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Resumen

En Argentina, el aumento de la prevalencia de personas con patologias asociadas al
gluten ha incrementado notablemente el consumo de productos libres de gluten (LG).
No obstante, para los consumidores el principal inconveniente es encontrar panifica-
doscon caracteristicas nutricionales y sensoriales adecuadas, y que sean accesibles.
El objetivo del Proyecto fue el aprovechamiento de nutrientes de materias primas no
convencionales y el estudio de procesos fermentativos alternativos para mejorar las
caracteristicas tecnolégicas, nutricionales y sensoriales de panificados LG; a fin de con-
tribuir a la salud de la poblacién con sensibilidad al gluten. Se evaluaron diferentes
harinas alternativas regionales (expeller de soja, salvado de arroz, mijo, endocarpio de
Prosopis). Estas harinas se caracterizaron por presentar elevado contenido de proteinas
(>40%) y fibra dietaria (>20%), y buenas propiedades fisicoquimicas y funcionales. Su
agregado en proporciones de 5-30% en la formulacién de pan LG mejor6 (p<0,05) el vo-
lumen especifico, textura, color y estructura alveolar, obteniendo buena aceptabilidad
sensorial (>6 en una escala hedénica de 9 puntos) en consumidores. El enriquecimiento
o fortificacion con hierro de panes LG y la aplicacion de fermentaciones con L. casei
ATCC-393 no afect6 las caracteristicas fisicas; mientras que, la bioaccesibilidad del mi-
neral mejor6 en presencia del probiotico (>85%). Se puede concluir que, la inclusion
de harinas LG de subproductos agroindustriales y frutos nativos logra mejorar sustan-
cialmente las caracteristicas nutricionales y organolépticas de los panes LG, contribu-
yendo ademas a la circularidad materias primas, y fortalecimiento de las economias
regionales.

Palabras clave: Panificados Sin TACC; Fortificacién; Expeler de soja; Salvado de arroz;
Prosopis
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Objetivos propuestos y cumplidos
El presente Proyecto tiene como objetivo general mejorar las caracteristicas nu-
tricionales y organolépticas de panificados LG a partir de la utilizacion de materias
primas regionales y no convencionales y la aplicacién de diferentes procesos tecnolo-
gicos para mejorar la bioaccesibilidad de nutrientes; a fin de contribuir a la saludde las
personas con desordenes asociados al gluten, asi como agregar valor a subproductos
regionales y favorecer el desarrollo del sector productivo local y regional.A continua-
cion se detallan los Objetivos Especificos alcanzados en el marco del PID 9112:
1. Caracterizacién fisicoquimica y funcionalmente las harinas no convenciona-
les abase de salvado de arroz, expeler de soja, endocapio de Prosopis.
2. Disefio y formulacién de panificados LG a base de harinas no convenciona-
lesregionales.
3. Caracterizacion de la calidad de los productos obtenidos a través de laspro-
piedades texturales, color y estructura alveolar de la miga.
4. Determinacion del comportamiento reolégico de las masas LG con el agrega-
dode harinas no convencionales.
Caracterizacién nutricional de las distintas formulaciones de pan LG.
6. Enriquecimiento y fortificaciéon con hierro de los panes LG a base de harinas
noconvencionales.
7. Estudio de procesos fermentativos alternativos y su efecto sobre la bioacce-
sibilidad in vitro del hierro en panes LG.
8. Identificacion de atributos sensoriales relevantes en los productos obtenidos
yestudio de la aceptabilidad en consumidores con sensibilidad al gluten.

u

Marco tedrico y metodolégico (sintesis)

En Argentina la enfermedad celiaca (EC) afecta al 1% de la poblacion total, es decir
quel de cada 100 personas es celiaca, lo que convierte a esta patologia en la enferme-
dadcrénica intestinal mas frecuente del pais (MSAL, 2014). Esta patologia es autoinmu-
ne yse manifiesta por la incapacidad del intestino delgado de tolerar algunos cereales
con una secuencia especifica del oligopéptido prolamina, por ejemplo la gliadina, ave-
nina, hordeina y secalina, presentes en el trigo, avena, cebada y centeno, respectiva-
mente (Mollakhalili y col,, 2015). La presencia de cualquiera de estos oligopéptidos
puede provocar un proceso inflamatorio con dafios en el epitelio intestinal que conlle-
va a un déficit en la absorcién de nutrientes provocando enfermedades por carencias
de micronutrientes (Vici y col,, 2016). Por otro lado, el término “sensibilidad al gluten
no celiaca” (SGNC) incluye a personas que no sufren EC ni alergia al trigo, pero presen-
tansintomas gastrointestinales dependientes de la ingesta de gluten; cuya prevalencia
se estima hasta 10 veces superior a la de la EC. Hasta el momento, el Gnico tratamiento
seguro y eficaz para quienes padecen EC o SGNC es mantener una dieta libre de gluten
(LG) durante toda la vida. Si bien en los ultimos afios el mercado de alimentos LG ha
crecido notablemente, el principal inconveniente para los celiacos es encontrar pro-
ductos adecuados, ya sea por el precio, variedad, accesibilidad, calidad nutricional y/o
caracteristicas sensoriales (Capriles y col., 2016; Xhakollariy col., 2019).

Actualmente, la elaboracién de productos panificados LG plantea dos desafios fun-
damentales:
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1. Mejorar el peffil nutricional de los panificados LG. La mayoria de las harinas ap-
tas para celiacos son refinadas, lo que significa que durante el procesamiento
se pierden gran parte de vitaminas, minerales y fibra dietaria. A diferencia de
la harina de trigo que esta enriquecida con hierro, acido félico, tiamina, ribo-
flavina y niacina (Ley 25.630/2002), las harinas y almidones aptos para celia-
cos no estan enriquecidos ni fortificados, siendo esta practica de caracter no
obligatoria para la industria alimenticia.Varios estudios han demostrado que
una dieta LG presenta déficits nutricionales en macro y micronutrientes, par-
ticularmente en fibra dietaria, hierro y vitamina D, vitaminaB12 y acido félico
(Viciy col,, 2016). Muy pocos avances se han realizado en panificadosLG fortifi-
cados con vitaminas y/o minerales (Kiskini y col. 2007; 2010; 2012). Lapresen-
cia de hierro en los alimentos produce cambios en el color, aroma sabor y tex-
tura,y es considerado uno de los minerales mas dificiles de adicionar (Genevois
y col, 2016,2017). Por otro lado, recientemente también se ha propuesto el
uso de pseudocerealeso leguminosas para mejorar el perfil nutricional de los
PLG; sin embargo, sus aplicaciones aun presentan limitaciones tecnologicas
que conllevan a bajas puntuaciones en la aceptacién sensorial (Capriles y col,,
2016). En este aspecto, resultode interés evaluar la harina de Prosopis spp. El
Prosopis o harina de semillas de Vinal es de la familia de las leguminosas, ha
sido recientemente incluido en el CA.A, y se caracteriza por presentar buen
perfil de aminoacidos y de polisacaridos, principalmentegalactomananos. Por
otro lado, a partir del fruto o vaina de Vinal se pueden obtener otras fraccio-
nes de harinas (exocarpio, endocarpio, residuo), que pueden ser utilizadosen
la formulacion de nuevos PLG.

2. Sobreponerse a los obstaculos tecnolégicos ocasionados por la ausencia de
gluten en la masa. En los panificados con harina de trigo, la red de gluten le
confiere a la masa propiedades viscoelasticas Unicas y de capacidad de re-
tencién de gases, teniendo un rol importante en la textura y apariencia final
del producto. Estas propiedades son dificiles de obtener en el pan LG, ya que
tecnolégicamente son pobresen volumen especifico, tienen una miga blanda,
menor color en la corteza y mayor tasade envejecimiento (Mollakhaliliy col,
2015). Una de las estrategias mas utilizadas paramejorar la calidad general
del pan LG y obtener caracteristicas similares a la red del gluten es agregar
agentes espesantes, como por ejemplo almidones, gomas y/o derivados de
celulosa (Genevois y col,, 2018b). Otra estrategia, es adicionar proteinas para
mejorar las propiedades visco-elasticas de la masa ya que reducen la difusion
de agua en la estructura y mejoran la retencién de gases, logrando panifica-
dos con una miga suave y mejor color en la corteza (Genevois y col,, 2018a).
También se estudié la incorporacion en panificados de harinas alternativas
provenientes de residuos agroindustriales tales como el salvado de arroz de
la molienda seca del arroz, o expeler de soja de la produccion industrial de
aceite de soja, los cuales presentan elevado contenido proteico (>40%), y/o de
fibra dietaria (>30%).

En cuanto al proceso de elaboracién de panes LG, recientemente se han
publicado algunos trabajos utilizando distintos tipos de fermentacién como la
tecnologia de masa madre a fin de mejorar la calidad tecnolégica y nutricional
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de los panes LG (Irigoytia et al, 2023). Cabe destacar que, hasta el momento,
pocos estudios se han publicado en materia de formulacion y disefio de panes
LG con caracteristicas nutricionales optimizadas, y evaluaciones sensoriales
con paneles no entrenados y/o entrenados personas con enfermedad celiaca
(Capriles y col., 2016; Masure y col,, 2016). Tampoco se han encontraron estu-
dios que evaluen el enriquecimiento/fortificacién con minerales de harinas
LG alternativas con elevado contenido de compuestos antioxidantes y su efec-
to sobre la bioaccesibilidad del mineral; considerando que, el 28-50% de las
personas recién diagnosticadas con EC padecen de anemia por deficiencia de
hierro (Viciy col,, 2016). Muy pocos avances se han llevado a cabo en materia
de estudio de procesos tecnolégicos y biotecnolégicos para mejorar las carac-
teristicas nutricionales y organolépticas del pan LG.

La ejecucion del Proyecto PID 9112 abord6 estas problematicas de mane-
ra integral, considerando aspectos tecnolégicos, nutricionales y sensoriales, a
través del aprovechamiento de nutrientes en materias primas no convencio-
nales, y la aplicaciéon de procesos alternativos para mejorar caracteristicas
nutricionales y organolépticas en panes LG.

La metodologia para alcanzar los objetivos propuestos se desarrollé con la
aplicacién de un enfoque cuantitativo y los siguientes disefios metodolégicos:
a) Disefio y formulacién de panificados LG a través de un disefio experimental,
prospectivo y longitudinal; b) Evaluaciones sensoriales en consumidores con
sensibilidad al gluten a través de un disefio experimental y de corte transver-
sal ; ¢) Estudio de percepcion en consumidores con sensibilidad al gluten a
través de un disefio no experimental, retrospectivo, y de corte transversal.

Los materiales y métodos utilizados se encuentran detallados en las pu-
blicaciones que forman parte de los indicadores de produccién del presente
Proyecto de Investigacion.

Sintesis de resultados y conclusiones

Caracteristicas fisicoquimicas de los panificados LG con el agregado de salvadode
arroz y expeler de soja

En una primera etapa del Proyecto, se llevé a cabo el disefio y formulacién de un
pan LG optimizando las fracciones de molienda del arroz: harina, sémola y salvado. A
partirde un disefio de mezclas, se pudo afirmar que la calidad del pan GF no depende
de unsolo factor principal y que las tres variables independientes en estudio fueron
importantes para definir las caracteristicas del producto final.

El volumen especifico (SV) ajusto significativamente a un modelo lineal, demostran-
do elefecto de los pseudocomponentes en la variable respuesta. Como se muestra en la
Fig.1, los valores mas altos de BSV se observaron con el nivel mas alto de salvado, y los
niveles mas bajos de harina y sémola. Cabe destacar que, el salvado se caracteriza por
un alto contenido de fibra dietaria (31,50 + 0,04%; b.h), siendo un orden de magnitud
mayor en comparacion con la harina (1,8 + 0,5%; b.h.) y la sémola (2,3 + 0,5%; b.h.) de
arroz. La adicion de fibra dietética en la elaboraciéon de pan LG podria incrementar sig-
nificativamente el SV del panificado debido a la fuerte interacciéon entre algunos
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compuestos de la fibra y proteinas de las harinas, y en consecuencia, incrementar la
retencion de aire en la masa.

La variable firmeza también ajust6 significativamente a un modelo lineal. Se puede
observar en la Figura 1 que los valores mas bajos de firmeza, que se traducen en una
miga mas blanda, se observaron con los niveles mas altos de salvado, y en concordan-
cia, con los valores mas bajos de harina y sém

Figura 1: Grafico de superficie de las variables respuestas volumen especifico, firmeza y chroma.

La optimizacién de las fracciones de arroz en la formulacién de pan LG se realizé
maximizando el SV y la intensidad del color (Chr), y minimizando la firmeza de la miga
del pan. La combinacién adecuada obtenida estadisticamente fue: harina de arroz
45,0%, sémola de arroz 35,0% y salvado de arroz 20,0%, con una deseabilidad de 0,99.
Los valores teoéricos obtenidos fueron SV 1.71 cm?3/g, Chr 23.8 y firmeza 0.2323 MPa,
siendo estos valores similares a uno de los sistemas del disefio experimental (Genevois
et al,, 2020).

Es importante destacar que la mayoria de los nutrientes, incluida la fibra dietética,
las vitaminas, los minerales como el hierro y los compuestos fenélicos, se concentran
principalmente en el salvado, que representa el 8% del grano del arroz, pudiendo con-
vertir esta fraccion subvalorada en una opcion adecuada para mejorar el perfil nutri-
cional de los panificados LG.

Considerando la composicién quimica de las fracciones de arroz, se calculo el apor-
te de fibra dietética del pan GF optimizado estadisticamente. Dénde, una porcién de
pan LG (50 g) aportaria ~ 2,3 g de fibra dietética, mejorando cuatro veces la ingesta de
fibradietética respecto de un pan LG a base de almidén y harinas de arroz.

En una segunda etapa del Proyecto, se evalu6 la inclusion de harina de expeler de
soja como fuente de proteinas para mejorar la calidad del pan LG obtenido previa-
mente (Genevois et al., 2020). El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de
diferentes niveles de harina de expeler de soja (FS), almidén de mandioca pregelati-
nizado (PGS) y la hidratacion de la masa (WC) sobre las caracteristicas finales del pan
LG. Para ello, se aplico un disefio experimental de Box-Behnken y la metodologia de
superficie de respuesta para optimizar la formulacién. La calidad final de los panes LG
se vieron significativamente afectados por la adicion de SF, PGS y WC. Los niveles mas
bajos de PGS y SF incrementaron el volumen especifico del pany presentaron una miga
mas suave, eldastica, con rapida recuperacién a la deformaciéon y menos susceptible a
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desintegrarse. El color y la estructura alveolar del pan LG se vieron afectados por la
adicion de SF y WC. La optimizacion realizada a través de la funcion de deseabilidad
para mejorar las caracteristicas fisicas y texturales del pan GF se definié con 15% PGS,
6% SFy 160% WC. El agregado de PGS y SF con el nivel de hidrataciéon adecuado son
ingredientes prometedores para producir pan LG con buen perfil tecnolégico y nutri-
cional, reduciendo significativamente los costos de producciéon del producto.

En una uUltima etapa del Proyecto de Investigacion, en el marco de actividades de
colaboracion entre la FBRO-UNER y FCEN-UBA bajo un Convenio Especifico, se evalué
la aplicacion de un nuevo ingrediente funcional (IF) desarrollado (Castellanos- Fuentes
et al,, 2020; 2022). EL nuevo IF a base de harina de expeler como soporte de

L. casei ATCC-393 se utilizd en reemplazo de la harina de expeler optimizada en la
formulacion obtenida previamente por parte del Grupo de Investigacion (Genevois et
al,.2021). Para ello, se evaluaron las siguientes formulaciones: 1) pan LG con harina de
soja (SF, control); 2) pan LG con harina de soja y sulfato ferroso (SF + Fe); 3) pan LG con
IF y sulfato ferroso (FI + Fe); 4) pan LG con IF (FI).

Los resultados correspondientes a las caracteristicas fisicoquimicas de los diferen-
tes sistemas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los panes LG fermentados yenriquecidos con hierro.

Sistemas SF SF+Fe Fl+Fe FI
Volumen especifico (cm?/g) 1,4£0,22 1,8+0,3" 2,310,21°¢ 1,940,1°
Acidez total (g acido lactico /100 0,26+0,02° 0,29+0,01° 0,35+0,02° 0,39+0,01°
g
pH 5,97+0,02¢ 5,92+0,02°¢ 5,69+0,012 5,79+0,02°
Contenido de humedad (% b.h.) 56412 53452 57+6° 53+]12

EL SV es una de las caracteristicas mas importantes de calidad en los panes, y tiene
unimpacto visual sobre la eleccién del consumidor. Por lo tanto, es un parametro clave
a considerar al evaluar la calidad del pan (Genevois et al,, 2020). Los panes estudiados
presentaron SV en un rango desde 1,4 a 2,3 cm?/g; siendo el SV mas alto la formulacion
FI + Fe, seguida de los sistemas Fl y SF + Fe; y por ultimo, el sistema SF presenté el SV
mas bajo. La proteina otorga a la masa capacidad de expandirse durante la etapa de
fermentacién, contribuyendo a la retencion de CO, y estabilizacion de la misma (Ri-
botta et al,, 2004). La harina de expeler de soja se caracteriza por presentar elevado
contenido de proteinas (Genevois et al,, 2021), lo que podria explicar, en parte, el mayor
SV observado en los sistemas que contienen harina de expeler y harina de expeler como
soporte de microorganismos probiéticos (IF). Ademas, las condiciones acidas del medio
pueden tener un efecto sobre la red de masa formada por la interaccién de almidones
yproteinas, influyendo en la retencion de CO, y por lo tanto, afectando la textura de la
miga (de Escalada Pla & Genevois, 2023). Como se observa en la Tabla 1, los sistemas
que contienen Fl, presentaron menor pH y mayor acidez total, ambos parametros vin-
culados a las condiciones producidas durante la fermentacion acido lactica. Sin
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embargo, el pH esta relacionado a la disociacion de acidos y depende de la fuerza de
los mismos, mientras que la acidez total mide la cantidad de acidos totales.

Ademas, se encontré una reduccion significativa (p<0,05) en el pH en los sistemas
consulfato ferroso y Fl, y una tendencia no significativa (p>0,05) a menores valores de
pH en los sistemas con harina de expeler de soja. Estos resultados fueron reportados
en otros alimentos fortificados con sales ferrosas (Genevois et al,, 2016). Probablemen-
te, la hidrolisis acida de Fe(H,0),* a Fe?* contribuyen a reducir el pH de los alimentos
enriquecidos o fortificados. Cabe destacar que, Fl + Fe, resulté ser el sistema con el pH
mas bajo, y en paralelo con el SV mas alto (p<0,05), entre 21% y 64% mas alto respectode
los otros sistemas. En panes LG fermentados con masas madres, se ha observado que
a mayor porcentaje de agregado de masa madre mayor es el SV y porosidad de lamiga
del pan. Este fendmeno puede explicarse por la actividad metabolica de las BAL que
producen reducen el pH de la masa, sintetizan exopolisacaridos, la presencia de enzi-
mas como a-amilasa, que mejoran la retencion de CO, durante la etapa defermenta-
cion (Irigoytia et al,, 2023). Los valores SV observados en este apartado estuvieron en el
orden de los valores reportados previamente por el Grupo de Investigacion (Genevois
et al,, 2020; Genevois & de Escalada Pla, 2021), donde se informaron valores de SV en
pan LG con el agregado de salvado de arroz entre 1,2-1,7cm3/g, y en pan LG con expeler
de soja de 1,3- 2,8 cm?/g.

El perfil de texturay contenido de humedad de los panes no se vio afectada (p>0,05)
por la presencia de microorganismos probioéticos y el agregado de sulfato ferroso (Cas-
tellanos Fuentes et al,, 2023).

Viabilidad de Bacterias Acido Lacticas y Bioaccesibilidad de Hierro en Panes LG

Luego del proceso fermentativo, el recuento de bacterias acido lacticas (BAL) en
la masano present6 diferencias significativas (p>0,05) entre los sistemas estudiados,
mostrandovalores de 8,610,7 log (UFC/g de masa) para SF, 8,8+1,0 log (UFC g/de masa)
para SF+ Fe, 9,8+1,4 log (UFC g/de masa) para Fl + Fe, y 9,4+1,3 log (UFC g/de masa)
para Fl (Fig. 2). Los valores registrados en los sistemas SF y SF + Fe se corresponden
con las BAL presentes naturalmente en las materias primas. Una tendencia no signif-
icativa a mayor recuento de L. casei ATCC-393, pudo observarse en el panificado con
el agregado de harina de expeler de soja conteniendo el probiético, representado por
los sistemas Fl + Fe y Fl. Esto a su vez, permite explicar el menor pH y la mayor aci-
dez registrados en las formulaciones de pan LG (Tabla 1). La acidificacion, proteélisis
y activaciéon de una serie de enzimas, asi como la sintesis de metabolitos microbianos,
podrian causar cambios durante la fermentacion con BAL, que afectarian a la masa 'y
al producto horneado, influyendo en el perfil nutricional y la calidad funcional (Iri-
goytia et al, 2023). Como se observa en la Fig. 2, el sistema Fl + Fe presenté mayor
(p<0,05) bioaccesibilidad del hierro, 85+5%, respecto del sistema de control SF, 76+3%.
El concepto de bioaccesibilidad se refiere a la liberacién de un compuesto de la matriz
alimentaria cuando atraviesa las condiciones de digestiéon gastrointestinal, y se en-
cuentra disponible para ser absorbido a través del epitelio intestinal (de Escalada Pla
et al,, 2020). El metabolismo del probiético presente en la formulacion Fl + Fe, sobre los
componentes de masa LG, podrian mejorar la solubilidad del mineral durante el proce-
sode fermentacion (Genevois et al., 2017). Cabe destacar que, el sistema Fl + Fe present6
30+3 mg/kg al final de la digestion gastrointestinal, representando un aporte del 17%
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de la ingesta diaria recomendada de hierro (18 mg/dia) para mujeres de 19 a 50 afios,
considerando dos porciones de pan LG (100 g) (Instituto de Medicina, 2006). Por otro
lado, la harina de expeler de soja y la harina como soporte de microorganismos pro-
bioticos (FI) son fuente de proteinas de alto valor biolégico y fibra dietética, es por ello
que, su incorporacién en la formulacion de pan LG contribuiria al 18% y 27% del valor
diario de la ingesta de proteinas (46 g/dia) y fibra dietética (25 g/dia). Estos resultados,
aumentarian entre un 18% y 30%, respectivamente, la ingesta de estos nutrientes en
comparacion con el pan LG a base de almidony harina de arroz (Genevoisé de Escalada
Pla, 2021).

Figura 2: Viabilidad de Bacterias Acido Lacticas en masas LG fermentadas (barras grises claras) y bioaccesibilidad
del hierro en panes horneados (barras grises oscuras).

SF: pan LG con harina de expeler de soja (control); SF+Fe: pan LG con expeler de soja
y hierro; Fl: panLG con ingrediente funcional (IF) soporte de L. casei ATCC-393; Fl+Fe:
pan LG con IF) soporte de L. casei ATCC-393 y hierro.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre la bioaccesibilidad
de los sistemas.

Se puede concluir que en el marco del Proyecto PID 9112, se logré disefar y opti-
mizarmediante disefios experimentales adecuados nuevas formulas de pan LG con el
agregado desalvado de arrozy expeler de soja, mediante la optimizacion de parametros
que afectan significativamente la calidad tecnolégica y nutricional de los mismos. Por
altimo, se estudié la aplicacion de un nuevo ingrediente funcional desarrollado en con-
junto con Investigadores de ITAPROQ-CONICET-UBA como reemplazo del expelerde
soja de las formulaciones obtenidas en ICTAER-CONICET-UNER. La adicién de microor-
ganismos probioticos en la etapa de fermentacién de los panes redujo el pHy aumenté
la acidez total de las masas. Los panes fermentados con probioéticos yenriquecidos
don sulfato ferroso presentaron mayor SV y bioaccesibilidad del hierro respecto del
sistema control. Mientras que, la textura y el contenido de humedad de lospanes no se
vio afectada. Dos porciones de pan LG fermentado con el nuevo IF y enriquecidos con
hierro (100 g en total) contribuirian a la ingesta diaria recomendada dehierro, proteinas
y la ingesta de fibra dietética en el 17%, 18% y 27%, respectivamente.Estos resultados
muestran el potencial de incorporar estos ingredientes con el fin de mejorar lafuncio-
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nalidady calidad nutricional de los productos horneados LG. Estos resultados sonimpor-
tantes no s6lo para la formulacién de LG sino también para agregar valor y circularidad
a los subproductos de agroindustriales regionales como la soja y el salvadode arroz.
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