., (2013). Para ello se tomaron 30 granos de lenteja y garbanzo
lavados y desinfectados previamente con hipoclorito de sodio a 50ppm, se tomaron 6
cajas de petri con papel filtro y en cada una se colocaron 5 granos y 7 mL de agua
destilada, sin cubrir totalmente las semillas. Las cajas se llevaron a una estufa a
27°C+1 con una humedad relativa de 70%, durante 72 horas. Se tomaron tres granos
de cada caja en los intervalos de tiempo: 0, 24, 48 y 72 horas y se midi6 la humedad
(%) en cada periodo segun el método AOAC 997.10; con los datos obtenidos se
construyo la curva de imbibicion Humedad vs Tiempo.
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Seleccion de semillas |[—>| Prueba germinativa

\’

Pesar 400 g de . . ., Solucioén de hipoclorito de sodio al 0.4%
>| Limpieza y desinfeccion sumergiendo las semillas por 30 min.

- Retirar solucién desinfectante y enjuagar con
Enjuague agua destilada 2 veces.

semillas

A4 Ubicar las semillas en recipiente de vidrio,
Hidratacién adicionar 1500 mL de agua destilada y dejar
hidratar por 12 horas.

Cubrir la boca del recipiente con malla y
Montaje ubicarlo en un lugar sin luz a T° ambiente
(27+1°C).

y

Durante los 3 dias siguientes drenar el agua

Control y monitoreo > contenida, enjuagar con agua destilada y
\l/ dejar el recipiente en posicién invertida.
. En bolsas herméticas de polietileno,
Almacenamiento >

protegidas de la luz a 4 °C.

Figura 4. Proceso de germinacion para las leguminosas.

2.5.2.4 Obtencidén de harinas: los granos fueron secados en horno convectivo Kwik
— co Salva con fuente de calor eléctrica a una temperatura de 55+2 °C, los granos
germinados por 6 horas y los granos sin germinar por 1 hora, debido a las diferencias
de humedad inicial; luego se sometieron a reduccién de tamafio con un molino de
cuchillas Wiley Mill N° 3 y posteriormente se tamizaron por malla ASTM 60 (250 pm)
para homogenizar el tamafio de particula. Las harinas fueron almacenadas en bolsas
herméticas de polietileno de alta densidad, protegidas de la luz, en un lugar fresco a
temperatura ambiente. Los procesos de obtencion y molienda se realizaron en el
laboratorio de vegetales de la Universidad de Antioquia.

2.5.2.5 Cuantificacion de Rbf por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC): la extraccion se realiz6 con HCL 0,1N y &cido acético 0,02 N como solvente,
con estandar secundario validado, fase moévil de acetato de Amonio 0,005M:MeOH
(72:28), en un equipo Merck-Hitachi Modelo D-7000IF con detector de fluorescencia,
longitud de onda: Ex: 450nm Em: 525nm, temperatura de 30°C, Columna C18, 150
cm x 3,9 um, Flujo de 1,0 mL/min y volumen de inyeccion de 50 L.

2.5.2.6 Cuantificacion de Fe y Zn por espectrofotometria de absorcién atomica:
se realizo segun el método oficial AOAC 999.10 (AOAC, 1997).
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2.6 Resultados y Discusion

2.6.1 Prueba germinativa: se seleccion6é como parametro de prueba la extension
radicular igual a 3,0+0,3 cm, obteniendo 10 semillas germinadas de lenteja con una
humedad final de 66,18+0,31% y 9 semillas germinadas de garbanzo con una
humedad final de 57,02+1,00%. La prueba exige que minimo el 90% de las semillas
germinen, en ambas leguminosas, bajo las condiciones de trabajo establecidas se
cumplié este parametro, con un 100% para las semillas de lenteja y un 90% para las
semillas de garbanzo, mostrando granos con alta potencialidad y vitalidad (Figura 5).

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4

Figura 5. Prueba germinativa para (A) Lenteja y (B) Garbanzo.
Imagenes obtenidas por el autor del trabajo de investigacion en el grupo GEMCA de la Universidad de Antioquia.

2.6.2 Germinaciéon y curvas de imbibicién: al iniciar el proceso germinativo la
humedad para ambas semillas fue baja, 9,27+£0,11% para la lenteja y 9,91+0,06%
para el garbanzo, indicando que se encontraban en estado basal, con sus cinéticas
de metabolismo, minimizadas. Nonogaki et al., (2010), informaron que las semillas
con un bajo contenido de agua, entre 7 y 14%, son metabdlicamente inactivas,
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encontrandose en un estado seco de madurez, y por lo tanto los eventos fisiol6gicos
y quimicos son minimos. Con los datos obtenidos bajo las condiciones de trabajo
especificadas, se construyeron las curvas de imbibicion (Figura 6); y segun los
puntos de inflexién se distinguen las tres fases de la germinacién bien diferenciadas.
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Figura 6. Curva de imbibicién para los granos de (A) Lenteja y (B) Garbanzo.

La germinacién de semillas se presenta en un ambiente biolégico complejo y es
regulado por un gran numero de mecanismos y factores como actividad hormonal,
genética, enzimatica y sus interacciones. Las principales hormonas que actian en
los proceso vegetales son: acido abscisico (ABA), etileno, giberelina, auxinas (AlA),
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citoquininas y brasinoesteroides. La hormona ABA actla en el proceso de latencia,
inactivando la germinacién mientras que las giberelinas, auxinas y brasinoesteroides
inducen a esta, iniciando la ruptura del endospermo y las capas externas, siendo
antagonistas de la hormona ABA. Las giberelinas promueven la germinacion,
activando las enzimas catabolicas e inhibiendo las rutas biosintéticas de la ABA
(Miransari & Smith, 2014).

Durante la germinacion, los principales procesos metabdlicos son la respiracion y la
movilizacion de sustancias de reserva. En la Figura 6 se pueden observar tres
puntos de inflexidon, indicando posiblemente las tres fases, que evidencian la
presencia de cubiertas permeables y un aumento del potencial osmoético de las
células del tejido del grano (Kigel & Galili, 1995). La fase | se presento entre las 0 y
24 horas, con alto gradiente de absorcion de agua, por lo que la humedad de los
granos de lenteja aumento de 9,27+0,11% a 58,74+0,25% y en el garbanzo de
9,91+0,06% a 51,96+0,26%. La semilla se observo turgente y con aumento aparente
de su volumen.

Esta fase es conocida como imbibicion y es el resultado de la hidratacion de
matrices, como paredes celulares y polimeros de pared, en la cual se incrementa la
absorcion de agua con el tiempo debido a la hidratacion uniforme de las células. La
cinética de absorcion es influenciada por la estructura de la semilla y est4 asociada a
las rutas de migracién del agua en los diferentes tejidos (Melgarejo, 2010). Esta
absorcion genera el microambiente interno en la semilla para activar las reacciones
quimicas y enzimaticas que caracterizan la germinacion, ademas se da un rapido
incremento de la respiracion, que se produce antes de transcurridas 12 horas desde
el inicio de la imbibicion y puede atribuirse en parte a la activacién e hidratacion de
enzimas mitocondriales (Goyoaga, 2005).

La fase Il, reconocida como fase de activacion y germinacién, se presentd entre las
24 y 48 horas, en esta se hizo visible la ruptura de la testa a través de la cual se
observa la salida de los primeros tejidos en crecimiento del embrién, con
decrecimiento del gradiente de absorcibn de agua; la humedad de los granos
aumentd de 58,74%+0,25% a 61,22+0,21% en la lenteja y de 51,96+0,26% a
53,03+0,48% en el garbanzo.

En esta fase ocurren varios cambios: se da la movilizacién de nutrientes, con intensa
actividad metabdlica, que implica cambios estructurales subcelulares y sintesis de
macromoléculas en donde el almidén y los cuerpos proteicos son convertidos en
azucares simples y aminoacidos que son transportados y oxidados para suplir el
crecimiento y la elongacion del embrion. También se da inicio a la germinacion, una
vez que el agua atraviesa las envueltas seminales y llega al embrién en cantidad
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suficiente, éste se activa y comienzan los procesos metabdlicos necesarios para su
crecimiento y transformacion en una planta autonoma (Kigel & Galili, 1995).

Por ultimo, la toma de agua y de oxigeno se reduce considerablemente, llegando
incluso a detenerse. La actividad respiratoria se estabiliza entre las 12 y 24 h desde
el inicio de la imbibicion, debido en parte a que las cubiertas seminales, que todavia
permanecen intactas, limitan la entrada de O2. Durante esta fase, la hidratacion de la
semilla se ha completado y todas las enzimas presentes se activan (Goyoaga, 2005).

En la fase lll, se completd el crecimiento del tejido, con color blanco y textura firme,
asociado a la continuacion del crecimiento del embrion; también hay un aumento en
el gradiente de humedad entre las 48 y 72 horas, de 61,22+0,21% a 66,18+0,31% en
la lenteja y de 53,03+0,48% a 57,02 +1,00% en el garbanzo. Esta fase esta asociada
a un cambio morfologico visible en el cual se produce la elongacién del embrién y
ruptura de la testa a través de la cual se observa la salida de la radicula y se
caracteriza porque la absorcion de agua vuelve a aumentar, asi como la actividad
respiratoria, esta Ultima asociada a una mayor disponibilidad de Oz como
consecuencia de la ruptura de la testa y a la actividad de las mitocondrias y enzimas
respiratorias, recientemente sintetizadas en las células del eje embrionario en
desarrollo (Goyoaga, 2005; Melgarejo, 2010).

Los granos germinados (Figura 7) se obtuvieron en un tiempo de 4 dias y a partir de
estos se obtuvieron las harinas de leguminosas germinadas, sin embargo la
cuantificacion de micronutrientes solo se le realiz6 a la harina de lenteja germinada
por ser de mayor interés para fines del estudio y porque la germinacion de los granos
de garbanzo fue mas compleja y susceptible a presentar rancidez, posiblemente por
el alto contenido lipidico de esta leguminosa.

Figura 7. Granos germinados de lenteja. Imagen obtenida por el autor del trabajo de investigacion
en el grupo GEMCA de la Universidad de Antioquia.
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2.6.3 Cuantificacién de micronutrientes: diversos estudios reportan que en la
germinacion aumenta el contenido de proteina, minerales y vitaminas y elementos
traza, asi como su biodisponibilidad y se reduce el contenido de taninos y fitatos
(Megat Rusydi et al.,, 2011). Estos cambios en la composicion de los granos
germinados, estan asociados a la activacion de multiples enzimas y a los procesos
metabdlicos que requieren energia y generan productos.

Al comparar la harina de lenteja germinada con la harina de lenteja sin germinar, se
observa que la germinacion mejor6 el contenido de hierro y Rbf y presenté una
variacion neta en el zinc (Figura 8); con 1,20+1,2 y 1,21+1,6 mg/100g en harina de
granos sin germinar y granos germinados, respectivamente. Es posible que el Zn
utilizado metabdlicamente sea similar al contenido de Zn producido durante la
germinacion, obteniendo una diferencia no significativa, ya que durante este proceso
todos los componentes estan cambiando.

Contenido de Micronutrientes
0,30

EE Rbf mg/100g
[ Fe mg/100g a
025 1 | mmmm zn mg/100g

0,20 A

0,15 A

0,10 A

Concentracion (mg/100g)

0,05 A

Lenteja Lenteja germinada

Harinas

Figura 8. Contenido de micronutrientes en la harina de lenteja germinada y sin germinar. Las medias con letras
diferentes en cada columna son significativamente diferentes (P>0,05) acorde al método de Tukey
con una confianza del 95.0%; DS 0,0039.

El contenido de hierro en ambas harinas present6 diferencia significativa (P>0,05),
siendo la harina de granos germinados la de mayor contenido de este mineral con
2,06+0,5 mg/100g, mientras que la harina de granos sin germinar contenia 1,69 +0,2
mg/100g. Este incremento puede estar asociado al proceso de sintesis de proteinas,
en el cual se forman enzimas ferritinas como peroxidasas, lipooxigenasas y
catalasas, y hormonas que contiene hierro como cofactor, haciendo que aumente la
concentracion de este mineral (Belitz et al., 2009).
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Otra posible explicacion es que durante la germinacion, se incrementa la actividad de
las fitasas y como consecuencia el acido fitico disminuye. Es conocido que este
compuesto tiende a ligar cationes, tales como calcio, hierro y zinc reduciendo su
biodisponibilidad. Una vez que el &cido fitico se degrada, estos elementos estan mas
biodisponibles y por lo tanto su concentracion aumenta, convirtiendo a las
leguminosas en buena fuente de minerales (Sangronis & Machado, 2007).

Por otra parte, estos minerales también se pueden convertir en quelatos por
reacciones de complejacion con pequefios ligandos orgénicos tales como &cido
citrico, acido ascorbico y diversos aminoacidos, aumentando su biodisponibilidad. La
germinacion aumenta las cantidades de aminoacidos y de &cido ascorbico,
favoreciendo la quelacion y por consiguiente una mejor biodisponibilidad de los
cationes (Lintschinger et al., 1997)

Respecto al comportamiento de la Rbf, ha sido demostrado que la germinacién tiene
un efecto importante en la concentracion de las vitaminas solubles en agua,
especialmente en las pertenecientes al complejo B, que se encuentran en las
leguminosas y se ha observado que con la germinacion los niveles se incrementan
del 100 al 300% (Goyoaga, 2005; Prodanov et al., 1997).

La Rbf solo es biosintetizada por bacterias, hongos y plantas, siendo para el hombre
y los animales un compuesto esencial que han de adquirir a través de la dieta. Los
humanos pueden sintetizar flavin mono nucleétido (FMN) y flavin adenin dinucleétido
(FAD), que son coenzimas y grupos prostéticos de flavoenzimas y flavoproteinas,
pero no sintetizan Rbf como tal. Durante la germinaciéon se presenta la sintesis de
coenzimas flavin, que actian como promotores de esta vitamina, las plantas tienen la
capacidad de formar Rbf, a partir de las dos coenzimas aumentando su
concentracion (Roje, 2007). El contenido de Rbf hallado en las harinas se observa en
la Figura 8. El cromatograma (Figura 9) muestra la Rbf con un tiempo de retencion
de 6,864 min.

El contenido de Rbf encontrado fue de 0,040+0,00 y 0,239+0,01 mg/100g para
harinas de granos sin germinar y germinados, respectivamente; esta Ultima con un
valor 5 veces mayor al de la harina sin germinar. Se ha reportado que el contenido
de vitaminas del complejo B y tocoferoles, se incrementan entre 1,5 y 3,8 veces,
cuando los granos son germinados (Preedy et al., 2011). En estudios revisados, en
germinados de 5 dias, se muestra una correlacion positiva entre la enzima
superoxido-reductasa — SOD vy el contenido de Rbf, asi como aumento de Fe en un
18% vy la presencia de otros minerales (Roje, 2007).
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En otro estudio revisado, explican el aumento de Rbf como resultado de la
biosintesis durante la germinacion, asociada a la actividad microbiana, como flora
natural de la semilla. Este fendbmeno fue observado por Prodanov, Sierra, & Vidal-
Valverde, (2004) en sus investigaciones sobre la germinacion y fermentacion de
lentejas, donde el remojo es una parte inicial de este tratamiento; ellos atribuyeron el
aumento de esta vitamina a la existencia de algunos microorganismos,
principalmente Lactobacillus, en la cubierta de estas leguminosas, capaces de
sintetizar Rbf inmediatamente después de la humidificacion de las semillas.
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Figura 9. Perfil cromatografico del contenido de riboflavina en la harina de lenteja germinada.
Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacion.

Los bioprocesos de germinacién y generacion de brotes, en granos y semillas, en la
actualidad estan siendo aplicados como estrategia de transformacion bioquimica a
nivel nutricional, disminucién de factores antinutricionales y aumento de
biodisponibilidad, aunque muchos fendmenos quimicos, bioquimicos y enziméaticos
aun no estan explicados completamente, por la biodiversidad y complejidad de los
organismos vegetales, sus tejidos y su mecanismos biolégicos (Nonogaki et al.,
2010; Preedy et al., 2011).

Actualmente se investiga la germinaciéon desde la significancia de las principales
hormonas vegetales, como acido abscisico, etileno, giberelinas, auxinas, citoquininas
y brasinoesteroides, con referencia a la protedmica y la biologia molecular, lo que
dimensiona la complejidad ya mencionada (Miransari & Smith, 2014). En este trabajo
de investigacion se incursioné en el estudio del proceso de germinacion, generando
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nuevo conocimiento y nuevas perspectivas de estudio y aplicacion en la industria
agroalimentaria.

2.7 Conclusiones

e Las condiciones de trabajo aplicadas (4 dias, ausencia de luz, 27°Ct1, 70% HR)
permiten la obtencién de granos con alta potencialidad y vitalidad; con tamafio de
radicula en promedio de 3,0+0,3 cm y una humedad final de 66% para los granos
de lenteja 'y 57% para los de garbanzo.

e La germinacion permite el mejoramiento nutricional de lentejas evidenciado en el
aumento de hierro y riboflavina y en el cambio neto en el contenido de zinc.

Micronutriente (mg/100g)
HARINA
Rbf Fe Zn
Lenteja 0,040 0,169 0,121
Lenteja 0,239 0,206 0,121
germinada
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3. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE HARINAS LIBRES DE GLUTEN

3.1 Introduccidn

Los alimentos son sistemas complejos en los que las interacciones moleculares entre
los diferentes componentes dictan las propiedades estructurales, texturales y
organolépticas de estos. Algunas interacciones son deseables favoreciendo la
calidad del alimento mientras que otras son indeseables afectandolo negativamente.
Por lo tanto, conocer el comportamiento y las propiedades de las materias primas
utilizadas en una formulacion es de gran importancia, ya que permite visualizar las
interacciones entre los macro y microcomponentes y sus efectos en la calidad del
producto final (Gaonkar & McPherson, 2006).

Entre las principales materias primas utilizadas en la industria alimentaria se
encuentran las harinas, definidas como el producto resultante de la molienda de
materiales vegetales secos, sometido a una reduccion del tamafio de particula para
obtener un polvo fino con una granularidad caracteristica que permita su aplicacion
en diversos procesos alimentarios (Kulp & Ponte, 2000). Durante la obtencion de la
harina se debe llevar un control estricto de las variables involucradas en el proceso
ya que estas generan gran impacto en las propiedades nutricionales y funcionales,
afectando rendimientos, costos y caracteristicas de calidad propias del producto.

En el caso de las harinas libres de gluten, determinar su composicion nutricional y
conocer su funcionalidad tecnolégica permite establecer su potencial para ser
incorporadas como materias primas innovadoras en el desarrollo de alimentos,
constituyendo una alternativa para la formulacién de productos para regimenes
especiales y alimentos con valor nutricional agregado. Los cereales libres de gluten
disponibles para la elaboracion de harinas son arroz, maiz, trigo sarraceno, teff,
sorgo y mijo. Ademas se cuenta con una amplia gama de materiales de origen
vegetal como granos andinos, hortalizas, leguminosas, musaceas, raices Yy
tubérculos, los cuales se perciben como ingredientes potenciales en el desarrollo de
numerosos productos a nivel mundial (Rosell, 2013).

3.2 Generalidades de los materiales vegetales seleccionados

Los materiales fueron seleccionados bajo los siguientes parametros:

e Ausencia de proteinas formadoras de gluten segun literatura cientifica revisada.
e Material promisorio e innovador.

e Reportes cientificos de aplicacion.

e Composicidn bromatoldgica teorica.
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Trigo (Triticum spp): es un cereal perteneciente a la familia de las
Gramineas. Sus granos son cariopsides formados por tres partes
principales: el salvado, el germen o embrion y el endospermo. El
ole . salvado estad formado por numerosas capas ricas en vitaminas y
minerales y sus células tienen un alto contenido de celulosa y hemicelulosa. El
germen es la parte donde se origina una nueva planta; es buena fuente de vitaminas
del complejo B y E y es rico en grasas no saturadas, razén por la cual es eliminado
de la harina para evitar el enranciamiento. Por ultimo, el endospermo, cuyas células
almacenan proteinas de reserva y energia en forma de almidon (Steffolani, 2012).

El trigo constituye la base de la alimentacion de la sociedad occidental; donde sus
productos derivados proveen aproximadamente una quinta parte del total de calorias
de la dieta. Los cereales en general, son una buena fuente de carbohidratos de lenta
asimilacion y una fuente importante, aunque incompleta, de proteinas; ademas,
aportan fibra, vitaminas y minerales. Sin embargo, el trigo solo, al igual que el resto
de los cereales, no provee todos los aminoacidos esenciales necesarios para un
apropiado desarrollo, ya que es deficiente en lisina (Ledn & Rosell, 2007).

Mayoritariamente, los componentes nutricionales del trigo se encuentran en el
salvado y el germen de donde se obtiene la harina integral; la harina blanca se
obtiene del endospermo y por lo tanto presenta menor valor nutricional. Por esto, es
comun gue en algunos paises las harinas blancas sean enriquecidas con vitaminas y
minerales para compensar las pérdidas sufridas al eliminar el salvado y el germen. El
enriguecimiento suele estar regulado por ley y se basa en la incorporacion de hierro y
vitaminas del grupo B (Ledn & Rosell, 2007).En este estudio el trigo fue utilizado
como control.

Arroz (Oryza sativa): es una planta anual, perteneciente a la familia

de las Gramineas. El arroz es rico en carbohidratos complejos, es

Wi fuente de minerales (hierro, fésforo, potasio y magnesio), vitaminas

¥+ & del complejo B y no contiene colesterol; pero es uno de los cereales

mas pobres en proteinas, con valores entre 6,3-7,9%. En los paises en los que el

arroz constituye un alimento basico, la poblacién esta expuesta a sufrir problemas de

malnutricion, debido a su incompleto perfil en aminoacidos. Por ello, se han

desarrollado distintas técnicas de fortificacion que permiten afiadir vitaminas
esenciales y minerales al grano (Arendt & Dal Bello, 2008).

Un aspecto a favor de la inclusion de arroz y sus derivados en la dieta, es que el
almidon contenido en estos presenta respuestas metabdlicas de glicemia menores
que el resto de los cereales, debido a la diferencia entre la relacion
amilosa/amilopectina (Le6n & Rosell, 2007). Un aspecto en contra, es la presencia
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de arsénico. La FDA monitorea continuamente la presencia de agentes perjudiciales
en los alimentos y en los ultimos afios este ha sido tema de estudio, particularmente
en el arroz, encontrando que los niveles de arsénico inorganico actuales son
demasiado bajos como para causar dafios a la salud inmediata pero que a largo
plazo pueden ser toxicos, generando gran preocupacion ya que el arroz es un
alimento que se consume durante toda la vida (FDA, 2012, 2013b).

En la elaboracion de productos libres de gluten, la harina de arroz es la mas utilizada
gracias a su bajo contenido de prolaminas, su caracter hipoalergénico, sabor suave,
bajo contenido en sodio y alto contenido de carbohidratos de facil digestion. Sin
embargo, es incapaz de desarrollar una red con propiedades similares al gluten,
debido a que sus proteinas de reserva son extremadamente insolubles, son muy
hidrofébicas y su relacion es diferente a la del trigo. En el arroz, las principales
proteinas de almacenamiento son las glutelinas (65-85%), mientras que las
prolaminas son la fraccion de menor importancia (Marco & Rosell, 2008). En este
estudio el arroz fue utilizado como control.

Platano (Musa paradisiaca): es un tipo de banana perteneciente a
la familia Musaceae. Es considerado uno de los cultivos alimentarios
mas importantes en muchos paises en desarrollo, en donde
constituyen una importante fuente de carbohidratos y fibra dietaria
para su poblacion. El platano verde presenta mayor contenido de hemicelulosa
(aproximadamente 6%) que otras frutas y vegetales, es rico en potasio (400 mg/100
g pulpa) y es buena fuente de vitaminas A, C y las pertenecientes al complejo B
(Preedy et al., 2011).

El almidon es el principal carbohidrato de los platanos verdes. Este, se gelatiniza
durante la coccién y preparacion de los alimentos y se ha demostrado que tras su
ingestion, una fraccion escapa de la digestion y absorcion en el intestino delgado de
las personas sanas y continda al intestino grueso en donde se fermenta con la
produccion de &cidos grasos de cadena corta. Esta fraccion se denomina almidén
resistente (AR) y su consumo ha sido asociado a la reduccién del indice glicémico, la
baja absorcién del colesterol y la prevencién del cancer de colon. Se considera que
el platano tanto verde como maduro tiene el mas alto contenido de AR de todos los
productos naturales (Preedy et al., 2011).

Gracias a los altos valores de energia, a la baja cantidad de lipidos, a que son buena
fuente de micronutrientes y a la ausencia de proteinas formadoras de gluten, el
platano se esta convirtiendo en una muy buena alternativa para elaborar alimentos
para regimenes especiales, mas comunmente en las dietas de personas que
presentan Ulceras pépticas, enfermedad celiaca y obesidad (Preedy et al., 2011).
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Ahuyama (Cucurbita maxima): es una planta anual originaria de
América, perteneciente a la familia de las Cucurbitdceas. Su
principal componente nutricional son los carotenos que varian entre
2y 10 mg /100 g de pulpa. También se considera una valiosa fuente
de vitamina C, E, tiamina y riboflavina, asi como de minerales, entre los que se
encuentran potasio, fosforo, magnesio, hierro y selenio. Es rica en pectina, que actla
como fibra soluble en el intestino (Adams et al., 2011), presenta alto contenido de
agua, un contenido relativamente bajo de calorias y sélidos totales menores al 10%,
lo que permite su inclusién en dietas bajas en calorias (Henriques, 2011; Rakcejeva
et al., 2011).

Esta composicion quimica, le permite a la ahuyama tener un importante efecto
protector en la salud. De hecho, las sustancias lipéfilas como los carotenoides que
contiene, contribuyen significativamente a la absorcion de la provitamina A,
especialmente, la luteina, un carotenoide con funciones fisioldégicas especiales. Su
color, que varia desde amarillo palido hasta anaranjado surge de este grupo de
sustancias (Guiné, 2011).

La ahuyama es un material muy interesante por su versatilidad, ya que puede ser
utilizada para el desarrollo de productos alimenticios salados o dulces como jugos,
conservas, encurtidos y productos secos. Incluso en estudios recientes se ha
investigado acerca de la aplicacién de ahuyama en polvo para mejorar el volumen y
la aceptabilidad organoléptica del pan de trigo. Ademas, la fibra contenida muestra
un buen desempefio respecto a las propiedades de hidratacion y la retencion de
glucosa, estableciendo la posibilidad de su utilizacion como ingrediente en la
formulacion de alimentos, para aplicaciones nutricionales y tecnoldgicas (de
Escalada Pla et al., 2007).

f“i“i;:,f,,i‘g Quinua (Chenopodium quinoa W): es una planta perteneciente a
J»":"’j-;;{f:j,w la subfamilia Chenopodioideae de las amarantaceas, originaria de
e il los Andes Sudamericanos. Desde el punto de vista botanico, la
st R quinua es una planta dicotiledénea y por lo tanto no es considerada
como cereal; pero gracias a que sus semillas son ricas en almidén es comun que se
emplee como tal (Arendt & Dal Bello, 2008). La quinua es buena fuente de proteina
(13-14%), en donde predominan las globulinas y albuminas; y debido a que su perfil
de aminoacidos es bien balanceado, con alto contenido de lisina en comparacion con
los cereales, esta puede remplazar la proteina animal en la dieta (Preedy et al.,
2011).

El contenido de minerales en las semillas de quinua es dos veces mayor que el de
los cereales principalmente en calcio, magnesio, hierro, potasio, y zinc. Respecto a
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las vitaminas, el contenido es similar a los cereales convencionales, siendo buena
fuente de riboflavina, tiamina, acido félico, vitamina C y E. Ademas, es rica en acidos
grasos poliinsaturados y compuestos bioactivos como los flavonoides (Arendt & Dal
Bello, 2008). Cada dia se amplia mas el horizonte de la utilizacion de la quinua para
la elaboracién de alimentos de alta calidad. Las semillas de quinua se consumen
tradicionalmente cocidas como el arroz o en hojuela y su harina se usa como
espesante, papilla o para hacer pastas y productos libres de gluten.

Leguminosas: son plantas pertenecientes a la familia de las
Leguminosae. Son consideradas la segunda fuente de alimento més
importante del mundo después de los cereales, aunque son mas
ricas en proteinas que estos y generalmente con un mejor perfil de
aminoacidos por su contenido de lisina (Preedy et al., 2011). Investigaciones han
demostrado que el consumo frecuente de leguminosas puede prevenir enfermedades
cardiovasculares, diabetes, obesidad y contribuir a la salud y bienestar general
(Canada Pulse, 2013; Tiwari, 2011).

Los términos leguminosa y legumbre se usan indistintamente porque todas las
legumbres son consideradas leguminosas pero no todas las leguminosas son
consideradas legumbres. El término "leguminosa" hacer referencia a las plantas cuyo
fruto estd encerrado en una vaina; mientras que “legumbre” se refiere sélo a la
semilla seca de las leguminosas que se distinguen por su bajo contenido de grasa. A
esta Ultima pertenecen la lenteja (Lens culinaris) y el garbanzo (Cicer arietinum)
(Canadéa Pulse, 2013).

Las legumbres contienen carbohidratos complejos (fibra dietaria, almidén resistente y
oligosacaridos), son buena fuente de proteinas, vitaminas del complejo B y minerales
(hierro, zinc y fésforo). Adicionalmente, contienen sustancias bioactivas que incluyen
enzimas inhibidoras, lectinas, fitatos y compuestos fendlicos que cumplen un papel
metabdlico en el ser humano. Sin embargo, algunas de estas sustancias han sido
consideradas como factores antinutricionales debido a su efecto sobre la calidad de
la dieta (Tiwari, 2011).

3.3 Métodos para la caracterizacion de harinas

La caracterizacion de un material hace referencia a la identificacion de este mediante
la aplicacion de métodos especificos que permiten estudiar sus propiedades
reologicas, estructurales, funcionales, térmicas, entre otras; estableciendo la
naturaleza del material y sus posibles aplicaciones.
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3.3.1 Propiedades funcionales: se definen como las caracteristicas fisicoquimicas
de los alimentos que afectan favorable o desfavorablemente el comportamiento del
producto durante y después del procesamiento, influenciando la calidad general y la
percepcion sensorial (Tiwari, 2011). Estan asociadas principalmente a proteinas,
almidones y fibras y dependen de factores intrinsecos propios de la molécula
(conformacion, hidrofobicidad, forma, peso molecular, etc.), asi como de factores
extrinsecos del medio que los rodea (pH, fuerza i6nica, temperatura, actividad
acuosa, etc.) (Badui, 1996).

Comprender los factores que son influenciados por las propiedades funcionales
permite conocer las interacciones idoneas entre ingredientes, predecir la
incorporacion correcta de nuevos materiales e identificar las condiciones ideales del
proceso (pH, T°, concentracion) (Tiwari, 2011). Sin embargo, para su aplicacion se
deben tener en cuenta las siguientes consideraciones:

e Son métodos empiricos desarrollados bajo una técnica experimental.

e Su aplicacion depende del tipo de material a evaluar.

e Los parametros establecidos estan condicionados por la aplicacion la final y el
objetivo del ensayo.

e Se desarrollan bajo 3 condiciones basicas: hidratacion en exceso, aplicacion
de fuerzas externas/internas (Centrifugacion/Gravedad) y granulometria
obtenida por molienda (Tamafio de particula).

Las propiedades funcionales mas importantes de las harinas incluyen hidratacion,
formacion de gel, emulsificacién, formacién de espuma y cambios en la viscosidad.

3.3.1.1 Capacidad de absorcién de agua (CAA): expresa la maxima cantidad de
agua que puede ser atrapada por gramo de material seco, en presencia de un
exceso de agua bajo la accion de una fuerza patrén. Estda asociada al tipo y al
tamafio de particula del material. La CAA en las harinas aumenta cuando el tamafio
de particula promedio esta alrededor de 300 um; este fendmeno se atribuye a un
aumento del area superficial y al volumen de los poros después de la molienda
(Tiwari, 2011). La CAA permite evaluar la idoneidad tecnologica de los
macrocomponentes respecto a la hidratacion al ser utilizados en un alimento.

3.3.1.2 Capacidad de hinchamiento (CH): es la capacidad de un material para
aumentar el volumen ocupado cuando este es inmerso en un exceso de agua. Esta
propiedad se considera un fenbmeno de difusion propiciado por la afinidad de las
moléculas del material con las moléculas del liquido adicionado. La CH de la harina
depende principalmente del almidon (Belitz et al., 2009; Tiwari, 2011).
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Cuando las moléculas de almidon se calientan en exceso de agua, la estructura
cristalina se interrumpe y las moléculas de agua se unen mediante puentes de
hidrogeno a los grupos hidroxilo expuestos de la amilosa y la amilopectina,
provocando el hinchamiento del grano. Por consiguiente, la CH provee evidencia de
las interacciones entre las cadenas del almidon; influenciadas por la cantidad de
amilosa y amilopectina en el granulo, ademas permite predecir la capacidad de
gelatinizacion de un material. Una harina con alta CH incrementa la viscosidad en un
sistema alimentario (Tiwari, 2011; Vaclavik, 2002).

3.3.1.3 Concentracion minima de gelificacion (CMG): esta propiedad determina la
concentracion minima requerida para que una dispersion de harina forme un gel
estable. Una baja CMG (entre 2 y 4%) indica que el material tiene una mejor
capacidad para formar gel. La gelificacion ocurre cuando las proteinas y los
almidones forman una red tridimensional resistente a fluir cuando un esfuerzo es
aplicado (Fennema, 1996; Tiwari, 2011).

La presencia de almidén y proteina en los sistemas alimentarios resulta en
interacciones moleculares que favorecen la formacion de gel por calentamiento y
posterior enfriamiento. El calentamiento provoca la ruptura de puentes de hidrogeno
ocasionando la perdida de la estructura ordenada. El enfriamiento a temperaturas de
refrigeracion reduce la movilidad de las moléculas propiciando la formacion de
enlaces intra e intermoleculares en los polimeros; esto favorece la reorganizacion de
las moléculas y da lugar a la formacion del gel (Fennema, 1996; Tiwari, 2011). El
proceso de gelificacion es afectado no solo por la concentracion de los
macrocomponentes sino también por el tipo, ademas el peso molecular es
fundamental porque si es muy bajo se solubilizan completamente antes de gelificar
(Badui, 1996).

3.3.1.4 Capacidad Emulsificante (CEm): una emulsion se define como un sistema
heterogéneo compuesto por dos fases liquidas inmiscibles entre si, donde una de
ellas esta dispersa en otra en forma de gotas (Kuhn & Cunha, 2012). Este sistema
puede ser de tipo w/o (agua en aceite) y o/w (aceite en agua) siendo el primer medio
la fase dispersa y el segundo la fase continua. Las emulsiones son sistemas
termodinamicamente inestables, por lo que es comun incluir un emulsificante y/o
estabilizante, que favorezca la formacion y estabilidad de la emulsion (Pal, 2011).

Las proteinas actian como emulsificante en los sistemas o/w, al formar una pelicula
alrededor de las gotas de aceite dispersas en un medio acuoso, evitando cambios
estructurales como coalescencia, cremado, floculacibn o sedimentacion (Tiwari,
2011). El mecanismo de emulsificacién en este caso consiste en la orientacién de los
aminoacidos apolares hacia la fase lipidica y la de los polares hacia la fase acuosa.
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Por esta razon, para lograr mejores resultados se requiere cierta hidrofobicidad que
permita que las moléculas de proteina migren a la interfase o/w de la emulsion y se
mantengan alli para darle mayor rigidez y estabilidad al sistema (Badui, 1996;
Fennema, 1996).

La CEm se define entonces como la cantidad de aceite que puede ser emulsificado
por unidad de proteina. Esta propiedad, por lo tanto se ve afectada por la relacion
hidrofébica/hidrofilica de las proteinas y por las limitaciones estructurales que
determinan el grado en el que las proteinas pueden formar una pelicula alrededor de
las gotas de aceite dispersadas (Tiwari, 2011).

3.3.1.5 Capacidad Espumante (CEs): las proteinas también exhiben propiedades
espumantes. Las espumas se pueden definir como dispersiones de burbujas de gas
(generalmente aire) en una fase continua que puede ser liquida o semisodlida. La
funcién de las proteinas es reducir la tensidén interfacial orientando sus grupos
hidrofilos hacia el exterior de la burbuja en contacto con el agua y los hidrofobos
hacia el interior, con el aire, para formar una pelicula superficial alrededor de las
burbujas de aire y asi evitar la fusion de las burbujas (Badui, 1996; Tiwari, 2011).

La CEs representa el aumento en el volumen de una suspension de harina,
resultante de la incorporacion de aire. La estabilidad de la espuma (EES) es la
capacidad del sistema para retener el aire en forma de burbujas durante un tiempo
determinado. En esta propiedad influyen muchos factores como el pH, sales,
azucares, lipidos, temperaturas elevadas, viscosidad, etc., que al modificar las
proteinas alteran la capacidad espumante (Badui, 1996; Tiwari, 2011).

3.3.2 Propiedades de empastado (RVA): permiten analizar el comportamiento de
una pasta formada por harina y agua en un ciclo de enfriamiento/calentamiento. Esta
propiedad puede ser evaluada utilizando un analizador rapido de viscosidad (RVA),
gue determina el efecto de la gelatinizacion del almidén en la viscosidad de la harina
durante el proceso de coccién. Aunque se pueden programar distintos ciclos; lo mas
habitual es calentar la mezcla hasta 95 °C, y mantenerla un tiempo a esta
temperatura, para luego enfriar a 50 °C (Gallagher, 2009).

Los granulos de almidon presentes en la harina comienzan a absorber agua iniciando
el ciclo. A una temperatura determinada se da la gelatinizacion del almidén y por
consiguiente un incremento de la viscosidad de la pasta. Sin embargo, los granulos
de almidén también comienzan a romperse, por lo que una vez alcanzado un maximo
de viscosidad esta tiende a disminuir. Cuando la pasta vuelve a enfriarse el almidon
se reorganiza, y como consecuencia de este fenbmeno, llamado retrogradacion, la
viscosidad vuelve a incrementarse (Figura 10) (Le6n & Rosell, 2007). Los
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parametros que se obtienen de esta técnica se describen a continuacion (Minguez,
2013; Newport Scientific, 2001):

4000 120
Retrogradacion
3000 Kiscosidad Viscosidad 4 100
de pico ?
a  F7rTTTT ] 3
& ~| | g
-g Rompimiento : a
T 2000 : T° de empastado { 80 &
8 predpesssssghiprrrrrsrsrrersrsvene q S
Qo ! !
R : ! o
> } H J o
' |
1
i
1000 k- i ! Temperatura 1 60
e N\
i ]
1 ] -
/]
I |
0 ! 1 40
0 15

Tiempo (min)

Figura 10. Curva RVA, adaptada de Leon & Rosell, (2007).

e Temperatura de empastado (Pasting temperature) (°C): indica la temperatura
minima necesaria para la coccion de un almidén.

e Viscosidad de pico (Peak viscosity) (cP): es la viscosidad maxima durante el
calentamiento y mantenimiento a 95 ° C. Indica la capacidad de retencion de
agua del almidén; en este punto se rompe el granulo de almidén.

e Viscosidad de caida (Trough) (cP): es el menor valor de viscosidad antes de
iniciar la retrogradacion. Se produce al final del tramo de temperatura
constante, antes de comenzar el enfriamiento.

e Rompimiento (Breakdown) (cP): es la diferencia entre la viscosidad de pico y
la viscosidad de caida que se produce a una temperatura constante. Se debe
al rompimiento del granulo de almidén y a la caida de la viscosidad.

e Viscosidad final (Final viscosity) (cP): es la viscosidad maxima durante la
retenciébn a 50 °C después del enfriamiento. Cuando la pasta se enfria, el
almidon se reorganiza y la consistencia aumenta nuevamente.

e Retrogradacion (Setback) (cP): es la diferencia entre la viscosidad final y la de
caida.
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Conocer el comportamiento del almidon en los ciclos de calentamiento y enfriamiento
es fundamental para aquellas aplicaciones basadas en el poder espesante de las
harinas. Ademas, la temperatura de gelatinizacion afecta la expansién de las masas
panarias durante el horneado, mientras que la retrogradacion es una de las causas
principales del endurecimiento del pan (Ledn & Rosell, 2007).

3.4 Trabajo experimental

3.4.1 Materiales

Los materiales vegetales utilizados fueron en fresco: ahuyama (Cucurbita maxima) y
platano verde (Musa acuminata) variedad hartdén, adquiridos en la plaza mayorista de
la ciudad de Medellin, Colombia; granos germinados: de garbanzo (Cicer arietinum)
variedad kabuli y lenteja (Lens culinaris) variedad verde seca; y en harina: arroz
(Oryza sativa), trigo (Triticum spp) y quinua (Chenopodium quinoa W) suministradas
por empresas locales.

3.4.2. Obtencién de harinas

La ahuyama y el platano se sometieron a limpieza y desinfeccion con una solucién
de amonio cuaternario a 400 ppm, en agua potable, con posterior enjuague y pelado.
El platano pelado se escaldo a 70°C por 5 minutos, con posterior enfriamiento en
bafio de hielo y agua potable. Ambos vegetales se porcionaron en laminas. El
garbanzo y la lenteja fueron germinados siguiendo el procedimiento descrito en el
Capitulo 2, numeral 2.5.2.2 y las harinas fueron obtenidas segun el numeral 2.5.2.4.

3.4.3 Métodos

3.4.3.1 Distribucion de tamafio de particula: la distribucion de tamafio de particula
de las harinas se realizé en el laboratorio de Coloides de la Universidad de Antioquia,
en un Mastersizer 2000, Malvern (Inglaterra) mediante dispersion de luz estética,
usando agua como agente dispersante para la preparacion de la muestra.

3.4.3.2 Composicion proximal: se realizé siguiendo métodos oficiales AOAC
(1997). Proteina método AOAC 991.20 usando un factor de conversion de Nitrégeno
de 6.25, extracto etéreo método AOAC 954.02, cenizas método AOAC 954.46,
humedad método AOAC 997.10 y contenido de almidén por hidrdlisis acida — Lane
Eynon (UNAM, 2008).

3.4.3.3 pH: se determind preparando una suspension con 10 g de harina en 100 mL
de agua desionizada, acorde al método potenciométrico AOAC 943.02 (1997).
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3.4.3.4 Caracterizacién funcional: se realiz6 segun métodos reportados por
Capitani et al., (2012); Lajolo & Wenzel, (2002) y Sridaran, (2012) con modificaciones
minimas. Todos los analisis se hicieron por triplicado.

Capacidad de absorcion de agua (CAA): en un tubo para centrifuga se pesé 1 g de
muestra y se adicionaron 10 mL de agua destilada. Se agitdo y se dejé hidratar
durante 30 minutos a temperatura ambiente (271 °C), luego se centrifugé a 3000
rpm (centrifuga Hettich universal 320r) durante 10 minutos. Se retird el sobrenadante
y se peso el sedimento. Los resultados se obtuvieron mediante la siguiente ecuacion
(1) y se expresaron como gramos de agua atrapados por gramo de harina.

Peso sedimento (g) — Peso muestra(g)
CAA = Ecuacién (1)
Peso muestra (g)

Capacidad de hinchamiento (CH): se pesaron 2.5 g de muestra en una probeta
graduada, se adicionaron 20 mL de agua destilada y se agitd. Se dejo en reposo
durante 24 horas y se midi6 el volumen final de la muestra. Los resultados se
obtuvieron mediante la ecuacion (2) y se expresaron como el volumen ocupado por
la muestra en mL / peso de la muestra original en g.

Vf(ml)

CH = Ecuacion (2)
Peso muestra (g)

Concentracion minima de gelificacién (CMG): se prepararon suspensiones de
harina y agua destilada a diferentes concentraciones 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 12%,
14%, 16%, 18% y 20% (p/v). Se adicionaron 10 mL de cada suspension en tubos de
ensayo y se llevaron a un bafio de agua en ebullicion durante 1 hora. Las muestras
se enfriaron en un bafio de agua fria y se dejaron en refrigeracién por 2 horas. Se
realizd la lectura invirtiendo los tubos para comprobar la formacion de gel. Los
pardmetros utilizados para la clasificacion fueron ausencia de gel, gel firme y gel muy
firme.

Capacidad Emulsificante (CEm): se pes6 1 g de harina en un tubo para centrifuga,
se adicionaron 15 mL de agua destilada y se homogenizo con Ultra-Turrax (IKA T18
Basic) durante 2 min a 7000 rpm. Luego se agregaron 15 mL de aceite de girasol y
se homogenizo en iguales condiciones. Por ultimo, se centrifugo la muestra a 1700
rom durante 10 min. La CEm se estimé con la ecuacion (3), midiendo el volumen de
la emulsion respecto al volumen total del contenido.
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YCE Volumen emulsion(ml) 100
0 m = * .
Volumen total (ml) Feuacion (3)

Capacidad Espumante (CEs): se prepararon suspensiones de harina y agua
destilada al 1% (p/v). En una bureta se adicionaron 50 mL de la suspension y se
midio el volumen antes de homogenizar. Luego, la muestra se homogenizo con Ultra-
Turrax (IKA T18 Basic) durante 2 min en velocidad 4 (15.500 rpm) y el volumen
(después de la homogenizacion) se midi6 de nuevo. Para determinar la estabilidad
de la espuma las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente (271 °C) y
se realizaron lecturas cada 15 min después de la homogenizacién durante 90 min. La
Cesy la estabilidad de la espuma (EESs) se calcularon con las ecuaciones (4) y (5):

V1 (ml) —Vo(ml) 1100  EEs = V2 (ml) — Vo(ml) .
Vo (ml) Vo (ml)

Ecuacion (4) Ecuacion (5)

%CEs = 100

Donde:

Vo = Volumen antes de la homogenizacién
V1 = Volumen después de la homogenizacion
V2 = Volumen después del reposo

3.4.3.4 Propiedades de empastado (RVA): las propiedades de empastado fueron
obtenidas usando un analizador de viscosidad rapido (RVA) (Newport Scientific,
modelo 4-SA, Australia) siguiendo el método aprobado AACC (1995) N° 61-02. El
perfil RVA se realizé en 13 min utilizando 3,0 g de muestra (ajustada al 14% de
humedad) y 25 mL de agua destilada. La viscosidad fue registrada durante un ciclo
de calentamiento-enfriamiento: calentamiento de 50 a 95 °C en 282 s, mantenimiento
a 95 °C durante 150 s y enfriamiento a 50 °C. El software ThermoCline W3, se utilizé
para obtener los datos. Cada muestra se analizé por duplicado en el laboratorio de
Ciencia y Tecnologia de los Cereales del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo — CIAD.

3.4.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizd utilizando el Software Minitab
Statistical version 16.0 (Minitab Inc. State College PA, EE.UU.). Los analisis de
Componentes Principales (PCA) y coeficientes de correlacion de Pearson (r) se
utilizaron para encontrar las relaciones entre las diferentes harinas. Los datos fueron

65



analizados mediante ANOVA de una via (andlisis de varianza). La media de
separacion se realiz6 mediante la prueba de rangos multiples de Tukey.

3.5 Resultados y Discusion

3.5.1 Obtencion de harinas: Las harinas obtenidas (Figura 11) mostraron
caracteristicas tipicas de cada material, conservando su color y olor propio. Al tacto
se perciben como un sélido suave, fluido y sin aglomerados, propiedades que
mantienen relacién con el tamafio de particula, porcentaje de humedad y forma de
conservacion. Estas caracteristicas son importantes al incorporar las harinas en una
matriz alimentaria ya que influyen en la funcionalidad tecnolégica y en los aspectos
sensoriales del producto final.

Figura. 11. Harinas obtenidas. Figura del autor del trabajo de investigacion.

3.5.2 Distribuciéon de tamafio de particula: De acuerdo a los resultados obtenidos
(Figura 12) la distribucion de tamafio de particula de todas las harinas presenta un
perfil polidisperso amplio. Todas las harinas presentan distribucion de tamafo del
tipo trimodal, en los rangos de 0,2 a 10 ym, de 10 a 100 ym y mayores de 100 ym.
Como era de esperar, el 90% de las particulas en todas las harinas, a excepcion de
la ahuyama, presentaron un tamafio menor a 250 um, con un predomino de
particulas finas menores a 50 um. La harina de ahuyama mostré particulas de mayor
tamafo; alrededor de 306 pm.
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Figura 12. Distribucion de tamafio de particula de las harinas.
Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacion en el grupo de Coloides de la Universidad de Antioquia
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Garantizar un tamano de particula maximo de 250 ym en harinas permite que se
conserven sus propiedades funcionales al ser incorporada como materia prima, ya
que durante la elaboracién del pan este factor influye en la absorcién de agua
durante el mezclado, en la velocidad de hinchamiento, en la velocidad con la que los
componentes solubles son extraidos de las particulas a la fase liquida que las rodea
(Gallagher, 2009), en las propiedades viscoelasticas durante la elaboracién de la
masa; por ejemplo particulas de gran tamafo pueden perturbar la uniformidad de las
burbujas de gas determinando la estructura; ademés influye en la humedad del
producto final (Angeles et al., 2013; Cappa, 2013).

3.5.3 Composicién proximal: La composicion de las diferentes harinas se presenta
en la Tabla 1 y la Figura 13. El contenido de humedad en todas las harinas esta
entre 1,82 y 12,43%, valores que se encuentran dentro del rango permitido si se
toma como referencia la Norma CODEX STAN 152 (1985)para la harina de trigo; en
donde el contenido maximo de humedad es de 15,5%. La humedad es un factor
importante que debe ser controlado, porque este tiene un impacto significativo en la
calidad, estabilidad y conservacion de las harinas. Un exceso de humedad las hace
susceptibles a los hongos y al crecimiento de moho, da lugar a la formaciéon de
grumos o aglomerados condicionando su uso final y ademés afecta negativamente
su valor comercial (Greenfield & Southgate, 2003; Sridaran et al., 2012).

Tabla 1. Composicion proximal de las harinas obtenidas.

ARINA COMPONENTE (%)
Proteina Extracto etéreo Cenizas Almidén Humedad

. 12,05+0,04% | 046+0,02" | 071+0,01° | 69,82+1,02° | 12,440,117
(Cuctrbiamiimay | 5750009 | 084:004° | 7,72+016% | 2273:081° | 880%0,04°
L 6,68+003 | 138+002% | 089+002° | 71,44%2,93° | 10,810,02°
(Musapéi‘rf;‘i’siaca) 1,20:0,02" | 017£0,01% | 173+001% | 6956+1,17° | 3,482x0,029
T 23,79+0,10° | 095+0,03° | 2,88+0,11° | 64,13+0,90° | 8,05+ 0,05
e o | 26,08+007% | 300£000° | 2,34+016° | 6352005 | 529020
e o amnad® | 2251£019° | 376023 | 294%002° | 54923070 | 1822015"
(Chenopodium auinoaw) | 10.28£004° | 456+005% | 1,96+005% | 77,30£033% | 601+0,12°

Los CHOS constituyen la diferencia con el 100% de materia seca.
Todos los datos representan la media de triplicados + desviacion estandar.

Las medias con letras diferentes en cada columna son significativamente diferentes (P>0,05) acorde al método de Tukey con
una confianza del 95.0%.

El contenido de proteina varié significativamente entre las harinas. El valor mas alto
se obtuvo para la lenteja germinada (26,08%) y el mas bajo para el platano (1,28%).
Esta variacion se debe a la diversidad taxonomica de los vegetales que se tomaron
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como materia prima para la obtencién de las harinas, ademas de otros factores como

el grado de madurez y las condiciones de crecimiento (ubicacion geografica, clima,
suelo, etc.) (Du et al., 2014).

El grupo de las leguminosas presenté el mayor contenido de proteina, entre 22 y
26%, valores acorde con los obtenidos por Rodriguez et al., (2008), Du et al., (2014)
y Tiwari, (2011). Estos resultados sugieren que el consumo de estas semillas puede
ser benéfico, especialmente si se consumen en combinacién con la quinua o
cereales como el arroz para complementar el perfil de amino&cidos (Preedy et al.,
2011). Para la ahuyama, el contenido de proteina fue significativamente bajo
(5,75%), incluso menor al reportado por See et al., (2007) (9.65%).
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Figura 13. Composicion proximal de las harinas obtenidas.
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Urbano et al., (2005), Ghavidel & Prakash (2007) y Kaushik et al., (2010),
encontraron que la proteina total en diferentes tipos de leguminosas se incremento
después del proceso de germinacién. Este aumento puede estar asociado a la
sintesis de proteinas enzimaticas durante la imbibicion o a un cambio en la
composicion después de la degradacion de otros componentes (Megat et al., 2011).

Respecto al extracto etéreo, la harina de quinua contiene el mayor porcentaje de
todos los materiales analizados con un 4,56%, seguida de las leguminosas
germinadas (Garbanzo 3,76% Yy lenteja 3,00%).Para las demas harinas el contenido
lipidico fue relativamente mas bajo (<2%).

En estudios realizados se encontr6 que la germinacion reduce significativamente el
extracto etéreo de las semillas. Por ejemplo, el contenido lipidico en la harina de
garbanzo sin germinar reportado por Boye et al., (2010) es 7,34% mientras que en la
harina de garbanzo germinado es 3,76%. Esta disminucidn ocurre porque la grasa es
utilizada como la principal fuente de carbono para el crecimiento de la semilla,
ademas los &cidos grasos se oxidan a dioxido de carbono y agua para generar
energia durante la germinacion (Megat et al., 2011). Sin embargo, en la harina de
lenteja germinada no se dio este fendbmeno ya que el contenido de extracto etéreo
aumento.

En general, el contenido de lipidos en todas las harinas es bajo en comparacion con
otras fuentes alimentarias, o que permite su incorporacion en la formulacion de
alimentos bajos en grasa (Sridaran et al., 2012).

El contenido de cenizas fue otro componente que vario significativamente, aunque
presentd algunas similitudes entre materiales. La ahuyama tiene el mayor contenido
con un 7,72%, valor superior a los reportados por Ahmed et al., (2014) y See et al.,
(2007) 5,60 y 5,37% respectivamente. Esta diferencia puede atribuirse a las
condiciones de crecimiento del cultivo y al método utilizado para la preparacion de la
muestra.

Las leguminosas tienen un contenido de cenizas entre 2 y 3%, con una diferencia
estadisticamente significativa entre la lenteja sin germinar (2,88%) y la lenteja
germinada (2,34%). Esta disminucion esta acorde con los resultados obtenidos por
Megat et al.,, (2011) y Sangronis & Machado (2007); quienes reportan que la
disminucién en el contenido de cenizas esta asociada a una pérdida significativa de
algunos minerales por lixiviacién durante la inmersién en agua que debe realizarse
antes y durante la germinacion.
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El porcentaje de cenizas en todas las harinas fue relativamente alto, a excepcion de
los cereales que presentaron un contenido inferior al 1%, esto significa un alto
contenido de minerales que pueden ser importantes en la nutricibn humana. El
analisis de componentes principales (PCA) (Figura 18-B) revelé una correlacion
negativa entre las cenizas y el contenido de almidon.

El dltimo parametro evaluado fue el almidén, un componente importante en las
harinas ya que las hace buena fuente de energia metabolizable (Kaushal, 2012). Los
niveles mas altos los presentan las harinas de quinua (77,30%), arroz (71,44%), trigo
(69,82%) y platano (69,55%). Estos porcentajes estan cercanos a los reportados por
Zuleta et al., (2006) para la de arroz (76%), Ledn & Rosell, (2007) para la de trigo
(65-70%) y Bezerra et al., (2013) para la de platano (70%). En esta ultima el alto
contenido es relevante porque mas del 42% esta como almidon resistente, lo que
permite su utilizacion como alimento funcional con el fin de prevenir o reducir el
colesterol, estrefiimiento, e incluso el cancer de colon (Bezerra et al., 2013; Preedy et
al., 2011).

En cuanto a las leguminosas, el porcentaje de almidén present6 disminucion, aunque
sin diferencia significativa (P<0,05), cuando la semilla fue germinada (harina de
lenteja sin germinar 64,13% y harina de lenteja germinada 63,52%). Vidal-Valverde
et al., (2002) explican que durante la germinacion, los carbohidratos son utilizados
como fuente de energia para el crecimiento embrionario, lo que podria explicar los
cambios en el contenido de almidon después de la germinacion.

Los resultados obtenidos de la composicion proximal de todas las harinas sugieren
que son materias primas con potencial para ser incorporadas en la elaboracién de
harinas compuestas o multimezclas con posterior aplicacion en diferentes productos
alimentarios ya que pueden complementarse unas a otras y asi lograr un producto
con alto valor nutricional.

3.5.4 pH: No se encontraron diferencias significativas en el pH de las harinas
analizadas (Tabla 2), todas ellas mostraron valores entre 6.3 y 6.6. La importancia de
este parametro en una suspension de harina se debe a la influencia que tienen los
cambios de pH en algunas propiedades fisicoquimicas, principalmente las
relacionadas con el contenido de proteina como la capacidad emulsificante,
gelificante y la formacion de espuma (Benitez et al., 2013).

3.5.5 Caracterizacion funcional: Los resultados obtenidos de la caracterizacion
funcional de las harinas se presentan en las Tablas 2 y 3.
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Tabla 2. Propiedades funcionales de las harinas obtenidas

I ARINA PROPIEDAD
pH CH (mL/g) CAA (g/9) CEm (%) CEs (%)

(Tritim?n"spp) 6.3 2,06 +0,11f 2,02+003% | 46,67000° | 767058
(Cumﬁg‘ftfmm;xima) 6,4 18,39 + 0,522 7,72 £ 0,362 38,89 +1,92° | 10,67 +0,58%
(Ory’;;r;’;tiva) 6,6 10,58 + 0,34° 2,77 £0,03° 72,06 +2,21% | 12,35 +0,15%
Il - 64 | 1039:001° | 269+004° | 57,78+1,92° | 467+058

@ en':se:utﬁj:‘aﬂ 0 6,4 2,22 +0,00f 1,69+0,02¢ | 50,57 +1,00° | 37,33+2,312
Le(fffr{g fj:r’:‘a'ﬁg;’a 6,5 4,67 + 0,124 342+0,05° | 4896+1,80% | 30,00%2,00"
e 6,4 387+012° | 269+006° | 5444+1,92° | 1533+1,15°
(Chenopo%‘i‘mzumoa w| 65 11,18+0,01° | 283:0,10° | 74,79£037% | 10,26 0,00

Todos los datos representan la media de triplicados * desviacion estandar.

Las medias con letras diferentes en cada columna son significativamente diferentes (P>0,05) acorde al método de Tukey con
una confianza del 95.0%. CH: capacidad de hinchamiento, CAA: capacidad de absorcion de agua, CEm: capacidad
emulsificante y CEs: capacidad espumante

Propiedades funcionales de hidratacion: La harina de ahuyama presentd los
mayores valores en las pruebas de hidratacion respecto a las demas harinas: CH
18,39 mL/g y CAA 7,72 g/g. Las harinas con alta absorcion de agua pueden tener
mas componentes hidrofilos, tales como polisacaridos. Es el caso de la ahuyama; su
contenido de fibra le confiere alta afinidad por el agua y buena capacidad para
mantenerla unida, permitiendo que esta harina pueda ser utilizada como agente
espesante cuando se requieren sistemas viscosos (de Escalada Pla et al., 2007;
Kaushal et al., 2012). Los valores mas bajos para ambas propiedades los
presentaron las harinas de lenteja (CH 2,22 mL/g y CAA 1,69 g/g) y trigo (CH 2,06
mL/g y CAA 2,02 g/g) (Figura 14).

Las harinas de quinua, arroz y platano mostraron valores significativos para la CH,
entre 10 y 12 mL/g y para la CAA cercanos a 3 g/g. Esto puede asociarse al alto
contenido de polisacéaridos, especialmente al almidén, ya que las propiedades de
hidratacion estan asociadas al aumento de la lixiviacion de la amilosa y a la
solubilidad y pérdida de la estructura cristalina del almidon (Kaushal et al., 2012).
Otro aspecto a considerar es la presencia de proteinas y sus caracteristicas
conformacionales y mas aun el contenido de residuos de aminoéacidos polares, ya
gue su afinidad por las moléculas de agua hace que estos interactien tanto con el
agua propia del alimento como con la adicionada durante el procesamiento,
afectando la CH y la CAA (Benitez et al., 2013).

Los valores obtenidos en estas harinas resultan Gtiles cuando estas se incorporan en
productos donde se requiere una buena viscosidad, tales como sopas y salsas y en
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la formulacién de productos panificados libres de gluten, donde es necesaria una
buena hidratacion para mejorar las propiedades reoldgicas de las masas y las
caracteristicas sensoriales en el producto final (Akubor et al., 2003).

Propiedades funcionales de hidratacion
20

a
Hll CH (ml expandidos / g muestra)

[ CAA (g agua / g muestra)
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=
o
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Figura 14. Propiedades funcionales de hidratacion de las harinas obtenidas. CH: capacidad de hinchamiento y
CAA: capacidad de absorcién de agua. Las medias con letras diferentes en cada columna son significativamente
diferentes (P>0,05) acorde al método de Tukey con una confianza del 95.0%.

Respecto al grupo de las leguminosas, en la literatura reportan que los valores
minimos para la CAA estan alrededor de 0,6 g/g y los maximos cercanos a 4,9 g/g
(Tiwari, 2011), indicando que tanto el tipo como la variedad de leguminosa y los
procesos a los que han sido sometidas pueden afectar la capacidad de hidratacion
de la semilla y sus productos derivados. Los resultados obtenidos para estas harinas
estan dentro de este parametro, ademas concuerdan con los reportados por Aguilera
et al., (2009) para la harina de lenteja (CH 2,30 mL/g y CAA 1,80 g/g) y por Benitez
et al., (2013) para la de garbanzo germinado (CH 4,0 mL/g y CAA 2,20 g/g).

Al comparar la CH y la CAA de la harina de lenteja germinada y sin germinar se
puede afirmar que el proceso de germinacibn aumenta significativamente las
propiedades de hidratacion; afirmacién soportada con los resultados encontrados por
Ghavidel & Prakash (2006), Benitez et al., (2013) y Elkhalifa & Bernhardt (2010).
Este incremento puede atribuirse a varios factores; entre los asociados a las
proteinas estan el cambio en la calidad de esta tras la germinacion y la
desnaturalizacion y desplegado que expone enlaces peptidicos previamente ocultos
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y cadenas laterales polares, que atrapan mas moléculas de agua (Aguilera et al.,
2009; Vaclavik, 2002); y entre los asociados al almiddn se incluyen las diferencias en
la estructura morfolégica de los grédnulos y la ruptura de las moléculas de los
polisacéaridos, por lo que los sitios para la interaccion con el agua y su absorcion
aumentarian (Ghavidel & Prakash, 2006).

La CH para las leguminosas es relativamente baja y esto puede estar asociado a su
contenido proteico. El alto contenido de proteina en las harinas puede causar que los
granulos de almidén se vean envueltos dentro de una matriz rigida de proteinas,
limitando el acceso del almidéon al agua y por consiguiente restringiendo el
hinchamiento del granulo, mientras que en harinas con bajo contenido de proteinas y
alto contenido de carbohidratos, como la harina de arroz y platano por ejemplo, la CH
es mayor (Kaushal et al., 2012).

Se puede concluir entonces que las propiedades de hidratacién en las harinas estan
asociadas tanto al contenido de almidon como de proteina. EI PCA (Figura 18-B)
arrojo una correlacion directa entre la capacidad de absorcion de agua (CAA) y la
capacidad de hinchamiento (CH) y una relacién indirecta entre esta Ultima y el
contenido de proteina.

Propiedades funcionales tecnoldgicas: La concentracion minima de gelificacion
(CMG) para todas las harinas estuvo entre 4 y 8%, a excepcion de la harina de
ahuyama que no formé gel en ninguna de las concentraciones evaluadas (Tabla 3);
comportamiento que puede estar asociado a su bajo contenido de proteina y almidén
(5,75 y 22,73% respectivamente), ya que en los sistemas alimentarios, la red
molecular que forma el gel esta conformada principalmente por proteinas,
polisacéaridos o una mezcla de ambos (Sridaran et al., 2012).

Tabla 3. Concentracion minima de gelificacién de las harinas obtenidas

HARINA CONCENTRACION DE LA HARINA % (p/v)
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Trigo
(Triticum spp) - + + + + + + + + +
Ahuyama _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
(Cucurbita maxima)
Arroz
(Oryza sativa) j j + + + + + + + +
Platano
(Musa paradisiaca) j j + + + + + + + +
Lenteja - - - + + + + + + +
(Lens culinaris) - - -
Lenteja Ge(mlr!ada ) + + + + + + + + +
(Lens culinaris) - - - -
Garpanzo (}ermlnado ) + + + + + + + + +
(Cicer arietinum)
Quinua
Chenopodium quinoa ) ) ) * + + + + + +
p q

Ausencia de gel (-) Gel firme () Gel muy firme (+)

74



Las harinas de leguminosas germinadas formaron gel en la concentracion mas baja
(4%), al igual que la de trigo, lo que sugiere que de todos los materiales evaluados
estas son las que mejores propiedades gelificantes presentan (cuanto menor sea la
CMG, mejor es la capacidad del material para formar gel). La harina de lenteja formo
gel a una concentracidbn mas alta (8%). Estos resultados difieren significativamente
en cuanto a las concentraciones minimas obtenidas por otros investigadores (entre
10 y 16%) (Benitez et al., 2013; Kaushal et al., 2012; Ma et al., 2011). Sin embargo,
los resultados presentan la misma tendencia, la CMG disminuye con la germinacion
(Benitez et al., 2013; Elkhalifa & Bernhardt, 2010).

Como se ha mencionado anteriormente, este proceso genera cambios en las
caracteristicas de las proteinas, carbohidratos y lipidos, influenciando asi la
formacion del gel (Benitez et al., 2013). La gelificacibn es una agregacion de
moléculas desnaturalizadas y la germinacion puede haber desnaturalizado las
proteinas de la lenteja y, por lo tanto, causar mas agregacion que en la harina de
lenteja sin germinar (Elkhalifa & Bernhardt, 2010). Estos resultados sugieren que las
harinas germinadas serian Utiles en los sistemas alimentarios que requieren
espesamiento y gelificacion.

En cuanto a las demas harinas; la de quinua formo gel al 8% y la de arroz y platano
al 6%; las dos ultimas estuvieron acorde a los resultados reportados por Kaushal et
al., (2012) y Akubor et al., (2003), respectivamente. Estas tres harinas, en particular
tienen el contenido mas alto de almiddén, por lo que su capacidad de gelificacion
podria verse influenciada por una competicion fisica entre la gelificacion de las
proteinas y la gelatinizacion del almidén por el agua presente.

Las variaciones observadas en la capacidad de gelificacion de todas las muestras
analizadas pueden atribuirse a las proporciones de los diferentes componentes tales
como proteinas, carbohidratos y lipidos, a las interacciones entre estos y a los
tratamientos térmicos aplicados durante la obtencion de las harinas ya que estos
pueden tener un papel significativo en las propiedades funcionales (Kaushal et al.,
2012; Ma et al., 2011).

La capacidad emulsificante (CEm) refleja la habilidad de las proteinas para contribuir
en la formacion de una emulsion y se relaciona con su capacidad estabilizante
gracias a su caracter anfifilico que les permite ser adsorbidas fuertemente sobre la
interfase, logrando una reduccion significativa de la tension interfacial del sistema y a
su capacidad para formar barreras electrostaticas y estéricas que previenen o
retardan la floculacion o coalescencia de las gotas (Casanova & Cardona, 2004;
Kuhn & Cunha, 2012).
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La CEm de todas las muestras oscila entre 38 y 74% (Figura 15). Los mayores
valores los presentaron las harinas de quinua (74%) y arroz (72%), esta ultima
superior a lo reportado por Kaushal et al., (2012) (61%); el valor mas bajo fue para la
harina de ahuyama (38%). Las harinas de trigo, platano y leguminosas estuvieron
entre 46 y 57%. Las diferencias encontradas pueden estar asociadas al contenido y a
las caracteristicas moleculares de las proteinas presentes en cada material como
tamafo, solubilidad, hidrofobicidad de la superficie y flexibilidad estructural, ya que
estas caracteristicas determinan las propiedades de adsorcion de la proteina;
ademas otros factores como el contenido de lipidos y la relacion de amilosa y
amilopectina en el almidén pueden influir (Du et al., 2014; Ma et al., 2011; Tiwari,
2011).

En la harina de quinua, las fracciones proteicas predominantes son las globulinas y
albuminas; estas fracciones presentan un mayor grado de solubilidad y por lo tanto
favorece la capacidad emulsificante de esta harina. Es conocido que esta propiedad
esta influenciada por la calidad y la cantidad de proteinas solubles, ya que estas
tienen una superficie mas activa, por lo que son utilizadas en la obtencion de
emulsiones tipo o/w (aceite en agua). La alta CEm de la harina de quinua y arroz
sugiere su posible uso en sistemas alimentarios que requieran una emulsion coloidal
(Ghavidel & Prakash, 2006).

La harina de platano tuvo una CEm de 57%, un valor relativamente alto si se tiene en
cuanta su bajo contenido de proteina (1,29%). Es posible que este material contenga
numerosas cadenas laterales no polares que se asocian con las gotas de aceite,
mejorando la capacidad de los polipéptidos para desarrollarse en la interfase aceite-
agua; propiedad esencial para la formacion de la emulsién (Akubor et al., 2003). La
harina de trigo por su parte, exhibié una CEm de 46%, similar a la reportada por Ahn
et al., (2005) (49%) pero inferior a las obtenidas en las leguminosas. Esto podria
estar relacionado con la diferencia en el contenido de proteina y con las
concentraciones de las diferentes fracciones presentes en cada material (Badui,
1996).

La mayor proporcién de las proteinas que conforman el trigo son insolubles e
hidrofébicas (prolaminas y glutelinas), siendo esto un factor importante cuando se
requiere formar la emulsion, pues son estas proteinas las que generan una respuesta
negativa respecto a las moléculas de agua, mientras que las leguminosas tienen alto
contenido de globulinas (50-72%), principalmente vicilinas, y ha sido reportado que
estas tienen mejores propiedades emulsificantes y mayor actividad en la superficie
(Kigel & Galili, 1995; Tiwari, 2011).
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Los resultados de la CEm para las leguminosas fueron: harina de garbanzo
germinado 54%, harina de lenteja 50% y harina de lenteja germinada 48%; estos
valores se encuentran dentro del rango reportado por diferentes autores, entre 32 y
92% (Aguilera et al., 2009; Benitez et al., 2013; Du et al., 2014; Ghavidel & Prakash,
2006). La harina de lenteja germinada mostré una reduccion de la actividad
emulsificante aunque sin diferencia estadistica significativa (P<0,05), acorde al
comportamiento presentado por Benitez et al., (2013). La disminucién observada se
puede atribuir a la desnaturalizacion parcial de la proteina durante el proceso de
germinacion que puede afectar la relacion hidrofila/hidrofoba y a las limitaciones
estructurales de las proteinas que determinan la facilidad con la que pueden
desarrollarse para formar una pelicula alrededor de las gotas de aceite dispersadas
(Boye, Zare, & Pletch, 2010).

Sin embargo, Ghavidel & Prakash (2006), reportan un aumento en la CEm de las
harinas de leguminosas germinadas, sustentando que la germinacién pudo causar la
disociacion y el despliegue parcial de algunos polipéptidos, exponiendo los sitios
hidréfobos de los aminoécidos, lo que favorece la asociacion hidrofébica entre las
cadenas de péptidos y las gotas de aceite, aumentando el area superficial de la
proteina y por consiguiente mejorando la capacidad de emulsificacion.

En general, la CEm de todas las harinas fue buena, lo que sugiere que son buenos
agentes emulsificantes y podrian emplearse para promover la emulsificacion durante
la elaboracién de diferentes productos.

Propiedades funcionales tecnolégicas
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Figura 15. Propiedades funcionales tecnoldgicas de las harinas obtenidas. CEm: capacidad emulsificante y CEs:
capacidad espumante. Las medias con letras diferentes en cada columna son significativamente diferentes
(P>0,05) acorde al método de Tukey con una confianza del 95.0%.
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La formacion de espuma y su estabilidad, dependen generalmente de la pelicula
interfacial formada por las proteinas que mantiene las burbujas de aire en
suspension y disminuye la coalescencia (Ma et al., 2011); aunque también dependen
de otros factores como la interaccion entre proteinas y almidén, la disolucién de las
grasas y las condiciones en las que se forman los complejos de biopolimeros (Tiwari,
2011).

El PCA (Figura 18-B) confirm6 que existe una correlacion positiva entre el contenido
de proteina y la capacidad espumante (CEs). Esta propiedad vario significativamente
entre las harinas; los mayores valores los presentaron las harinas de leguminosas,
aunque con amplia diferencia entre variedades; la lenteja sin germinar mostré una
CEs del 37,33%, la germinada del 30% y el garbanzo germinado del 15,33%.

Al igual que en las propiedades emulsificantes, la germinacién produjo una
disminucién en la CEs; resultado que difiere de los obtenidos por Ghavidel & Prakash
(2006) y Elkhalifa & Bernhardt (2010), quienes reportan un aumento de esta
propiedad para el caupi, frijol mungo, lentejas y sorgo después de la germinacion.
Esta variacion podria ser el resultado de los cambios conformacionales de las
proteinas y de las interacciones entre los diferentes macrocomponentes de las
harinas que influyen en sus propiedades fisico-quimicas (Benitez et al., 2013).

Ademas, la germinacion altero el contenido proteico y posiblemente la relacion entre
sus fracciones, pudo aumentar la tension superficial entre las moléculas, disminuir la
solubilidad y causar la desnaturalizacion superficial de las proteinas provocando la
agregacion desordenada de estas, reduciendo asi la concentracion de las especies
adsorbentes mas eficaces viéndose afectada la formacion de espuma (Elkhalifa &
Bernhardt, 2010; Ma et al., 2011).

Las harinas de lenteja germinada y sin germinar, exhiben una excelente estabilidad
de la espuma (Figura 16), lo que probablemente esta relacionado con la alta
actividad de la superficie de las proteinas solubles en la fase continua, permitiendo
su aplicacion en productos de panaderia y pasteleria. La harina de garbanzo
presento los contenidos mas bajos de proteina y los mas altos de lipidos, asi como la
CEs y estabilidad mas baja de las leguminosas; estos resultados indican que el
contenido de proteina y la formacion de complejos proteina-grasa pueden afectar su
capacidad de formacion de espuma y su estabilidad (Du et al., 2014).

La CEs de la harina de arroz (12,35%) estuvo cercana a lo reportado por Kaushal et
al., (2012) (10%), la harina de ahuyama, quinua y trigo mostraron valores entre 7 y
12% y la harina de platano presenté el valor mas bajo (4,67%), similar al obtenido por
Fagbemi (1999) (5%). La variacién entre todo el grupo de harinas analizadas puede
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estar asociada a las diferencias fisicas entre las principales proteinas y a su
flexibilidad molecular, ya que la espuma en las harinas se origina a partir de las
proteinas, gracias a que estas forman una pelicula cohesiva continua alrededor de
las burbujas de aire en la espuma (Kaushal et al., 2012).

Estabilidad de la Espuma
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Figura 16. Estabilidad de la espuma de las harinas obtenidas.

Aunque estas harinas presentaron menor CEs que las harinas de leguminosas, su
estabilidad es buena, a excepcion de la harina de platano, sugiriendo que las
proteinas nativas que son solubles en la fase continua (agua) tienen una superficie
activa (Kaushal et al., 2012). También el contenido de almidon puede tener un efecto
estabilizante gracias a su naturaleza hidréfila, lo que podria aumentar la viscosidad
en la superficie de la suspension, evitando de este modo el colapso de las burbujas
de gas (Tiwari, 2011).

La baja CEs de la harina de platano, indica que no es un buen agente para la
formacion de espumay puede no ser util en los alimentos aireados. Es posible que el
escaldado al que fue sometido el platano antes de la obtencién de la harina afectara
negativamente esta propiedad, iniciando la desnaturalizacibn de la proteina y
propiciando la disminucion de la solubilidad por efectos de la temperatura (Fagbemi,
1999).

Un factor importante que afecta la formacion de espuma es el tratamiento térmico
gue se aplicé durante la obtencién de las harinas, ya que durante este, pueden darse
cambios conformacionales inducidos por interacciones tales como puentes de
hidrogeno, interacciones electrostaticas e hidréfobas, que son factores muy
importantes para la estabilizacibn de la espuma o puede ocurrir una
desnaturalizacion parcial de las proteinas aumentando la viscosidad, lo que a su vez
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podria impartir rigidez a la pelicula interfacial, afectando la estabilidad de la espuma
(Ma et al., 2011).

Sin embargo, debido a las diferencias en los tipos de proteinas y las moléculas de
almidon en los diferentes tipos y variedades de materiales vegetales empleados, se
puede esperar que las propiedades viscoelasticas de las harinas después del
tratamiento térmico difieran, explicando asi la variacion observada en las
propiedades espumantes. Esta variacion podria ser aprovechada en los diferentes
sistemas alimentarios si se tiene en cuenta que las espumas son utilizadas para
mejorar la textura, la consistencia y la apariencia de los alimentos, especialmente
merengues, tortas, nata batida, postres y pan (Ghavidel & Prakash, 2006; Ma et al.,
2011).

3.5.6 Propiedades de empastado (RVA): Las propiedades de empastado estan
relacionadas con los cambios en la viscosidad aparente del almidon o la harina
durante su coccidbn en exceso de agua. Estas, dependen de las técnicas de
procesamiento empleadas para la obtencion de las harinas o los almidones, del
contenido de amilosa en la harina junto con la cantidad de componentes no
amildceos como proteinas y lipidos y de la rigidez de los granulos de almidén, que a
su vez afecta la capacidad de hinchamiento del granulo y la cantidad de amilosa
lixiviada en la solucion (Devi & Haripriya, 2012; Kaushal et al., 2012). Los resultados
obtenidos para todas las harinas se resumen en la Tabla 4 y las graficas
representativas de cada material se presentan en la Figura 17.

Tabla 4. Propiedades de empastado (RVA) de las harinas obtenidas

PARAMETRO
HARINAS Temperatura Rlecesidad Viscosidad de Rompimiento Viscosidad Retrogradacion
de empastado de pico caida (cP) final (cP) (cP)
Q) (cP) (cP)
. 68,5:0,049 | 2037,0+0,00° | 1374,0¢7,079 | 663,0+7,07% | 2581,0+5,66° | 1207,0+1,41°
Ahuyama h f
Cuetnbiiamiams | 50,130,04" | 1619,0+1,41° | 656,5+2,12" | 962,5:0,71° | 2890,0+1,41° | 2233 50,712
O 72,6£0,07" | 4413,5:6,36" | 2153,5+2,12° | 2260,0+8,49° | 3872,5+7,78" | 1719,05,66°
Platano b b
(Musa paadiac) | 78:3%0,04° | 5214,5%0,71% | 3216,0+1,41° | 1998 5:0,71° | 5204,5£0,71% | 1988 5+2,12
Lenteja b f f
el 83,2¢0,02° | 819,0+1,419 | 731,0¢1,41° | 88,0£0,00" |1191,0£1,419 | 460,00,00
Lenteja G* h h
Lons olmare) 76,7£0,01° | 744,0:1,41" | 740,0£1,41° | 4,0£0,009 |1162,0+1,41" | 422,0£0,009
Garbanzo GiCieer | 77,510,047 | 1464,0:1,41' | 1384,5:2,127 | 79,5:0,71" | 2670,0+1,41¢ | 1285 50,71
Creninua | 89,7+0,01% | 1814,5+2,129 | 1663,5:0,71° | 151,0+1,41° | 1388,5+0,71" | -275,0:0,00"

G*: germinados. Todos los datos representan la media de duplicados + desviacion estandar. Las medias con letras diferentes
en cada columna son significativamente diferentes (P>0,05) acorde al método de Tukey con una confianza del 95.0%.
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Figura 17. Propiedades de empastado (RVA) de las harinas.
Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacion en el laboratorio de Ciencia y Tecnologia de los Cereales
del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo — CIAD.
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La temperatura en la cual la viscosidad aparente comienza a desarrollarse se
denomina temperatura de empastado. En la mayoria de los productos que contienen
almiddn, la gelatinizacion ocurre entre 60 y 65°C (Siddiq et al.,, 2013); en las
muestras analizadas la temperatura de empastado fue mayor, entre 68 y 89°C a
excepcion de la harina de ahuyama que mostré una temperatura de 50°C. Las
temperaturas obtenidas para las harinas de arroz y trigo fueron similares a las
reportadas por Cappa et al., (2013) (74,1 °C) y Devi & Haripriya, (2012) (66,6 °C)
respectivamente.

La baja temperatura en la harina de ahuyama podria estar asociada al proceso de
molienda. Durante su elaboracion fue necesario someter la ahuyama a un mayor
tiempo de molienda para obtener harina con un tamafio de particula mas pequefio, lo
que podria haber debilitado o alterado las estructuras de las proteinas y los
almidones, afectando las propiedades de empastado de la harina (Hasjim, 2013). Li
et al., (2013), reportaron que la temperatura de empastado se reduce con el aumento
del tiempo de molienda. Sin embargo, no se conoce bien si la reduccion en la
temperatura es debido a los dafios o fragmentacion de los granulos de almidén, a la
degradacion de sus moléculas y/o a la interrupcion de la estructura cristalina.

Ademas, el tipo de curva que presentd la harina de ahuyama, con altibajos
consecutivos, estd asociado a las barreras del material al flujo de calor, que esta
relacionado a componentes mayoritarios, como las cenizas, que se caracterizan por
ser particulas fibrosas amorfas minerales, en sinergismo con el bajo contenido de
almidon, cercano a 20%, asociado ademas con la polidispersion en el tamafio de
particula, como se presento en los resultados anteriores.

En cuanto a la temperatura de empastado para las harinas de leguminosas,
diferentes estudios han reportado que esta varia desde 73 hasta 85 °C (Acevedo et
al., 2013; Du et al., 2014; Kaur et al., 2010); los resultados obtenidos se encuentran
en ese rango: la lenteja sin germinar alcanzé la mayor temperatura entre las
leguminosas (83,2°C), seguida por el garbanzo germinado (77,5°C) y la lenteja
germinada (76,7°C).

Altas temperaturas de empastado sugieren gran resistencia térmica por parte del
almiddén al hinchamiento y ruptura. Esta condicion podria afectar la iniciacion de la
gelatinizacion; como consecuencia el granulo de almidon comienza a hincharse a
temperaturas elevadas, ocurriendo el rompimiento a temperaturas ain mayores, por
lo que la gelatinizacién completa podria darse a temperaturas tan altas como 95° C
(Acevedo et al., 2013; Siddig et al.,, 2013). Otro factor que puede afectar esta
propiedad, principalmente en las leguminosas, es que su alto contenido de proteina
podria inducir a una mayor interaccion entre estas y el almidon, retardando el
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hinchamiento de los granulos lo que conlleva a un aumento de la temperatura de
empastado (Ahmed et al., 2013).

La viscosidad de pico representa el valor maximo de la viscosidad cuando se alcanza
el punto de equilibrio entre el hinchamiento y la ruptura de los granulos de almidén.
Cuando un numero suficiente de granulos se hinchan, ocurre un rapido aumento de
la viscosidad; este cambio durante el periodo de coccion da indicios de la estabilidad
del material evaluado (Kaur et al., 2010). La viscosidad de pico o el hinchamiento de
los granulos de almidon son propiedad de la amilopectina, mientras que el complejo
que se forma entre los lipidos y la amilosa puede inhibir el hinchamiento del granulo y
reducir esta propiedad (Li et al., 2013; Tiwari, 2011; Wu et al., 2013).

Las harinas de platano, arroz y trigo presentaron alta estabilidad y los mayores
valores de viscosidad (5214.5, 44135 y 2037.0 cP respectivamente). Este
comportamiento puede estar asociado a su alto contenido de almidon, dando un
indicio de la capacidad de estas harinas para formar geles fuertes, condicion que
seria (til en productos que requieran consistencia, donde pueden ser utilizados como
agentes espesantes o gelificantes (Kaushal et al.,, 2012). La harina de quinua,
ahuyama y garbanzo germinado estuvieron entre 1464.0 y 1814.5 cP y la viscosidad
de pico mas baja se obtuvo para las harinas de lenteja germinada (744.0 cP) y sin
germinar (819.0 cP).

Todas las harinas mostraron un aumento gradual de la viscosidad con el aumento de
la temperatura, exceptuando la harina de ahuyama (Figura 17). El aumento de la
viscosidad con el aumento de la temperatura puede atribuirse a la unién del agua con
la amilosa exudada de los granulos durante el hinchamiento y a la absorcién
adicional de agua por los granulos debido al incremento de la porosidad (Ahmed et
al., 2013).

El comportamiento de la harina de ahuyama podria estar influenciado principalmente
por su bajo contenido de almidon, ademas por su alto contenido de fibra es posible
gue bajo las condiciones experimentales adoptadas durante la prueba no se formara
gel (Cappa et al., 2013) o que estos polisacaridos no amilaceos interactuaran con el
almidon formando complejos de macropolimeros afectando las propiedades de
empastado en esta harina (Hasjim et al., 2013).

La viscosidad de caida es influenciada por la tasa de exudacion de la amilosa, el
hinchamiento del granulo y la formacion de complejos entre la amilosa y los lipidos
(Kaushal et al., 2012). La viscosidad de caida de las diferentes harinas presentd una
variacion significativa, entre 656,5 y 3216,0 cP. Esta propiedad se relacion6
directamente con la viscosidad de pico, segun el PCA (Figura 18-D).
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El rompimiento permite conocer el grado de desintegracién de los granulos de
almidén hinchados. Los valores mas bajos los presentaron las harinas de lenteja
germinada (4,0 cP), garbanzo germinado (79,5 cP) y lenteja (88,0 cP); en la literatura
se encontraron valores entre 32 y 123 cP para estas harinas (Tiwari, 2011), lo que
indica que tienen mayor estabilidad térmica, fuerte resistencia al cizallamiento y una
retrogradacion del almidon reducida después del enfriamiento (Acevedo et al., 2013).

Los bajos valores en este pardmetro pueden ser atribuidos a una menor
desintegracion de los granulos de almidon hinchados en presencia de un alto
contenido de amilosa, ya que estd en conjunto con los lipidos ayudan a mantener la
integridad de los granulos durante el calentamiento (Tiwari, 2011). Altos valores de
rompimiento estan asociados con altas viscosidades de pico, que a su vez, esta
relacionado con el grado de hinchamiento de los granulos de almidon durante el
calentamiento (Devi & Haripriya, 2012), es el caso de las harinas de platano, arroz y
trigo. EI PCA (Figura 18-D) confirmé que existe una correlacion positiva entre
rompimiento, viscosidad de pico y viscosidad de caida.

La viscosidad final, que indica la capacidad del material para formar una pasta
viscosa, se debe a la retrogradacién de las moléculas de amilosa que se produce
durante el enfriamiento, formando una red que aumenta la viscosidad de la harina y/o
pasta de almidon. Normalmente, esta viscosidad aumenta tras el enfriamiento debido
a la agregacién de las moléculas de almidon (Li et al., 2013).

La mayor viscosidad final la presento la harina de platano (5204,5 cP), seguida por la
harina de arroz (3872,5 cP), ahuyama (2890,0 cP), garbanzo germinado (2670,0 cP),
trigo (2581,0 cP), quinua (1388,5 cP), lenteja (1191,0 cP) y lenteja germinada
(1162,0 cP). La viscosidad final es un indicador fundamental de la fuerza del gel
formado tras el enfriamiento y por lo tanto representa un parametro de calidad
importante (Hasjim et al., 2013). El andlisis estadistico (Figura 18-D) arroj6 una
correlacion directa entre la viscosidad final, la viscosidad de pico, la viscosidad de
caida y el rompimiento.

La retrogradacion refleja la tendencia a la retrogradaciéon del almidén, que inhibe el
aumento de la viscosidad tras el enfriamiento. Este fendmeno se define como la
insolubilizacion y la precipitacion espontanea, principalmente de las moléculas de
amilosa, debido a que sus cadenas lineales se orientan paralelamente e interactuan
entre si por puentes de hidrogeno a través de sus multiples hidroxilos (Ahmed et al.,
2013; Badui, 1996). Altos valores de retrogradacién se asocian con la sinéresis del
gel generando defectos de calidad en los productos mientras que valores bajos
indican una reduccion en la retrogradacién del almidén después del enfriamiento,
condicion deseada en los alimentos (Devi & Haripriya, 2012).
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Se observé que las harinas de ahuyama, platano, arroz, garbanzo germinado y trigo
presentaron alta tendencia a la retrogradacioén, pues sus valores estuvieron entre
1207,0 y 2233,5 cP, mientras que la quinua, la lenteja germinada y sin germinar
presentaron menor tendencia. Las tendencias inferiores a retrogradar son deseables
en productos alimenticios tales como sopas y salsas, que se ven afectados por la
pérdida de viscosidad y la precipitacion y en productos horneados ya que la
retrogradacion esta directamente relacionada con el envejecimiento del pan (Kaushal
et al., 2012).

Los bajos valores de retrogradacion y rompimiento presentados por las harinas de
quinua, lenteja germinada y sin germinar sugieren que tienen una alta resistencia a la
retrogradacion y por lo tanto formarian pastas estables. EI PCA (Figura 18-D) arrojo
una correlacion directa entre retrogradacion, viscosidad de pico, rompimiento y
viscosidad final y una correlacion indirecta con la temperatura de empastado.

Respecto a los germinados se puede decir que la temperatura de empastado, la
viscosidad de pico, el rompimiento, la viscosidad final y la retrogradacion
disminuyeron significativamente durante el proceso de germinacion mientras que la
viscosidad de caida aumento aunque sin diferencia estadistica significativa. En la
literatura se encontraron resultados similares reportados por Wu et al., (2013) y
Chung (2012) para la harina de arroz integral y por Juhasz et al., (2005) para las
semillas de trigo.

Como se sugirié anteriormente, las propiedades de empastado de la harina podrian
verse afectadas por el contenido de almidoén, la actividad de la amilasa, la relacién
amilosa/amilopectina y el contenido de proteina y lipidos (Devi & Haripriya, 2012;
Kaushal et al., 2012). Dado que el almidon es el componente principal de la harina de
lenteja, la disminucion en el contenido de almidon durante la germinacién contribuiria
a la reduccion de las propiedades de empastado (Wu et al., 2013).

Durante el proceso germinativo se activan las enzimas presentes en la semilla tales
como a-amilasas, a-glucosidasas, carboxipeptidasas, proteinasas, entre otras; que
se encargan de hidrolizar las sustancias de reserva, por ejemplo el almidon para
proveer glucosa, las proteinas para formar pequefios péptidos y aminoacidos y los
lipidos para dar acidos grasos y glicerol y generar aminoacidos, dando lugar a las
rutas metabdlicas de la semilla que posteriormente permitiran el crecimiento de las
mismas (Chung et al., 2012; Gil Ruiz, 2011a).

Wu et al., (2013) informaron que la germinacién genera un aumento en la actividad
de la amilasa y reduce el contenido de almidén y que la amilasa presente en las
harinas reduce la viscosidad de pico, lo que podria explicar la reduccién de la
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viscosidad de la harina después de la germinacién. Por otra parte, la proteina
hidrolizada durante la germinacion puede afectar la formacion de la red de proteinas
y, por consiguiente aumenta la fragilidad de los granulos de almidén hinchados, lo
que resulta en viscosidades bajas, por debajo de 300 cP (Chung et al., 2012).

La viscosidad final y la retrogradacion, que se atribuyen a la agregacion de moléculas
de amilosa, disminuyeron significativamente durante la germinacién. Xu et al., (2012)
informaron que el contenido de amilosa se redujo significativamente de 17,4% a
12,1% debido a la germinacion. Por consiguiente, la estructura de amilosa degradada
durante la germinacion dio lugar a una baja recristalizacion de moléculas de almidon
gelatinizado durante el enfriamiento.

3.6 Andlisis estadistico

Se utiliz6 el andlisis de componentes principales (PCA) para visualizar la variacion de
todas las propiedades entre las diferentes harinas. Los resultados del analisis se
muestran en la Figura 18. Con este método estadistico, un gran niumero de variables
se reduce a unas pocas denominadas componentes principales, las cuales describen
la mayor varianza en los datos analizados. Los gréaficos del PCA proporcionan una
vision general de las similitudes y diferencias entre las harinas y de las
interrelaciones entre las propiedades medidas.

El analisis permitié categorizar las harinas respecto a su composicion proximal y a
sus propiedades funcionales en tres grupos claramente definidos (Figura 18-A). El
primer componente explica el 42,5% de la varianza y el segundo el 26,5%, para un
69% de la varianza total. Los demas componentes (tercero y cuarto), que fueron
descartados, explican el 18,1% y 7,3% de la varianza total, respectivamente.

La proyeccién de las variables en el plano del primer y segundo componente se
presenta en la Figura 18-B, en donde se observa que la CEs y la proteina influyeron
en el comportamiento de las leguminosas germinadas y sin germinar formando el
primer grupo. Las propiedades de hidratacion (CH y CAA) y el contenido de cenizas
sobresalieron en la harina de ahuyama; esta sola conforma el segundo grupo y el
contenido de almidon y la CEm permitieron agrupar las harinas de platano, trigo,
quinua y arroz en un solo conjunto. El contenido de humedad y el extracto etéreo no
influyeron en la formacién de los grupos en el primer componente; esto se explica por
el tamafo del vector, ya que este indica la importancia y la influencia de la propiedad
analizada.
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En cuanto a las propiedades de empastado (Figura 18-C, D), el primer componente
explica el 69,2% de la varianza y el segundo el 27,1%, para un total del 96,3%. Se
observa la asociacion de las harinas en tres grupos, el primero influenciado por la
temperatura de empastado y conformado por las harinas de quinua, lenteja
germinada y sin germinar, garbanzo germinado y trigo. La viscosidad de pico, la
viscosidad de caida, el rompimiento, la viscosidad final y la retrogradacion
favorecieron la formacién del segundo grupo que incluye la harina de arroz y platano
y en el ultimo grupo se encuentra la harina de ahuyama por su alto valor de
retrogradacion.

Segun estos resultados, se puede afirmar que las harinas de platano, quinua y arroz
son las mas similares a la harina de trigo respecto a las propiedades funcionales y a
la composicién proximal, mientras que las harinas de leguminosas germinadas y sin
germinar y nuevamente la quinua se asemejan al trigo en sus propiedades de
empastado.
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3.7 Conclusiones

e La composicion proximal evidencié que las leguminosas tienen alto contenido
protéico (entre 22 y 26%), la ahuyama alto contenido de cenizas (7,72%), el
platano, el arroz, el trigo y la quinua valores importantes de almidén (entre 69 y
77%) y esta ultima ademas alto contenido de extracto etéreo (4,56%).

e La caracterizacion funcional mostré que todas las harinas presentan buena CEm
(entre 38 y 74%), las leguminosas germinadas forman gel firme a una
concentracion minima del 4% al igual que el trigo, las harinas de lenteja germinada
y sin germinar presentaron ademas alta CEs superior al 30%, mientras que la
ahuyama presentd un comportamiento relevante respecto a las propiedades de
hidratacion (CH 18,39 mL/gy CAA 7,72 g/g).

e Las propiedades de empastado en las harinas de platano y arroz estan
influenciadas por sus altos valores de viscosidad y su alta tendencia a la
retrogradacion. La harina de ahuyama presentd la mas baja T° de empastado
(50°C) y la mayor retrogradacion (2233cP), mientras que las harinas de quinua y
leguminosas presentaron baja retrogradacion y valores intermedios de viscosidad.

e El analisis de componentes principales permitié categorizar las harinas respecto a
su composicién proximal y a sus propiedades funcionales asi:

i GRUPOS DE
PARAMETRO HARINAS INFLUENCIADOS POR
o Leguminosas Capacidad espumante y proteina
Composicion
proximal y Ahuvama Capacidad de hinchamiento,
Propiedades y absorcién de agua y cenizas
funcionales A i i
PCA Platano,;p%oz, quinua, Capacidad emulsificante y almidén
Quinua, [[?%Lcj)mlnosas, Temperatura de empastado
Propiedades , Viscosidad de pico, de caida y final,
de empastado Arroz y platano - .
rompimiento y retrogradacion
(RVA)
Ahuyama Retrogradacion
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4. FORMULACION Y APLICACION DE UNA MATERIA PRIMA LIBRE DE GLUTEN
CON VALOR NUTRICIONAL MEJORADO

4.1 Introduccion

La sustitucion del gluten en el pan es uno de los mayores retos tecnologicos en el
desarrollo de productos a base de cereales y otros vegetales que no lo contienen.
Las propiedades unicas del gluten en productos de panaderia se deben a su
capacidad para formar una pelicula delgada que retiene el gas durante la
fermentacion y a su capacidad para agregarse en una matriz de proteina y almidén
con propiedades viscoelasticas que le permite determinar el aspecto general y la
textura de los productos que lo contienen (Zannini et al., 2012).

Diferentes estudios han demostrado que los productos libres de gluten usualmente
estan caracterizados por su calidad inferior al ser comparados con los panes de trigo
(Arendt & Dal Bello, 2008; Gallagher, 2009; Hui, 2006; Rosell, 2013).
Afortunadamente en los Ultimos afios ha habido un aumento significativo en la
investigacion y desarrollo (I+D) de estos productos; lo que ha permitido incorporar
gran variedad de materiales como almidones, derivados lacteos, gomas e
hidrocoloides, proteinas no formadoras de gluten y sus combinaciones, como
alternativa para la sustitucion del gluten, con el fin de mejorar los problemas
nutricionales y de calidad y ofrecer un alimento seguro (Gallagher et al., 2004).

Un aspecto muy importante que ayuda a mejorar la calidad de estos productos, es la
caracterizacion reolégica de las masas no convencionales, dado que estas se
someten a estrés riguroso durante todo el procesamiento y el volumen final del pan y
la textura de la miga se correlaciona directamente con la capacidad de manipulacion
de la masa (Crockett et al., 2011). Los ensayos reoldgicos dinamicos, especialmente
en la regién viscoelastica lineal (RVL), se han utilizado para conocer las propiedades
de las masas sometidas a pequeiias deformaciones y para estudiar las funciones de
sus ingredientes (Lamacchia et al., 2010).

Esta prueba mide simultdneamente los parametros viscoelasticos de la masa
expresados en los modulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G’’), relacionados con
la componente elastica y viscosa respectivamente, y la tangente de pérdida (Tan 8)
que es la relacion energia disipada/energia almacenada (Steffe, 1992). El barrido de
deformacion se realiza para determinar la RVL, en la que los modulos G’y G” y la
tan & son independientes de la tension o esfuerzo aplicado. Por lo tanto, las pruebas
dinamicas son una buena forma de conocer los cambios en las caracteristicas del
producto debido a la formulacion y al procesamiento.
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Otro importante factor a considerar cuando se elabora un producto libre de gluten, es
asegurarle al consumidor que el producto no contiene esta proteina. Para esto es
necesario que la obtencién de las harinas sin gluten se realice a partir de fuentes
confiables y protegerlas junto con los demas ingredientes de la contaminacién con
trigo, centeno y cebada. La contaminacion puede ocurrir en todas las etapas, desde
el cultivo hasta el procesamiento, y por lo tanto, se requiere la verificacién peridédica
de la ausencia de gluten, por ejemplo, mediante técnicas inmunoenzimaticas como la
ELISA (Arendt & Dal Bello, 2008; Gallagher, 2009).

4.2 Elaboracién de pan

La elaboracion del pan puede dividirse en dos etapas principales: antes y después de
la gelatinizacion del almidén. En la primera etapa se encuentra almidén ligeramente
hinchado, células de levadura y componentes menores como sal y azlucar disueltos
formando una suspension. Durante el mezclado, la proteina y el almidén forman una
red bicontinua elastica y extensible en la que las burbujas de gas se suspenden,
aumentando de volumen durante la fermentacién, provocando asi el crecimiento de
la masa (Gallagher, 2009; Tejero, 1992).

La coccidén del pan se origina paulatinamente desde el exterior hasta el interior
ocasionando varias transformaciones. Al introducir la masa en el horno, el vapor se
deposita sobre la superficie de la masa y se condensa; la masa sigue fermentando y
por consiguiente el volumen continla aumentando hasta llegar a una temperatura
interna de 55°C donde mueren las levaduras (Tejero, 1992). Debido a la combinacion
de calor, humedad y tiempo durante el horneado, los granulos de almidén se hinchan
y se solubilizan parcialmente, es decir se gelatinizan. Esta etapa repercutira
enormemente en la estructura de la miga y en la conservacion del pan (Arendt & Dal
Bello, 2008).

Entre los 70 y 100°C el gluten se va coagulando, los alveolos se dilatan por el efecto
del calor y comienza la formacion de la corteza. ElI almidon proporciona tanta
viscosidad que el sedimento de los granulos de almidén no gelatinizados y las
burbujas de gas forman la miga. La miga de los panes de trigo es por lo tanto una
matriz solida formada por almidén gelatinizado y una red de gluten que encierra
granulos de almidon y fragmentos de fibras. A los 95°C comienza a evaporarse el
agua de la masa produciendo vapor, lo que permitira mantener al pan en un grado de
humedad suficiente para que no se deseque excesivamente (Tejero, 1992,
Gallagher, 2009; Zannini et al., 2012).

Alcanzados los 130°C continua la formacion de la corteza y aparece el color debido a
la caramelizacion de los azucares (reaccion de Maillard). Durante esta fase el calor
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ira produciendo un desecado del pan, provocando un ligero encogimiento de la
corteza y un tostado progresivo de la miga mas préxima a esta. La coccion estara
completa cuando el pan alcanza en el interior 99°C, temperatura que estara en
funcién del tamafo del pan y de la temperatura de horneo (Tejero, 1992).

4.3 Agentes estructurantes

Los panes sin gluten carecen de una red de proteinas que atrape el agua y forme la
matriz para insertar el almidén; el resultado es una pasta en lugar de una masa y un
pan con numerosos defectos de calidad, por lo que se hace necesario incorporar
sustancias poliméricas que ayuden a formar la red estructural y mejoren las
propiedades funcionales de las pastas obtenidas (Zannini et al., 2012). A
continuacion se describen los coadyuvantes utilizados en este estudio.

4.3.1 Albumina de huevo: es la proteina mas abundante del huevo, se clasifica
como fosfoglucoproteina por que contiene hidratos de carbono y fosforo. Una de sus
principales caracteristicas es que es rica en cisteina y metionina y tiene cuatro
grupos sulfhidrilo que la hacen muy reactiva y facilmente desnaturalizable (Badui,
1996). Estudios han demostrado que es muy susceptible al pH, a los tratamientos
térmicos y a las sales; por ejemplo a medida que aumenta la acidez se vuelve mas
inestable a las altas temperaturas (Campbell, 2003).

En la industria alimentaria la albumina de huevo es muy utilizada, principalmente por
su alta capacidad espumante; es conocido que esta proteina forma peliculas
viscoelasticas cohesivas fuertes, esenciales para la estabilidad de la espuma y para
mejorar la retencidn de gas (Zannini et al., 2012). También actia como emulsificante
y estabilizante de la grasa en la masa y tiene buena capacidad para asociarse y
formar geles con distintas propiedades reolégicas, ademas aumenta el valor
nutricional de los alimentos gracias a que es una proteina con alto valor bilogico;
atributos que resultan muy utiles al incorporarla en la formulacion de productos libres
de gluten para mejorar las deficiencias de calidad anteriormente mencionadas
(Arendt & Dal Bello, 2008; Campbell et al., 2003).

Se ha reportado que la inclusion de albumina de huevo en la formulacién de panes
libres de gluten aumenta la capacidad de absorcion de agua de la mezcla, permite
una dispersibn mas homogénea de las proteinas y los granulos de almidén y forma
una red continua de proteinas tipo film similar a la que se encuentra en el pan de
trigo (Gallagher, 2009). El pan resultante muestra menores pérdidas por horneado
favoreciendo el volumen especifico, un aumento en el nimero de alveolos/cm? y un
aumento significativo en la humedad miga; caracteristicas deseables en un pan sin
gluten (Zannini et al., 2012).
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Los resultados reportados hasta la fecha sugieren que las proteinas de huevo son
una herramienta valiosa para el reemplazo del gluten en formulaciones que no lo
contienen, gracias a que contribuyen en la formacion de la estructura y pueden
mejorar el aspecto nutricional que tanto necesitan.

4.3.2 Goma Xanthan: es un polisacarido aniénico de alto peso molecular, producido
por la bacteria Xanthomonas campestris. Es soluble en agua caliente y fria e
insoluble en la mayoria de disolventes organicos. Su estructura quimica (Figura 19)
esta formada por una cadena principal de celulosa, es decir, moléculas de glucosa
unidas mediante el enlace B-1,4-glucosidico, con ramificaciones en el carbono 3
compuestas por un residuo de acido glucuronico ligado a una unidad de manosa
terminal y a una segunda manosa que se conecta a la cadena principal (D-
manopiranosa-(2,1)-p-D-acido glucurénico-(4,1)-p-D-manopiranosa). Adicionalmente,
algunas de las manosas terminales pueden llevar residuos de piruvato ligados a las
posiciones C4 y C6 (Kohajdova & Karovicova, 2008; Phillips & Williams, 2000).
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Figura 19. Estructura quimica de la goma xanthan. Tomada de Ebah (2013).

Las soluciones de goma xanthan presentan comportamiento pseudoplastico. Cuando
el esfuerzo cortante se incrementa, la viscosidad se reduce progresivamente; al
eliminar el esfuerzo, la viscosidad inicial se recobra. Este comportamiento resulta de
la habilidad de las moléculas de xanthan, en solucién, para formar agregados a
través de puentes de hidrogeno y polimeros entrelazados que resultan en la
formacion de una red compleja débilmente unida, por lo que esta goma se considera
no gelificante (Phillips & Williams, 2000). Otra caracteristica particular es que las
soluciones no son afectadas por los cambios de pH, temperatura o concentracion de
sal (Arendt & Dal Bello, 2008).

En los productos horneados la goma xanthan aumenta la absorcion de agua de la

masa, contribuye a la incorporacion y retencion de aire, aumenta el volumen
especifico del pan, ademas le aporta suavidad mejorando la textura, la retencién de
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humedad en la miga y la vida atil mediante la limitacion de la retrogradacion del
almiddn; sin embargo, estas propiedades se obtienen sélo a bajas concentraciones
(<1%) (Arendt & Dal Bello, 2008; Kohajdova & Karovi¢ova, 2008).

4.3.3 Goma Guar: es el polisacarido de reserva de las semillas de Cyamopsis
tetragonoloba, una planta de la familia de las leguminosas. La goma en polvo es
neutra y, como tal, sus soluciones son poco afectadas por los iones o el pH; es
soluble en agua a 25°C y contiene 75-85% del polisacarido (el hidrocoloide real), 5-
6% de proteina, 8-14% de humedad y otros componentes (Arendt & Dal Bello, 2008).

Quimicamente, la goma guar es un galactomanano con una cadena principal
formada por unidades de B-D-manopiranosas unidas mediante enlaces 3 (1,4), de la
cual se desprenden ramificaciones en la posicion 6 de a-D-galactopiranosas. Se
sabe que por cada unidad de galactosa hay de 1,5 a 2 residuos de manosa
(Kohajdova & Karovicova, 2008). Su estructura quimica se presenta en la Figura 20.
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Figura 20. Estructura quimica de la goma guar. Tomada de Ebah (2013).
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Las propiedades de esta goma dependen en gran medida del grado de sustitucion de
galactosa, dado que cantidades altas de manosa aumentan la rigidez del polimero y
reducen la extensibilidad. La goma guar puede producir viscosidades que se
encuentran entre las mas altas de todos los hidrocoloides a una determinada
concentracion, aunque esta viscosidad depende de la longitud de la cadena de
galactomanano. Al igual que la xanthan, la goma guar no forma gel pero es buen
espesante, exhibiendo sinergismo con agar, carragenina y xanthan dando lugar a
viscosidades aun mas altas (Arendt & Dal Bello, 2008; Gallagher, 2009).

En la industria alimentaria, se utiliza como un agente espesante y estabilizante en
una amplia variedad de alimentos, por lo general en cantidades menores al 1%.
Estudios han reportado su uso en productos horneados, encontrando que mejora la
palatabilidad, las propiedades reoldgicas y la vida de anaquel a través de la retencion
de humedad, ademas puede retrasar el envejecimiento del pan por una posible
inhibicion de la retrogradacion de la amilopectina, ya que esta goma se une
preferentemente al almidon (Kohajdova & Karovi¢ova, 2008). En los panes libres de
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gluten mejora el volumen especifico y algunos autores concluyeron que la
combinacion de goma xanthan, pectina y goma guar originaba los productos de
mejor calidad (Rosell, 2013).

4.3.4 Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC): este hidrocoloide se obtiene por la
adicion de metilo y grupos hidroxipropil a la cadena de celulosa (Figura 21), la cual
se forma por la union de moléculas de B-glucopiranosa mediante enlaces -1,4-
glucosidicos. Es soluble en agua fria y el hecho de ser derivado de la celulosa lo
hace un polimero con alta actividad superficial y le confiere propiedades Unicas
respecto a sus caracteristicas de hidratacion y/o deshidratacion cuando esta en
solucién y durante los cambios de temperatura (Campbell et al., 2003).

HQ OH HO,
c>_\ H30—<_ _>—CH3
H, o o p

HO ~ Qme

“a°—<_ ~ b
oK, OH _>—CH3

H, O—CH,
b oth

Hc—d'  O—CHR

0 -nQ OH

O—CH,

Figura 21. Estructura quimica de la Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).
Tomada de ChemSpider (2013).

A pesar de la presencia de grupos hidréfobos en su cadena, este polimero mantiene
parcialmente las propiedades hidréfilas de la celulosa. Sus soluciones ofrecen buena
viscosidad y estabilidad en un amplio rango de pH, entre 3 y 11 (Phillips & Williams,
2000), su propiedad mas importante es que pueden someterse a gelificacion térmica
reversible, es decir, gelifica en agua fria, se convierte en amorfo tras el calentamiento
y vuelve de nuevo a gel después del enfriamiento; ademas exhiben un
comportamiento pseudoplastico y pueden formar film (Arendt & Dal Bello, 2008;
Crockett et al., 2011).

Esta capacidad para formar film le permite fortalece las burbujas de gas de la masa
gue se expanden durante la coccién reduciendo la pérdida de gas, por lo tanto el
volumen del pan mejora; esta red también podria actuar como una barrera evitando
la pérdida de vapor de agua, aumentando asi el contenido de humedad final en el
pan. Su uso mejora también la textura de la miga, ademas es un buen agente anti-
envejecimiento gracias a que disminuye la migracion de la humedad hacia la
superficie del pan (Barcenas & Rosell, 2005).
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4.4. Trabajo experimental

El trabajo experimental se divido en tres etapas: en la primera se realizaron los
ensayos de preformulacion para evaluar el efecto de los agentes estructurantes
sobre dos formulaciones. En la segunda etapa el objetivo fue obtener una mezcla
analoga al gluten, esta puede definirse como una mezcla de materiales que al ser
incorporados en la elaboracién de productos panificados aporte propiedades
viscoelasticas y funcionales proporcionando cualidades sensoriales y estructurales
aceptables en el producto final. En la dltima etapa se tomaron los mejores resultados
obtenidos durante todo el trabajo, se integraron para formular la materia prima libre
de gluten (MPLG) y se elaboré un prototipo panificado para evaluar su competencia
tecnoldgica

4.4.1 Materiales

4.4.1.1 Ensayos de preformulacién: para la elaboracion del pan control se utilizé
harina de trigo marca los gallos (humedad 8,04% y proteina 13%) y para los
panificados modelo libres de gluten se formulé una premezcla compuesta por platano
y lenteja germinada y sin germinar; ademas se adiciono grasa vegetal marca inca,
levadura instantanea liofilizada marca nevada, aziucar morena (0,7% de humedad),
sal (0,6% de humedad) y como agentes estructurantes goma xanthan y guar, ambas
con un contenido de humedad del 4%, y albumina de huevo en polvo pasteurizada
de alto poder de gel (humedad 8,0%, pH 7,5, proteina 80%, grasa 0,20%, cenizas
6,0%). Los materiales fueron suministrados por el grupo de Ciencia y Tecnologia de
los Cereales del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo — CIAD.

4.4.1.2 Analogo del gluten: como componente mayor para su formulacion, se
utilizaron las harinas de lenteja, garbanzo y platano por los buenos resultados de
funcionalidad obtenidos, como agentes estructurantes albumina, HPMC, goma guar y
goma xanthan, ademas se incluyé aceite de girasol y sal. Todos los materiales fueron
suministrados por el grupo de Estabilidad de Medicamentos, Cosméticos y Alimentos
(GEMCA) de la Universidad de Antioquia.

4.4.1.3 Formulacion de la materia prima libre de gluten y ensayo de prototipo:
para los prototipos libres de gluten se utilizO una multimezcla compuesta por harina
de lenteja germinada, quinua y ahuyama, a la cual se le incorporo el analogo del
gluten seleccionado como 6ptimo; ademas se utilizd levadura fresca, aceite de
girasol, azucar y sal. Todos los materiales fueron adquiridos en supermercados de
cadena de la ciudad de Medellin, Colombia.
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4.4.2 Métodos
4.4.2.1 Ensayos de preformulacién

Elaboracion de panificados modelo: las condiciones de amasado se determinaron
con el método 54-402 de la AACC (1995) en un mixografo (National Manufacturing
Co., Lincoln, NE). La porcién de masa utilizada para cada mixograma fue de 30 g.
Con los mixogramas obtenidos se determiné la cantidad de agua necesaria y el
tiempo de desarrollo de la masa. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Los panificados modelo se obtuvieron siguiendo el método 10-10B de la AACC
(1994). Un ensayo fue realizado, en el que se evaluo el efecto de las gomas sobre
las harinas, ademas del pan de trigo control en todos los ensayos se elabord un pan
control libre de gluten de cada formulacion. Para definir la cantidad de goma se
tomaron como referencia los valores reportados por Crockett et al., (2011), Gallagher
(2009) y Arendt & Dal Bello (2008). El tiempo de fermentacién fue de 45 minutos y el
de horneado de 24 minutos a 215 °C. Las formulaciones se presentan en la Tabla 6.

El volumen del pan se determindé por desplazamiento de semillas después del
horneado segun el método 10-09 de la AACC (2000). El volumen especifico (VE) se
determiné usando la formula VE (cm3/g) = Volumen/Peso. Los ensayos para evaluar
la dureza se realizaron después de 1 hora, cuando el pan se habia enfriado, cortando
transversalmente y tomando cubos de 25 mm de espesor del centro del pan. El
analisis se realiz6 mediante la prueba de compresion simple utilizando un analizador
de textura TA-TX2 (Stable Micro Systems, Surrey, UK) equipado con una sonda
cilindrica de acrilico de 12,7 mm de diametro bajo los siguientes parametros:
velocidad pre test 2.0 mm/s, velocidad test 1,7 mm/s, velocidad post test 10,0 mm/s,
distancia de ruptura test 1.0 mm, distancia 5,0 mm, fuerza 100 g, tiempo 5 s. Las
mediciones en ambas pruebas fueron hechas por triplicado.

Cuantificacion de gluten por Elisa R5: la cuantificacién de gluten se le realiz6 tanto
a las materias primas como a los panificados modelo obtenidos, los cuales fueron
molidos antes del analisis. Primero se realiz6 la extraccién etandlica de gliadinas
para lo cual se pesaron 0,25 g de muestra, se adicionaron 2,5 mL de etanol al 60% y
se homogenizo, luego se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutos y se hicieron las
diluciones respectivas.

El gluten se cuantificO mediante el kit comercial ELISA-R5 tipo sandwich (Kit
Ridascreen gliadin; R-Biopharm, Darmstadt, Alemania); segun lo establecido en el
Codex Alimentarius (CODEX, 2008). Para esto se adicionaron 100 uL de muestra en
cada pozo de la placa y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Se
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realizaron 3 lavados, se afiadieron 100 pL del anticuerpo conjugado con peroxidasa y
se incubo durante 30 min. Nuevamente se realizaron 3 lavados y se agregaron 50 L
de sustrato (peroxido de urea) y 50 uL de cromégeno (tetrametilbenzidina) a cada
pozo, se incubd durante 30 min a temperatura ambiente con agitacion suave. La
reaccion se detuvo con 100 pL de acido sulfarico 1N. La placa fue llevada a un lector
Bio-Rad modelo 550 microplate reader y leida a una longitud de onda de 450 nm.
Finalmente se determind el contenido de gliadinas con una curva estandar de
gliadinas. El resultado se multiplico por 2 para obtener la concentracion de gluten
expresado en ppm. La determinacion se hizo en el laboratorio de proteinas del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo — CIAD.

4.4.2.2 Analogo del gluten

Obtencién del analogo del gluten: para formular se tom6é como referencia la
composiciéon quimica del gluten reportada por Hui (2006); y con base a la
composicién proximal reportada en el Capitulo 3, se definieron las harinas que serian
incluidas. Para evaluar el comportamiento de los materiales se realizaron dos
ensayos cualitativos tomando como referencia la Norma Técnica Colombiana NTC
5749 (NTC, 2009) con modificaciones. De estos ensayos se obtuvieron tres mezclas
con potencial. Las formulaciones utilizadas se presentan en las Tablas 10y 11.

Propiedades reoldgicas: a las tres mezclas de analogo con potencial se les
evaluaron sus propiedades reoldgicas mediante ensayos dinamicos oscilatorios. Para
esto se utilizd6 un redmetro Bohlin Gemini HR nano Malvern Rotonetic drive 2, con
control de temperatura Peltier a 25°C, con placas paralelas de 40 mm, segun el
método reportado por Crockett et al., (2011). Las muestras se prepararon pesando
10 g de anédlogo y 6 mL de agua destilada, se mezclaron y se dejaron reposar en
recipientes cerrados durante 15 minutos para permitir la hidratacion de las gomas.

La muestra se colocé entre la placa y la base, se comprimieron a 1,75 mm y se retird
el exceso de mezcla. Entre la muestra y la placa se ubic6 una trampa con agua como
solvente para evitar que la muestra se secara. La mezcla se dejo reposar durante 5
min antes del analisis para permitir su acoplamiento a la geometria y su relajacion.
Primero se realizé el barrido de deformacion con un esfuerzo aplicado de 0,01 a
1000 Pay una frecuencia constante igual a 1 Hz para hallar la RVL. Luego se realizo
el barrido de frecuencia con un esfuerzo constante de 1 Pa, definido a partir de la
RVL y una frecuencia de 0,01 a 20 Hz. Los parametros reologicos, modulos de
almacenamiento (G’) y pérdida (G”), se calcularon utilizando el software Bohlin
R6.51.03. Todas las muestras se analizaron por triplicado en el laboratorio de
Coloides de la Universidad de Antioquia.
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4.4.1.3 Formulacion de la materia prima libre de gluten y ensayo de prototipo

Formulacion de la materia prima y composicion proximal en base seca: para la
obtencion de la materia prima se utilizé la formulacion presentada en la Tabla 12 y su
composicién proximal (Tabla 13) se determiné siguiendo métodos oficiales AOAC
(1997) y GTC (Guia Técnica Colombiana) (2012). Proteina método AOAC 954.01
usando un factor de conversion de Nitrogeno de 6.25, grasa total método GTC 6.1,
cenizas método AOAC 923.03, humedad método GTC 1.14. contenido de almidon
por hidrélisis acida — Lane Eynon (UNAM, 2008).

Propiedades reoldgicas de la mezcla: se midieron siguiendo el procedimiento
reportado en el numeral 4.4.2.2 pero en el barrido de frecuencia el esfuerzo
constante fue de 1,5 Pa.

Elaboracién de prototipo: para el prototipo final, se preparo la solucion de azucar —
sal siguiendo el método 10-10B de la AACC (1994); se disolvio la levadura en agua a
35°C durante 5 min antes de la adicion de los ingredientes secos restantes. Todos
los ingredientes se mezclaron con una batidora manual Black and Decker M24S, en
velocidad 1 durante 1 min y luego se ajusté a velocidad 3 durante 4 min para
garantizar la homogeneidad de la mezcla, la cual fue dividida en porciones de 60 g y
depositada en moldes de silicona. Se dejaron por 45 minutos a 30,9 °C en camara de
fermentaciéon con una humedad relativa de 80% y se hornearon en un horno
convectivo Salva Kwik — co K 5 a 215°C durante 25 minutos. Por dltimo se retiraron
de los moldes y se dejaron enfriar durante 2 horas antes de su analisis. Las
formulaciones empleadas se presentan en la Tabla 14.

La medicion del volumen especifico se realiz6 segun el procedimiento descrito en el
numeral 4.4.2.1 y la dureza se determiné por compresion simple empleando un
texturbmetro Brookfield CT3 con carga de 10000g utilizando un aditamento de
acrilico en forma cilindrica de 12,7 mm de didmetro sobre trozos de muestras de 20
mm de didmetro y 20 mm de espesor; se comprimié hasta una profundidad de 10
mm (50%), a una velocidad de 1mm/s y una carga de activacion de 5 g. Las
mediciones en ambas pruebas fueron hechas por triplicado.

Concentracion de nutrientes: la cuantificacion de Rbf se hizo segun el método
reportado en el Capitulo 3 numeral 3.5.2.4; esta se determino tanto en la materia
prima como en el prototipo obtenido por ser este el micronutriente mas sensible al
proceso de elaboracion del pan. La cuantificacion de Fe y Zn se hizo en la materia
prima segun el método reportado en el Capitulo 3 numeral 3.5.2.5.
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4.4.3 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se aplicdé solamente en los ensayos de preformulacion. Este se
realizd utilizando el Software Minitab Statistical version 16.0 (Minitab Inc. State
College PA, EE.UU.). El andlisis de Pearson (r) se utiliz6 para encontrar las
correlaciones entre las diferentes formulaciones respecto a una propiedad evaluada.
Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via (analisis de varianza). La
media de separacion se realizé6 mediante la prueba de rangos multiples de Tukey.

4.5 Resultados y Discusion

ENSAYOS DE PREFORMULACION

4.5.1 Elaboracion de panificados modelo: se elaboraron dos premezclas libres de
gluten en una relacién 70:30; la primera estaba compuesta por platano y lenteja
germinada (Premezcla 1) y la segunda por platano y lenteja sin germinar (Premezcla
2). Se realiz6 el ajuste de proteina y humedad de cada premezcla con base al 14%
por ser la humedad maxima de la harina de trigo utilizada como referencia. Mediante
los mixogramas realizados se determiné la cantidad de agua necesaria y el tiempo
de desarrollo de la masa (Tabla 5).

Los mL de agua tedricos, segun el método aplicado, para la adecuada hidratacion de
las premezclas fueron inferiores a los que realmente se utilizaron para obtener una
masa con propiedades panaderas. Para la premezcla 1 fue necesario adicionar 41%
mas de agua mientras que para la premezcla 2 se requiri6 12% mas; lo que
representa un contenido final de agua del 95 y 80% respectivamente. Estos
resultados eran de esperarse porque las harinas empleadas presentaron mayores
propiedades de hidratacion que la harina de trigo.

Tabla 5. Resultados obtenidos de los mixogramas

MBS IR mgeds?ra s%&]g%&:é%ggo ag urgl}i(rj]:’lles d;riaenr?;soaggti(m?n)
(Hariﬁgnégoirigo) 20,964 18,63 18,63 4:15
(PLZr/eLrEgC(fO%O) 26,544 17,79 25,22 4:30
(PLZr/i”E%C(';‘O%O) 26,652 17,64 21,32 3:40

En general, las formulaciones libres de gluten, independiente de los ingredientes
utilizados, requieren mayor hidratacion (Arendt & Dal Bello, 2008; Gallagher, 2009;
Hui, 2006); por lo que se recomienda evaluar y controlar la cantidad de agua a
adicionar ya que un exceso de esta afecta el comportamiento reolégico de las
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masas, la calidad final del pan y por consiguiente disminuye la vida util debido a una
mayor actividad de agua en el producto (Hager et al., 2012). Sin embargo, las masas
resultantes eran menos pegajosas y mas compactas que la de trigo, debido
posiblemente a la buena capacidad de absorcion de las harinas utilizadas, lo que
favorecié su manipulacién durante el proceso, aunque durante la fermentacion y
horneado esto seria una desventaja ya que podria perjudicar su buen desempernio.
Las masas obtenidas se presentan en la Figura 22.

(A (B) ©
Figura 22. Masas obtenidas de los mixogramas: (A) Control de trigo, (B) premezcla platano + lenteja germinada,
(C) premezcla platano + lenteja sin germinar. Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacion en el
laboratorio de Ciencia y Tecnologia de los Cereales del CIAD.

Una vez obtenidos los tiempos Optimos de amasado y el agua requerida, se
elaboraron 9 panes de los cuales tres eran control: uno a base de trigo y uno de cada
premezcla libre de gluten, los 6 panes restantes se hicieron modificando el tipo de
goma. Las formulaciones empleadas se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Panificados modelo preformulados

INGREDIENTES® FORMULACION (9)

CONTROL 1 2 3 4 5 6 7 8

Harina de trigo 69,96 - - - - - - - -

it - 61,94 | 6194 | 61,94 | 61,94 | - - . -
Premezc(';ioféop)LA’LEN) - - - - - 6219 | 6219 | 62,19 | 62,19
Agua potable 38,83 54,21 54,21 54,21 54,21 45,11 45,11 45,11 45,11
Solucion Azdcar-Sal 7,66 7,66 7,66 7,66 7,66 7,66 7,66 7,66 7,66
Levadura instantanea 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40
Grasa Vegetal 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40
Goma Guar - - 0,70 - 0,35 - 0,70 - 0,35
Goma Xanthan - - - 0,70 0,35 - - 0,70 0,35

& |ngredientes expresados en porcentaje de panificacion: Premezcla libre de gluten: 100%; agua: control: 55,5%, premezcla 1:
87,52%, premezcla 2: 87,17%, solucién azlcar-sal: 12,37%, levadura: 2,26%, grasa vegetal: 3,87%, goma guar: 1%, goma
xanthan: 1%, mezcla de gomas (50:50): 1%.
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La apariencia visual, asi como el volumen de los panes y la estructura y suavidad de
la miga son caracteristicas importantes para el consumidor, ya que las percibe y
asocia con la calidad del producto. Se ha informado anteriormente que las harinas
libres de gluten utilizadas en este estudio son materias primas potenciales, ya sea
solas o en combinacion, para la elaboracion de productos panificados. Sin embargo,
la calidad de los panes resultantes fue inferior a la del pan de trigo. En la Figura 23,
se muestran las imagenes digitales de las cortezas de los panes modelo
preformulados y sus cortes transversales.

Figura 23. Cortezas de los panes modelo preformulados y sus cortes transversales. (A) Control de trigo.
Premezcla 1: (B) Control libre de gluten, (C) 1% de goma guar, (D) 1% de goma xanthan, (E) 0,5% goma
guar+0,5% goma xanthan. Premezcla 2: (F) Control libre de gluten, (G) 1% de goma guar, (H) 1% de goma
xanthan, (l) 0,5% goma guar+0,5% goma xanthan. Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacién en
el laboratorio de Ciencia y Tecnologia de los Cereales del CIAD.
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Al comparar los panes libres de gluten con el pan de trigo, es evidente que la corteza
de estos tiene un aspecto quebradizo, las caracteristicas de los poros son distintas y
la estructura de la miga es mas compacta, indicando que la humedad no fue retenida
lo suficiente para obtener una textura mas suave; por consiguiente el volumen
especifico y la dureza se vieron afectados. Los efectos del tipo de goma y sus
concentraciones sobre el volumen especifico y la dureza de los panes se presentan
en la Tabla 7.

Tabla 7. Volumen especifico y dureza de los panes modelo preformulados

PREMEZCLA FORMULACION VO'-UME(’;‘n'iiSEC'F'CO DUREZA (N)
Trigo Control 3,05 + 0,072 3,21 + 0,249
1 1,53 +0,10° 40,77 + 3,60°°
Premezcla 1 2 1,64 + 0,02¢9¢ 40,60 + 8,50°°
(PLA/LEG) (70/30) 3 1.58 + 0,04% 3114 522°
4 1,65 + 0,02¢¢ 30,08 +0,51°¢
5 1,64 + 0,04¢9¢ 65,43 + 2,582
Premezcla 2 6 1,74 + 0,02°¢ 49,66 + 1,59°
(PLA/LEN) (70/30) 7 1,69 + 0,04% 43,02 +1,25"
8 1,85 + 0,05° 30,83 +0,03°

Todos los datos representan la media de triplicados * desviacion estandar. Las medias con letras diferentes en cada
columna son significativamente diferentes (P>0,05) acorde al método de Tukey con una confianza del 95.0%.

Se observa que en ambas premezcla, la adicibn de gomas, solas 0 en combinacion,
tuvo un efecto positivo respecto a los controles sin gluten (Formulaciones 1y 5). El
volumen obtenido en los panes libres de gluten fue significativamente menor que el
control; el cual presenté un volumen especifico de 3,05 cm3/g. El mayor volumen
para los panes sin gluten lo presentaron las formulaciones 4 y 8 (1,65 y 1,85 cm?/g,
respectivamente) que contenian la mezcla de gomas y el mas bajo fue para las
formulaciones 3y 7 (1,58 y 1,69 cm3/g, respectivamente) que solo contenian goma
xanthan (Figura 24).

Estos resultados estan acorde con los encontrados por Rosell et al., (2001) quienes
observaron una disminucién en la expansion de la masa de trigo cuando le fue
adicionada goma xanthan, posiblemente porgue la interaccién entre la proteina y los
hidrocoloides limita la expansion de la masa durante la fermentacién. Sin embargo,
difieren de los reportados por Acs, Kovacs, & Matuz (1996a, 1996b) quienes
investigaron el uso de diferentes hidrocoloides, como sustitutos del gluten en
formulaciones de pan sin gluten, encontrando que la adicion de estos agentes
aumenta el volumen del pan. Ellos concluyeron que el pan sin gluten de mas alta
calidad contenia entre 1-3% de goma xanthan. Una posible explicacion de este
resultado es la diferencia entre los materiales utilizados y la interaccion entre ellos,
ademas de las concentraciones empleadas.
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Volumen especifico de los panes obtenidos en los
ensayos de preformulacion
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Figura 24. Volumen especifico de los panes modelo preformulados.

Volumen especifico (cm®/g)

En cuanto a la dureza, las formulaciones 2 y 6 que contenian 1% de goma guar
mostraron valores mas altos que las formulaciones que contenian 1% de goma de
xanthan (3 y 7) y mezcla de las dos gomas (4 y 8), siendo estas ultimas la mejor
opcién respecto a esta propiedad (Figura 25). El endurecimiento estd asociado al
deterioro de la calidad del pan durante el almacenamiento y a cambios sensoriales
tipicos que incluyen aumento en la firmeza de la miga y pérdida de sabor y humedad,
entre otros (Sahraiyan et al., 2013).

Dureza de los panes obtenidos en los
ensayos de preformulacion
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Figura 25. Dureza de los panes modelo preformulados.
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La dureza de los panes libres de gluten estuvo entre 30,08 y 65,43 N mientras que el
pan control de trigo estuvo en 3,21 N. Los altos valores no son deseados ya que los
consumidores relacionan una miga firme a un producto viejo.

Al igual que en el presente trabajo, Sumnu et al., (2009) observaron que la goma
guar llevé a los mayores valores de dureza cuando evaluaron su efecto en
formulaciones sin gluten a base de arroz. Gomez et al., (2007), reportaron igual
comportamiento indicando que la goma guar dio lugar a las tortas mas duras con una
firmeza 140% mas alta que la del control mientras que las tortas que contenian goma
xanthan la disminuyeron en un 40%. Ellos también encontraron que el efecto del
hidrocoloide en el aumento de la dureza era dependiente del tipo de goma afadido y
que esto puede ser explicado por las diferentes interacciones quimicas entre las
gomas y el almidon que afectan su retrogradacion.

La combinacion de xanthan y guar en ambas premezclas resultdé en una disminucion
significativa en los valores de dureza de los panes sin gluten, lo que sugiere que la
adicion de estas gomas retarda el envejecimiento del pan en términos de dureza. Las
gomas son capaces de modificar la gelatinizacion del almidon y retardar su
retrogradacion mediante la interaccion con la amilosa y la amilopectina. Estos
resultados estan acorde con lo reportado por Ozkoc et al., (2009).

En general, los panes presentaron una miga homogénea aunque con una apariencia
mucho mas densa y firme que la del control de trigo, o que puede asociarse a varios
factores. Uno de ellos es la deficiencia de estas harinas en proteinas estructurales
que da como resultado redes moleculares débiles, presentando una menor
expansion durante la fermentacion, probablemente debido a que las celdas formadas
durante el amasado no tuvieron suficiente fuerza para mantener el gas retenido,
afectando la formacion de poros, reflejandose en una disminucién del volumen
especifico (Aguilar Valenzuela et al., 2011; Crockett et al., 2011).

Otro factor a considerar es la tenacidad de la masa, definida como la resistencia que
ofrece una masa a ser estirada. Las celdas de gas se incorporan a la masa a través
del proceso de mezclado, si la masa es muy tenaz o compacta la incorporacion de
gas se dificulta, generando un pan denso y con corteza quebradiza, por lo que las
diferencias en las migas y los defectos en las cortezas pueden deberse a las
diferencias en la consistencia de las masas (Hager et al., 2012; Tejero, 1992).

La extensibilidad que es la capacidad de una masa para dejarse estirar, es otro factor
gue afecta la calidad del pan. En un estudio anterior realizado en el grupo de
investigacién de estabilidad de medicamentos, cosméticos y alimentos — GEMCA de
la Universidad de Antioquia se evalué la extensibilidad de las masas libres de gluten
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(Umafa, 2010), en las que se incluyeron tanto el platano como la lenteja, utilizando
como control masa de harina de trigo. En este se pudo observar la superioridad del
trigo respecto a los valores de extensibilidad de las masas libres de gluten justificada
en la distancia recorrida; dando indicios de la capacidad de cada masa para retener
el gas y expandirse sin romperse (Figura 26).

Harina de trigo

\ Foree (g
40

Harinas
: alternativas

G T e iy D

Distance (1)

Figura 26. Extensibilidad de diferentes harinas evaluadas.
Tomado de Umaiia, (2010). Obtenida en el laboratorio de alimentos de la Universidad de Antioquia

En una masa muy tenaz y poco extensible, como las obtenidas, debido a la falta de
una matriz proteica cohesiva, la elasticidad y la extensibilidad se reducen (Hager et
al., 2012). Lo que ocurre es que el gas presiona sobre las paredes, pero debido a
que tiene poca elasticidad la masa no cede ante la presion del gas y este se escapa,
por lo tanto la masa no se hincha obteniéndose un pan denso, con corteza
quebradiza y de poco volumen (Tejero, 1992).

Se puede afirmar entonces que el volumen especifico y la dureza del pan son dos de
los criterios mas importantes al evaluar su calidad, ya que proporciona mediciones
cuantitativas del rendimiento del horneado y de la posible aceptabilidad o rechazo
por parte del consumidor, ademas desde un punto de vista econdémico, es deseable
una alta proporcion de volumen por unidad de peso.

4.5.2 Cuantificacion de gluten por Elisa R5: para garantizar la ausencia de los
péptidos de gliadina se realiz6 una prueba inmunoquimica teniendo como control el
pan de trigo. El analisis se realizé a los panes obtenidos de las premezclas 1y 2 que
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contenian la mezcla de gomas, por ser los que mejores propiedades presentaron,
ademas se analizaron dos mezclas de harinas: una compuesta por Ahuyama y
Garbanzo y otra por Quinua y Orellana; estas se consideraron como materias primas
con potencial para ser utilizadas en la elaboracion de productos libres de gluten. La
harina de orellana no fue incluida en este trabajo pero su resultado se presenta por
estar en combinacién con la quinua.

Para cuantificar el gluten presente en las muestras primero se obtuvieron las
absorbancias (Tabla 8) y se interpolaron en una curva estandar de gliadinas (Figura
27), obteniéndose asi el contenido de gliadinas en ppb. Posteriormente, este valor se
multiplico por el factor de dilucion correspondiente, se llevo a ppm y se multiplico por
2 para obtener la concentracion de gluten (Tabla 9). La multiplicacion por 2 es
necesaria en esta prueba porgue, como se mencioné anteriormente, el anticuerpo R5
detecta principalmente prolaminas y por lo tanto se debe asumir una relacion
constante prolaminas / glutelinas 1:1 en todas las muestras.

Tabla 8. Curva estandar de gliadinas

Concentracion (ppb) Absorbancia
ESTANDAR DE 0 0.04
GLIADINAS 10 0.62
20 1.22
40 2.20
80 4.40

CURVA ESTANDAR DE GLIADINAS

y =0.0541x + 0.0735
R? = 0.9994

PROMEDIO ABSORBANCIAS

0 10 20 30 40 50 60 70 80
CONCENTRACION (ppb)

Figura 27. Curva estandar de gliadinas para la cuantificacion de gluten.
Obtenida en el laboratorio de proteinas de la Coordinacion de Nutricién del CIAD.
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Tabla 9. Contenido de gluten en materias primas y panes modelo preformulados.

Muestra Absorbancia Glzggiﬁ)as C?:I;a:gior;a;i |(LFI)CF}[C'))I)"I* Gl(i:S:‘:)a S %;t‘f};‘
Pan control (trigo) 2,50 46,07 46070000,00 46070,00 | 92140,00
Panificado modelo Premezcla 1 0,69 12,62 6310 6,31 12,62
Panificado modelo Premezcla 2 0,21 3,89 1945 1,945 3,89
Mezcla harina Quinua + Orellana 0,27 4,90 2450 2,45 4,9
Mezcla harina Ahuyama + Garbanzo 0,67 12,24 6120 6,12 12,24

El contenido de gluten en el pan de trigo ha sido reportado entre 90.000 y 120.000
ppm (Esquer, 2010; Heredia, 2012), encontrandose el valor obtenido en este rango
(92140,00 ppm). Los resultados indicaron que los niveles de gluten en todas las
muestras sin gluten fueron <13 ppm. El CODEX STAN en su norma 118 (2008):
Relativa a los alimentos para regimenes especiales destinados a personas
intolerantes al gluten, considera que un alimento es exento de gluten cuando
contiene <20 ppm (mg/kg). Como se puede observar todas las muestras analizadas
cumplen con dicho parametro, indicando que son seguras para personas que
presentan enteropatias asociadas al gluten.

Los ensayos de preformulacion permiten concluir que la presencia minima de
proteinas estructurales, como las prolaminas y las glutelinas, en las harinas utilizadas
conlleva a la obtencién de un pan con defectos de calidad en comparacién con el pan
de trigo. Sin embargo, es notable que la incorporacion de hidrocoloides, solos o0 en
combinacion, producen un efecto positivo respecto a los controles libres de gluten,
disminuyendo la dureza, aumentando el volumen especifico y favoreciendo la
formacion de una miga homogénea. También se puede concluir que todas las
materias primas utilizadas cumplen con la norma del CODEX STAN 118, en lo
referente a los niveles de gluten definidos para que un alimento se denomine “Libre
de gluten”; permitiendo ofrecer un producto seguro a las personas que presentan
enteropatias asociadas a esta proteina.

ANALOGO DEL GLUTEN
4.5.3 Ensayos cualitativos:

ENSAYO 1: el gluten en la harina de trigo representa aproximadamente el 11% del
total de la harina; esta compuesto principalmente por 70-85% de proteina, 5-15% de
carbohidratos y 3-10% de lipidos (Hui, 2006). Con el fin de simular su composicion,
se formularon los analogos presentados en la Tabla 10, los cuales fueron hidratados
con 6 mL de agua para su posterior evaluacion.
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Tabla 10. Formulaciones para obtener el analogo del gluten.

INGREDIENTES (%) FORMULACION

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Harina de lenteja 68 | 55,5 | 45 68 | 55,5 | 45 - - - - - -
Harina de garbanzo - - - - - - 68 | 555 | 45 68 | 55,5 | 45
Albumina 21 33 43 21 33 43 21 33 43 21 33 43
HPMC-Guar (60:40) 2 2,5 3 - - - 2 2,5 3 - - -
Xanthan-Guar (60:40) - - - 2 25 3 - - - 2 25 3
Harina de platano 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Aceite de girasol 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Sal (NaCl) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Las harinas de lenteja y garbanzo fueron seleccionadas porque ademas de su valor
nutricional, sus proteinas exhiben propiedades como gelificacién, emulsificacion y
formacion de espuma haciéndolas funcionales (Mifiarro et al., 2012). La gelificacion
se lleva a cabo tras el calentamiento a una temperatura superior al punto de
desnaturalizacion de las proteinas, en donde las principales interacciones
responsables de la formacién de la red de gel parecen ser de naturaleza hidréfoba;
ademas los puentes disulfuro covalentes pueden contribuir en cierta medida al
desarrollo de la estructura del gel; lo que sugiere que la carga de la proteina
desempefia un papel fundamental para equilibrar las fuerzas intermoleculares
repulsivas y atractivas para formar una red de gel elastica (Tiwari, 2011).

Aunque hay diferencias entre la emulsificacion y la formacion de espuma, el papel de
las proteinas exhibe muchas similitudes; en ambos sistemas las moléculas de
proteinas son adsorbidas en la interfase formada (aceite/agua — aire/agua),
reduciendo la tension superficial, seguida por la formaciéon de una pelicula rigida
alrededor de las gotas de aceite o burbujas de aire, evitando la coalescencia. Van
Vliet et al., (2002), reportaron que las leguminas (11S) y las vicilinas (7S), gracias a
su actividad superficial ayudan a estabilizar las burbujas de gas mediante la
formacion de agregados cuando estas son adsorbidas en una superficie aire/agua,
formando una capa proteica fuerte similar a un gel en la interfaz, lo que resulta muy
atil en la elaboracién de productos aireados como el pan.

Otro ingrediente seleccionado que aporta valor proteico es la albumina de huevo, que
presenta masas molares relativamente bajas y contiene aminoacidos principalmente
acidos. Cuenta entre sus propiedades con buena actividad superficial vy
emulsionante, coagulacion por calor y baja temperatura de desnaturalizacion, lo que
le permite formar peliculas viscoelasticas cohesivas que favorecen la estabilizacion
de las celdas de gas y la estructura de la miga en las primeras etapas de coccion,
ademas su alta capacidad para unirse al dioxido de carbono podria tener una
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influencia importante sobre la estructura de la masa durante la fermentacion y la
coccion (Gallagher, 2009; Zannini et al., 2012; Ziobro et al., 2013).

Respecto a los hidrocoloides, su inclusion se hizo con la finalidad de incrementar la
viscosidad de la mezcla y formar, en conjunto con las harinas y la albumina, la
estructura que dara fuerza a las celdas en expansion formadas durante el amasado y
permitira la retencion de gas durante la fermentacion y la coccion, obteniendo un pan
con mayor volumen y mejor textura (Mastromatteo et al., 2012).

La harina de platano se incluyé por ser una excelente fuente de carbohidratos,
principalmente de almiddn, representando el 69,56%, ademas es alta en fibra
dietética total (6,28 - 15,54 g/100 g en base seca) (Wang et al., 2012). El almidén
gelatinizado junto con las proteinas hidratadas, facilitan el desarrollo de una red
bicontinua cohesiva que atrapa las burbujas de gas y evita la pérdida de dioxido de
carbono y el colapso de la corteza. Por otra parte, la inclusiéon de almidén en las
formulaciones sin gluten mejora la consistencia de la masa durante el mezclado, la
suavidad de la miga y la apariencia del producto final (Lamacchia et al., 2010;
Zannini et al., 2012).

El aceite actia como un lubricante entre las particulas en la masa disminuyendo la
resistencia al mezclado. Gujral et al., (2003), evaluaron el efecto del aceite vegetal en
las propiedades reoldgicas de la masa de arroz, encontrando que la adicion de aceite
aumento tanto el médulo elastico como el viscoso, con un incremento mayor en el
elastico, lo que sugiere que el aceite contribuyd en el comportamiento elastico de la
masa, ademas influyo positivamente en las propiedades de empastado.

Los lipidos juegan un papel clave en el mantenimiento y la proteccion de la estructura
de la masa leudada ya que presentan una baja tension superficial; esto les permite
penetrar entre la capa acuosa de la proteina y el almidon para formar una bicapa
lubricante que retardara el paso del agua al almidén y por consiguiente retrasara la
gelatinizacion, mejorando la expansion de la masa (Schoenlechner et al., 2010).

Por ultimo, el cloruro de sodio (NaCl) juega un papel importante en las propiedades
sensoriales y tecnoldgicas de la masa. Ademas de actuar como un potenciador del
sabor, la sal inhibe el crecimiento de la levadura permitiendo controlar la velocidad de
fermentacion, fortalece la proteina, mejora la tolerancia de la masa al mezclado
regulando tanto la fuerza como el equilibrio y puede afectar las propiedades
funcionales especialmente la gelificaciébn, aunque su efecto puede variar
dependiendo de las caracteristicas de los materiales (contenido de humedad, tipo de
harina), el tipo de mezcla y las condiciones del proceso (Moreira, Chenlo, & Torres,
2011).
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Es conocido que el cloruro de sodio tiene una fuerte influencia sobre las propiedades
del gluten debido a que su naturaleza i6nica le permite neutralizar los residuos de
aminoacidos cargados reduciendo la repulsion electrostatica, ademas favorece la
exposicion de los residuos no polares conduciendo a una mayor interaccion proteina-
proteina que facilita la agregacion del gluten (Pflaum et al., 2013). Se esperaria que
en los analogos propuestos, al igual que en el gluten, las interacciones ionicas
tuvieran lugar entre las cadenas laterales cargadas de las proteinas y los iones de
sodio o cloruro provocando un aumento en el modulo eléstico (Tiwari, 2011).

En el gluten los iones de calcio pueden interactuar con cadenas laterales cargadas
positivamente de histidina, lisina y arginina, mientras que los iones de sodio pueden
interactuar con cadenas laterales cargadas negativamente de acido aspdrtico y
glutdmico. Estas interacciones permiten una mayor agregacion de la proteina lo que
conlleva a la formacién de una estructura mas fuerte y elastica capaz de retener el
gas y expandir la masa (Pflaum et al., 2013).

Evaluacién cualitativa

El gluten vital como control y los analogos obtenidos se presentan en la Figura 28.
Se considera que el ingrediente que tuvo mayor efecto fue la mezcla de hidrocoloides
qgue se afadié con el fin de dar mayor estabilidad a la estructura encargada de
retener el gas. Es evidente que los analogos que contenian HPMC y goma guar,
(Formulaciones 1, 2, 3, 7, 8 y 9) tanto con la harina de lenteja como con la de
garbanzo presentaron un aspecto mas fluido y al tacto se percibian viscosos,
mientras que los analogos que contenian goma xanthan y guar (Formulaciones 4, 5,
6, 10, 11 y 12) con harina de lenteja y de garbanzo fueron mas consistentes, con
mayor estructura, se podian estirar aunque obviamente en menor proporcién que una
masa de trigo comun y visualmente presentaron mayor similitud al control.

Luego de ser horneados se pudo percibir en todos los analogos que a mayor
contenido de albumina y gomas mayor era la dureza, especialmente en los que
contenian harina de garbanzo, y en el caso de la HPMC y la goma guar menor el
volumen. Es comun afiadir hidrocoloides a las formulaciones de pan sin gluten como
sustitutos de este porque se considera que pueden imitar las propiedades
viscoelasticas del gluten; aunque existen diferencias reoldgicas especificas entre
ambos materiales; incluso las propiedades reoldgicas de los geles formados por
diferentes hidrocoloides difieren el uno del otro (Gallagher, 2009), lo que se
demuestra con las mezclas obtenidas.
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Figura 28. Ensayo cualitativo 1: en la columna de la izquierda se presentan las mezclas de los analogos del
gluten sin hornear y en la columna de la derecha los analogos horneados. Numeracion segun la Tabla 10.
Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacién en el laboratorio de Estabilidad de medicamentos,

cosmeéticos y alimentos de la Universidad de Antioquia

El resultado mas homogéneo lo presentaron los analogos que incluian goma xanthan
y goma guar lo que sugiere que interactuaron sinérgicamente con los demas
ingredientes, aunque otros autores han encontrado resultados contradictorios
(Crockett et al.,, 2011; Lazaridou et al., 2007; Marco & Rosell, 2008). Esto puede
deberse a las diferencias entre los ingredientes y a las interacciones que se generan
entre estos ya que finalmente impactaran el comportamiento de la mezcla y a los
procedimientos utilizados para la preparacion por lo que la seleccion de las gomas
utilizadas dependera de su desempefio durante la elaboracion del pan.

ENSAYO 2: los resultados obtenidos en el ensayo 1 permitieron la seleccién de tres
formulaciones para realizar un segundo ensayo, en el que se redujo el contenido de
albumina y se aument6 el contenido de harina para evaluar si esta proteina afectaba

111



la dureza. Las formulaciones utilizadas y las mezclas obtenidas se presentan en la
Tabla 11 y la Figura 29.

Tabla 11. Formulaciones seleccionadas a partir del
Ensayo 1 para el analogo del gluten.

FORMULACION (%)

COMPONENTES AG-A | AG-B | AG-C
Harina de lenteja 75 70 65
Albumina 14 19 24
Xanthan-Guar (60:40) 2 25 3
Harina de platano 2 2 2
Aceite de girasol 6 6 6
Sal (NacCl) 1 1 1 GLUTEN

Figura 29. Ensayo cualitativo 2 de los
anélogos del gluten.

La disminucion en la concentracion de albumina respecto al ensayo 1 fue favorable.
Schoenlechner et al., (2010), evaluaron el efecto de la albumina en panes libres de
gluten, encontrando que un alto contenido conlleva a la obtencién de panes con una
estructura compacta y firme y por consiguiente con mayor dureza aparente, ademas
reduce el tamafio de los poros posiblemente por la interrupcion de la estructura
debido al aumento del contenido de albumina, lo que pudo afectar la retencion de
gas. Ellos concluyeron que la adicibn de albumina con mejores resultados fue
cercana a 5%, especialmente porque su concentracion no tiene ninguna influencia
positiva en la disminucion de la dureza o en el volumen del pan.

Siguiendo estos resultados, en el ensayo 2 se disminuyé el contenido de albumina en
un 59% aproximadamente, pasando de 21, 33y 43% a 14, 19 y 24%, resultando en
una disminucién de la dureza, por lo que se procedio a la evaluacion reolégica de los
analogos finales.

4.5.4 Propiedades reoldgicas: se evalu6 el impacto de la combinacion de las
gomas xanthan y guar a diferentes concentraciones sobre el comportamiento
reolégico de la mezcla, utilizando un nivel de agua constante para permitir una
comparacion directa entre las muestras. Primero se realiz6 el barrido de deformacion
para encontrar la regién viscoelastica lineal (RVL) (Figura 30), en la cual el material
es capaz de soportar deformaciones sin modificar su estructura. La determinacién de
la RVL es importante porque existe una fuerte correlacion entre esta, el modulo de
almacenamiento (G') y la calidad final del pan en las formulaciones sin gluten,
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ademas es necesaria porque el esfuerzo que sera aplicado en los barridos de
frecuencia se define a partir de esta zona. Ver Anexo 4 (Tablas de datos y
transformaciones).

Barrido de Deformacién
100000
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10000 3
< n::t::t.::xtnnn......’
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Figura 30. Region viscoelastica lineal de las formulaciones analogas del gluten obtenida a partir del barrido de
deformacion (1Hz de frecuencia a 25°C). Las curvas son promedios de duplicados para cada formulacion.

Entre los analogos evaluados, la formulacion AG-B que contenia 2,5% de gomas
presentd mayor elasticidad (mayores valores de G') (Figura 31-A), lo que sugiere
que la mezcla era mas elastica, indicando que la concentracion afecté las
propiedades reolégicas, mientras que los andlogos AG-A y AG-C con 2 y 3% de
gomas respectivamente exhibieron un efecto menor sobre las propiedades elasticas
dinamicas de la mezcla libre de gluten.

Otro pardametro evaluado fue la tangente de perdida (Tan &) (Figura 31-B), que
permite conocer la relacién entre el comportamiento viscoso y elastico de un
material. En el pan se requiere un equilibrio entre ambas propiedades ya que el
componente elastico permite la formacion del film y la retencion de gas y el
componente viscoso permite la absorcion de la proteina en la interfase y la
flexibilidad del film para que se dé la expansion de la masa (Lazaridou et al., 2007).

La Tan & para todos los analogos fue menor que 1, indicando que eran mas de tipo
sélido que liquido. Se puede observar que los valores de la Tan & aumentaron
ligeramente cuando se aument6 el contenido de gomas, indicando que la adicién de
estas aumenta la componente viscosa y por consiguiente la viscoelasticidad del
sistema (Torres et al., 2010) (Figura 31-B). La formulacion AG-A presentd una Tan
& menor que las formulaciones AG-B y AG-C. Las masas con pequefios valores de
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Tan & estan relacionadas con sistemas mas rigidos y duros debido posiblemente a
una mayor retencién de agua y a una reduccion del agua disponible para hidratar el
almidon, mientras que altos valores estan asociados a masas caracterizadas como

hamedas y flojas

(Crockett, 2011; Lamacchia, 2010).
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Figura 31. Efecto de la adicion de hidrocoloides en (A) el médulo de almacenamiento (G') y (B) tangente de
perdida (Tan &) de las formulaciones anélogas del gluten obtenidos en la RVL (1 Hz de frecuencia, 25 °C). Los

valores son los promedios de los triplicados.

La Figura 32 muestra los espectros mecanicos de los analogos investigados. Para
todas las muestras la respuesta fue tipica de un gel débil, con mddulos de
almacenamiento (G') mayores que los modulos de pérdida (G") en el rango de
frecuencias estudiadas, con un ligero incremento de ambos mdédulos con la
frecuencia. Este comportamiento es tipico de un sélido viscoelastico que presenta
una contribucion dominante de la componente eléstica (Lamacchia et al., 2010).
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Figura 32. Barrido de frecuencia de los analogos del gluten.
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Se observaron diferencias en los espectros mecanicos dependiendo de la
composicion; el analogo AG-A presento el mayor valor en la componente elastica
(G’) mientras que el analogo AG-B presento el gel mas resistente, indicado por una
mayor separacion entre los valores de G’ y G” (Crockett et al., 2011). De este
comportamiento se puede inferir que la combinacién de goma xanthan y goma guar
en formulaciones sin gluten aumenta tanto el moédulo elastico como el viscoso,
favoreciendo asi las propiedades viscoelasticas de la mezcla; estos resultados
coinciden con los estudios previos realizados por Demirkesen et al., (2010).

Tanto la goma xanthan como la guar interactuan con el almidon y el agua mediante
puentes de hidrogeno formando agregados que resultan en la formacién de una red
compleja débilmente unida, aumentando la viscosidad de la mezcla a temperatura
ambiente. Este comportamiento ayuda a mantener las burbujas de gas suspendidas
y evita su coalescencia manteniendo el sistema homogéneo hasta la gelatinizacién
del almidén permitiendo una estabilidad en las propiedades reoldgicas del sistema
tras el calentamiento (Hager & Arendt, 2013; Lazaridou et al., 2007).

Los resultados obtenidos permiten seleccionar la formulacion AG-A como Optima
porque esta presentd altos valores de G’ y bajos valores de Tan & y este
comportamiento en productos sin gluten estd asociado a mezclas mas firmes y
elasticas y a buena estructura en el producto final (Lamacchia et al., 2010; Rao et al.,
2000).

Los ensayos cualitativos y reoldgicos realizados a las diferentes formulaciones de
anélogos del gluten permiten concluir que la adicién de agentes estructurantes, como
los hidrocoloides, no debe ser superior al 2% ya que cantidades mayores influyen
desfavorablemente en las propiedades sensoriales del producto, aumentando la
dureza y disminuyendo el volumen. Con estos ensayos es claro que para las harinas
seleccionadas, la mejor combinacion de gomas es la que incluye xanthan y guar por
ofrecer una mezcla mas consistente y con mayor estructura, gracias a que aumenta
tanto el moddulo elastico como el viscoso, favoreciendo asi las propiedades
viscoelasticas de la mezcla.

FORMULACION DE LA MATERIA PRIMA LIBRE DE GLUTEN Y ENSAYO DE
PROTOTIPO

4.5.5 Formulacion de la materia prima y composicion proximal en base seca:
luego de conocer las propiedades funcionales y el valor nutricional de todas las
harinas y de haber evaluado su desempefio en conjunto con los agentes
estructurantes mediante pruebas reolégicas y de competencia panadera, se
seleccionaron las harinas de lenteja germinada, quinua y ahuyama para formar la
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multimezcla libre de gluten, por ser las que mejores resultados presentaron. La
formulacion de la materia prima y su composicion proximal se presenta en las Tablas
12y 13.

Si bien se sabe que la ausencia de gluten en estas harinas conlleva a problemas de
calidad en el producto final, también se debe reconocer que su utilizacion como
ingredientes alimentarios en la elaboracion de productos panificados aumenta su
valor nutricional. La adicion de harina de leguminosas, por ejemplo, aumenta su
calidad y cantidad proteica, gracias a que estas contienen altas cantidades de
leucina, lisina, acido aspartico, acido glutamico y arginina, proporcionando perfiles de
aminoacidos esenciales equilibrados cuando se consumen con cereales y otros
alimentos ricos en aminoacidos sulfurados (Mifarro et al., 2012).

Tabla 12. Formulacion de la materia prima libre de gluten.

% en la
INGREDIENTES % formulacién final
: Harina de lenteja germinada 60
Multimezcla - .
libre de gluten Harina de quinua 32 89
Harina de ahuyama 8
Harina de lenteja 75
Albumina 14
Analogo del Xanthan - Guar (60:40) 2
- > 11
gluten Harina de platano 2
Aceite de girasol 6
Sal 1

Tabla 13. Composicion proximal en base seca de la materia prima libre de gluten.

COMPONENTE (%)
HARINA
Proteina Extracto etéreo Cenizas Almidoén Humedad
e 12,05 0,46 0,71 69,82 12,44
Materia prima libre de
Sluten 24,60 2,38 2,80 62,10 8,12

Por otro lado, las leguminosas contienen almidon resistente que puede utilizarse
como fuente de fibra mejorando la apariencia, la textura y la sensacién en boca de
estos productos, ademas de los beneficios que se le han atribuido para la salud
como la disminucion del indice glicémico (Ledn & Rosell, 2007). Otro punto a favor,
en el caso especifico de la harina de lenteja germinada, es su alto contenido de
hierro y riboflavina en comparacion con la harina de lenteja sin germinar, como se
demostré en el Capitulo 3, por lo que se espera que su inclusion en la materia prima
mejore el contenido de estos micronutrientes en el producto final.

Similar a las harinas de leguminosas, las harinas de granos andinos como la quinua
se pueden afadir a los productos libres de gluten con el fin de mejorar su valor
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nutricional. La quinua presenta una cantidad importante de proteinas con buen perfil
de aminoécidos, de los cuales ocho estan considerados esenciales tanto para nifios
como para adultos, por lo que la importancia de las proteinas de la quinua radica
mas en su alto valor biolégico que en su cantidad (FAO, 2013a).

La quinua también es considerada buena fuente de fibra dietética tanto soluble como
insoluble. Repo-Carrasco y Serna (Repo-carrasco & Serna, 2011) reportaron que la
fibra dietética en la quinua cruda varia entre 13,6 y 16,0 g por cada 100 g de peso
seco. La mayoria de la fibra dietética era insoluble, entre 12,0 y 14,4 g, en
comparacién con el contenido de fibra soluble, entre 1,4 y 1,6 g por cada 100 g de
peso en seco, lo que favorece el transito intestinal. Su fraccion lipidica esta
compuesta principalmente por &cidos grasos poliinsaturados esenciales, siendo el
acido linoleico (omega 6) predominante (50,2%); con un contenido importante de
tocoferoles (Ledén & Rosell, 2007).

En cuanto a los micronutrientes, la quinua es buena fuente de hierro, magnesio, zinc,
riboflavina y &cido félico en comparacion con otros granos y cumple con las
recomendaciones relativas al consumo diario de vitaminas y minerales. Sin embargo,
la quinua, al igual que todos los alimentos vegetales, contiene algunos componentes
no nutritivos que pueden reducir el contenido y la absorcion de las sustancias
minerales (FAO, 2013a). Es importante mencionar que su inclusion también se debe
a la alta capacidad de hinchamiento y capacidad emulsificante que mostré durante la
caracterizacion funcional.

Por ultimo, la harina de ahuyama presenta un contenido importante de carotenoides,
vitamina C, E, tiamina, riboflavina, hierro, potasio, fosforo y magnesio que la hacen
buena fuente de nutrientes, por lo que esta harina ha sido utilizada como suplemento
nutricional (Rakcejeva et al., 2011). Todas estas propiedades se ven reflejadas en la
composiciéon proximal de la materia prima formulada (Tabla 13) que al ser
comparada con la harina de trigo presenta mayor contenido de proteina, extracto
etéreo y cenizas, lo que sugiere que su inclusiéon en la formulacion de alimentos sin
gluten podria mejorar su calidad nutricional.

4.5.6 Propiedades reoldgicas de la mezcla: mediante esta prueba se evaluo el
comportamiento reolégico de la materia prima respecto al control, en este caso
harina de trigo y al igual que en la evaluacion reologica del analogo del gluten, se
utilizé un nivel de agua constante para permitir una comparacion directa entre las
muestras, se realiz6 el barrido de deformacion para encontrar la RVL (Figura 33) y
por ultimo se realizaron los barridos de frecuencia para evaluar el comportamiento de
la mezcla al ser hidratada (Figura 34). Ver Anexo 4 (Tablas de datos y
transformaciones).
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Figura 33. Region viscoelastica lineal de la harina de trigo (control) y de la materia prima libre de gluten, obtenida
a partir del barrido de deformacién (1Hz de frecuencia a 25°C). Las curvas son promedios de duplicados
para cada formulacion.
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Figura 34. Barrido de frecuencia de la harina de trigo (control) y de la materia prima libre de gluten.

Similar a la masa de trigo, la formulacion libre de gluten fue dependiente del
cizallamiento, aunque en menor medida que el control, demostrado por el aumento
tanto del médulo elastico como del viscoso (G’ y G” respectivamente) con el aumento
de la cizalla. Se puede inferir que los valores de G’ son mayores que los valores de
G”, indicando un comportamiento viscoelastico tipico que presenta una contribucion
dominante de la componente elastica, por lo tanto, los valores de Tan & para todas

118



las formulaciones de masa fueron inferiores a 1. Sin embargo, el control presento
valores superiores en ambos médulos, indicando que este tiene mejores propiedades
viscoelasticas seguramente por la presencia de gluten.

Este comportamiento puede estar asociado a las diferencias entre las proteinas
presentes en cada material como por ejemplo la solubilidad en agua, las diferencias
en la estructura primaria y sus distribuciones de tamafio (Lamacchia et al., 2010).
Otra posible causa puede ser la competencia entre las proteinas de las harinas sin
gluten y los coadyuvantes incorporados como las gomas y la albumina por las
moléculas de agua para hidratarse, lo que puede afectar el comportamiento de
dichas proteinas causando el debilitamiento de las masas, ademas se supone que la
adicion de leguminosas implica un incremento en el contenido de enzimas
proteoliticas, lo que también debilitaria las masas (Ledn & Rosell, 2007).

Aungue las condiciones de poca deformacion utilizadas en estas mediciones difieren
de las condiciones experimentadas por la masa durante su procesamiento, estas
permiten analizar la matriz sin destruir la estructura inherente y caracterizar los
componentes elasticos y viscosos independientemente, por lo que resultan de gran
valor en el seguimiento de la consistencia y los cambios estructurales en la masa
durante la elaboracion del pan, permitiendo evaluar la influencia y la accién de los
componentes de la harina y los aditivos, tales como los hidrocoloides, en sistemas
modelo y asi transferir los resultados al proceso tecnoldgico, ya que los parametros
mecanicos dinamicos son muy sensibles a los cambios en el tipo de polimero y
concentracion, asi como al contenido de agua (Lazaridou et al., 2007; Weipert,
1990).

4.5.7 Elaboracién de prototipo: la obtencion del prototipo final se hizo utilizando la
formulacion presentada en la Tabla 14.

Tabla 14. Formulacion del prototipo libre de gluten.

FORMULACION
INGREDIENTES CONTROL PROTOTIPO
% g % g
Harina de trigo 100 69,96 - -
Premezcla de harinas sin gluten - - 89,00 67,64
Analogo del gluten - - 11,00 8,36
Agua 55,50 38,83 151,32 115,00
Solucién Azucar-Sal 10,95 7,66 15,25 7,66
Levadura fresca 2,00 1,40 1,84 1,40
Aceite de girasol 3,43 2,40 3,16 2,40
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Se realizé el ajuste de proteina y humedad de la multimezcla libre de gluten con base
al 14% por ser la humedad maxima de la harina de trigo utilizada como referencia.
Con el fin de mejorar el volumen especifico y la dureza, se cambio el método de
mezclado aplicado en los ensayos de preformulacién por el método de incorporacion
de aire por batido por lo que al final no se obtuvo una masa compacta sino una
mezcla viscosa. Para permitir la comparacion con el control, los panes fueron hechos
en moldes para muffins (Figura 35-A).

Nuevamente se requiri6 una mayor adicion de agua, 151% sobre el 100% de harina,
para obtener una adecuada hidratacion de todos los materiales incorporados y
facilitar su mezcla. En una masa libre de gluten, el nivel de hidrataciébn es mayor
comparado con una masa comun, principalmente porque la incorporacién de gomas
en la formulacion conlleva a un aumento en la retencion de humedad, que al mismo
tiempo, depende de la estructura quimica de las gomas utilizadas y de sus
interacciones con el resto de ingredientes (Goémez et al., 2007).

En las formulaciones sin gluten existe una red de polimeros tridimensional en donde
interactian moléculas de proteinas e hidrocoloides que atrapa las moléculas de agua
y los granulos de almidén. Larrosa et al., (2013), sugieren que un alto contenido de
agua puede influir en esta red disminuyendo las propiedades viscoelasticas de la
mezcla y por consiguiente la calidad final del pan, ya que las moléculas de agua
pueden actuar como un lubricante provocando la relajacion y la movilidad de los
componentes funcionales de la masa.

Por otra parte, Schoenlechner et al., (2010), evaluaron el efecto del agua en la
calidad de los panes libres de gluten a base de amaranto, encontrando que su
contenido era un factor determinante en la estructura final, particularmente en
atributos como la elasticidad, firmeza y porosidad de la miga. Ellos concluyeron que
altos niveles de agua disminuyeron significativamente la dureza de la miga y
aumentaron ligeramente la elasticidad, lo que conllevo a un aumento significativo en
el volumen especifico del pan. Como se observa, los resultados encontrados en
diferentes estudios son contradictorios y por lo tanto el efecto del agua puede
depender de los materiales utilizados.

Un factor critico que afecté negativamente la apariencia final del prototipo fue la
fermentacion. En la Figura 35-B, C y D se puede observar que a mayor tiempo de
fermentacion mayor era el dafo en la corteza, mostrando un aspecto quebradizo
durante la fermentacion y después del horneado, aunque también se puede observar
un aumento de volumen considerable, muy deseado en estos productos, indicando
gue el batido es una buena opcién para mejorar el volumen del pan.
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(A) Mezcla batida con (B) 10 minutos de (C) 30 minutos de (D) Horneado
aditamento tipo escudo fermentacioén fermentacion

Figura 35. Prototipo libre de gluten Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacion en el laboratorio de
Estabilidad de medicamentos, cosméticos y alimentos de la Universidad de Antioquia.

En la Figura 36, se muestran las imagenes digitales de las cortezas del pan control y
el prototipo libre de gluten y sus cortes transversales. Aun se siguen apreciando
diferencias notables entre el prototipo propuesto y el pan de trigo, seguramente
debido a las diferencias en la composicion de las harinas sin gluten. El prototipo
presenta menor volumen, engrosamiento de los alveolos, un olor caracteristico a
leguminosa, sin ser desagradable, un color mas oscuro en la corteza y en la miga,
aunque estas ultimas se perciben himedas y suaves.

Figura 36. Cortezas de los panes y sus cortes transversales: (A) Control de trigo y
(B) prototipo libre de gluten. Figura obtenida por el autor del trabajo de investigacion en el laboratorio de
Estabilidad de medicamentos, cosméticos y alimentos de la Universidad de Antioquia.

El menor volumen del prototipo respecto al control puede deberse a la incapacidad
de los alvéolos de la miga para retener el gas producido durante la fermentacion,
ademas se debe considerar el efecto que genera la incorporacion de harina de
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lenteja germinada. Durante la germinacion de las leguminosas se producen cambios
en los componentes de la semilla, tales como la disminucion de cenizas, almidon y
azucares no reductores, y el incremento de azlcares reductores, de la capacidad de
hidratacion y de la actividad a-amilasica. Estos cambios son los principales
responsables del deterioro de las propiedades panificadoras de las harinas (Leon &
Rosell, 2007).

Sin embargo, respecto a los panificados modelo, obtenidos en los ensayos de
preformulacion se logré una mejora significativa, en estos el mayor volumen fue 1,85
cm?®/g y la menor dureza 30,08 N, en el prototipo final el volumen fue de 2,21 cm3/gy
la dureza de 7,03 N (Figura 37), estando el prototipo final mas cercano a los
parametros arrojados por el control de trigo: volumen 2,93 cm®/g y dureza 3,36 N.
Matos & Rosell (2012), en su trabajo sobre la relacion entre los parametros
instrumentales y las caracteristicas sensoriales de los panes sin gluten, evaluaron 11
formulaciones y reportaron los valores de volumen especifico entre 1,59 — 2,71 cm3/g
y de dureza entre 8,47 y 80,20 N encontrandose la mayoria entre 10,33y 14,60 N, lo
que permite afirmar que se obtuvieron buenos resultados en ambos parametros para
el prototipo elaborado.

La reduccion de la dureza y el aumento del volumen pueden estar asociados al
contenido de agua y al efecto que produjo el batido en la mezcla, permitiendo
obtener un pan mas aireado, ligero y esponjoso. También la presencia de las gomas
xanthan y guar y la albumina pudo conducir a la obtencion de panes con mayor
volumen (Gomez et al., 2007).

Volumen especifico y dureza del prototipo libre de gluten

7.03
7 4 ®Volumen especifico (cm3/g)

m Dureza (N)

Vol. Especifico y Dureza

Control ) Prototipo
Formulacion

Figura 37. Volumen especifico y dureza del control de trigo y del prototipo libre de gluten.
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4.5.8 Concentracién de nutrientes: diferentes estudios han demostrado que una
dieta libre de gluten puede mejora los sintomas de la enfermedad celiaca y otras
enteropatias asociadas. Sin embargo, el cumplimiento de dicha dieta tiene un
impacto en la calidad de vida de las personas que se adhieren a ella, y posiblemente,
en su estado nutricional. Los productos sin gluten generalmente tienen niveles bajos
de micronutrientes (Myszkowska et al., 2010), por lo que uno de los objetivos en este
trabajo fue mejorar su valor nutricional, especialmente en el contenido de riboflavina
(RDbf), hierro (Fe) y zinc (Zn).

La determinacion de estos minerales se hizo en la materia prima mientras que la Rbf
se cuantifico tanto en la materia prima como en el prototipo final, por ser este el
micronutriente mas sensible al proceso de elaboracién del pan. Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Contenido de micronutrientes en la materia prima y el prototipo libre de gluten.

Rbf Fe 7n
PROPUCTO (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g)
Materia prima libre de gluten —
MPLG 0,11 0,13 0,61
Prototipo elaborado _
con MPLG 0,09 No determinado

Acorde a estos resultados, se puede observar que los tratamientos térmicos a los
gue es sometido el pan durante su procesamiento afectan su composicion,
produciendo una disminucion en el contenido de Rbf. Sin embargo, una porcion de
100 gramos de un producto tipo pan elaborado con la MPLG, aporta 5,3% del
contenido diario de Rbf y el 8,6% y el 12,2% de las necesidades diarias de Fe y Zn
respectivamente; esto acorde a los valores diarios de referencia de nutrientes segun
la Resolucion 333 (2011), la cual estable que el consumo de Rbf debe ser de 1,7 mg,
elde Feentre 1,5y 2,2 mgy el de Zn entre 5y 10 mg.

Es importante considerar que comparando el contenido de micronutrientes de esta
materia prima con la fortificacién por adicion de vitaminas y minerales en la harina de
trigo, como esta normalizado en el Decreto 1944 (1996) en el que se reglamenta la
adicién de 4 mg/Kg de riboflavina y 44 mg/Kg de hierro; la materia prima aportaria
cantidades mayores de estos nutrientes a las personas que por diferentes razones
no con suman productos con gluten. Sin embargo, se debe resaltar que debido a las
deficiencias nutricionales y a los problemas potenciales de salud causados por la
enfermedad celiaca, es esencial para los pacientes llevar una dieta balanceada y
preferiblemente supervisada por un nutricionista.
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4.6 Conclusiones

e La combinacion de gomas xanthan y guar:
o Favorece las propiedades viscoelasticas de la mezcla seleccionada.
o Aumenta el volumen especifico.
o Disminuye la dureza.

e Las muestras analizadas presentaron niveles de gluten inferiores a 13 ppm, lo que
permite afirmar que son materiales “libres de gluten” segun lo reglamentado en la
norma del CODEX STAN 118 — 1979: Relativa a los alimentos para regimenes
especiales destinados a personas intolerantes al gluten.

e La MPLG presentd un comportamiento tecnoldgico promisorio y puede
considerarse como un ingrediente con alto valor nutricional por su composicion:

% mg/ 100g
Proteina Extt[acto Cenizas | Almidon Rbf Fe Zn
MPLG etéreo
24,60 2,38 2,80 62,10 0,11 0,13 0,61
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CONCLUSIONES GENERALES

La lenteja germinada como grano y procesada como harina, es una materia
prima mejorada nutricionalmente, con viabilidad en su obtencion y
procesamiento.

La determinacion de la composicion nutricional y funcionalidad tecnologica de
las harinas libres de gluten permite establecer su potencial para ser
incorporadas como materias primas innovadoras en productos panificados y
afines.

La incorporacion de hidrocoloides mejora las caracteristicas viscoelasticas de las
mezclas libres de gluten, haciéndolas mas consistentes y con mayor estructura,
propiedades que se reflejan en la calidad del producto final; ya que disminuye la
dureza, aumenta el volumen especifico y favorece la formacién de una miga
homogénea.

La materia prima libre de gluten formulada presenta un comportamiento
tecnologico promisorio reflejado en las aptitudes panaderas que mostré durante
el proceso, demostrando con esto que no solo el trigo ofrece buenas
propiedades en la panificacion, constituyendo ademas una alternativa para la
elaboracion de productos para regimenes especiales y alimentos con valor
nutricional agregado.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo hace parte de una nueva linea de investigacion, por lo tanto se
continuara con su desarrollo y se agotaran esfuerzos para vincular a la industria, a
profesionales y a personas con enfermedades asociadas a participar en el desarrollo
del temay en la toma de conciencia en lo referente a esta necesidad; ya que, aunque
el tema en Colombia no es considerado un problema nacional como en otros paises,
cada dia toma més fuerza y son mas las personas que buscan orientacién para
adherirse a una dieta sin gluten.

Como estrategia de divulgacion, esta en curso la redaccion de dos articulos: uno que
incluye la caracterizacion de harinas alternativas y su aplicacion en productos
horneados libres de gluten y otro referente a la germinacibn como estrategia de
mejoramiento nutricional; ademas surgen otros temas para estudios posteriores
como:

e Evaluar el efecto de otros ingredientes y aditivos, como agua, grasas, almidones,
fiboras y emulsificantes, en las propiedades reoldgicas de las masas y en las
caracteristicas del pan libre de gluten.

¢ Utilizacién de masas fermentadas en la elaboracién de panes libres de gluten.

e Analizar la percepcién sensorial del prototipo libre de gluten obtenido con un grupo
de personas celiacas y no celiacas.

e Evaluar el indice glicémico de la materia prima libre de gluten y su impacto en la
salud.

e Evaluar el efecto de la germinacion sobre los factores antinutricionales presentes
en las leguminosas.

e Evaluar el impacto de la germinacién en otros micronutrientes, especialmente las
vitaminas pertenecientes al complejo B, en leguminosas.
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ANEXOS

ANEXO 1
NORMA DEL CODEX RELATIVA A LOS ALIMENTOS PARA REGIMENES

ESPECIALES DESTINADOS A PERSONAS INTOLERANTES AL GLUTEN
CODEX STAN 118 - 1979

1. AMBITO DE APLICACION

1.1 La presente Norma se aplica a los alimentos para regimenes especiales que se
han formulado, procesado o preparado para cubrir las necesidades dietéticas
especiales de las personas intolerantes al gluten.

1.2 En los alimentos para consumo general que por su naturaleza son aptos para las
personas con intolerancia al gluten, se puede indicar dicha aptitud de acuerdo con
las disposiciones de la Seccion 4.3.

2. DESCRIPCION

2.1 Definiciones: Los productos regulados por la presente Norma son los siguientes:

2.1.1 Alimentos exentos de gluten: Los alimentos exentos de gluten son alimentos
dietéticos que: a) estan constituidos por, o son elaborados Unicamente con, uno o
mas ingredientes que no contienen trigo (es decir, todas las especies de Triticum,
como el trigo duro, la espelta y el kamut), centeno, cebada, avenal o sus variedades
hibridas, y cuyo contenido de gluten no sobrepasa los 20 mg/kg en total, medido en
los alimentos tal como se venden o distribuyen al consumidor; b) estan constituidos
por uno o mas ingredientes procedentes del trigo (es decir, todas las especies de
Triticum, como el trigo duro, la espelta y el kamut), el centeno, la cebada, la avenal o
sus variedades hibridas que han sido procesados de forma especial para eliminar el
gluten, y cuyo contenido de gluten no sobrepasa los 20 mg/kg en total, medido en los
alimentos tal como se venden o distribuyen al consumidor.

2.1.2 Alimentos procesados de forma especial para reducir el contenido de
gluten a un nivel comprendido entre 20 mg/kg y 100 mg/kg: Estos alimentos
estan constituidos por uno 0 mas ingredientes procedentes del trigo (es decir, todas
las especies de Triticum, como el trigo duro, la espelta y el kamut), el centeno, la
cebada, la avenal o sus variedades hibridas que han sido procesados de forma
especial para reducir el contenido de gluten a un nivel comprendido entre 20 mg/kg y
100 mg/kg en total, medido en los alimentos tal como se venden o distribuyen al
consumidor. Las decisiones relativas a la comercializacion de los productos descritos
en esta seccién podran adoptarse a nivel nacional.
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2.2 Definiciones auxiliares

2.2.1 Gluten: A los efectos de la presente Norma, se entiende por “gluten” una
fraccion proteinica del trigo, el centeno, la cebada, la avenal o sus variedades
hibridas y derivados de los mismos, que algunas personas no toleran y que es
insoluble en agua y en 0,5M NaCl.

2.2.2 Prolaminas: Por prolaminas se entiende la fraccion del gluten que puede
extraerse con etanol al 40-70 %. La prolamina del trigo es la gliadina, la del centeno
es la secalina, la de la cebada es la hordeina y la de la avenal es la avenina. No
obstante, es habitual referirse a la sensibilidad al gluten. Por lo general se considera
gue el contenido de prolamina del gluten es del 50 %.

3. COMPOSICION ESENCIAL Y FACTORES DE CALIDAD

3.1 En los productos a los que se hace referencia en la Seccién 2.1.1 a) y b), el
contenido de gluten no debera ser superior a 20 mg/kg en los alimentos tal como se
venden o distribuyen al consumidor.

3.2 En los productos a los que se hace referencia en la Seccion 2.1.2, el contenido
de gluten no debera ser superior a 100 mg/kg en los alimentos tal como se venden o
distribuyen al consumidor.

3.3 Los productos regulados por la presente Norma que sustituyan a alimentos
basicos importantes deberian suministrar aproximadamente la misma cantidad de
vitaminas y minerales que los alimentos originales a los que sustituyen.

3.4 Los productos regulados por la presente Norma deberan prepararse con especial
cuidado con arreglo a buenas practicas de fabricacion (BPF) a fin de evitar la
contaminacion con gluten.

4. ETIQUETADO

Ademas de las disposiciones generales sobre etiguetado que figuran en la Norma
general para el etiquetado de los alimentos preenvasados (CODEX STAN 1-1985) y
en la Norma general para el etiquetado y declaracion de propiedades de alimentos
preenvasados para regimenes especiales (CODEX STAN 146-1985) y de toda otra
disposicion especifica sobre etiqguetado que figure en una norma del Codex aplicable
al alimento concreto de que se trate, se aplicaran las siguientes disposiciones para el
etiquetado de los “alimentos exentos de gluten”
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4.1 En el caso de los productos descritos en la Seccion 2.1.1, el término “exento de
gluten” debera aparecer en la etiqueta muy cerca del nombre del producto.

4.2 El etiguetado de los productos descritos en la Seccidon 2.1.2 deberia regularse a
nivel nacional. No obstante, estos productos no deben denominarse “exentos de
gluten”. Los términos empleados en las etiquetas de esos productos deberian indicar
la verdadera naturaleza del alimento y deberan aparecer en la etiqueta muy cerca del
nombre del producto.

4.3 Un alimento que por su haturaleza sea apto para su uso como parte de una dieta
exenta de gluten no debera designarse “para regimenes especiales”, “para dietas
especiales” o con otro término equivalente. No obstante, en la etiqueta de dicho
alimento podra declararse que “este alimento estd exento de gluten por su
naturaleza”, siempre y cuando el alimento se ajuste a las disposiciones que regulan
la composicion esencial de los alimentos exentos de gluten, establecidas en la
Seccion 3.1 y siempre que dicha declaracién no confunda al consumidor. Podran
establecerse reglas mas detalladas, con el fin de evitar confundir al consumidor, a
nivel nacional.

5. METODOS DE ANALISIS Y MUESTREO

5.1 Descripcion general de los métodos

* La determinacion de la cantidad de gluten presente en los alimentos e ingredientes
debera basarse en un método inmunoldgico o en otro método que ofrezca como
minimo la misma sensibilidad y especificidad.

» El anticuerpo utilizado deberia reaccionar a las fracciones de las proteinas de los
cereales que son tOxicas para las personas intolerantes al gluten y no deberian
reaccionar a otras proteinas de los cereales ni a otros constituyentes de los
alimentos o ingredientes.

* Los métodos utilizados para la determinaciéon deberian validarse y calibrarse en
relacion con material de referencia certificado, de haberlo.

* El limite de deteccion debe ser el apropiado con arreglo a la norma técnica y a los
métodos mas avanzados. Dicho limite deberia ser igual o inferior a 10 mg/kg.

» El analisis cualitativo que indique la presencia de gluten debera basarse en
meétodos pertinentes (p. ej. métodos de ensayo con sustancias inmunoabsorbentes
unidas a enzimas [ELISA] o basados en el ADN).

5.2 Método de determinacién del gluten: Método de ensayo con sustancias
inmunoabsorbentes unidas a enzimas (ELISA) R5 Méndez.
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ANEXO 2
DECRETO NUMERO 1944 DE 1996

(Octubre 28)

por el cual se reglamenta la fortificacion de la harina de trigo y se establecen las
condiciones de comercializacion, rotulado, vigilancia y control.

El Presidente de la Republica de Colombia, en ejercicio de las facultades
constitucionales y legales, en especial las conferidas por el numeral 11 del articulo
189 de la Constitucion Politica,

CONSIDERANDO:
Que de conformidad con la Ley 09 de 1979, Titulo V y el Decreto 1292 de 1994, el
Ministerio de Salud debe formular las politicas y normas sobre el control de los
factores de riesgo del consumo para su aplicaciébn por el Instituto Nacional de
Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, Invima, y las entidades territoriales;

Que estudios realizados en el pais demuestran que existen deficiencias en el
consumo de micronutrientes en la poblacién colombiana;

Que en la Cumbre Mundial en favor de la Infancia convocada por las Naciones
Unidas en 1990, en la cual participaron 159 paises entre ellos, Colombia, se
establecieron los compromisos de los paises para erradicar las deficiencias de
micronutrientes en sus poblaciones;

Que después en la Conferencia Internacional de Nutricién realizada en Roma en
1992, los representantes de practicamente todos los paises del mundo incluyendo a
Colombia, firmaron la Declaraciéon Mundial y Plan de Accion en Nutricion en la cual
se ratifico la determinacion de eliminar el hambre y todas las formas de desnutricion;

Que el documento Conpes 2847 y las lineas de accién que conforman el Plan
Nacional de Alimentacion y Nutricién 1996-2005 fijan como una politica la Prevencion
y Control de las deficiencias de micronutrientes, a través de la fortificacion de
alimentos de consumo basico;

Que la harina de trigo es uno de los insumos mas importantes para la fabricacion de
alimentos basicos en la dieta colombiana, como son los productos de panaderia,

pasteleria, galletas, pastas alimenticias y otros;

Que es necesario reglamentar la fortificacion de la harina de trigo con micronutrientes
deficientes en la dieta colombiana;
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Que el Decreto 1112 del 24 de junio de 1996, en sus articulos 4° y 9° establece los
procedimientos para la expedicion de reglamentos con caracter urgente;

Que el presente reglamento de acuerdo con el impacto en la salud publica es de
caracter urgente.

DECRETA:
Expedir el reglamento de fortificacion de la harina de trigo para consumo en
Colombia

Articulo 1°. Campo de aplicacion. Las disposiciones del presente reglamento se
aplican a la harina de trigo que se comercializa en el territorio nacional para la venta
directa al consumidor, como para la fabricacion de productos de panaderia,
pasteleria, galleteria, pastas alimenticias, y otros.

Articulo 2°. Obligatoriedad de fortificacion. La harina de trigo que se comercializa en
el territorio nacional deberé estar fortificada con vitamina B1, vitamina B2, niacina,
acido folico y hierro.

Paragrafo. La adicién de calcio podra hacerse de manera opcional.
Articulo 3°. Para efectos de este decreto se establecen en las siguientes definiciones.

e Harina de trigo fortificada: Es la harina de trigo a la cual se le han agregado
los micronutrientes en las cantidades especificadas en la presente Resolucion.

e Fortificacion: Significa la adicion de uno o mas nutrientes esenciales a un
alimento ya sea que esté(n) o no contenido(s) en el alimento, con el propdsito
de prevenir o corregir una deficiencia demostrada de uno o mas nutrientes en
la poblacion o en grupos especificos de poblacion.

Articulo 4°. Requisitos. La harina de trigo que se comercializa en el territorio nacional
debera estar adicionada o afiadida con las siguientes cantidades minimas de
micronutrientes por cada kilogramo de harina:

Micronutrientes Cantidad minima Mg/Kg
Vitamina B, o Tiamina 6 mg

Vitamina B, o Riboflavina 4 mg

Niacina 55mg

Acido Félico o Folato 1.54 mg

Hierro 44 mg

Calcio (Opcional) 1.280 mg
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Paragrafo. La harina de trigo que se importe y se comercialice en el pais debera
cumplir con estos requisitos.

Articulo 5°. Forma de adicién de los micronutrientes. Los micronutrientes a que hace
referencia el articulo anterior deberan ser adicionados en forma de una premezcla
para facilitar el proceso de adicion de los micronutrientes a la harina.

Paragrafo. El calcio puede ser afiadido de manera independiente a la adicion de la
premezcla.

Articulo 6°. Formas quimicas de los micronutrientes. Los micronutrientes que hacen
parte de la premezcla deberén ser adicionados en las formas quimicas siguientes:

Micronutrientes Forma quimica

Vitamina B; Mononitrato de Tiamina

Vitamina B, Riboflavina

Niacina Nicotinamida

Acido Félico Acido Félico

Hierro Fumarato Ferroso
Hierro Reducido

Sulfato Ferroso

Calcio Carbonato de Calcio

Fosfato Monocalcico

Paragrafo. La calidad de los micronutrientes y del vehiculo de la premezcla debera
cumplir con las especificaciones técnicas establecidas en el Food Chemical Codex,
FCC, y las Farmacopeas Oficiales en Colombia.

Articulo 7°. De las competencias técnicas. El Ministerio de Salud podra modificar los
micronutrientes, las formas quimicas de los mismos y las cantidades de fortificacion,
de acuerdo con los avances de los conocimientos cientificos del tema.

Articulo 8°. De la responsabilidad. La fortificacion de la harina de trigo con los
micronutrientes es responsabilidad de los industriales fabricantes de la harina de
trigo. Asi mismo, para la fabricacion de productos alimenticios en los cuales se utilice
esta materia prima, deberdn elaborarse con harina de trigo fortificada segun los
requisitos establecidos en este Decreto.

Articulo 9°. Rotulado. El rétulo del envase o empaque de la harina de trigo, ademas

de las condiciones de rotulado sefaladas en la Resolucion 8688 de 1979 o las que
modifiquen, sustituyan o adicionen, debera contener en forma destacada la leyenda
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Harina de Trigo Fortificada con la declaracibn de las cantidades de los
micronutrientes adicionados en miligramos por kilogramo (mg/kg) de harina.

Articulo 10. Vigilancia y control. EI control y la vigilancia en el cumplimiento de las
disposiciones contenidos en el presente Decreto para la Harina de Trigo Fortificada y
de las premezclas, estara a cargo del Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos, Invima, y las entidades territoriales competentes. Se
tomaran periédicamente muestras de harina de trigo y de las premezclas para su
analisis por parte del Invima.

Articulo 11. De la aplicacion de las medidas sanitarias. Corresponde al Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, Invima, y a las entidades
territoriales o las autoridades sanitarias delegadas tomar las medidas sanitarias
preventivas y de seguridad, adelantar los procedimientos y establecer las sanciones
gue se deriven del incumplimiento de las especificaciones que se sefialan en el
presente Decreto, conforme a lo establecido en el Decreto 2780 de 1991 o los que lo
modifiquen, adicionen o sustituyan.

Articulo 12. Los industriales fabricantes de la harina de trigo tendrdn un plazo de 8
meses para dar cumplimiento a lo previsto en este Decreto.

Articulo 13. El presente Decreto rige a partir de la fecha de su publicacion.

Publiquese y cumplase.

28 de octubre de 1996.
ERNESTO SAMPER PIZANO
La Ministra de Salud,

Maria Teresa Forero de Saade.
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ANEXO 3
CERTIFICADO EXPEDIDO POR EL CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO - CIAD

CENTRO DE INVESTIGACION
EN ALIMENTACION Y DESARROLLO. A.C. CIAD

SEP-CONACYT-UNANHPN-GOBIERNO DE SONORA-GOBIERNO DE SINALOA-GOBIERNO DE CHIHUAHUA-SAGARPA

COORDINACION DE NUTRICION

A quien corresponda:

A peticién de la interesada, hago constar que Carolina Alvarez Restrepo, de nacionalidad
colombiana, estuvo en una estancia de entrenamiento en esta mstitucion, del 30 de abril, al 27 de
mayo de 2013. La razon. fue recibir entrenanuento en técnicas para hacer pruebas reologicas, de
cuantificacion de gluten y de indice glicémico, a las masas y panes de combinaciones con
ingredientes altemos al tngo. Para los fines que a ella convengan, extiendo la presente en
Hermostllo, Sonora, México, el 17 de junio de 2013.

Dra. Ana Ma. Calderon de la Barca
Investigadora Titular
Coordinacion de Nutricién

Km 0.6 Carretera a La Victoria
Apartado Postal No. 1735 TEL.: (862) 280 24 00 ext. 288
Hermosillo, Sonora, México. CP. 83000 FAX: (662) 2800004
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ANEXO 4
TABLAS DE DATOS OBTENIDAS DEL REOMETRO

Barrido de deformacion para el analogo del gluten.

Shear Stress (Pa) AG-A (G) AG-B (G") AG-C (G")
0,102 6786,0 9367,0 6008,0
0,129 6971,0 9249,0 6166,0
0,163 7041,0 9212,0 6004,0
0,206 7045,0 9195,0 5936,0
0,260 7008,0 9205,0 6046,0
0,328 7163,0 9228,0 5941,0
0,413 7126,0 9107,0 5875,0
0,521 7116,0 8878,0 6040,0
0,658 7227,0 8793,0 5973,0
0,830 7249,0 8720,0 6104,0
1,048 7162,0 8579,0 6094,0
1,322 7078,0 8549,0 6051,0
1,668 7149,0 8450,0 6257,0
2,105 6989,0 8380,0 6178,0
2,656 6926,0 8335,0 6149,0
3,352 6826,0 8336,0 6091,0
4,229 6675,0 8345,0 6032,0
5,337 6520,0 8154,0 5953,0
6,734 6287,0 8177,0 5836,0
8,497 6024,0 7937,0 5700,0
10,720 5737,0 7748,0 5534,0
13,530 5433,0 7467,0 5344,0
17,070 5096,0 7176,0 5093,0
21,540 4696,0 6869,0 4826,0
27,180 4284,0 6471,0 4520,0
34,300 3852,0 6023,0 4201,0
43,290 3395,0 5607,0 3851,0
54,620 2916,0 5137,0 3474,0
68,920 2428,0 4642,0 3076,0
86,970 1967,0 4121,0 2678,0

109,800 1579,0 3620,0 2281,0
138,500 1263,0 3134,0 1910,0
174,800 1014,0 2686,0 1576,0
220,500 813,9 2279,0 1280,0
278,300 655,4 1909,0 1032,0
351,100 545,2 1582,0 817,9
443,100 468,8 1279,0 651,8
559,100 421,9 1013,0 524,4
705,500 389,2 798,8 438,3

1000 350,9 630,1 381,3
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Barrido de frecuencia para el analogo del gluten.

ERECUENCIA MUESTRA A MUESTRA B MUESTRA C

(Hz) G' G" G' G" G' G"

0,10 8,05E+03 | 3,06E+03 | 1,70E+03 | 6,03E+02 | 1,40E+03 | 6,84E+02
0,12 8,50E+03 | 3,25E+03 | 1,85E+03 | 6,12E+02 | 1,51E+03 | 7,21E+02
0,14 8,94E+03 | 3,35E+03 | 1,93E+03 | 6,21E+02 | 1,62E+03 | 7,68E+02
0,17 9,37E+03 | 3,42E+03 | 2,03E+03 | 6,29E+02 | 1,71E+03 | 8,25E+02
0,21 9,86E+03 | 3,45E+03 | 2,13E+03 | 6,36E+02 | 1,81E+03 | 8,90E+02
0,25 1,05e+04 | 3,56E+03 | 2,23E+03 | 6,44E+02 | 1,91E+03 | 9,63E+02
0,30 1,11E+04 | 3,67E+03 | 2,33E+03 | 6,58E+02 | 2,01E+03 | 1,02E+03
0,36 1,13E+04 | 3,78E+03 | 2,40E+03 | 6,62E+02 | 2,10E+03 | 1,09E+03
0,43 1,18e+04 | 3,88E+03 | 2,54E+03 | 6,85E+02 | 2,21E+03 | 1,19E+03
0,52 1,22E+04 | 4,01E+03 | 2,64E+03 | 7,13E+02 | 2,33E+03 | 1,29E+03
0,62 1,30E+04 | 4,26E+03 | 2,73E+03 | 7,36E+02 | 2,43E+03 | 1,41E+03
0,75 1,32E+04 | 4,38E+03 | 2,83E+03 | 7,65E+02 | 2,58E+03 | 1,51E+03
0,90 1,37E+04 | 4,54E+03 | 2,91E+03 | 7,60E+02 | 2,73E+03 | 1,65E+03
1,08 1,47E+04 | 4,64E+03 | 2,99E+03 | 7,92E+02 | 2,93E+03 | 1,81E+03
1,29 1,49E+04 | 4,89E+03 | 3,09E+03 | 8,02E+02 | 3,05E+03 | 1,98E+03
1,55 1,55E+04 | 5,28E+03 | 3,18E+03 | 8,22E+02 | 3,20E+03 | 2,16E+03
1,86 1,61E+04 | 5,44E+03 | 3,28E+03 | 8,73E+02 | 3,41E+03 | 2,38E+03
2,23 1,67E+04 | 5,69E+03 | 3,39E+03 | 8,95E+02 | 3,69E+03 | 2,59E+03
2,68 1,71E+04 | 5,86E+03 | 3,50E+03 | 9,36E+02 | 3,89E+03 | 2,92E+03
3,22 1,78E+04 | 6,36E+03 | 3,62E+03 | 9,97E+02 | 4,17E+03 | 3,17E+03
3,86 1,84E+04 | 6,76E+03 | 3,71E+03 | 1,03E+03 | 4,44E+03 | 3,44E+03
4,64 1,94E+04 | 7,41E+03 | 3,82E+03 | 1,09E+03 | 4,79E+03 | 3,88E+03
5,57 1,96E+04 | 7,84E+03 | 3,90E+03 | 1,15E+03 | 5,13E+03 | 4,20E+03
6,68 2,05E+04 | 8,31E+03 | 4,10E+03 | 1,20E+03 | 5,60E+03 | 4,77E+03
8,02 2,11E+04 | 8,97E+03 | 4,19E+03 | 1,29E+03 | 5,81E+03 | 5,27E+03
9,63 2,24E+04 | 9,63E+03 | 4,27E+03 | 1,34E+03 | 6,35E+03 | 5,83E+03
11,56 2,30E+04 | 1,05E+04 | 4,50E+03 | 1,46E+03 | 6,70E+03 | 6,53E+03
13,88 2,46E+04 | 1,16E+04 | 4,61E+03 | 1,55E+03 | 7,34E+03 | 7,26E+03
16,66 2,51E+04 | 1,26E+04 | 4,72E+03 | 1,65E+03 | 7,85E+03 | 7,97E+03
20,00 2,70E+04 | 1,37E+04 | 4,89E+03 | 1,84E+03 | 8,01E+03 | 8,16E+03

154




Barrido de deformacion para el prototipo libre de gluten.

Shear Stress (Pa) CONTROL (G’) PROTOTIPO (G’)
0,102 1488,00 4624,00
0,129 1458,00 4579,00
0,163 1422,00 4466,00
0,206 1407,00 4304,00
0,260 1374,00 4287,00
0,328 1385,00 4280,00
0,413 1410,00 4176,00
0,521 1349,00 4172,00
0,658 1293,00 4190,00
0,830 1277,00 4200,00
1,048 1270,00 4285,00
1,322 1258,00 4337,00
1,668 1227,00 4258,00
2,105 1165,00 4120,00
2,656 1095,00 4074,00
3,352 1007,00 4110,00
4,229 885,00 4058,00
5,337 740,90 3987,00
6,734 579,10 3856,00
8,497 419,80 3633,00
10,720 291,00 3475,00
13,530 198,80 3148,00
17,070 135,20 2760,00
21,540 94,87 2166,00
27,180 70,90 1342,00
34,300 56,58 646,10

43,290 48,27 313,20
54,620 42,58 161,80
68,920 38,44 90,30
86,970 34,66 57,20
109,800 30,68 41,43
138,500 26,60 33,85
174,800 22,33 27,10
220,500 17,93 19,68
278,300 13,77 14,28
351,100 9,78 9,68
443,100 5,94 6,68
559,100 3,53 5,74
705,500 1,90 5,60
1000 1,23 5,53
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Barrido de frecuencia para el prototipo libre de gluten.

FRECUENCIA CONTROL PROTOTIPO LIBRE DE GLUTEN
(Hz) G' G" G' G"
0,10 8,26E+03 1,45E+03 1,95E+03 5,33E+02
0,12 8,60E+03 1,52E+03 2,04E+03 5,27E+02
0,14 9,14E+03 1,63E+03 2,14E+03 5,09E+02
0,17 9,57E+03 1,71E+03 2,22E+03 4,96E+02
0,21 9,96E+03 1,81E+03 2,30E+03 4,88E+02
0,25 1,05E+04 1,91E+03 2,35E+03 4,82E+02
0,30 1,13E+04 2,01E+03 2,40E+03 4,88E+02
0,36 1,16E+04 2,10E+03 2,48E+03 4,75E+02
0,43 1,18E+04 2,21E+03 2,54E+03 4,70E+02
0,52 1,22E+04 2,33E+03 2,59E+03 4,65E+02
0,62 1,30E+04 2,43E+03 2,64E+03 4,72E+02
0,75 1,34E+04 2,58E+03 2,70E+03 4,64E+02
0,90 1,39E+04 2,73E+03 2,75E+03 4,60E+02
1,08 1,47E+04 2,93E+03 2,81E+03 4,82E+02
1,29 1,49E+04 3,05E+03 2,87E+03 4,86E+02
1,55 1,55E+04 3,20E+03 2,93E+03 4,80E+02
1,86 1,61E+04 3,41E+03 2,98E+03 5,08E+02
2,23 1,67E+04 3,69E+03 3,03E+03 5,18E+02
2,68 1,76E+04 3,89E+03 3,09E+03 5,39E+02
3,22 1,78E+04 4,17E+03 3,18E+03 5,43E+02
3,86 1,84E+04 4,44E+03 3,23E+03 5,60E+02
4,64 1,94E+04 4,79E+03 3,29E+03 5,76E+02
5,57 1,96E+04 5,13E+03 3,36E+03 5,92E+02
6,68 2,05E+04 5,60E+03 3,41E+03 6,16E+02
8,02 2,11E+04 5,81E+03 3,48E+03 6,58E+02
9,63 2,24E+04 6,35E+03 3,55E+03 6,59E+02
11,56 2,39E+04 6,70E+03 3,63E+03 7,15E+02
13,88 2,46E+04 7,34E+03 3,68E+03 7,48E+02
16,66 2,51E+04 7,85E+03 3,71E+03 7,96E+02
20,00 2,70E+04 8,01E+03 3,73E+03 8,44E+02
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ANEXO 5
ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES PARA LA COMPOSICION PROXIMAL Y
LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS HARINAS EVALUADAS

Grafica de sedimentacion

Valor propio
N
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valor-p 0
correlacion 0,089 -0,444
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valor-p 0,68 0,03
CES correlacion -0,495 -0,219 -0,225
valor-p 0,014 0,304 0,291
correlacion -0,716 -0,325 -0,25 0,826
PROTEINA
valor-p 0 0,122 0,239 0
EXTRACTO |correlacion -0,08 -0,102 0,45 0,134 0,435
ETEREO  |valor-p 0,709 0,637 0,027 0,533 0,034
correlacion 0,61 0,893 -0,575 0,057 -0,069 -0,075
CENIZAS
valor-p 0,002 0 0,003 0,79 0,748 0,727
correlacion -0,514 -0,878 0,697 0,006 0,058 0,197 -0,946
ALMIDON
valor-p 0,01 0 0 0,979 0,789 0,356 0
HUMEDAD correlacion 0,04 0,06 -0,097 -0,073 -0,249 -0,495 -0,088| 0,006
valor-p 0,852 0,781 0,651 0,734 0,24 0,014 0,683 0,979
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Graficas de residuo: se cumplen los supuestos estadisticos de normalidad,
homogeneidad de varianza e independencia

Graficas de residuos para CHml/g
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Graficas de residuos para CES %

Residuo estandarizado
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Graficas de residuos para CENIZAS

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Graficas de efectos principales:
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Grafica de efectos principales para CES %
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Grafica de efectos principales para CENIZAS
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ANEXO 6
ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES PARA LAS PROPIEDADES DE
EMPASTADO (RVA) DE LAS HARINAS EVALUADAS
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(Peak viscosity) correlacion -0,006
y valor p 0,983
(Trough) correlacion 0,285 0,928
valor p 0,284 0
(Breakdown) correlacion -0,286 0,933 0,731
valor p 0,282 0 0,001
(Final viscosity correlacion -0,283 0,915 0,815 0,887
valor p 0,288 0 0 0
(Setback) correlacion -0,749 0,562 0,326 0,713 0,813
valor p 0,001 0,023 0,217 0,002 0
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Graficas de residuo: se cumplen los supuestos estadisticos de normalidad,
homogeneidad de varianza e independencia
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Graficas de residuos para (Breakdown)
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Graficas de efectos principales:
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Grafica de efectos principales para (Breakdown)
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ANEXO 7

MODELO LINEAL GENERAL PARA DUREZA Y VOLUMEN ESPECIFICO

Graficas de residuos para DUREZA
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Graficas de residuos para VOLUMEN ESPECIFICO
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