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RESUMEN

A nivel internacional existen importantes avances en el estudio de granos y
harinas de diferentes cereales. En particular el estudio en trigo ha estado vinculado
a las modificaciones en las propiedades reoldgicas de las masas formadas a partir
de las harinas de este en funcion del contenido proteico. Existen también estudios
que vinculan a componentes minoritarios, los arabinoxilanos, en relacion a las
propiedades anteriormente indicadas, donde las evidencias segun los diferente
autores, resulta contradictoria. Estas contradicciones posiblemente se deben a que
las investigaciones generalmente estudian el efecto del agregado de compuestos
aislados en lugar de estudiar el efecto en las variaciones de los mismos presentes
en las harinas. En nuestro pais, este trabajo es la primera aproximacién a evaluar la
influencia de la composiciéon quimica de los carbohidratos no amilaceos sobre los
parametros tradicionalmente asociados a la calidad panadera de las harinas de
variedades locales. Se seleccionaron harinas representativas de la variabilidad
local con respecto a los principales parametros predictores de calidad, con
contenidos de proteinas de acuerdo a los requerimientos para su comercializacidn,
de las cuales se encontr6 que, en su mayoria, desarrollaran el gluten de manera
adecuada durante el amasado. Se encontré que el volumen del pan, la formacién
del gluten y la proporcion de proteinas que lo forman son afectados negativamente
por los arabinoxilanos, posiblemente por la competencia en la absorciéon de agua
durante el amasado la cual es afectada por las propiedades estructurales de éstos
ultimos, tanto por sus ramificaciones como por la presencia de acidos fendlicos que
influyen sobre su capacidad para formar agregados durante el amasado. Se
determinaron asimismo variaciones estructurales en los arabinoxilanos por el
proceso de amasado y panificacion con el agregado de enzimas especificas
confirmando la influencia sobre las interacciones que ocurren entre estos
componentes minoritarios y el gluten. Se encontré que las muestras demasiado
elasticas que resisten a ser extendidas presentan mayores contenidos de
arabinoxilanos insolubles. Del analisis de componentes principales se encontro
que la cantidad y estructura de arabinoxilanos resultan de gran importancia en el
conjunto de las variables y presentan una fuerte relacion inversa con respecto a la

extensibilidad de las masas.
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INTRODUCCION

La harina de trigo, y sus productos derivados, juega un importante rol en la
alimentacién mundial. Actualmente su produccién en Uruguay ha alcanzado
niveles récord, constituyéndose en una de las mayores cadenas agroindustriales.
La industria molinera nacional es muy heterogénea en lo que respecta al desarrollo
de la tecnologia para la producciéon. La especie de trigo destinada a panaderia
Triticum aestivum presenta diversas variedades las cuales, cultivadas en
condiciones climaticas distintas, condicionan la obtencién de harinas y panes con

diferencias en cuanto a sus constituyentes y propiedades.

La harina de trigo es la unica que tiene la habilidad de formar una masa
cohesiva y tenaz, capaz de retener gases y dar productos aireados y livianos
después de su cocciéon (J.A. Delcour y Hoseney 2010). Durante el proceso de
elaboracién del pan ocurren complejas transformaciones fisicoquimicas, las cuales

afectan y son afectadas por los constituyentes de la harina (Goesaert et al. 2005).

En la actualidad, ademas de los parametros reoldgicos de las masas, el
contenido de proteinas es el principal indicador de calidad. Estas contribuyen a la
plasticidad, extensibilidad, viscosidad y fuerza cohesiva de la masa (Veraverbeke y
Delcour 2002). Sin embargo han sido sugeridos otros constituyentes minoritarios,
aunque poco estudiados, con influencia sobre las propiedades reoldgicas de las

masas y la calidad del producto final.

Los arabinoxilanos constituyen cerca del 3% de carbohidratos en la harina,
los cuales son los mas importantes desde el punto de vista tecnolégico (Wang et al.
2004). Tienen la capacidad de absorber agua hasta diez veces su propio peso
(Courtin y Delcour 2002) y se ha supuesto que podrian actuar como un agente
lubricante en la masa (Rouillé etal. 2005). Desde el punto de vista quimico
consisten de cadenas lineales de Xilosa, las cuales pueden estar sustituidas en su
posicion 2 y/o 3 con Arabinosa. Existe un elevado grado de heterogeneidad
causada por la variacion en el grado de polimerizacion debido a las ramificaciones

y su proporcion a lo largo de la cadena. Estas diferencias generan variaciones



sustanciales en su estructura y peso molecular (Izydorczyk et al. 1991) entre las

distintas variedades.

La distribucion espacial, el grado de sustitucién y la interacciéon o no con
otras estructuras presentes permite diferenciar entre arabinoxilanos extraibles y
no extraibles en agua (Izydorczyk y Biliaderis 1995). Las proporciones entre
ambos suelen verse modificadas luego del proceso de amasado, posiblemente por
interacciones o entrecruzamientos entre ellos o incluso con otros componentes

(Hartmann et al. 2005).

El efecto de los arabinoxilanos en el proceso de produccién del pan, se ha
estudiado desde la década de los 60 existiendo evidencia sobre la contribucién de
los mismos en la modificacién de la calidad de la masa, sin embargo la informacién
experimental es escasa y contradictoria. Algunos autores indican que tienen efecto
negativo sobre calidad de la masa formada durante la elaboracién del pan (Verjans
etal. 2010; Zhang etal. 2014), mientras que otros sostienen que tienen efectos

positivos (Courtin et al. 2002; Noort et al. 2010; Hemdane et al. 2016).

Actualmente la seleccién de variedades destinadas a la obtencion de harina
se realiza en funcidn de las propiedades de la masa y su contenido de proteinas sin
tener en consideracion las interacciones que surgen durante el amasado entre las
proteinas formadoras de gluten y estos carbohidratos. De esta manera se
subestiman en la determinacién de la calidad panadera los procesos que ocurren

durante el amasado.

Partiendo de la hipodtesis de que su cantidad y composicion afectan la
calidad panadera de las harinas de trigo, el objetivo de esta Tesis es estudiar la
estructura de los componentes minoritarios, su relaciéon con el contenido proteico
y los parametros reologicos, y determinar el efecto del amasado sobre los

componentes durante la elaboracién del pan.

La variada tecnologia en la produccion harinera nos guia hacia el desarrollo
de nuevas alternativas que permitan efectuar una clasificacién mas rigurosa y

selectiva en relacion a las variedades de trigo a cultivar. De esta manera se busca



contribuir a una seleccion mas racional y sustentable de los recursos

agropecuarios

Se seleccionaron para el estudio harinas obtenidas a partir de diferentes
variedades de trigo cultivadas en tres ambientes de Uruguay completando en total
mas de 30 muestras de harina. Las mencionadas muestras fueron analizadas en
distintos aspectos: Determinaciéon de arabinoxilanos totales, solubles e insolubles,
la relacion entre los monosacaridos constituyentes y estudio de sus propiedades
reoldgicas y cantidad de proteinas. Determinacion de la distribuciéon de peso
molecular de la fraccién de arabinoxilanos insolubles aislados. También se obtuvo,
para algunas variedades seleccionadas, la masa y el pan con y sin el agregado de
enzima xilanasa y se estudio6 la variacion en las propiedades estructurales de los
arabinoxilanos solubles debido a estos procesos. Por ultimo se estimaron

estadisticamente las posibles correlaciones entre los parametros analizados.

Se encontré a partir de los resultados obtenidos que el contenido de
proteinas se encuentra fuertemente vinculado al volumen del pan y la
extensibilidad de la masa, en conjunto estos parametros muestran una relaciéon
inversa con el grupo de parametros que describen el contenido de arabinoxilanos,
la cantidad de insolubles y la relacion entre los monosacaridos constituyentes. Por
otro lado es posible predecir la relacién que existe, para las muestras estudiadas
entre la estructura de la fraccién insoluble con la capacidad de retencion de agua, y
la estabilidad, de la harina y la funcionalidad de las proteinas formadoras de

gluten.

En el primer apartado de esta Tesis se describen los antecedentes de
diversos autores que han estudiado el tema anteriormente asi como los primeros
avances que se han obtenido en nuestro pais en esta nueva linea de investigacion
iniciada recientemente en nuestro laboratorio que permiten fundamentar la
relevancia de este trabajo en la actualidad. Posteriormente se detalla la estrategia
experimental desarrollada que nos permitié6 acercarnos a responder las
interrogantes propuestas como objetivos de este trabajo. Los resultados se
presentan y discuten de la siguiente manera: Inicialmente se presentan los

resultados en relaciéon a los parametros tradicionales que permiten predecir la



calidad panadera del trigo y de su harina. A continuacién se detallan los resultados
encontrados del estudio quimico de los arabinoxilanos y sus conjugados. Luego se
presenta el andlisis y la vinculacion de los aspectos quimicos con los tradicionales
anteriormente descritos. A continuacion se incorporan al analisis los parametros
determinados en relacion al comportamiento de la harina durante el amasado.
Posteriormente se presentan los resultados que describen las transformaciones de
los arabinoxilanos por el proceso de amasado y panificacion y las variaciones que
ocurren por la accién de enzimas xilanasas. Por ultimo en relacién con los
resultados encontrados se presenta el estudio estadistico de comparaciones
multiples y de componentes principales de los resultados encontrados. En el
ultimo apartado de la tesis se presentan los aspectos mas relevantes y

consideraciones finales encontrados a partir de este estudio.



1 - ANTECEDENTES

El trigo es el principal cereal cultivado en todo el mundo y desde el punto de
vista del consumo humano, el mas importante (Wrigley 2009). Sus productos
derivados han formado parte de la dieta humana desde la antigiiedad y juegan un
rol fundamental en la alimentacion mundial tanto por sus propiedades
nutricionales como por el aporte calérico, de carbohidratos y de proteinas (Pt)

(Valencia Ojeda 2013).

La gran producciéon de trigo a nivel mundial, proponen Delcour y Hoseney
(2010), se debe probablemente a dos razones. En primer lugar, la planta de trigo es
muy resistente, de gran versatilidad y adaptabilidad, y puede crecer bajo una
amplia variedad de condiciones ambientales y del suelo. En segundo lugar
describen que a una parte significativa de la poblacién mundial le gustan los
alimentos a base de trigo. Se muestra en la Figura 1 la evolucion desde 1955 de la
producciéon mundial de trigo; en la actualidad supera los 700 millones de toneladas

por afio (OPYPA 2014; USDA 2016).
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FIGURA 1: Producciéon mundial de trigo.

La especie de trigo cultivada en nuestro pais es Triticum aestivum o trigo
pan. En Uruguay el trigo es el segundo cultivo industrial con mas hectareas
sembradas desde hace al menos diez afios; el primero lo representa la soja, que
actualmente duplica el area sembrada de trigo (MGAP 2014). La cantidad de trigo

producido ha permitido que no solo sea una de las mayores cadenas



agroindustriales del pais, sino que ademas el grano y la harina sean productos de

volumen de exportacion significativo.

La producciéon de trigo en Uruguay tradicionalmente ha estado
mayoritariamente destinada al mercado interno para la elaboracion de harinas de
consumo doméstico y como insumo para la panaderia tradicional. La industria
molinera nacional es muy heterogénea en tamafio y desarrollo en la tecnologia
para la produccion. El1 70% de la harina producida es destinada a panaderia,
teniendo menor incidencia en la fabricacion de galletas (9%) y pastas (8%) (Souto

1999).

1.1 - Grano de trigo

Se muestra en la Figura 2 un esquema del grano de trigo. De acuerdo a su
estructura y su aplicacion industrial el grano puede ser dividido en 3 partes o
fracciones: el endospermo (81-84% del grano), el germen (2-3%), y la cubierta
exterior denominada comunmente salvado (13-17%) (Valencia Ojeda 2013;
Pavlovich etal. 2016). A su vez, esta cubierta exterior esta formada por capas

distintas, como se puede observar en la Figura 3.

Capas
exteriores

Germen

FIGURA 2: Esquema de la estructura del grano de trigo con sus diferentes
fracciones.
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FIGURA 3: Seccién transversal de las cubiertas exteriores del grano de trigo
adaptado de Hemdane et al. (2016).

El grano de trigo maduro esta compuesto principalmente por almidén, Pty
polisacaridos no amilaceos, que en conjunto representan aproximadamente el 90%
del peso seco del grano, la fraccion restante del grano esta conformada por lipidos,

terpenoides, fenoles, minerales y vitaminas (Shewry et al. 2013).

Los distintos componentes que conforman el grano se encuentran
distribuidos diferencialmente en sus distintas partes. En la Tabla 1, adaptada de
Belderok (2000), se presenta la composicion del grano entero de trigo y la
proporcidn de sus componentes en las distintas fracciones del grano. En particular
el endospermo amilaceo, contiene el material de reserva y representa en peso mas
de la mitad del grano (Barron etal. 2007), contiene aproximadamente 80% de
almidéon y 10% de Pt con bajos contenidos de polisacaridos no amilaceos y
minerales (Shewry et al. 2013). Por otro lado tanto las cubiertas exteriores como el
germen estan enriquecidos en componentes menores. Mientras que las cubiertas
exteriores son mas ricas en fibras y cenizas, el germen contiene mayor proporcién
de Pt y lipidos. Ademas de las diferencias en las proporciones de los componentes
en las distintas fracciones del grano éstos pueden presentar diferencias en su

composicion quimica en funcién de su ubicacion (Noort et al. 2010).



TABLA 1: Composicién quimica del grano de trigo y sus partes en base seca.

Componente Grano Endospermo Cubiertas Germen

Proteinas 16 13 16 22

Lipidos 2 1.5 5 7

Almidoén 68 82 16 40
Carbohidratos no amilaceos 11 1.5 53 25
Cenizas 1.8 0.5 7.2 4.5
Otros 1.2 1.5 2.8 1.5
Total 100 100 100 100

1.2 - Harina de trigo

Para la obtencion de la harina a partir del grano de trigo una gran parte del
endospermo se separa del germen y del salvado a través de etapas consecutivas de
molienda, tamizado y purificacion. El endospermo posteriormente es triturado y
sometido a diferentes grados de refinamiento. El salvado junto a la fraccién
exterior del endospermo y el germen, terminan en una gama de subproductos, que
se recuperan en diferentes etapas de la molienda. En contraste con la harina
refinada, estos productos ricos en salvado se usan tipicamente para la

alimentacién animal (Hemdane et al. 2016).

Si bien lo anterior describe la estrategia tradicional para la obtenciéon de
harina, existen estrategias experimentales de molienda alternativas. Mientras que
a partir de la molienda tradicional se obtiene la harina unicamente del
endospermo, otras estrategias pueden obtenerla incluyendo fracciones exteriores
del grano (Lijuan et al. 2007) . El porcentaje del grano original que permanece en la
harina después de la molienda se denomina indice de extraccién, a través de los
métodos tradicionales este indice puede encontrarse entre un 60 y 80% (Mendoza
Moreno 2016). Asimismo, el nivel de contaminacion en la harina con las fracciones
exteriores (endospermo exterior, aleurona) depende también del cultivar, y agrega
variabilidad a la harina obtenida (Ordaz-Ortiz y Saulnier 2005). Es por lo anterior
que la composicién del grano de trigo y la estrategia de molienda que se siga
definird el tipo de harina que se obtenga, sus componentes y su proporcion

relativa.



Dado que la harina tradicional de trigo se obtiene de la molienda de las
partes internas del grano de trigo, se compone principalmente de endospermo. Es
por esto que la proporcion de los distintos componentes que la conforman resultan
ser similares a los descritos en la Tabla 1 para la fracciéon del endospermo. La
harina esta principalmente compuesta por carbohidratos amilaceos y Pt, éstos
superan ampliamente el 90% en masa de la misma. Mientras que los carbohidratos
representan la principal fuente de reserva en el grano, las Pt juegan un rol
fundamental en el comportamiento de la harina y sobre las propiedades

nutricionales de los alimentos que de ésta se derivan.

Se describen a continuacién los principales grupos de compuestos,
relevantes para este estudio, que conforman la harina comenzando por aquellos

con mayor proporcidn.

1.2.1 - Almidon

El almidon es el carbohidrato mas importante en todos los cereales, siendo
el constituyente de reserva se concentra principalmente en el endospermo del
grano de trigo formando granulos grandes (25-40 um) comparado a su disposicion

en otros cereales (Gil y Ruiz Lopez 2010).

A nivel molecular, sus principales constituyentes son los polimeros de
glucosa (Glc): amilosa y amilopectina. La amilosa es esencialmente una molécula
lineal formada por hasta 6000 unidades de Glc unidas por enlaces a-(1-4). En
contraste la amilopectina, que se encuentra en mayor proporcién y es de mayor
tamafio (2 millones de Glc), es un polisacarido altamente ramificado constituido
por cadenas lineales cortas, de 10 a 60 unidades y ramificaciones a-(1-6) con 15 a

45 unidades (Miguel et al. 2013).



l A ; v "‘(

=0
7 M_ %\»7/(
‘ V i W
e
Py

o0~

o, e

,
{
e
:

oF

FIGURA 4: esquema de la estructura de A) amilosa y B) amilopectina.

En el trigo, y en la harina, los componentes del almidon se encuentran
agregados formando granulos insolubles. Por el proceso de la molienda pueden
dafiarse estos granulos generando lo que se denomina almidén dafiado. Al
hidratarse el almidon pierde parcialmente su estructura granular y al combinar
esta hidratacion con el calentamiento ocurre su gelatinizacién, produciendo una
suspension viscosa (Gil etal. 2010). A nivel molecular lo que ocurre durante la
gelatinizacion es la reorientacién de los cristales del almidén y la pérdida y
reorientacion parcial de las dobles hélices de la amilopectina. Al enfriarse la pasta
de almidén gelatinizada aumenta la viscosidad por la rapida reasociacién de las

cadenas lineales de amilosa (Gunaratne y Corke 2007).
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1.2.2 - Proteinas

Se ha reportado que el contenido de Pt dentro del grano de trigo
cualitativamente es determinado genéticamente, mientras que cuantitativamente
es influenciado por las condiciones de crecimiento, generandose interacciones

significativas genotipo-ambiente (Huebner et al. 1997; Zhu y Khan 2001).

Las Pt presentes en el endospermo, resultan ser diferentes a las del resto del
grano, poseen cualidades Unicas en comparaciéon con las encontradas en otros
cereales (J. a Delcour et al. 2010). Aproximadamente el 80% de las Pt en la harina
de trigo son insolubles en agua, las cuales son capaces de formar una red

viscoelastica continua, luego del agregado de agua y amasado, denominada gluten.

De acuerdo a la solubilidad en soluciones alcohdlicas las Pt formadoras de
gluten se dividen en dos grupos: aquellas que se solubilizan se denominan
gliadinas y las que no, se denominan gluteninas (Wieser 2007). Las gliadinas
forman un grupo heterogéneo de Pt globulares monoméricas que contribuyen a la
plasticidad, extensibilidad y viscosidad de la masa de harina de trigo. Las
gluteninas consisten en una mezcla de polimeros lineales, unidos y estabilizados
mediante puentes disulfuro con un amplio rango de masa molecular. Se ha descrito
que son responsables de la elasticidad y la fuerza cohesiva de la masa

(Veraverbeke et al. 2002; Miguel et al. 2013).

Las Pt del gluten resultan ser de las redes de Pt mas complejas en la
naturaleza debido a la cantidad de componentes de diversos tamafios que a su vez
incrementan en diversidad por diferencias genéticas, de ambiente y procesos
tecnoldgicos. Asimismo esta complejidad se ve incrementada por las interacciones
del gluten con otros componentes presentes en la harina. Estas Pt juegan un rol
fundamental en proporcionar las propiedades reoldgicas y de panificacién unicas
de las masas obtenidas de harina de trigo (Wieser 2007). El gluten formado
durante el amasado mantiene al resto de los componentes de la harina y permite la
retencion de CO; producido por la fermentaciéon durante el leudado de las masas
(Figura 5). Es por tanto que la cantidad y calidad de las Pt determinan la calidad

panadera de las harinas de trigo (Rosell et al. 2005).
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FIGURA 5: Esquema de la estructura de la red de gluten evidenciando A)
retencion de gas y B) extension de la red.

1.2.3 - Polisacaridos no amilaceos

Si bien los cereales pueden contener distintos tipos de polisacaridos no
amilaceos, que generalmente forman parte de las paredes celulares en los granos,
en el endospermo de trigo resultan ser mayoritariamente arabinoxilanos (AX)
(Saulnier etal. 2007). En el endospermo hay menor proporcién de AX en
comparacién con las restantes fracciones del grano y ademas éstos tienen la
particularidad de ser menos complejos y estar formados solo por arabinosa (Ara) y

xilosa (Xil) (Du et al. 2009).

A pesar de constituir una fraccién minoritaria de la harina, entre 1- 2 %, son
los carbohidratos mas importantes desde el punto de vista tecnoldgico y
constituyen gran parte de la fibra alimentaria en la harina (Wang et al. 2004; ]. a

Delcour et al. 2010; Skendi et al. 2011).

Debido a que los AX no estan sometidos a un control genético estricto, los
polimeros aislados, incluso hasta de una misma planta, pueden presentar
microheterogeneidades estructurales (Izydorczyk y Biliaderis 2007). Si bien
variaciones son principalmente determinadas genéticamente, aparentemente las
condiciones ambientales afectan la cantidad y estructura de los AX en el
endospermo (Saulnier et al. 2007). Asimismo la diversidad de AX presentes en la

harina de trigo puede verse afectada en funcién de la estrategia de molienda que se
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sigay el indice de extraccion de la harina que se obtenga. Es por esto que es posible
encontrar una gran diversidad tanto en el largo de la cadena principal como en la
cantidad y distribucion de las ramificaciones, siendo éstas ultimas distribuidas

aleatoriamente y de manera irregular.

A pesar de no tener una estructura Unica, los AX cuentan con caracteristicas
estructurales claramente definidas. Quimicamente pueden describirse como
heteropolisacaridos que constan de un esqueleto de unidades de {3-D-Xilopiranosil
unidas mediante enlaces (1-4), cuyos residuos pueden estar sustituidos en 0-2 y/o
0-3 con a-Arabinofuranosa (Figura 6), aunque es relativamente raro encontrar
residuos monosustituidos en 0-2. Particularmente en la harina aproximadamente
el 66% de los residuos de Xil no tienen ramificaciones de Ara, mientras que los que
las tienen son principalmente monosustituciones (Pavlovich etal. 2016). En los
residuos de Xil que si se encuentran sustituidos a su vez pueden encontrarse
residuos de AF unidos a Ara mediante su O-5 como se esquematiza en la Figura 6
(Skendi etal. 2011; Miguel etal. 2013). La presencia de acido ferulico (Af) le
confiere a los AX caracteristicas particulares que seran descritas en el apartado

siguiente.
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FIGURA 6: Esquema de la estructura quimica de AX de endospermo.

La relacién entre la cantidad Ara y Xil (A/X) es usualmente utilizada para
caracterizar, de manera aproximada, la estructura de los AX, aunque para conocer
con detalle su estructura es necesario conocer el patron de sustitucion de Ara en la
cadena lineal de Xil (Saulnier etal. 2007). Pavlovich et al. (2016) reporta valores

de A/X que varian de 0.4 a 1.07, extremos que segun plantean Izydorczyk and
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Biliaderis (2007) corresponden a valores sensiblemente bajos y altos

respectivamente.

La solubilidad o no en agua de los AX se ha utilizado ampliamente con el
objetivo de separar fracciones de las cuales se ha demostrado cuentan con
diferencias estructurales, tecnolégicas y nutricionales. Como en todos los
polisacaridos, la solubilidad en agua depende del balance entre las interacciones
entre moléculas y con el solvente; las caracteristicas estructurales como el largo de
la cadena, la presencia y distribucién de ramificaciones y/o cadenas laterales
afecta este balance y por ende la solubilidad en agua (Izydorczyk etal. 1995;
Pavlovich etal. 2016). En los AX la solubilidad no solo depende de las
caracteristicas estructurales, sino que también influyen en gran medida las
interacciones covalentes que estos presenten con otros componentes de la pared

celular (Saulnier et al. 2007).

Se ha reportado que de los AX presentes en la harina, entre el 25y 33 % son
solubles en agua (AXs) (Saulnier et al. 2007; J. a Delcour et al. 2010). Estos valores
representan rangos de 0.5-0.8 % de AXs en la harina para algunos autores
(Izydorczyk, Biliaderis, y Bushuk 1991) y entre 0.3 -0.7 % para otros (Autio 2006).
Se reporta que la cantidad de AX insolubles (AXi) es aproximadamente 1.7%

(Ordaz-Ortiz et al. 2005; Autio 2006; Saulnier et al. 2007).

Las caracteristicas estructurales de los AXs estdn ampliamente estudiadas,
pero se dispone menos informacién sobre los AXi, posiblemente debido a las
dificultades experimentales encontradas por su insolubilidad. Dado que éstos a su
vez representan en la harina la mayor parte de estos polisacaridos, es de amplio
interés su estudio. Para su analisis generalmente ha sido necesario implementar
estrategias de solubilizacion alternativas mediante soluciones alcalinas o
extracciones por digestiones enzimaticas (Saulnier et al. 2007). El tratamiento con
soluciones alcalinas permite romper algunos de los enlaces covalentes y de
hidrégeno entre los AX y otros componentes de la matriz celular, permitiendo de
esta manera solubilizarlos parcialmente para su posterior andlisis (Zhang et al.

2014).
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En general se ha encontrado que, si bien ambas fracciones presentan
estructuras similares existen diferencias en las caracteristicas estructurales entre
los AXs y los AXi. Algunos autores atribuyen estas similitudes que las fracciones
solubles posiblemente sean precursores de aquellos insolubles (J. a Delcour et al.
2010). Las diferencias reportadas tanto en su tamafio como en el grado y patron de

sustitucion se describen a continuacion.

El rango de peso molecular (PM) de los AXs es de 200.000 a 300.000 g/mol
mientras que para los AXi se entiende que estos valores resultan ser mayores
(Saulnier etal. 2007). Para las fracciones de AXi aisladas mediante tratamientos
alcalinos se han reportado tamafios menores posiblemente debido a que se liberan,
por el tratamiento alcalino, fracciones de AXi de menor tamafio capaces de
solubilizarse. En todos los casos las fracciones contienen polimeros con un amplio
rango de masa molecular y estructuras variadas, lo cual se define como alto indice

de polidispersion (Izydorczyk et al. 2007)

Se ha demostrado que la relacién tipica de A/X en los AX presentes en la
harina de trigo es aproximadamente 0.5-0.6 para los AXs, pero valores extremos
entre 0.31 - 1.06 han sido reportados (Izydorczyk et al. 2007). En investigaciones
de Pavlovich et al. (2016) se plantea que la baja sustitucién de Ara conlleva a una
conformaciéon mas extendida favoreciendo mayores interacciones y el agregado de
moléculas limitando asi su solubilidad. Estos investigadores proponen que cuando

la relaciéon A/X es menor a 0.43 la solubilidad decrece abruptamente.

1.2.4 - Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos (AF) son un componente que, ain encontrandose en muy
pequefia proporcion en los alimentos, resultan importantes desde el punto de vista
nutricional por su capacidad antioxidante. En los cereales dentro de este grupo de

compuestos predomina el Af (Kovacova y Malinova 2007).

En la harina de trigo se encuentra Af formando parte de los AX, tal como se
mencion6 anteriormente, unido a los residuos de Ara en su posiciéon 0-5 mediante
enlace éster (Zhang etal. 2014). Se ha reportado que los AXs con A/X bajos

contienen mayores cantidades de Af, lo cual sugiere que estos residuos podrian
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estar esterificados solo a sustituyentes de Ara unidas a residuos de Xil en la

posicion O-3 (Saulnier et al. 2007).

A pesar de que el Af es un factor estructural importante en los AX, la
cantidad de éste unido a los mismos es muy pequefia. En la literatura se
encuentran grandes variaciones con respecto al contenido de Af en AX (Skendi
etal. 2011). Lo normal es que aparezca unido por enlaces éster con los AX,

detectandose del orden de 0,3 a 0,5 pmol/g de harina (Copa Patifio et al. 2005).

Mientras que para los AXs se encuentran en el rango de 2 a 4 residuos de Af,
los AXi cuentan con 6-10 por cada 1000 residuos de Xil (Bonnin et al. 2005). Esto
representa entre 0.2-0.4 % de AXs (m/m) y 0.6-0.9 % en AXi (Saulnier et al. 2007).

1.3 - Elaboracion del pan

La harina de trigo es la unica que tiene la habilidad de formar una masa
cohesiva y tenaz, capaz de retener gases y dar productos aireados y livianos
después de su coccion (Hamer et al. 2009). Las masas elaboradas a partir de harina
de trigo presentan simultaneamente caracteristicas de liquido viscoso y de sélido

elastico, y es por esto que se clasifican como viscoelasticas (Rouillé et al. 2005).

El proceso de elaboracion del pan puede dividirse en tres operaciones
basicas: mezclado, fermentacion y horneado. A pesar de ser una practica que se ha
realizado desde hace largo tiempo, el proceso no puede entenderse completamente
posiblemente debido a que ocurren varios procesos fisicos y moleculares
acoplados (Miguel et al. 2013). Durante el proceso de elaboracién del pan ocurren
complejas transformaciones fisicas, quimicas y bioquimicas, las cuales afectan y

son afectadas por los constituyentes de la harina (Goesaert et al. 2005).

Durante la primer etapa se agregan agua y otros aditivos (al menos sal y
levadura) y se mezclan los ingredientes. Ademas de homogeneizar la mezcla se
hidratan las particulas de la harina, siendo el agua absorbida por las Pt, el almidon
y los AX, y se consiguen las caracteristicas plasticas de la masa por el desarrollo de
la red de gluten (Valencia Ojeda 2013). La consistencia de la masa sera
influenciada tanto por la cantidad de agua agregada, por la capacidad de la harina

para absorber el agua, y por las propiedades del gluten formado.

16



Ha sido reportado que durante el mezclado de los ingredientes y amasado
entre el 10 y 15% de los AXi son solubilizados (Autio 2006). Asimismo, se produce
un entrecruzamiento, por uniones covalentes, entre AX y con Pt, las cuales son

mediadas por Af (Figura 7) (Michniewicz et al. 1991).
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FIGURA 7: Naturaleza de las interacciones entre AX entre si o con Pt
mediadas por Af.
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Durante la siguiente etapa, la fermentacion, la levadura se reproduce
utilizando los azucares y los gases que se generan son retenidos en la masa. Por
consiguiente, ademas de la fermentacion de aztcares ocurre la modificacién del
gluten para un desarrollo dptimo de la masa y la posterior retencion de los gases

liberados durante la fermentacidn (Valencia Ojeda 2013).

Durante el horneado ocurren otras transformaciones que implican la
formacién de la cubierta, expansion del gas, evaporacion de agua, formaciéon de
una estructura porosa, gelatinizacion del almidon, desnaturalizacion del gluten y

reacciones de coloracion de la corteza (Miguel et al. 2013).

1.4 - Calidad panadera

Se entiende que un trigo es de buena calidad cuando satisface los requisitos
del comprador, en este sentido puede considerarse que un trigo pueda ser de

buena calidad molinera (siendo por ejemplo en este caso relevante el rendimiento
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del trigo para la obtencién de la harina), o de buena calidad panadera,
considerando las cualidades de la harina para la obtencién de productos
panificables. De manera general se entiende que un trigo tiene buena calidad
panadera cuando tiene propiedades que le permiten producir el pan con las
caracteristicas deseadas por el consumidor (J.A. Delcour et al. 2010). En la Figura 8
pueden observarse diferencias en los panes obtenidos de harinas de trigos de

distinta calidad.

FIGURA 8: Panes elaborados con trigo de diferente calidad (Verges y
Vazquez 2004).

A pesar de que los distintos componentes de la harina influyen en la calidad
de los panes obtenidos, es el gluten lo que confiere a la masa de extensibilidad,
viscosidad, elasticidad, cohesién y contribuye a la capacidad de absorcién de agua
de la masa. La presencia de estas Pt formadoras de gluten son las que hacen tUnicas
a las masas viscoelasticas elaboradas a partir de harina de trigo con, entre otras

cualidades, la capacidad de retencién de gases (Miguel et al. 2013).

En la actualidad, la cantidad de Pt es el principal indicador de calidad, la
cantidad recomendable es de al menos 11.5% aunque valores por encima de 12%
son deseables (Vazquez 2009). Como se menciond anteriormente el contenido de
Pt esta relacionado con la proporcion de éstas que formaran el gluten durante el
amasado y le confieren a los productos panificados de trigo cualidades unicas
(Doring etal. 2015). Sin embargo, para la determinacion de la calidad de una
harina para panificacion es de gran importancia conocer cdmo se comporta la masa

formada. Estas caracteristicas suelen conocerse estudiando sus propiedades
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reoldgicas, lo cual permite predecir el comportamiento de una harina durante el

proceso de panificacion.

La reologia estudia la respuesta de un cuerpo al que se le aplica una fuerza o
deformacion definida. En el proceso de panificacion resulta importante estudiar la
reologia en las dos primeras etapas del proceso de panificacion, durante el
amasado se pueden conocer las propiedades de mezclado y durante la

fermentacidn es posible determinar las propiedades de extension de las masas.

Se entiende que un trigo es de buena calidad cuando tiene elasticidad y
extensibilidad adecuadas, esto ocurre cuando es posible equilibrar la resistencia a
la deformacioén y la extensibilidad en la masa. La elasticidad esta relacionada con la
capacidad de la harina de volver a su forma original luego de sufrir una
deformacién y es fundamental para poder conservar la forma de la masa. Por otro
lado la extensibilidad refiere a la capacidad de la masa de extenderse sin romperse,

y esta cualidad es la que permite que la masa crezca (Vazquez 2009).

La estrategia para estudiar la reologia de las masas de trigo generalmente

incluye la obtencidn del farinograma, el mixograma y el alveograma.

El farinograma es utilizado principalmente para determinar la capacidad de
absorcién de agua de la harina y el comportamiento durante el mezclado de la
masa (Kieffer et al. 1998). El parametro mas importante que se puede obtener es el
de estabilidad de la masa (EST) y refleja tolerancia al exceso de mezclado, o
sobreamasado (Dowell etal. 2008). Otro parametro relevante, que es necesario
determinar para obtener el farinograma, es la absorcion de agua (ABS) y dado que
refleja la cantidad de agua que la harina absorbe hasta lograr una consistencia
determinada, estard relacionado con los componentes capaces de absorberla. El
valor deseable de ABS se encuentra por encima del 60% siendo los menores a 55 %

demasiado bajo (Vazquez 2009).

El mixograma permite estimar el tiempo 6ptimo y la resistencia de la masa
al mezclado, esto esta directamente relacionado a la extensibilidad de la masa y la
resistencia a romperse. Los principales parametros que se utilizan para predecir

las propiedades de la masa son el tiempo de amasado, desarrollo o mezclado de la
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masa (TMEZ), y la altura maxima del mixograma (HMAX). Los resultados obtenidos
del mixograma estan altamente correlacionados a los del farinograma, dado que

miden caracteristicas similares pero ofrecen informacién complementaria.

El alveograma es utilizado para determinar la fuerza y extensibilidad de la
masa (Kieffer et al. 1998). El equipo registra la presidon necesaria para inflar una
burbuja de aire en la masa hasta que esta se rompe. Si bien se pueden determinar
distintos parametros, el mas importante es la fuerza panadera (W) que determina
el trabajo necesario para inflar la burbuja hasta que se rompe. A partir de este
parametro es posible clasificar a los trigos segin este parametro en fuertes (W >
300 x 10-#]) o débiles (W < 200 x 104 ]J) (Verges et al. 2004). Se entiende en este

sentido que cuanto mayor sea W, mejor sera el pan que se elabore con ese trigo.

Del alveograma también se obtienen los pardmetros asociados a la
tenacidad o resistencia maxima de la masa (P) y la extensibilidad (L). EI cociente
entre estos dos parametros refleja el balance entre la elasticidad y la extensibilidad
de la masa (P/L). Cuando este cociente supera 1.5 se tiene una masa demasiado
elastica que resiste a ser extendida, por lo que se espera que el pan tenga poco
volumen. Cuando este valor no supera 0.5 la falta de elasticidad posiblemente
impida que el pan mantenga su forma, por lo que valores entre 0.5 y 1.5 se

entienden dptimos (Vazquez 2009).

En general las harinas obtenidas de variedades de trigos uruguayos suelen
formar masas con fuerza intermedia o alta (valores de W superiores a 200 x 10-#7]).
A pesar de esto, la baja extensibilidad es el mayor problema que presentan

(Vazquez y Watts 2004).

Si bien estos ensayos reolégicos permiten predecir el comportamiento de la
masa durante el proceso de panificacion, como se puede evidenciar son diversos
los factores que afectan la calidad del producto final. En este sentido se entiende
que otra manera de predecir qué tan bueno serda el pan que se obtenga es
elaborando el pan correspondiente. También se mencion6 anteriormente que para
distintos productos son necesarias propiedades particulares del trigo y la harina, a
pesar de esto existe consenso general en que un trigo sera mejor cuanto mayor sea

el volumen del pan que de él se obtenga (J.A. Delcour et al. 2010).
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Se ha descrito que el volumen de pan esta directamente relacionado con la
cantidad de Pt en la harina (Roels et al. 1993). Durante el proceso de panificacién
la capacidad que tenga la masa para retener los gases, proporcionada por el gluten
desarrollado durante el amasado, influenciara directamente su capacidad para

expandirse durante el horneado.

1.4.1 - Efectos de los componentes minoritarios sobre la calidad

El efecto de los AX en el proceso de producciéon del pan, se ha estudiado
desde la década de los 60 existiendo evidencia sobre la contribucién de los mismos
en la modificacion de la calidad de la masa; sin embargo la informacién
experimental es escasa y contradictoria. Algunos autores indican que tienen efecto
negativo sobre la calidad de la masa formada (Verjans etal. 2010; Zhang etal.
2014), mientras que otros sostienen que tienen efectos positivos (Courtin et al.

2002; Noort et al. 2010; Hemdane et al. 2016).

Las diferencias en las evidencias experimentales encontradas posiblemente
se deben a distintos factores. Por un lado, se encuentran diferencias sustanciales
por el estudio a partir de polimeros con diferente grado de purificacion y
composicion, distintas estrategias de experimentacidon como amasado y
panificacion por parte de los distintos autores (Izydorczyk et al. 2007). Por otro
lado, se encuentran diversos estudios que parcialmente permiten entender el
efecto de los componentes minoritarios sobre las propiedades panaderas de las
harinas a partir del agregado tanto de AX como de Af, con poca evidencia de que
esto pueda ser representativo de las variaciones originales de la harina en el
contenido de estos compuestos y su efecto en la panificaciéon. Se describen a
continuacién los efectos que se entiende provocan los componentes minoritarios

en el proceso de amasado y panificacion.

A pesar de ser constituyentes minoritarios de la harina, los AX tienen la
capacidad de afectar significativamente las propiedades de las masas y panes. Las
principales propiedades que influyen en la panificacién son su capacidad de
absorcién de agua y su capacidad para formar soluciones viscosas. De igual
importancia resultan las transformaciones que éstos pueden sufrir durante el

amasado, principalmente por la presencia de Af.
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Las propiedades de hidrataciéon de los AX pueden tener un fuerte impacto
en las propiedades funcionales de la harina. A pesar de que las Pt formadoras de
gluten, el almiddn y los AX estan presentes en la harina en distintas proporciones,
se ha reportado que pueden afectar la capacidad de absorcién de agua de manera
similar; contribuyendo aproximadamente en un 28, 34 y 25 % respectivamente
(Guzman etal. 2015), aunque estos valores pueden variar en funciéon de la

composicion de la harina.

De esta manera, cuando estdn presentes en grandes cantidades, los AX
limitan el agua disponible tanto para el adecuado desarrollo del gluten como para
la gelatinizacion del almidén (Houben etal. 1997; Autio 2006). Ademas de
competir por el agua con el gluten, pueden limitar su movimiento impidiendo la
formacién de agregados mds grandes al tener la capacidad de formar redes entre

ellos (Wang et al. 2004).

Por otro lado, la viscosidad de las soluciones de AX depende principalmente
de su proporciéon y tamafio molecular, mientras que las propiedades estructurales
tienen un efecto limitado (Bettge y Morris 2007). A pesar de esto, la formacion de
puentes de AF entre AX, sobre todo la fraccién soluble, puede afectar la viscosidad
al aumentar en gran medida el PM de los agregados de AX (Saulnier et al. 2007).
Estos entrecruzamientos provocan la obtencion de polimeros de mayor tamafio

que interactuan con la red de gluten durante el amasado (Wang et al. 2009).

El aumento en la viscosidad provocada por el contenido de AX asimismo
puede incrementar la permeabilidad de los gases contribuyendo a la elasticidad de
la matriz de Pt formadas a su alrededor. Se ha descrito que esto provoca efectos
positivos sobre la estructura de la masa y su estabilidad, permitiendo alcanzar
mayores volimenes de pan y mejorando la estructura y firmeza de la miga

(Izydorczyk et al. 2007; Miguel et al. 2013).

Por las interacciones que ocurren durante la formacion del gluten mediadas
por AF, el contenido de éste ultimo se entiende como un indicador de la calidad de
la harina para panificacién. Se ha demostrado que estas interacciones entre Pt y AX
mediadas por AF reducirian la elasticidad y tolerancia al mezclado de algunas

masas (Koh y Ng 2009; Skendi et al. 2011).
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Sumado a esto, se han descrito efectos divergentes sobre la calidad
panadera de las fracciones solubles e insolubles de los AX. Esto posiblemente se
deba a las diferencias estructurales y/o interacciones con otros componentes que
le confieren o no la capacidad de solubilizarse en agua. Mientras que los AXs, de
medio o alto PM, tendrian un efecto positivo sobre el volumen del pan, los AXi

provocarian efectos negativos sobre la calidad panadera (Courtin et al. 2001).

Se ha demostrado que los AXs aportan a la formacién del gluten, se ha
determinado que éstos aumentan la estabilidad y la estructura esponjosa de la
masa, resultando esto en un volumen mayor de pan y una miga mas fina y

homogénea (Courtin et al. 2002).

Por otro lado, se ha descrito que la fraccién insoluble tiene un efecto
negativo sobre las propiedades reolégicas y la calidad de la masa al interferir con
los procesos que ocurren durante el amasado. Ademas de sufrir variaciones
estructurales durante el proceso (Verjans etal. 2010), pueden alterar las
interacciones con y entre otros componentes o formar barreras fisicas,
distorsionando asi la formacién del gluten (Courtin et al. 2002; Wang et al. 2005;

Autio 2006; Collins et al. 2006).

Este efecto descrito para los AXi provoca la disminucion en la estabilidad de
las masas, resultando en panes de menor volumen y de miga mas aspera y firme

(Courtin et al. 2002; Izydorczyk et al. 2007).

En suma, las diferencias en cantidad y estructurales de los AX, incluyendo la
proporcion de AF que contienen sustituido, afectan sensiblemente las propiedades
de la harina al momento de la panificaciéon. Se muestra en la Figura 8 las
variaciones estructurales que podrian encontrarse en los AX de trigo. De acuerdo
con esto, Saulnier et al. (2007) propone que altas concentraciones de AF, altos PM
y un esqueleto de Xil poco sustituido son aspectos favorables para la formacién de
geles fuertes, y por ende positivos para la calidad panadera de la harina. Por el
contrario, Revanappa etal. (2015) propone que un esqueleto mas sustituido

aportaria a las propiedades funcionales de la harina.
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FIGURA 9: Variaciones estructurales propuestas de AX A) mas y B) menos
sustituidos. Adaptado de Revanappa et al. (2015).

1.4.2 - Mejora de la calidad panadera

En general se ha buscado mejorar la calidad de los productos panificados
obtenidos de trigo. En nuestro pais se cuenta con mas de un siglo de avances en la
mejora genética del trigo para la obtencidn de variedades con mejores cualidades,

incluyendo en estas la calidad panadera, por parte de INIA.

Con el objetivo de mejorar la calidad de los productos obtenidos se han
utilizado y se contintan utilizando aditivos de diversos origenes, éstos han sido
tanto quimicos como naturales. Los aditivos incorporados generalmente afectan
las interacciones, que ocurren durante el amasado, entre el gluten y otros

componentes de la harina (Autio 2006).

En la actualidad debido a los avances en la industria panadera y la siempre
creciente demanda por la utilizacién de productos seguros y naturales, sumado a
las recientes restricciones con respecto al uso de aditivos quimicos, las enzimas
han ganado importancia en la industria panadera (Ahmad 2009; Miguel et al.

2013).

El agregado de mejoradores enzimaticos a la harina y la masa es una
practica habitual que permite la estandarizacion de la harina como mejorador para

la panificacion. Las enzimas suelen agregarse para modificar la reologia de las
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masas, la retencion de gases y el ablandado de la miga en los productos panificados

(Miguel et al. 2013).

Las enzimas xilanasas desde hace décadas son extensamente utilizadas
como coadyuvantes tecnoldgicos en la industria panadera por sus beneficios
tecnolégicos. Se ha reportado que influyen positivamente sobre el volumen del
pan, la flexibilidad de la masa, la mayor durabilidad del producto y la mejora de la
estructura de la miga (Collins etal. 2006). Particularmente las endo-1,4-B3-
xilanasas (E.C. 3.2.1.8) son enzimas hidroliticas que catalizan la degradacion de los
xilanos, rompiendo al azar los enlaces glicosidicos -(1-4) de las cadenas de xilosa
presentes en la hemicelulosa de la pared celular vegetal (Obando Garz 2013). Si
bien el uso de estas enzimas puede mejorar algunas de las caracteristicas de la
masa, el agregado excesivo puede provocar una pérdida de la fuerza de la masa

generando una masa humeda y pegajosa.

Solo las enzimas xilanasas de las familias GH10 y GH11 aparentemente han
sido evaluadas en panificacidon y solamente la tultima se ha encontrado util con este
fin (Collins et al. 2006). Las diferencias en su accidn se deben a que las enzimas de
la familia GH11, de las cuales la Pentopan ® mono es la mas utilizada en panaderia,
son mas susceptibles al impedimento estérico provocado por las ramificaciones de
Ara, no tienen tan amplia especificidad y liberan fragmentos relativamente mas
grandes de AX (Miguel etal. 2013). En contraste las GH10 hidrolizan liberando
fragmentos mas pequefios, produciendo un efecto similar al que ocurre por
excesivo agregado de enzima GH11, generando masas pegajosas y con menor

capacidad de absorcion de agua (Collins et al. 2006).

Las xilanasas mas favorables para utilizar en la panificaciéon son aquellas
que preferencialmente actian sobre los AXi, ya que remueven la fraccion insoluble,
que interfiere con la formacién del gluten, y liberan AXs de alto PM, provocando un
aumento en la viscosidad, la flexibilidad y la estabilidad de la masa. Como
consecuencia se obtienen masas mas estables, flexibles y faciles de manejar

(Collins et al. 2006).
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1.5 - Investigaciones previas del equipo

Se inicia a partir del afio 2008 en el Laboratorio de Carbohidratos y
Glicoconjugados de los Departamentos de Quimica Organica y de Desarrollo
Biotecnolégico, UdelaR, una nueva linea de investigaciéon buscando abordar la
complejidad que representan los carbohidratos no amildceos sobre las

propiedades funcionales del trigo.

En los primeros trabajos de la autora se busc6 una primera aproximacidn al
entendimiento de la relacion entre la caracterizacion quimica de los carbohidratos
y los parametros tradicionales de prediccion de calidad. En estos casos se
obtuvieron resultados preliminares, necesarios de profundizar, dado que se trabajé
con un pequefio set de muestras de harina (3 variedades, una de ellas obtenidas de

distintos ambientes totalizando 5 muestras).

Los siguientes trabajos dan cuenta de las primeras investigaciones en el

area:

e Garofalo, L. (2008) Caracterizacion y cuatificacion de pentosanos en harinas
obtenidas de diferentes variedades de trigo que se cultivan en Uruguay.
Presentacion en el ciclo de Seminarios del Instituto de Quimica Bioldgica,
Facultad de Ciencias, UdelaR. Montevideo, Uruguay.

e Garoéfalo, L., Ferreira, F., Soule, S. y Vazquez, D. (2008) Cuantificacion y
Caracterizacion de Pentosanos en Harinas Uruguayas. En VII Congreso
Nacional de Trigo. Santa Rosa, Argentina.

e Garodfalo, L. (2010) Purificacién, Caracterizacion Y Cuantificacion de
Pentosanos En Harinas de Trigo Uruguayas. Tesina de grado, Facultad de
Ciencias, Universidad de la Republica.

e Gardfalo, L. (2010) Purificacién, cuantificacién y caracterizacion de
pentosanos en harinas uruguayas. Presentacion oral en ciclo de Seminarios
del Instituto de Quimica Biolégica, Facultad de Ciencias, UdelaR.
Montevideo, Uruguay.

e Garofalo, L. Ferreira, F. Vazquez, D. y Soule, S. (2011) Impact of
arabinoxylans on uruguayan wheat flour quality. 11 Conferencia

Latinoamericana del Cereal, Santiago de Chile, Chile.
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e Garodfalo, L., Vazquez, D., Ferreira, F., and Soule, S. (2011) Wheat Flour Non-
Starch Polysaccharides and Their Effect on Dough Rheological Properties.
Industrial Crops and Products 34(2): 1327-1331.

Estas investigaciones permitieron arribar a conclusiones preliminares sobre
la relacion existente entre las caracteristicas de los AX presentes en la harina y el

comportamiento de la muestra durante el proceso de amasado y panificacién.

Se encontré que existe una relacion entre el contenido de la fraccién
insoluble de AX y los parametros P y L obtenidos de los alveogramas. Se concluyd
entonces que cuando la cantidad de AXi es mayor, aumenta la resistencia a la
extension, y por el contrario, disminuye la elasticidad. Conllevando esto a una

correlacion directa entre el contenido de AXiy la relacion P/L.

A partir de lo anterior fue que nos propusimos, en el marco de este trabajo
de posgrado y proyectos financiados de investigacion, profundizar en las

investigaciones en el tema propuesto.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - General

Evaluar la influencia de la composicion quimica de arabinoxilanos sobre la

calidad panadera de las harinas.

2.2 - Especificos

Determinar la influencia de AX sobre los parametros de proteinas y su
funcionalidad.

Determinar la influencia de AX sobre las propiedades reolégicas de las
masas.

Determinar compuestos fenélicos presentes en las harinas de trigo.
Estudiar del efecto de la panificacion y una xilanasa comercial sobre los
AX.

Analizar grupalmente las relaciones estadisticas entre los parametros

estudiados.
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3 - MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Fueron estudiadas 31 muestras de harina de trigo obtenidas a partir de 13
variedades o lineas experimentales de Triticum aestivum (INIA Tijereta, INIA
Garza, INIA Chimango, Génesis 2346, Génesis 2359, LE 2360, Génesis 2354, INIA
Churrinche, INIA Carpintero, INIA Don Alberto, INIA Mirlo, INIA Madrugador y LE
2350) cultivadas en hasta 3 regiones uruguayas (Figura 9) en los campos

experimentales de INIA (Uruguay).

Uruguay 0 /
\' y
}

Montevideo
.

Figura 10: Mapa de Uruguay indicando las localidades de las que se
obtuvieron las muestras.

Todas las muestras fueron obtenidas a partir de la molienda de los cultivos
de trigo cosechados durante 2011 en un molino experimental Buhler MLU - 202.
Se detalla en la Tabla 2 a partir de qué variedad y de cual localidad fueron

obtenidas las muestras a estudiar.
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TABLA 2: Variedad de trigo y localidad en la que fueron cultivadas para la
obtencién de las muestras de harina.

* R2 ubicado en la ruta 2 (ciudad de Mercedes); Dol en ruta 21 km 325,5 (ciudad de
Dolores); y LE en ruta 50 km 11.

Muestra Genotipo Localidad*
1 INIA TIJERETA R2
2 INIA GARZA R2
3 INIA CHIMANGO R2
4 Génesis 2346 R2
5 Génesis 2359 R2
6 LE 2360 R2
7 Génesis 2354 R2
8 INIA CHURRINCHE R2
9 INIA CARPINTERO R2

10 INIA DON ALBERTO R2
11 INIA MIRLO R2
12 INIA MADRUGADOR R2
13 LE 2350 R2
14 INIA TIJERETA Dol
15 INIA GARZA Dol
16 INIA CHIMANGO Dol
17 Génesis 2346 Dol
18 Génesis 2359 Dol
19 LE 2360 Dol
20 Génesis 2354 Dol
21 INIA CHURRINCHE Dol
22 INIA CARPINTERO Dol
23 INIA DON ALBERTO Dol
24 INIA MIRLO Dol
25 INIA MADRUGADOR Dol
26 LE 2350 Dol
27 Génesis 2354 LE
28 INIA DON ALBERTO LE
29 INIA MIRLO LE
30 INIA MADRUGADOR LE
31 LE 2350 LE

Los solventes y reactivos utilizados fueron puros para analisis. La enzima

endo- f-(1—4)-xilanasa (Pentopan® mono) fue facilitada por el Centro de

Industriales Panaderos del Uruguay. Las enzimas a-amilasa (Liquozyme®SC 4X),

glucoamilasa (Spirizyme® Excel XHS) y endopeptidasa (Alcalase® 2.4 L FG)

30



fueron suministradas por Novozyme (Uruguay). Todos los analisis fueron

realizados por duplicado salvo que se especifique lo contrario.

3.2 - Parametros predictores de calidad

3.2.1 - Proteinas

El contenido de Pt en trigo se determina siguiendo el método clasico de
Kjeldahl (AACC 2000) ajustando por un factor de 5.7 necesario para la estimacion

en trigo.

3.2.2 - Parametros asociados al gluten

Se determiné gluten hiimedo (GH) e indice de gluten (GI) segin el método
de la norma UNIT-ISO 944-94 y el SDS con la técnica de determinaciéon del

coeficiente de sedimentacion (Amaya 1991).

3.2.3 - Volumen de pan

Se elaboraron panes de molde segun la técnica (AACC 2000) y pan francés
segun Paulley et al. (2004). Se determino el volumen de pan de molde (VPM) y de
pan francés (VPF) por desplazamiento de semillas y la relacion entre el alto y

ancho del pan francés (FrR).

3.3 - Caracterizacion quimica de los componentes de la harina
3.3.1 - Procedimientos generales
3.3.1.1 - Cromatografia en Capa Fina

En los casos en que se realizo cromatografia en capa fina (TLC) la misma se
desarrolld en las mismas condiciones descritas en Soule (2001). Se utiliz6 como
fase sélida una placa de silica Gel Alugram SIL G/UV254. Se utilizo como fase movil
una mezcla de MeOH:CHCI3:C3Hs0:NH4OH en una proporcion 42:17:25:17 y para
revelar se sumergieron las placas en una solucién de Orcinol (SIGMA) al 0.2 % en
una mezcla de EtOH:H2S04 en una proporcién 9:1 y posteriormente se quemo¢ la

placa.
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3.3.1.2 - Cromatografia gaseosa

Las condiciones particulares se describen en los casos en que se utiliz6 esta
estrategia. Se describen aqui las condiciones generales para la preparacion de las

muestras y condiciones de analisis de Cromatografia Gaseosa (GC).

Se realizd la reduccion y acetilacion de azucares segun Tomati et al. (2004).
Se agregd a los sélidos 0.1 ml de Myonositol (2 mg/ml) como estandar interno. Se
agreg6 0.1 mL de NH3 1 My 1.0 mL de NaBH4 (2 % en DMSO) y se mantuvo a 40 ¢C
durante 90 min. El exceso de NaBH4 fue destruido con 0.1 mL de acido acético
glacial. Se obtuvieron los acetatos de pentitol agregando 0.2 ml de N-Metilimidazol
y 1.0 ml de Anhidrido Acético y se dej6 alcanzar temperatura ambiente. Luego del
agregado de 4 ml de Hz0 se adicioné 1.0 ml de AcOEt. La fase organica se extrajo,
se secO con NazS04, se filtré y se evaporo el solvente. Los acetatos de pentitol se

retomaron en 10 pl de AcOEt.

Se inyectd 1pl de esta solucion en un GC Hewlett Packard HP 6860 series
equipado con un detector FID. Se utilizé una columna capilar, HO-5 con 5 % de
Fenilmetil Siloxano de 30.0 m x 250 um x 0.25 pm, con N2 como gas portador a una
presion de 13.9 PSIy un flujo total de 44.4 ml/min. Las temperaturas del inyector y
detector fueron 300 y 280 °C respectivamente. El programa de temperatura
utilizado fue el reportado en Soule (2001), la temperatura inicial de la columna fue
de 150 2C, se mantuvo a esta temperatura durante 2 min y luego se aumenté hasta

250 °C a una velocidad de 5 2C por minuto.

La identidad de los distintos picos en los cromatogramas para cada acetato
de pentitol se determind por comparacion con los tiempos de retenciéon (Tr) para

las soluciones estandar de los distintos acetatos de monosacaridos.

Para el calculo del factor de respuesta de Ara y Xil con respecto al estandar
interno se realizo el procedimiento descrito en Fernandez y Garcia (2012). Se
elaboraron una serie de soluciones mezcla de cada uno de los analitos de interés a
distintas concentraciones (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg) y estandar interno (0.2 mg) a

un volumen final de 10 pl. Se determiné la curva de respuesta para cada
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monosacarido con respecto al estandar interno para calcular posteriormente el

factor de respuesta a partir de la pendiente y corte con el origen.

3.3.2 - Pentosas libres

Para la determinacién de presencia de pentosas libres se tomaron 100 mg
de la harina, se le agreg6 10 ml de H20 y se mantuvo a 30 2C con agitacién durante
30 min, se centrifugd y el sobrenadante fue liofilizado. El s6lido obtenido se lo

sometid a reduccion, acetilacion y analisis segiin se describe en el apartado 3.3.1.

3.3.3 - Arabinoxilanos totales, solubles e insolubles

Pentosas totales

Para la cuantificacién de Ara y Xil se hidroliz6 quimicamente la harina,
empleando las condiciones descritas en Garoéfalo et al. (2008). A 100 mg de harina
se le agregd 1.0 ml de TFA 2 M y se mantuvo a 120 ¢C durante 1 h. Posteriormente
se le agreg6 a la solucidon obtenida 1.0 ml de MeOH y se llevo a sequedad. Los
azucares fermentables se removieron por el agregado de 2.0 ml de una suspensién
de buffer fosfato 0.2 M pH 7.0 con 25 mg/ml de levadura fresca Saccharomyces
cerevisiae, se incub6o 1 h a 37 2C con agitacidon cada 20 min (Hashimoto et al. 1987),
se centrifugd y el sobrenadante fue liofilizado. Al producto obtenido se lo analizé
mediante los procedimientos descritos en el apartado 3.3.1. Mediante TLC se
estudio en simultaneo al producto obtenido luego de la hidrdlisis y el producto

obtenido luego de la digestion con levaduras.

Pentosas solubles

Para la cuantificacidn de Ara y Xil en la fraccidn soluble se tomaron 100 mg
de harina, se le agreg6 1 ml de H:0, se agité durante 30 min, se centrifugd y el
sobrenadante se liofilizo. Al s6lido resultante se lo hidroliz6 de igual manera que se
describié en el parrafo anterior. Al producto obtenido se lo analiz6 mediante los
procedimientos descritos en el apartado 3.3.1. Mediante TLC se estudié en
simultaneo al producto obtenido de la fraccion soluble de la harina y el producto

obtenido luego de su hidrdlisis.
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Pentosas insolubles

La determinacién de la cantidad de pentosas insolubles se calculé6 mediante
la diferencia entre la cantidad total y la cantidad soluble. Para ello se utilizaron las

Ecuaciones 1y 2.
ARA (I) = ARA - ARA (S) ECUACION 1
XIL (1) = XIL - XIL (S) ECUACION 2

Arabinoxilanos

Los porcentajes de AX, AXs y AXi se determinaron a partir de la Ecuacién 3,
utilizando para el cdlculo las cantidades de pentosas encontradas para cada una de

las fracciones de AX (Du et al. 2009).
AX = (ARA + XIL) X 0.88 ECUACION 3

La relacion A/X se determind a partir del cociente entre la cantidad de Aray

Xil de cada una de las fracciones utilizando la Ecuacion 4.
A/X = ARA / XIL ECUACION 4

3.3.4 - Distribucion de peso molecular de AXi

Para el aislamiento y purificacibon de AXi se combinaron estrategias
descritas por Escarnot etal. (2011) y Du et al. (2009) ambas basadas en el

procedimiento descrito por Hollmann and Lindhauer (2005).

A 1.0 g de harina se le agreg6 7.0 ml de Buffer fosfato 0.05 M pH 5,8 y se lo
mantuvo a 100 2C durante 5 min. Luego se dejo alcanzar una temperatura de 85 °C,
se agregaron 10 pl de Liquozyme (diluciéon 1/10 en buffer) y se mantuvo a esta
temperatura durante 150 min. Posteriormente se llevo a 65 2C y se mantuvo a esa
temperatura con el agregado de 10 pl de Spirizyme (dilucién 1/10 en buffer)
durante 10 min. Luego se llev6 a 55 2C y se mantuvo durante 4 h con el agregado
de 50 pl de Alcalase. Por ultimo se aument6 la temperatura a 100 2C y se mantuvo
durante 15 min, se filtré con papel y el sélido obtenido se lavé con H20 y se dejé

secar a 50 °C durante 48 h.
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Para la purificacion de los AXi, al sélido obtenido se le agreg6 12 ml de H20;
2 %, 0.01 ml de silicona para prevenir la formacién de espuma, se ajust6 el pH a 11
y se mantuvo con agitacién a 60 2C durante 4 h. Posteriormente se centrifugé la
suspension. Los AXi se precipitaron del sobrenadante por el agregado de una
mezcla de EtOH:MeOH (95:5) hasta alcanzar una concentracion al 65 % de alcohol.
Se mantuvo a 4 2C durante 48 h luego se filtrd. El sélido obtenido se sec6 y guardé

para posterior analisis.

Para la determinacién de la distribucion de PM de los AXi, se utiliz6 un
sistema de cromatografia liquida de alta eficacia de exclusion por tamafio (HP-SEC)
equipado con una columna Shodex® OH-Pack SB-804 HQ, utilizando como fase
movil buffer Tris-HCl 0,2 M pH 9 a un flujo de 0.5 ml/min con un volumen de
inyeccion de 200 pL. Se inyectaron Glc, rafinosa y Pululanos (Shodex® P-82) como
marcadores de PM de tamafios: 180, 504, 6200, 10000 y 21700 g/mol

respectivamente.

3.3.5 - Acidos fenélicos

El aislamiento y la cuantificacion de los AF se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por Kovacova y Malinova (2007) sobre cinco muestras

seleccionadas de harina (M2, M4, M5, M12 y M21).

3.3.5.1 - Acidos fenélicos extraibles en metanol

A partir de 2.0 g de harina se efectuaron 2 extracciones sucesivas con 20 ml
de MeOH 80 % y con agitaciéon durante 10 min. Los sobrenadantes fueron
separados por centrifugacion y luego de mezclados se evapor6 el solvente a
presion reducida. El residuo obtenido fue secado bajo corriente de Nz y guardado

en la oscuridad para posterior analisis.

Parte de este residuo, fue solubilizado en 5 mL de MeOH, filtrado y sometido
a analisis por cormatografia liquida de alta eficacia (HPLC) utilizando un
cromatografo HP1200 series (Hewlett Packard) equipado con una columna de fase
reversa (LiChrospher® 100 RP-18 5p) y deteccion UV a A = 280 nm. La elucion fue
realizada en forma isocratica utilizando como fase movil una mezcla de

H204:C2H3N:CH3COOH (88:10:2) a un flujo de 0.5 ml/min. La cuantificacion de los

35



AF libres se efectu6 a partir de la curva de calibraciéon obtenida utilizando

soluciones estandar de acido ferulico (SIGMA F3500).

La otra parte del residuo fue utilizada para la cuantificacién de los AF
esterificados solubles en MeOH 80%. El residuo fue sometido a hidrolisis alcalina
por el agregado de 40 ml de NaOH 2M a temperatura ambiente, en oscuridad y con
agitacion durante 1 h. La solucion, asi obtenida, fue acidificada hasta pH 2, por el
agregado de HCl 12 M. Los compuestos fendlicos fueron obtenidos por
extracciones repetidas de AcOEt (5x40 ml). El solvente organico fue destilado a
presion reducida y el residuo retomado en MeOH para su posterior analisis por
HPLC en las condiciones descritas anteriormente. La estimacion de los compuestos
esterificados fue realizada por la diferencia entre el valor obtenido en esta

cuantificacion y la determinada en el punto anterior.
3.3.5.2 - Acidos fenélicos no extraibles en metanol

El residuo obtenido luego de la primera extraccion fue secado bajo corriente
de nitrégeno, sometido a hidroélisis alcalina en las mismas condiciones descritas

anteriormente y efectuado su analisis por HPLC segin lo indicado en 3.3.5-1.

3.4 - Propiedades reoldgicas y estructurales de la masa

3.4.1 - Alveograma

Se obtuvo el alveograma utilizando un Alvedgrafo Chopin MA 95
estandarizado por el método de la AACC 54-30 y por la norma UNIT-ISO 5530-4-
93. A 250 g harina se le agregaron aproximadamente 125 ml de agua, segun el
contenido de humedad de la harina, y NaCl y se amasé durante 8 min. La masa se
laminé y se cortaron cinco discos, que se dejaron descansar 20 min a 25 °C. Los
discos sobre una base se sujetaron y se inflaron con aire a velocidad de volumen
constante. La presion necesaria para inflar la burbuja se registr6 hasta que ésta se
rompi6. Del area del alveograma se obtuvo W, de la altura maxima P, de la
distancia entre el inicio del inflado y hasta que la burbuja se rompe se estimo L. Se

informa también el cociente P/L.
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3.4.2 - Mixograma

Se obtuvo el mixograma utilizando un Mix6grafo National Manufacturing
(TMCO, Lincoln, NE, USA) con amasadora de 10 g, estandarizado por el método
AACC 54-40. La cantidad de agua que se agreg6 dependid de la cantidad total de Pt
de la harina. Se obtuvo HMAX y TMEZ.

3.4.3 - Farinograma

Para la obtencion del farinograma se utiliz6 un Farinografo Brabender
modelo 810105 (Brabender GmbH & Co KG, Alemania) siguiendo el procedimiento
descrito en la norma 54-21 de la AACC (2009). Fue posible a partir de éste estimar
los parametros EST y ABS de la masa.

3.5 - Efectos de la panificacion y la accion de xilanasa sobre AX

Se obtuvieron los panes a partir de las cinco muestras seleccionadas (M2,
M4, M12, M21 y M24). A partir de 10 g de harina se elabor6 la masa mediante el
agregado de agua, sal y levadura. La masa obtenida se fraccioné en dos partes
iguales. La primera fraccion se corté y secéd en camara a temperatura ambiente y
una humedad aproximada del 10 % para luego obtener la harina de masa. La
segunda fraccidon se molde6 y horne6 para obtener un pequefio pan francés, el cual
se cortd y secd en camara en las mismas condiciones antes descritas para luego

moler y asi obtener la harina de pan.

Por otro lado se elaboraron y obtuvieron las harinas de masa y pan de
manera similar a lo descrito en el parrafo anterior salvo por el agregado de
Pentopan ® mono (0,15 mg/10g de harina) a la mezcla inicial de harina, agua, sal y

levadura.

De igual modo que en la seccién 3.3.3 se obtuvieron a partir de las harinas

de masa y de pan elaboradas las fracciones para la determinaciéon de AX y de AXs.

A partir de las fracciones obtenidas fue posible determinar el contenido en
AX, AXs y AXi y su relaciéon de Ara/Xil tanto para la harina de masa y de pan

siguiendo el procedimiento descrito en 3.3.1.2.
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3.6 - Analisis estadistico

Se estudiaron los coeficientes de correlacién simples entre los parametros
determinados utilizando Microsoft Excel. Considerando p>0.05, existieron
diferencias significativas entre dos variables cuando r? > 0.349 y r?2 > 0.811 al
analizar los resultados obtenidos para n = 31 o n = 5 respectivamente (Steel y

Torrie 1985).

Los resultados obtenidos de AXs en los experimentos de panificacion fueron
analizados mediante el programa Statistica version 6.1. Se examiné la normalidad
de los datos por el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante
el test de Bartlett. En los casos donde la distribucion de los datos fue normal y las
varianzas homogéneas, se evaluaron para cada variable las diferencias entre los
tratamientos mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una via y el test de Tukey
HSD (Honestly Significant Difference). En los casos restantes se realizé el analisis

de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis.

Se analiz6 el efecto de las distintas variables sobre los parametros
reologicos mediante el estudio de correlaciones multiples utilizando el software

SAS.

Se realizaron andlisis de componentes principales (ACP) utilizando el

programa Statistica version 6.1.
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4 - RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron para este estudio variedades de trigo que fuesen
representativas de la variabilidad local de las distintas harinas comercializadas en
el pais, en relacion a los principales parametros predictores de calidad panadera. A
su vez las variedades seleccionadas fueron cultivadas en distintas localidades
uruguayas. Fue posible de esta manera contar con muestras de harina que
contaran con gran variabilidad en sus propiedades permitiendo el estudio de la
influencia de la composicidon sobre estos factores. No es objetivo de este estudio
analizar el efecto que causa el ambiente y/o la genética sobre las propiedades del

trigo y la harina.

En el proceso de obtenciéon de las muestras de harina a partir del trigo,
utilizando un molino experimental que reproduce el proceso industrial, se logré la
separacion del endospermo del resto del grano, y su posterior disminucién de
tamafo. De esta forma se obtuvo para cada muestra un polvo blanco denominado

harina.

En este apartado inicialmente se presentan los resultados en relacion a los
parametros asociados a proteinas y los que permiten describir su funcionalidad, a
continuacién se detallan los resultados encontrados del estudio quimico de los AX
y luego se presenta el analisis y la vinculaciéon de los aspectos quimicos con los
tradicionales anteriormente descritos. A continuacion se incorporan al andlisis los
parametros determinados en relacién al comportamiento de la harina durante el
amasado, como también aquellos resultados que describen las transformaciones
de los AX por el proceso de amasado y panificacién y las variaciones que ocurren
por la accién de enzimas xilanasas. Por dltimo se presenta el estudio estadistico de
comparaciones multiples y de componentes principales de los resultados

encontrados.

4.1 - Parametros asociados a proteinas y su funcionalidad

Tal como se describié anteriormente el contenido de Pt resulta ser el
principal indicador de calidad panadera de una harina. Asimismo la calidad de las

Pt presentes y la proporcion de éstas que seran capaces de formar el gluten
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durante el amasado resultan un factor determinante de las propiedades de la

harina durante la panificacion.

Los parametros que tradicionalmente se utilizan para conocer parcialmente
la calidad de las Pt son GH y GI. Su capacidad para retener agua se suele estimar a

partir de una estrategia experimental simple y rapida como lo es el SDS.

Sumado a lo anterior, y dado que el volumen que pueden alcanzar los panes
es uno de los principales criterios de aceptacion del consumidor, se incluyeron en
el andlisis el volumen de pan francés (VPF), de molde (VPM) y la relacién entre la

altura y el ancho del pan francés (FrR).

Los resultados determinados para la totalidad de las muestras se presentan
en el Apéndice I (Tabla 15). En la Tabla 3 se presenta el resumen estadistico de los

resultados con respecto a estos parametros descritos.

TABLA 3: Promedio, rango y desviacién estandar de los parametros
asociados a proteinas y su funcionalidad.
MEDIA MIN MAX DESVEST

Pt (%) 142 125 16,2 0,9
GH (%) 37,3 295 50,6 41
GI (%) 90,7 59,7 1000 11,9
SDS (mL/g) 169 65 23,0 48
VPM (cm3/100g) 630 430 803 80
VPF (cm3/100g) 499 333 655 82
FrR 0,73 059 0,83 0,06

Se describen y discuten a continuacion estos resultados obtenidos en

relacion a estos parametros para la totalidad de las muestras.
4.1.1 - Proteinas

Se encontré que el porcentaje de Pt se encuentra en el rango entre 12,5 y
16,2 %. Ademas de representar un amplio rango en este parametro, estos
resultados estdn de acuerdo con lo reportado en la literatura y con los
requerimientos para su comercializacién la cual hace referencia a un minimo

recomendado de 11.5 % de Pt (Vazquez 2009).
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Se presenta en la Figura 11 el porcentaje de Pt determinado para las 31
muestras. Para su representacion grafica fueron agrupados los resultados
encontrados segun la variedad de trigo con el propdsito de permitir evidenciar las
variaciones en el set de muestras, no se busco asi establecer relaciones entre las

distintas variedades.
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FIGURA 11: Grafica del porcentaje de Pt en las harinas estudiadas.

Considerando que el contenido de Pt es el principal factor en la prediccion
de la calidad panadera y de acuerdo a la variacidon encontrada en este parametro,
es posible anticipar que existira variacion con respecto a la calidad de las muestras

seleccionadas, la cual a su vez seria representativa de la variabilidad local.

4.1.2 - Gluten

La fraccion de Pt que son capaces de formar el gluten durante el amasado
son las mas importantes desde el punto de vista tecnolégico. Estas juegan un rol
fundamental y le confieren a la harina de trigo cualidades unicas para la
panificacion. Estas Pt estan relacionadas a la capacidad de absorcion de agua,

cohesividad, viscosidad y elasticidad a las masas (Wieser 2007).

La cantidad de Pt formadoras de gluten y el agua que éstas retienen puede
estimarse a partir de GH. En general cuando este valor supera el 30 % se entiende
que la harina tendra buenas cualidades para el desarrollo del gluten (Vazquez

2009). Las muestras estudiadas estan comprendidas en el rango de 29.5 a 50.6 %
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de GH, por lo que se entiende entonces que a partir de la mayoria de las harinas

podra desarrollarse el gluten de manera adecuada.
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FIGURA 12: Grafica del porcentaje de GH en las harinas estudiadas.

Asimismo se estudio la relacion existente entre los resultados determinados
para Pt y GH. Se encontr6 que los valores encontrados de GH tienen una
correlacion directa, estadisticamente significativa, con los valores determinados
para el porcentaje de Pt (r? = 0,42). Se presenta en la Figura 13 el grafico de

dispersion que permite visualizar la correlaciéon entre ambos parametros.
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FIGURA 13: Grafica de porcentaje de Pt en funcién de GH.

Siendo que GH es un indicador de la proporcién de Pt formadoras de gluten
en la harina se entiende entonces que éstas, si bien presentan cierta variaciéon en

su cantidad, resultan estar en similar proporcién en las muestras estudiadas. Por
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lo anterior, es posible afirmar que la proporcién de Pt que formaran el gluten

durante el amasado es similar mas alla de que varie el contenido total de Pt.

Se encontr6 que la Unica muestra que presenta un porcentaje de GH por
debajo de lo recomendado es la M28, ésta se indica en la grafica de la Figura 13
mediante un recuadro. Particularmente, resulta interesante destacar, que esta
muestra también presenta bajos valores de Pt, el menor reportado para el conjunto

de muestras.

Otro de los parametros que permite describir las propiedades del gluten
que se forma durante el amasado es GI. Tal como se menciond en el capitulo
Antecedentes, este parametro permite identificar la proporcién de componentes
del gluten que se denominan fuertes, dado que depende de la cantidad de GH que
atraviesa un filtro al ser centrifugado, siendo los componentes mas fuertes del
gluten retenidos en el filtro (Dowell etal. 2008). A partir de esto entonces, es
posible clasificar a los trigos en fuertes o débiles. Un trigo es considerado fuerte

cuando su GI es superior a 90 %.

Como ya se menciond en apartado anterior en nuestro pais es muy comuin
encontrar trigos fuertes. En el conjunto de muestras se determinaron valores de GI
que se encuentran en el rango entre 60 a 100 % de GI. Se puede observar en la
Figura 14 la distribucion de los resultados encontrados para la totalidad de las

muestras analizadas.
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FIGURA 14: Grafica del porcentaje de GI en las harinas estudiadas.
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Si bien en la mayoria de las muestras se encontraron valores de porcentaje
de GI que permiten clasificar a estos trigos como fuertes, se encontré que el 25 %
de las muestras se encuentra por fuera de este rango. Esto representa una
desviacién, con relacibon a lo recomendado para su comercializacidn,
sensiblemente mayor en comparacion con lo determinado tanto para el contenido

de Pt como para GH.

Este grupo de harinas, que presentan GI por debajo de 90 %, provenientes
entonces de trigos débiles, particularmente presentan valores elevados de GH. Al
analizar la relaciéon entre ambos parametros del gluten se encontré una fuerte
correlacion significativa negativa entre ellos (r2 = -0.70). Se muestra en la Figura
15 la grafica de GI en funcién de GH para la totalidad de las muestras

evidencidndose la relaciéon negativa entre ambos parametros.
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FIGURA 15: Grafico de GI en funcién de GH.

Esta correlacion significativa negativa entre los parametros GH y GI
permitiria predecir que a mayor cantidad de Pt formadoras de gluten, asociado a

GH, menor sera la proporcion de componentes fuertes del gluten, asociado a GI.

En relacion a lo anterior, ha sido reportado que los polimeros de glutenina
son responsables de la fuerza de la masa y su elasticidad, mientras se asocia a la
gliadina como responsable de la viscosidad y elasticidad de las masas (Barak et al.
2013). Dada entonces la funcionalidad distinta de ambos grupos de Pt formadoras

de gluten, las variaciones en su proporcién podria alterar su funcionalidad. Estas
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variaciones en GI entonces estarian evidenciando variaciones en la proporcion de

estos componentes del gluten.

4.1.3 - Volumen de sedimentacion

Se muestra en la Figura 16 la distribucién de los resultados encontrados en
relaciéon a SDS, el cual como se menciona anteriormente es, reflejo de la cantidad
de agua que las Pt formadoras de gluten pueden absorber. Se describe que las
harinas para desarrollar un gluten de manera adecuada deben presentar un SDS

superior a 12 mL, aunque superior a 15 se entiende ideal.
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Figura 16: Grafica de SDS en las harinas estudiadas.

Se encontr6 que el SDS esta en el rango comprendido entre 6,5 y 23,0 mL.
Estos resultados evidencian una gran variabilidad entre las muestras estudiadas
dado que se cuenta con muestras que presentan valores de absorcion de agua

hasta casi 4 veces superior a otras.

Es posible observar de las graficas presentadas en la Figura 13 que la
distribucién de los datos estd de acuerdo con la correlacién positiva encontrada
entre este pardmetro tanto con Pt como con GI (r2 = 0,43 y r2 = 0,69
respectivamente). Si bien con ambos existe una correlacién significativa, el
coeficiente de correlacion al comparar el SDS con GI resulta mayor que con Pt. Este
hecho podria estar asociado a que los dos primeros estan directamente vinculados
con la funcionalidad de las proteinas formadoras de gluten, que si bien se ha

descrito tiene relacion con Pt este parametro considera Unicamente cantidad e
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incluye una pequefa proporcion de proteinas que posteriormente no formaran

parte del gluten.
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FIGURA 17: Grafica de Pt (izquierda) y GI (derecha) en funcién de SDS.

Estos resultados estan de acuerdo con estudios anteriores que reportan la
correlacion positiva entre el SDS y la capacidad de absorcién de agua de la harina
(Najafian 2012), resultando esto ultimo de importancia ya que se entiende que a
mayor cantidad de agua que éstas Pt puedan absorber mejor sera el

comportamiento de la harina durante la panificacion (Vazquez 2009).

4.1.4 - Volumen de pan

Se encontr6 que el volumen de pan para las muestras estudiadas se
encuentra en el rango de 430 a 803 mL para el caso del pan de molde y entre 333 y
655 mL para el pan francés. Se evidencia de estos resultados las grandes
variaciones que presentan las distintas muestras siendo que algunas alcanzan

practicamente el doble de volumen que otras.

Del andlisis de estos resultados en relacion a los anteriores es posible
determinar la fuerte correlacion positiva entre SDS con VPM y VPF (r2 = 0.60 y 0.84
respectivamente), las graficas de dispersion de los resultados determinados se
pueden observar en la Figura 18. De igual manera fueron determinadas
correlaciones positivas significativas entre el VPM y VPF con GI (r2 = 0.43 y 0.63

respectivamente).
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FIGURA 18: Graficas de VPM (izquierda) y VPF (derecha) en funcién de SDS.

Del andlisis del parametro FrR es posible indicar que no existe una
correlacion significativa con Pt. En este sentido se encuentra que para muestras de
similar FrR existen notorias diferencias en el contenido de Pt. Si consideramos la
funcionalidad de las Pt por medio del SDS se encuentra que las muestras con
mayores valores de FrR (M1, M8 y M15) resultan ser las que presentan mayor SDS.
Sumado a esto, se confirmd la relacion directa entre estos parametros (r? = 0.67) y
se puede observar en la Figura 19 el comportamiento del total de muestras en este
sentido, en la cual se indica con un recuadro el grupo de muestras con alto FrR
mencionado. Por otro lado, en la misma figura, es posible evidenciar la relacion
negativa entre los parametros FrR y el porcentaje de GH (r? = - 0.54), lo cual
resulta coherente con lo descrito anteriormente con respecto a la relacién entre

SDS y GH.
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FIGURA 19: Graficas de FrR en funcién de SDS (izquierda) y GH (derecha).

4.1.5 - Consideraciones en relacion a proteinas y su funcionalidad

Con los resultados hasta aqui descritos, en relacion al contenido de
proteinas y aquellos parametros que permiten describir su funcionalidad, es
posible entonces confirmar la variabilidad en el conjunto de las muestras

estudiadas.

Si tomamos en cuenta que el volumen del pan esta directamente vinculado a
la capacidad de retencién de gases y a la calidad del gluten formado, estamos
confirmando la fuerte relacion entre los parametros descritos en el presente
apartado. Esto esta de acuerdo con la relevancia del volumen de pan y la
importancia de la determinacion de los parametros asociados con Pt y gluten para

predecir la calidad panadera de las harinas.

Se encontré diversidad con respecto a la cantidad y también a la calidad de
las Pt totales y aquellas formadoras de gluten, a la fuerza panadera del trigo del
que provienen, y a su capacidad de formar panes de gran volumen. A pesar de esto
las mayores variaciones se determinaron en relacion a los parametros que
describen la funcionalidad del gluten (GI y SDS) mas que las que describen el

contenido de Pty gluten (Pt y GH).
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4.2 - Polisacaridos no amildaceos

Si bien los polisacaridos no amildceos se encuentran en la harina en
pequefia proporcidn, se ha descrito que estos juegan un rol determinante sobre las

propiedades de las harinas durante el proceso de amasado y panificacion.

En la Tabla 4 se presenta el resumen estadistico de los resultados obtenidos
en relacion a la cantidad de AX, las cantidades determinadas de su fraccion soluble
e insoluble en la harina, asi como la relacion entre los monosacaridos
constituyentes en estas fracciones. Se incluye asimismo la proporcién de AX que
son solubles dentro de este grupo de compuestos (porcentaje de AXs sobre el total
de AX). Los resultados determinados para todas las muestras se detallan en el

Apéndice I (Tabla 16).

TABLA 4: Promedio, rango y desviacién estandar de los pardmetros
asociados a cantidad y densidad de ramificaciones de AX.

MEDIA MIN MAX DESVEST
AX (%) 0,98 0,72 1,49 0,19
AXs (%) 0,31 0,16 0,62 0,10
AXi (%) 0,67 0,35 0,98 0,18
Proporcion AXs (%) 32,3 20,7 63,7 10,7
A/X en AX 0,27 0,18 0,43 0,05
A/X en AXs 0,50 0,39 0,66 0,07
A/X en AXi 0,18 0,00 0,34 0,09

En la Tabla 5 se presentan el resumen estadistico de los resultados
obtenidos en relacidén a la fraccion insoluble aislada de AX incluyendo el porcentaje
de extraccion y purificacién, el PM de ambos grupos de AXi determinados y su
cantidad relativa determinada a partir del 4rea (Aa y Ab). Los resultados

determinados para todas las muestras se detallan en el Apéndice I (Tabla 17).

TABLA 5: Promedio, rango y desviacion estandar de los parametros
estructurales de AXi aislados.

MEDIA MIN MAX DESVEST
PMa (g/mol) 12212 8033 16995 2521
PMb (g/mol) 4239 3178 5558 595
Aa 72,6 32,7 198,5 35,9
Ab 63,2 11,9 263,9 46,3
Aa/Ab 1,9 0,4 16,6 2,9
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En la tabla 6 se presenta el resumen estadistico de los resultados
determinados de los compuestos conjugados a ax, el contenido de af y
af. Los resultados determinados para todas las muestras se detallan en

el apéndice i (tabla 18).

TABLA 6: Promedio, rango y desviacion estandar de los compuestos
fendlicos conjugados a AX.

MEDIA MIN MAX DESVEST
Af* (ug/g de harina)* 6,1 2,7 12,5 4,4
AF* (ug/g de harina)* 7,7 3,1 17,3 6,3

*(ug/g de harina) determinados sobre 5 muestras seleccionadas.
4.2.1 - Pentosas libres

Del analisis por GC de los azucares libres no fue posible identificar picos
correspondientes a monosacaridos de pentosas. Se entiende entonces que la
concentracion de estos compuestos en las muestras de harina resulta menor que el
limite de deteccion para el instrumento y la técnica (0,002 y 0,004 % para Ara y Xil
respectivamente). Por lo anterior es posible predecir que las pentosas solo se

encontraran formando parte de compuestos de mayor tamafio, AX en este caso.

4.2.2 - Arabinoxilanos

La determinacion de AX requiri6 de la hidrolisis total de las muestras y de la
digestion selectiva de la Glc liberada debido a que su gran proporcién en la harina
interfiere con el analisis necesario para cuantificar Ara, Xil y AX. En este sentido
existen estudios que demuestran que el tratamiento llevado a cabo para la
remocion de la Glc liberada no afecta a las pentosas presentes (Hashimoto et al.

1987).

Se puede observar en la Figura 20 la composicidn de azucares del producto
de hidrdlisis (carril 3) y del producto de la digestion de Glc (carril 4). Si bien no es
posible identificar pentosas a las concentraciones trabajadas, se verifica la
presencia de grandes cantidades de Glc luego de la hidrolisis (carril 3) y su
disminucién practicamente total, al comparar la intensidad de las manchas, luego
de la digestion con levadura. Si bien se puede evidenciar que la digestion no
removioé la totalidad de la Glc, la disminucién en su cantidad permite el posterior

analisis mediante GC.
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FIGURA 20: TLC de AX. Carriles: 1 y 5 estandares de Xil y xilano, 2y 6
estandar de Glc, 3 hidrolizado de harina, 4 producto de digestion del
hidrolizado de harina.

Luego de la derivatizacion de las muestras y a partir de los perfiles
cromatograficos obtenidos se identificaron por comparacion de los Rf de
estandares los picos de Ara y Xil. Por el método de estandar interno, utilizando
Myoinoslitol, se determiné la proporcidn relativa en la harina de Ara y de Xil. En la
Figura 21 se muestra el cromatograma obtenido para una de las muestras (M1),

teniendo las restantes un perfil similar.
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FIGURA 21: Cromatograma de GC para la determinaciéon de AX en M1.
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De manera similar se estudié la composiciéon en AX de la fraccién soluble. El
analisis mediante TLC (Figura 22) permitié determinar la presencia de mono-,
oligo- y polisacaridos (carril 4). Fue posible conocer los monosacaridos
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constituyentes de éstos a partir del perfil obtenido luego de la hidroélisis de esta
fraccion soluble (carril 5), los cuales se determin6 que se encuentran formados

principalmente por hexosas y pentosas por comparacion con los Tr de estandares.

FIGURA 22: TLC de AXs. Carriles: 1 y 6 estandar de Xil, 2 y 7 estandar de
Glc, 3 y 8 estandar de xilano, 4 fraccién soluble de la harina,5 hidrolizado
de la fraccion soluble de la harina.

El andlisis mediante GC del producto de hidrélisis de la fraccion soluble de
la harina fue coherente con lo determinado mediante TLC. Se muestra en la Figura
23 el perfil cromatografico obtenido para una de las muestras (M1), resultando
similar para las restantes. Se identificaron residuos de Ara, Xil y Glc y se
cuantificaron, como se describié anteriormente para la fracciéon de AX, a partir del

método de estandar interno.
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FIGURA 23: Cromatograma de GC para la determinacién de AXs en M1.

Las cantidades relativas de Ara y Xil, el porcentaje de AX, AXs y AXi y la

relacion A/X para todas las muestras se determinaron a partir de las Ecuaciones 1-

4,

Para las muestras estudiadas la cantidad de AX totales oscil6 entre 0.72 y

1.49 % siendo en promedio 1.0 %. Este promedio obtenido coincide con el limite

inferior esperado descrito en Antecedentes. En relacién a la densidad de

ramificaciones, y la proporciéon entre los monosacaridos constituyentes se

encontrd para las muestras que las ramificaciones se distribuyen, en promedio,

cada 2 a 5 residuos de la cadena principal de Xil. Esto representa una relacién A/X

en el rango entre 0.2 a 0.5. Se muestra en la Figura 24 el porcentaje de AX y la

densidad de ramificaciones determinada.
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Figura 24: Graficas del porcentaje de AX en harina y la relaciéon A/X para

todas las muestras.
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AXs (%)

Los AXs representan entre el 0.16 y 0.62 % (0.31 % el promedio). Este
promedio encontrado, al igual que lo descrito para la fraccién total de AX, coincide
con el limite inferior de los datos reportados en la literatura. En el caso de las
muestras estudiadas asimismo se evidencian muestras que presentan valores que
abarcan el rango entre la mitad y el doble de este valor. El porcentaje de AX que son
insolubles se encontré que se resultan ser entre el 0,35 y 0,98 % de la harina
(promedio 0,67 %). A partir de las graficas presentadas en la Figura 25 se pueden
observarse la distribucion de los resultados encontrados con respecto al

porcentaje de las distintas fracciones de AX.

FIGURA 25: Porcentaje de AXs y AXi para las muestras estudiadas.

De acuerdo a los valores reportados en la literatura, los resultados
obtenidos en este estudio se encuentran por debajo de lo esperado con relacion al
contenido de AX totales, solubles e insolubles. Sin embargo, en consonancia con
estudios reportados, tal como se describié anteriormente, la proporcion de los AXs
en relacion al total result6 ser en promedio del 32 %, con una gran variabilidad en
este parametro; mientras que el rango esperado a partir de la bibliografia se
encuentra entre el 25y 33% (J. a Delcour et al. 2010) para las harinas estudiadas

se encuentra entre 21y 64%.

En relacion a la proporcién de monosacaridos constituyentes en las
distintas fracciones, soluble e insoluble, se encontraron diferencias que reflejan las
variaciones estructurales de los AX presentes en cada una. La relacion A/X

encontrada en los AXs es mayor en comparacion con lo encontrado para los AXij,
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siendo en promedio 0,49 y 0,19 respectivamente. En todas las muestras se
encuentra que la relacidon es menor a 0.35 para los AXi y mayor a este valor en los

AXs. Estos resultados pueden observarse de las graficas de la Figura 26.
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FIGURA 26: Grafica de la relaciéon A/X para las distintas fracciones de AX.

Este resultado confirma una diferencia estructural importante en las
distintas fracciones ya que una relacién mayor, como la encontrada en el caso de
los AXs indica directamente una mayor proporciéon de Ara y por ende de

ramificaciones de la estructura primaria de AX.

El grado de sustitucion y la distribucion de los residuos de Ara a lo largo de
la cadena de Xil resultan de gran importancia ya que afectan la capacidad de los AX
para interactuar entre ellos y con otros componentes de las paredes celulares. Se
ha reportado que los AX que cuentan con bajo grado de sustitucion tienden a
conformar complejos insolubles limitando asi la absorcidon de agua. Por otro lado
aquellos que se encuentran altamente sustituidos retienen gas y agua, y pueden

proporcionar textura suave y flexibilidad a la masa (Revanappa et al. 2015).

A partir de este grupo de parametros presentados es que se pueden
evidenciar algunas relaciones tanto entre la cantidad como con la densidad de
ramificaciones de los AX y de cada una de las fracciones de AX, soluble e insoluble,

estudiadas.
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AXi (%)

Por un lado es posible evidenciar la relacion entre los datos obtenidos para
AX con los de AXi (Figura 27), tanto del porcentaje de éstos como de la relacion
A/X, una tendencia positiva. Esto se confirma a partir de los analisis de correlaciéon
para estos datos encontrandose en ambos casos una correlacién positiva
significativa (r? = 0.86 y 0.83 respectivamente). Esta correlacién en los parametros
presentados podria estar explicado por la gran proporcion que resulta significar la
cantidad de AXi con respecto a la totalidad de AX (en promedio el 68% de AX son
AXi). Por lo anterior es que resultaria esperable que entre AX y AXi existan

caracteristicas compartidas.
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Figura 27: Grafica de porcentaje de AXi en funcién de AX (izquierda) y relaciéon A/X
en AXi en funcién de en AX (derecha).

Por otro lado, para cada una de las fracciones de AX estudiada se encontr6
una relacién directa entre la cantidad de éstos en la harina y su relacién A/X. Esto
indicaria que a mayores cantidades de AX, AXs y AXi mayor sera entonces la
proporcion de Ara en la cadena (r?2 = 0.82, 0.47 y 0.91 respectivamente). Se
muestra en la Figura 28 la distribucion de los resultados que permiten comparar la
relacion de A/X con el contenido de la misma en la harina tanto para AX como para
AXi, teniendo la fraccién AXs un comportamiento similar. Esto es evidencia de que
a mayor cantidad en la harina de estas fracciones entonces mas ramificaciones

presentaran.
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A/X en AX
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Figura 28: Graficas de A/X en AX (izquierda) y en AXi (derecha) en funcién del

porcentaje de cada una de las fracciones.

4.2.3 - Distribucion de peso molecular de AXi

La fraccién insoluble de AX fue obtenida a partir de la combinacién de
distintas estrategias experimentales que involucraron diversas etapas.
Inicialmente se gelatiniz6 el almidon e inactivd las enzimas enddgenas que
pudieran estar presentes en la harina. Luego se degrad6 el almidon y proteinas a
componentes de menor tamafio que fuesen capaces de solubilizarse en agua, para
conservar la fraccion insoluble de la harina enriquecida en AX. Para permitir el
analisis de esta fraccion se la traté con un medio alcalino, dado que la ruptura de

las uniones éster permite solubilizar parcialmente a los AXi en agua.

Se obtuvieron porcentajes de extraccion y purificacion de AXi que
presentaron grandes diferencias entre las distintas muestras de harina. Fue
posible recuperar en la purificacion entre el 14 y el 73 % de los AXi con un
promedio de 34 %. Estas diferencias pueden deberse tanto a la naturaleza de los
AXi y su capacidad para solubilizarse en soluciones alcalinas como a la eficacia del

proceso de extraccion y purificacion.

El tratamiento alcalino hidroliza los enlaces éster que unen a los AX con
otros componentes de la harina. En consecuencia, se purificaron aquellos AXi
capaces de solubilizarse en soluciones alcalinas, principalmente aquellos que

fueran insolubles debido a interacciones con otros componentes de la harina.
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A partir de los cromatogramas de HP-SEC se obtuvo el perfil de distribucion
de PM de los compuestos aislados. Este analisis, que permite obtener la
distribucion de PM, separa los componentes de la fraccion aislada en funcion de su
tamafio. Dado que los compuestos de mayor tamafo resultan ser menos retenidos
en la columna de cromatografia, entonces arrojaran sefiales a tiempos menores,
mientras que los compuestos de menor tamafio se identificaran en los perfiles a

mayores Tr.

Se muestran en la Figura 29 los perfiles cromatograficos obtenidos para las
muestras estudiadas. Cabe destacar que los perfiles de las fracciones aisladas

presentan ciertas variaciones aunque comparten caracteristicas comunes.
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Dado que resulta poco claro el estudio de los perfiles a partir de la Figura
anterior, se muestra en la Figura 30 el mismo perfil cromatografico de HP-SEC
obtenido para algunas muestras seleccionadas, con el propdsito de permitir
visualizar de una manera mas clara las diferencias y similitudes en algunos perfiles

que se describen a continuacidn.

IR

Tiempo (min)

FIGURA 30: Perfil cromatografico obtenido mediante HP-SEC obtenido de
las fracciones de AXi aisladas para las muestras M4, M7, M11, M13 y M24.

Los perfiles cromatograficos no permiten, por la forma particular de las
sefiales, identificar compuestos de tamafio Uinico, sino que representan grupos de
compuestos de tamafio similares en cada una de las muestras, esto se describe
comunmente como alto indice de polidispersidn. Esto, y en consonancia con la
literatura, indica que los AX no presentan un PM tdnico sino que estan presentes en
la harina como grupos de compuestos de tamafios similares, que posiblemente
presentan variaciones tanto en el largo de la cadena de Xil como en la cantidad de

ramificaciones de Ara.

Fue posible identificar, en todos los perfiles cromatograficos, dos grupos de
compuestos con rangos de PM diferentes entre si. Los grupos de compuestos que
presentan el maximo en las sefiales de IR entre los 19 y 20 min se denominaron de
PM alto (PMa), mientras que aquellos que lo hacen entre los 20 y 21 min como de

PM bajo (PMb).
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A partir de la relacion logaritmica entre el Tr y el PM de estdndares de
tamafio conocido (Figura 31) se estim6 el PM medio de los picos identificados. Para
el primer grupo (PMa) se encontraron maximos comprendidos en el rango de 8000
a 17000 g/mol, indicando que se tratan de compuestos de pentosas conformados
por entre 60 y 128 unidades. Por otro lado, los del segundo grupo (PMb) presentan
mayoritariamente compuestos entre los 3000 y 6000 g/mol (conformados por

entre 23 y 41 unidades de pentosas).
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FIGURA 31: Curva de calibracién de HPSEC.

Con respecto al PM de los grupos encontrados, si bien en la literatura se
reporta la presencia de estos dos grupos que se diferencian entre si por su tamario,
se describen valores mayores en relacion al tamafio. Estos estudios, se basan en el
estudio de los AXi aislados de las partes externas del grano, de los cuales se sabe
que tendran diferencias en su tamafio y estructurales en comparacion con los AXi
aislados de la harina (Escarnot etal. 2011). Por lo que no resulta adecuado
establecer comparaciones entre lo reportado y lo determinado del mencionado
andlisis. Es necesario considerar que el tratamiento alcalino fuerte rompe enlaces
éster que pueden tener los AX entre si o con otros compuestos. Por lo que es
relevante considerar que el andlisis estudia las fracciones no degradadas que se
liberan al romper los estos enlaces, lo que se podria denominar como las unidades

basicas 0 monomeéricas que se encuentran formando a los AXi.

Al comparar el PM de ambos grupos se encontr6 una correlacion

significativa positiva (r? = 0.44) (Figura 32). Esta relacién estd de acuerdo con lo
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planteado por Cleemput etal. (1995), quienes proponen que si bien existen
variaciones para cada harina, proponen también que todas las fracciones de AXi
presentan dos grupos de compuestos de similar PM pero que estadn presentes en

diferentes cantidades relativas.
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FIGURA 32: Grafica de PMb en funcién de PMa.

Por otro lado, este analisis permiti6 estimar la cantidad relativa de cada uno
de los grupos de AXi identificados. Dado que la intensidad de las sefiales esta
directamente relacionada con la concentracion de los compuestos, esta cantidad
relativa se estimé integrando el 4rea debajo de las curvas (definidas como Aa y Ab

para los grupos de PMa y PMb respectivamente).

Esta cantidad relativa resulta ser una medida arbitraria que, estudiada de
manera independiente a los restantes parametros determinados de este estudio,
aporta escasa informacién. De todas maneras, esta determinacién permite por un
lado determinar la relacién entre ambas (Aa/Ab) indicando la proporcién de
componentes de alto y bajo PM en la fracciéon insoluble de AX y por otro lado

permite correlacionar esta informacion con otros factores.

En la figura 33 se comparan las areas relativas, representando de esta
manera la proporcidn relativa de cada uno de los grupos en el total de la fracciéon

insoluble aislada, para cada grupo.
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FIGURA 33: Grafica de Ab en funcién de Aa.

Cabe destacar que la muestra M11 presenta Aa sensiblemente por encima
de las demas, e incluso una relacién Aa/Ab casi 9 veces mayor que el promedio,
indicando la mayor proporciéon de componentes de alto PM en la fraccién insoluble
aislada. Se evidencian las particularidades de esta muestra al combinar altos
valores de Pt con bajo SDS, parametros que presentan una correlacién positiva al
analizar la totalidad de las muestras, indicando que aun en gran proporcion, la
funcionalidad de las Pt, o mas especificamente su capacidad de retencién de agua,
en la M11 resultaria ser limitada. Por otro lado la muestra M26 que presenta
mayor Ab, presenta valores cercanos al promedio para los restantes parametros

estudiados.

4.2.4 - Acidos fenélicos

A partir de la estrategia experimental desarrollada fue posible determinar
distintas fracciones de AF presentes en las muestras. Por un lado las fracciones
extraidas en metanol contienen a aquellos compuestos fendlicos que se encuentran
o bien libres o bien unidos a compuestos de bajo PM, liberados estos ultimos de la
hidrélisis alcalina. Del andlisis por HPLC de estas fracciones no se detectaron
cantidades significativas de AF. Por otro lado, al estudiar las fracciones no
extraibles en metanol, fue posible determinar los AF que en las muestras se
encuentran unidos mediante enlaces éster a compuestos de alto PM,

encontrandose a los AX y Pt dentro de este grupo.
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El analisis por HPLC, dado que detecta sefiales de compuestos que absorben
en el espectro ultravioleta, permite identificar Af y otros AF. La cantidad de estos
compuestos fueron estimados a partir de la curva de calibracion elaborada a partir
de soluciones de distintas concentraciones de Af, por lo que se reportan los valores
que corresponden a cantidades de éste. Se muestra en la Figura 34 el
cromatograma de HPLC obtenido para una de las muestras (M21), evidenciandose

la sefial de Af (Tr 12,7 min), obteniéndose para las restantes perfiles similares.

VWD A, Wavelength=310 nm (FERULICOSMS\L4880.0)
mALl

12:686

13.439

o L] 10 15 20 25 min

Figura 34: Cromatograma de HPLC de la fraccion aislada de AF no
extraibles en metanol parala M21.

Se muestra en la grafica de la Figura 35 la concentraciéon de las distintas
fracciones para las 5 muestras analizadas. El contenido de Af se encontr6 en el
rango de 2,7 a 12,5 pg por g de harina, mientras que el de AF totales result6 entre
3,1y 17,3 pg por g de harina. Si bien, tal como se mencion6 anteriormente, se han
reportado previamente grandes variaciones en el contenido de compuestos
fenolicos presentes en harina de trigo, los resultados se encuentran en

consonancia con lo reportado por Skendi et al. (2011).
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FIGURA 35: Grafica del contenido de AF y Af en las muestras M2, M4, M5,
M12 Y M21.

A partir de los valores determinados se pudo estimar que la proporcién de
Af resulta ser entre 72 y 95 % con respecto a la totalidad de fenoélicos. Confirmando
esto entonces su gran proporcion, ya que el Af es el principal aporte a los AF en

trigo, aspecto descrito anteriormente en la literatura.

A partir de estos resultados, en relacién a los compuestos fendlicos, se
evidencia una fuerte correlacion positiva, significativa estadisticamente, entre Af y
AF (r2 = 0.99), lo cual a su vez puede observarse claramente a partir de la Figura
36. Es decir, mas allad de que varie la concentracion, o la cantidad de compuestos

derivados de AF, éstos lo hacen en la misma proporcion en cada harina.
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FIGURA 36: Grafica de la concentracion de AF en funcion de Af.

Sumado a la relevancia ya descrita de estos compuestos en la funcionalidad
de las harinas se encontré una correlacién directa entre el contenido de Af y otros
parametros estudiados, tanto con el contenido de AXs y PMa. Se muestra en la
Figura 37 las graficas que permiten evidenciar la distribuciéon de los datos al

comparar estos parametros.
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FIGURA 37: Concentracion de Af en funcion de AXs (izquierda).
Concentracion de AF en funciéon de PMa (derecha).

Por un lado es interesante destacar la correlacion del contenido de Af con el
de AXs (r2 = 0.82). Es relevante recordar la relacién encontrada entre el contenido
de AXs y su densidad de ramificaciones. En este caso el mayor contenido de Af
estarfa asociado a una mayor cantidad de AXs y a una mayor proporcién de

residuos sustituidos. Por otro lado se encontraron correlaciones significativas
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entre las cantidades de fendlicos, tanto Af como AF, y el PM del grupo de AXi de
mayor tamano (r? = 0.93 y 0.94 respectivamente), indicando que posiblemente la
presencia de estos compuestos en las fracciones insolubles de AX resulta ser

proporcional a su tamafio.

4.3 - Influencia de los AX sobre los parametros asociados a
proteinas y su funcionalidad

Inicialmente se estudié la influencia de los AX sobre los parametros
predictores de calidad a partir de las correlaciones simples. Resulta relevante de
destacar que no se encontré correlacion alguna entre los parametros

determinados en relacion a AX y el contenido de Pt en las harinas.

Por otro lado, se encontro6 relacion entre los parametros de AX con aquellos
que estan directamente vinculados con las propiedades de las proteinas
formadoras de gluten. Existe una correlacion significativa negativa entre el
contenido de AX y el SDS (r? = -0.37). La distribucién de estos datos puede

observarse en la grafica de la Figura 38.
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FIGURA 38: Grafica de SDS en funcién de AX.

También se encontrd una correlacion significativa entre la relacion entre las
cantidades de los grupos de AXi purificados, Aa/Ab, y el porcentaje de GH (r? =
0.53). Se muestra en la Figura 39 la distribuciéon de los datos de GH en funcién de

Aa/Ab. Particularmente la muestra que presenta mayores valores de Aa/Ab, M11,
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VPM (mL)

también tiene la menor relaciéon FrR, el mayor porcentaje de GH y coincide con

altos valores de Pt y AX y bajo SDS y relaciéon A/X en la fraccion soluble.
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FIGURA 39: Grafica de GH en funcién de Aa/Ab.

Con respecto al volumen de los panes se encontraron también correlaciones
significativas negativas entre AX y el VPM y VPF (r2 = -0.37 y -0.45

respectivamente) (Figura 40) y entre este ultimo y el porcentaje de AXi (r? = 0.37).
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FIGURA 40: Graficas de VPM (izquierda) y VPF (derecha) en funcion de AX.

Si bien en este analisis no se encontr6 una relacion significativa entre el
contenido de AXs y el volumen del pan, dada la fuerte correlacion entre los AX y
AXi descrita anteriormente, los resultados encontrados estin de acuerdo con lo
reportado por Courtin, Gelders, y Delcour (2001). En este trabajo los autores
proponen que los AXi insolubles provocan efectos negativos sobre el volumen del

pan. Otros autores asimismo confirman la influencia de estos compuestos
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= 0.7

proponiendo que principalmente el volumen del pan estd afectado tanto por la
cantidad de Pt, el contenido de AX y su extractabilidad en agua como por las

interacciones entre estos (Shogren et al. 1987; Amiour et al. 2002).

Con respecto a la relacién entre el alto y el ancho del pan francés se
encontré que estd de alguna manera influenciado por el contenido de AX y por

Aa/Ab (r2 =-0.37 y -0.43 respectivamente) (Figura 35)
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FIGURA 41: Gréficas de FrR en funcién de AX (izquierda) y de Aa/Ab
(derecha).

A partir de las correlaciones encontradas es posible entonces anticipar que
las variaciones en el contenido y/o en las caracteristicas de los AX presentes en la
harina tienen relacién con los pardmetros que tradicionalmente permiten describir
el comportamiento del gluten durante el proceso de panificacion. Principalmente
en relacion a la cantidad total de AX y la proporcion de los distintos grupos de AX

dentro de la fraccién insoluble.

En general se encontr6 que los AX tienen una influencia negativa sobre los
parametros tradicionales de prediccién de calidad como son el SDS y el volumen de
pan, éstos ultimos vinculados directamente con el contenido de Pt y la
funcionalidad de estas formadoras de gluten durante el amasado. Por otro lado se
encuentra positiva la relaciéon entre la proporcion de los AXi purificados de mayor

tamafio y el GH y FrR.
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4.4 - Propiedades reoldgicas y estructurales de la masa

Las propiedades reoldgicas de las masas se utilizan tradicionalmente para
predecir el comportamiento de las harinas durante las etapas iniciales del proceso
de panificaciéon. Los parametros determinados son actualmente utilizados para
estimar diversas caracteristicas reolégicas de las cuales se conoce que se
encuentran directamente relacionadas o permiten predecir el volumen del pan, la
capacidad de absorcion de agua de la masa, la estabilidad de la masa y la calidad de

la harina para la elaboraciéon de diversos productos.

Los resultados determinados en relacién a las propiedades reoldgicas y
estructurales de la masa se detallan para todas las muestras en el Apéndice I
(Tabla 19). En la Tabla 7 se presenta el resumen estadistico de los resultados
obtenidos en relaciéon a la fuerza panadera de la masa, su elasticidad y

extensibilidad determinados a partir del Alveograma.

TABLA 7: Promedio, rango y desviacién estandar de los
parametros obtenidos del Alveograma.
MEDIA MIN MAX DESVEST

W (J x 10-4) 314 160 510 86
P (mm) 85 55 124 17
L (mm) 96 34 146 26
P/L 1,0 04 30 0,5

En la Tabla 8 se presenta el resumen estadistico de los resultados tanto de

EST como ABS de la masa determinados del Farinograma.

TABLA 8: Promedio, rango y desviacion estandar de los
parametros obtenidos del Farinograma.
MEDIA MIN MAX DESVEST
EST (min) 35,8 7,5 79,0 20,1
ABS (%) 58,3 52,3 64,8 2,6

En la Tabla 9 se describen asimismo los resultados determinados a partir

del Mixograma, siendo éstos HMAX y TMEZ de la masa.
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TABLA 9: Promedio, rango y desviaciéon estandar de los
parametros obtenidos del Mixograma.
MEDIA MIN MAX DESVEST
HMAX (cm) 51 3,6 6,3 0,6
TMEZ (min) 5,7 3,3 9,7 1,5

A continuaciéon se analizan los resultados obtenidos en relaciéon al
comportamiento y propiedades reoldgicas de las masas y su posible vinculacién

con la caracterizacion quimica de los carbohidratos no amilaceos.

4.4.1 - Alveograma

El parametro mas relevante obtenido de este andlisis es W, o la fuerza
panadera de una harina. En el conjunto de muestras estudiadas solo algunas tienen
valores de fuerza de acuerdo a los valores entendidos como ideales. La mayoria de
las harinas analizadas tienen un W superior a 300 x 10-4 ] por lo que se entiende
que fueron obtenidas a partir de trigos fuertes. Se presenta en la Figura 42 la
grafica de dispersion de los resultados determinados para W en funcién del
contenido de los componentes minoritarios, los AX. Se encontré de la comparacién
de estos dos parametros mencionados una correlacion estadisticamente
significativa que describe su relacion inversa (r? = 0.36), es decir se encuentra para
muestras que tienen mayores valores de W entonces un menor contenido de AX y

viceversa.
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FIGURA 42: Grafico de W en funcion del contenido de AX.

Al estudiar la relacién de este parametro determinado del alveograma, W,

con otros estudiados en apartados anteriores resulta interesante de destacar la
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relacién que presenta con aquellos relacionados al contenido de proteinas y la
funcionalidad de aquellas formadoras de gluten. En este sentido se encontré que W
presenta una correlacion positiva, estadisticamente significativa, con SDS, Gl y el
contenido de Pt (r2 = 0.76, 0.62 y 0.41 respectivamente). Esto esta de acuerdo con
investigaciones anteriores (D’egidio etal. 1993). Como se evidencia de los
coeficientes de correlacidn, este parametro que permite clasificar a los trigos en
fuertes o no, W estaria mas fuertemente correlacionado con los parametros que
describen la funcionalidad de las proteinas formadoras de gluten (SDS y GI) que

con el contenido de Pt en si.

Con respecto a los parametros predictores de L y elasticidad de las masas se
puede notar, a partir de la Figura 43 que no todas las harinas se encuentran

comprendidas en el rango esperado para el adecuado desarrollo de las masas.
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FIGURA 43: Graficas de L (izquierda) y P/L (derecha) en funcién de AX.

Aquellas harinas en las que se obtienen valores de P/L superiores a las
deseadas coinciden con aquellas que contienen mayor proporcion de AX. Se
observa para estas muestras la baja L. La muestra M28 que presenta el mayor
valor de P/L se destaca entre las que presentan bajo W y particularmente alto
porcentaje de AXi. Por otro lado, las muestras con menores valores de P/L, M6, M7
y M8, presentan las menores relaciones A/X en las fracciones soluble, total e

insoluble respectivamente.

Se confirman los resultados preliminares descritos en Garéfalo et al. (2011)

con respecto a las correlaciones negativas que presentan los resultados obtenidos
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de L con AX y AXi (r2 = -0.49 y -0.38 respectivamente) y positivas entre P/L y AX y
AXi (r2 = 0.49 y 0.46 respectivamente).

Una mayor cantidad de AX y AXi se ha descrito que provoca agregados de
mayor tamafio en la masa, y por esta razdn, podria perder o verse reducida su
capacidad para extenderse sin romperse (L). Este aspecto resulta particularmente
relevante ya que la extensibilidad es la principal limitante de la calidad de los

trigos en nuestro pais (Vazquez et al. 2004).

4.4.2 - Farinograma

Los pardmetros mas relevantes que ofrece el farinograma son ABS y EST.
En relacién al primero, siendo la cantidad de agua que una harina absorbe hasta
alcanzar una consistencia determinada, se encontr6 que las muestras presentan
valores de ABS que se encuentran en el rango entre 52 y 65 %. Recordando en este
sentido que un porcentaje superior a 60 se considera ideal y uno inferior a 55 se
considera inadecuado para el correcto desarrollo de las masas. Si bien solo 7
muestras estan por encima de los valores ideales, la mayoria esta por encima del

valor minimo adecuado.

En relacién a los resultados encontrados de EST, encontrados en el rango
entre 7 y 79 min, se evidencian notorias diferencias y variaciones entre las

caracteristicas de las distintas muestras analizadas.

Ambos parametros obtenidos de este estudio, se encontré que estan
inversamente relacionados (r? = -0.64). Es decir a mayor capacidad de absorcién

de agua se encontré que menor es la estabilidad de la masa formada.

Asimismo, se confirman los resultados descritos por Dowell et al. (2008)
con respecto a la fuerte vinculacién entre los parametros obtenidos del
farinograma, principalmente la EST y el volumen del pan. Se encontr6 una fuerte

correlacion positiva del VPF con EST (r?2 = 0.71) y negativa con ABS (r? = -0.53).

Al estudiar la relaciéon entre los parametros del farinograma y los
relacionados a los AX se encontré que existe una tendencia negativa y positiva

entre el porcentaje de AX con la EST y ABS respectivamente (Figura 44). La
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EST (min)

muestra M3 tiene un porcentaje de ABS por debajo de 55%, siendo esto
considerado demasiado bajo. Por otro lado con respecto a la estabilidad, las
muestras que presentan los mayores valores de EST, M1 y M2, indicados con un
recuadro en la figura, coinciden en presentar los menores porcentajes de AX, a

pesar de esto no se encontraron correlaciones significativas estadisticamente al

comparar estos parémetros.
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FIGURA 44: Graficas de EST (izquierda) y ABS (derecha) en funcién de AX.

Con respecto a otros parametros obtenidos del analisis de los carbohidratos
no amilaceos, se encontr6 que ABS estd positivamente correlacionado con la
proporciéon de ramificaciones de Ara en los AX, A/X (r2 = 0.35) y con la relacion

Aa/Ab (r2 = 0.41). Se muestra en la Figura 45 la distribucién de los resultados

encontrados.
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FIGURA 45: Grafica de ABS en funcién de la relacién A/X (izquierda) y la
relaciéon entre la cantidad de ambos grupos de AXi (derecha).

La ABS se entiende que es influenciada fuertemente por los AX, pero
asimismo puede estar influenciada por los restantes componentes de la masa que
absorben agua. A partir de los resultados descritos entonces es posible predecir
que la capacidad de absorcion de agua estaria influenciada por las propiedades

estructurales de los AX mas que por su cantidad en la harina.

4.4.3 - Mixograma

Estos pardmetros son poco utilizados en la industria dado que se entiende
que estan estrechamente relacionados con los datos que pueden obtenerse a partir
del Farinograma. Sin embargo a partir de los analisis y comparaciones realizadas

se encuentran algunos resultados relevantes de mencionar.

Si bien los resultados no resultan comparables, se confirma la fuerte
vinculacién entre la informacion obtenida del Mixograma y el Farinograma,
existiendo una fuerte correlacion entre TMEZ con EST de manera positiva y con

ABS negativamente (r2 = 0.87 y -0.73 respectivamente).

Se encontrd una correlacion significativa negativa entre HMAX determinada
del mixograma y el contenido de AX (r? = -0.38), indicando que a mayor cantidad
de AX, menor es la altura maxima alcanzada en el ensayo (Figura 46). También se

encontr6 que HMAX se encuentra relacionado con algunos parametros obtenidos
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del alveograma ya que existen correlaciones significativas positivas con L y W (r2 =

0.59y 0.57 respectivamente).
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FIGURA 46: Grafico de HMAX en funcidén del porcentaje de AX.

Por otro lado cabe destacar que el TMEZ se encontré relacionado
positivamente con W (r2 = 0.52) (Figura 47), dentro del grupo de parametros

obtenidos del alveograma, pero también con los parametros que describen el

volumen del pan, asi como con Pty SDS.
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FIGURA 47: Grafico de TMEZ en funcién de W.

El grupo de muestras que presentan mayores valores de TMEZ también

presentan elevados valores de SDS. Por el contrario, aquellas muestras con
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menores valores de TMEZ cuentan con GI por debajo o igual a 90 %, lo cual
corresponde con muestras de harina obtenidas a partir de trigos clasificados como

débiles.
4.5 - Efectos de la panificacion y la accién de xilanasa sobre AX

Para el estudio del efecto del amasado, la panificacién y la acciéon de una
enzima xilanasa comercial sobre los componentes minoritarios se elaboraron las
masas y panes a partir de 5 muestras seleccionadas: M2, M4, M12, M21 y M24
(Figura 48) que cuentan con particularidades con respecto a los parametros
predictores de calidad y parametros relacionados a los carbohidratos no

amilaceos.

FIGURA 48: Panes obtenidos a partir de las muestras seleccionadas.

La muestra M2 combina altos niveles de Pt, GI y SDS con bajos valores de
AX, AXiy sus relaciones A/X mientras que presenta una alta proporciéon de AXs. La
muestra M24 tiene un comportamiento similar con respecto a los AX pero cuenta

con un porcentaje de Pt medio. La muestra M4 contiene también un contenido
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medio de Pt y bajo porcentaje de AX, de AXs y de su proporcion del total de los AX.
La muestra M12 contiene porcentaje particularmente bajo de Pt y de AXs, mientras
que la M21 tiene valores cercanos al promedio para los parametros hasta el

momento descritos.

En este apartado se describen los resultados encontrados con respecto a la
determinacion del porcentaje de AXs y la relacion A/X, como predictor de la
distribucion de las ramificaciones, presentes tanto en la masa como en el pan, y los
cambios que en estos parametros produce el agregado de la enzima xilanasa. Las
condiciones experimentales permiten predecir los procesos que ocurren durante
la panificacion industrial. Se presentan en la Tabla 10 el resumen de los resultados
obtenidos de los parametros asociados a AXs obtenidos luego del proceso de
amasado y horneado. Los resultados determinados para la totalidad de las

muestras se detallan en el Apéndice 1 (Tabla 20).

TABLA 10: Promedio, rango y desviacion estandar de los pardmetros
asociados a AXs determinados en relacién a los efectos de panificacion.
MEDIA MIN MAX DESVEST

AXs en masa (%) 0,27 0,18 0,31 0,05
AXs en pan (%) 0,19 0,15 0,25 0,04
A/X AXs en masa 0,60 0,55 0,68 0,05
A/X AXs en pan 0,48 0,43 0,51 0,03

En la Tabla 11 se presenta el resumen estadistico de los resultados de AXs
determinados, en los mismos procesos de amasado y horneado, con el agregado de
una enzima xilanasa comercial. Los resultados determinados para la totalidad de

las muestras se detallan en el Apéndice 1 (Tabla 21).

TABLA 11: Promedio, rango y desviacion estandar de los parametros
asociados a AXs determinados en relacion a la accién de xilanasa.
MEDIA MIN MAX DESVEST
AXs en masa con xilanasa (%) 0,40 0,30 0,51 0,08
AXs en pan con xilanasa (%) 0,20 0,17 0,24 0,03
A/X AXs en masa con xilanasa 0,54 0,42 0,66 0,10
A/X AXs en pan con xilanasa 0,46 0,44 0,49 0,02

Los resultados encontrados se analizaron estadisticamente, inicialmente se
estudio la normalidad de los mismos y la homogeneidad de las varianzas. Se

discuten en el texto a continuacion los resultados con respecto al contenido de AXs
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por el amasado y panificacion, y luego por el agregado de xilanasa, seguidamente
se interpretan aquellos que refieren a la relaciéon A/X por los mismos tratamientos

en este orden respectivamente.

En relacion al contenido de AXs los resultados obtenidos para las muestras
M2 y M21 presentaron una distribuciéon normal y varianzas homogéneas por lo
que las diferencias se estudiaron mediante el test paramétrico Tukey. Los
restantes resultados se analizaron utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis.
Se presentan en la Tabla 12 los p-valores encontrados de la comparacion de grupos

de datos del contenido de AXs para los distintos tratamientos.

TABLA 12: p-valores obtenidos para las diferencias en AXs para las
distintas fracciones estudiadas.
Harina (H), masa (M), pan (P), masa con xilanasa (MX) y pan con xilanasa (PX). 2 p-
valores de Tukey, P p-valores de Kruskal-Wallis. * p-valor significativo.

ID AXs AXs AXs AXs AXs AXs AXs
Hvs M Mvs P HvsMX MXvsPX MvsMX PvsPX HvsPX

2 0.42 0.0003* 0.01* 0.0002*  0.0009* 0.18 0.003*

4b 1.0 1.0 0.17 0.45 0.55 1.0 1.0
12b 1.0 0.18 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
21b 1.0 0.081 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
24a 0.62 0.17 0.005* 0.0002*  0.0009* 0.33 0.008*

El test no paramétrico incluido en el analisis es menos sensible para

detectar diferencias significativas entre los distintos tratamientos.

Solo en una de las muestras estudiadas (M2) se encontraron diferencias
significativas en la cantidad de AXs por el proceso de panificacion. Sin embargo
tanto para M2 como para M21 los valores disminuyen tanto por el amasado como
por la panificacion, esto puede verse en los valores representados en la grafica de

la Figura 49.
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FIGURA 49: Grafica del contenido de AXs en la harina, masa y pan.

Para las restantes muestras se encontr6 que el porcentaje de AXs aumenta
por el amasado y para M12 y M21 éste disminuye por el efecto de la panificacion.
Si bien esto ultimo se evidencia de la Figura 49, estadisticamente estas variaciones

no son significativas.

Por el proceso de amasado y el de panificacion por el agregado de xilanasa
se encuentran diferencias significativas en el contenido de AXs para las muestras
M2 y M24. La cantidad de AXs aumenta considerablemente luego del amasado y
posteriormente decrece hasta valores incluso menores que los iniciales en la
harina. Estas variaciones pueden observarse en la Figura 50. Para las restantes
muestras, si bien en la Tabla 12 se evidencia que las diferencias no son
significativas estadisticamente, a partir de la representacién de los datos en la

misma Figura se puede observar un comportamiento similar.
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FIGURA 50: Grafica del contenido de AXs en la harina,
masa y pan con el agregado de xilanasa.

El aumento de AXs durante el proceso de elaboracién de la masa indica que
parte de la fraccidn insoluble se transforma por la accién de la enzima. Esto puede
deberse a dos sucesos. Por un lado es posible que solamente la hidrdlisis de las
cadenas provoque la disminucién en el tamafio y transforme a los AX en solubles o
incluso pueda suceder que los AXi tuvieran esta caracteristica por el hecho de estar
unidos de manera covalente a otros componentes de la harina y la enzima permita

liberar fracciones de AX convirtiéndolos en solubles.

Si bien no existen diferencias en los AXs en el pan con y sin el agregado de la
enzima, en ambos casos la cantidad de AXs resulta menor que la encontrada en la
masa y harina. Estos resultados confirman lo propuesto anteriormente sobre las
posibles interacciones que ocurren durante el proceso de panificacion entre AX y

los componentes del gluten, quedando éstos unidos a la red y limitando asi su

solubilidad.

Se presenta en la Figura 51 los resultados obtenidos con respecto a la
relacion A/X para la harina en comparacion con la masa y el pan, con y sin el

agregado de la enzima xilanasa.
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FIGURA 51: Graficas de A/X en la harina, masa y pan sin (izquierda) y con
(derecha) el agregado de xilanasa.

En la Tabla 13 se presentan los p-valores de la comparaciéon entre los
resultados de A/X encontrados. Del analisis de los datos presentados se encontro
que todos los grupos tienen una distribucién normal y varianzas homogéneas. En
ninguno de los casos se encontraron diferencias significativas que ocurrieran en
todas las muestras estudiadas. La muestra M4 no presentd variaciones en ningun

tratamiento.

TABLA 13: p-valores obtenidos para las diferencias en la relaciéon A/X para
las distintas fracciones estudiadas.

Harina (H), masa (M), pan (P), masa con xilanasa (MX) y pan con xilanasa (PX). * p-

valor significativo.

N EFP, BN
PN

N
N

ID Hvs M MvsP HvsMX MXvsPX MvsMX PvsPX HvsPX

2 0.03* 0.017* 0.95 0.79 0.012* 0.91 0.99
4 0.18 0.61 0.46 0.87 0.94 0.99 0.93
12 0.94 0.16 0.17 0.006* 0.46 0.99 0.28
21 0.01* 0.03* 0.02* 0.004* 0.99 0.48 0.78
24 0.004*  0.008* 0.91 0.28 0.01* 0.39 0.69

En general se encontr6é que la relacién A/X en la masa fue superior en la
masa en comparaciéon con la harina y el pan, tanto para las fracciones obtenidas
con o sin el agregado de la enzima, pero estos resultados no son significativos

estadisticamente (Figura 52).
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FIGURA 52: Graficas de AXs (izquierda) y A/X (derecha) en AXs en las
masas con y sin xilanasa.

Las variaciones con respecto a los datos determinados para estudiar el
efecto del agregado de xilanasa no resultan tan claros. A pesar de esto se
encuentra, para algunas de las muestras, una disminucién de A/X en la fraccién
soluble de AX en la masa al agregar xilanasa. Esta disminucién posiblemente se
deba a que parte de los AXi, que anteriormente se describié que presentan
menores valores de A/X, por la accion de la enzima se solubilicen modificando la

relacion A/X en esta nueva fraccién soluble.

De acuerdo a la especificidad de esta enzima podra tener un efecto positivo
0 negativo sobre las propiedades de la harina y masa en la panificacién. Se
entiende que un aumento de la proporcién de AXs es positivo, pero si esto conlleva
a una pérdida de tamafio entonces podria afectar su capacidad de formar

soluciones viscosas y por ende actuar en detrimento de la calidad.

4.6 - Analisis estadistico de los resultados obtenidos

Como se describio y se present6 en los apartados precedentes en relacion a
los distintos resultados determinados, existen diversas correlaciones
estadisticamente significativas al comparar entre si a los parametros. Dada la
diversidad de parametros descritos determinados para la totalidad de las muestras
en sus tres grupos (sobre Pt y su funcionalidad, sobre carbohidratos no amilaceos

y sobre propiedades reoldgicas) resulta pertinente complementar el andlisis
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estadistico mediante estrategias que permitan estudiar en conjunto los resultados
encontrados de manera grupal. Con este propoésito se describen a continuacion los
resultados obtenidos a partir del estudio de correlaciones multiples y de analisis

de componentes principales.
4.6.1 - Correlaciones multiples

Se estudiaron mediante correlaciones multiples algunos de los parametros
estudiados. Se tomaron como variables dependientes los parametros obtenidos del
alveograma (W, P, L y P/L) y del farinograma (ABS) y se evalud el efecto de las
variables Pt, GH, GI, SDS, AXs, AX, y AXi. Se incluyen en el modelo aquellas variables

que alcancen un nivel de significancia de 0.05.

En la Tabla 14 se describen los parametros determinados a partir de la
correlaciéon multiple para las variables dependientes W, L, P, P/L y ABS en funcién
de Pt, GH, GI, SDS, AXs, AX, y AXi. Se incluyen en la Tabla aquellos parametros
independientes que permiten explicar el comportamiento de los dependientes. De
la informacion que arroja el analisis por un lado el coeficiente CP permite definir la
precision de los resultados encontrados, los valores de R? indican en qué
proporcion las variables independientes (mediante el parametro R2 parcial), o el
conjunto de variables independientes (mediante el parametro R? del modelo)

permiten predecir el comportamiento de las variables dependientes.

TABLA 14: p-valores obtenidos de la correlacion multiple.

Parametros Ccp Rz Parcial RZ Modelo
W vs.
SDS -0,541 0.5543 0.5543
L
SDS 49,173 0.3105 0.3105
AX 39,44 0.1076 0.4181
Pt 31,96 0.0870 0.5051
GH 8,847 0.2303 0.7354
P -
P/L
AX 34,42 0.2611 0.2611
ABS
GH 15,92 0.4487 0.4487
Pt 1,77 0.2124 0.6611
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Es posible observar en la grafica presentada en la Figura 53 los coeficientes
presentados en la Tabla 14 y el aporte de cada uno de los parametros y la
proporcion en la que permiten describir las variaciones encontradas en los
parametros reoldgicos definidos como dependientes. Se describen a continuacion

asimismo el analisis e interpretacidn de estos resultados obtenidos.

1.0
SDS
0.8+ Ed AX
B= Pt
N I GH
o

v

Variables dependientes

Figura 53: Grafico de correlaciones parciales y del modelo.

Para el conjunto de las variables independientes estudiadas, inicamente el
SDS permite explicar parcialmente las variaciones en W. En este sentido se puede
entender que las diferencias en el volumen de sedimentacién permiten predecir
mas de la mitad de la variacién en la fuerza panadera de las harinas. Si bien se
encontr6 que W tiene correlaciones significativas con otros parametros

estudiados, es con SDS que se encuentra el mayor coeficiente (r2 = 0.76).

Esto es coherente con lo esperado dado que se entiende que la fuerza
panadera esta relacionada con la cantidad y calidad de las Pt formadoras de gluten.
El analisis de SDS ademas de estar influenciado directamente por la cantidad de Pt
formadoras de gluten considera la cantidad de agua que éstas pueden absorber,

que parcialmente dependera del tipo de Pt presentes.

Si consideramos las variaciones en L, éstas pueden ser explicadas un 42 %

en relacién al valor de SDS y la cantidad de AX. Si en el tratamiento de datos,
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sumado a los parametros indicados en el analisis previo (SDS y AX), se incluye Pty
GH las variaciones en la extensibilidad se explican en un 74 %, a pesar de que
individualmente Pt y L no presentaron una correlacion significativa. Entonces en
suma, la extensibilidad en gran medida queda explicada por los parametros que
definen la formaciéon del gluten y las interacciones que ocurren durante el

amasado.

Del analisis se encontré que no es posible predecir las variaciones en P en

relacion a los restantes parametros.

La manera en que el comportamiento de los parametros analizados pueden
explicar las variaciones en la relaciéon P/L puede ser descrita solamente en un 46
%. Se evidencia que tanto el porcentaje de Pt como de AX afectan la relacién entre
la extensibilidad y elasticidad y por consiguiente el comportamiento de la harina

durante el amasado.

ABS, que anteriormente se describié como influenciada tanto por las Pt
como por los AX, se explica en el modelo el 66 % de su comportamiento por las
variables Pt y GH, sugiriendo que en este caso la ABS esta determinada
principalmente por la calidad pero también por la cantidad de Pt presentes en la

harina.

Es de destacar que si bien la cantidad de AX permiten describir
parcialmente las variaciones encontradas en los pardametros predictores de
calidad, segun este anadlisis la cantidad de AXs o AXi no estarian influenciando de

manera significativa el comportamiento reolégico de las masas.

4.6.2 - Andlisis de componentes principales

El ACP tiene como objetivo representar la informacién estudiada con un
nimero menor de variables, construidas como combinaciones lineales de las
originales. Esto resulta particularmente util cuando se estudian multiples
parametros o variables simultdneamente. Las nuevas variables que se obtienen del

analisis, o componentes, se representan en ejes ortogonales y su distribucién en
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los ejes permiten obtener informacion sobre las relaciones que existen entre ellas
(Pefia 2002). Por un lado la distancia entre los puntos y el origen (de 0 a 1 en valor
absoluto) refleja la magnitud de la correlacién entre el pardmetro representado y
los restantes. Por otro lado, el cuadrante o la orientacidn del vector permite asociar
en grupos de variables altamente relacionadas: por ejemplo aquellas que tengan
igual direccion y sentido estaran relacionados positivamente mientras que los que

tengan igual direccion y sentido contrario estaran correlacionados negativamente.

Se incluyeron en el ACP todos los parametros determinados para la
totalidad de las muestras, mientras que se definieron como parametros
suplementarios las variables Localidad y Variedad. A diferencia de los parametros
activos definidos, los suplementarios no modifican el resultado del andlisis
realizado, sin embargo es posible visualizarlos en la distribuciéon obtenida en el

resultado. En la Figura 54 se presenta el diagrama de ACP que surge del analisis.
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FIGURA 54: Resultado del analisis de componentes principales.

Teniendo presente que el principal pardmetro que permite clasificar los
trigos es su contenido de Pt resulta interesante destacar que éste contenido se
describe de este analisis su vinculacién inversa con la Localidad de donde fue
obtenido el trigo. En este mismo sentido, y en relacién a la funcionalidad de las Pt
que formaran el gluten durante el amasado, estimado a partir del parametro SDS,
se encuentra que estara fuertemente vinculado a la variedad genética del trigo a
partir del cual se obtiene la harina. De esta manera se encuentra que el contenido
de Pt podria estar afectado por la localidad de siembra (ambiente) mientras que la

funcionalidad de las Pt formadoras de gluten estaria influenciada por la Variedad.

El porcentaje de AX y AXi asi como su relacion A/X estan estrechamente

vinculados entre si, dado que se encuentran ubicados cerca en el grafico. Asimismo
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al encontrarse préximos a la circunferencia, distantes del origen del grafico,
resultan de gran importancia en el conjunto de las variables y las muestras
estudiadas. En igual direccién pero sentido opuesto se encuentra L, lo cual indica la
relacidn inversa que presentan con respecto a este parametro, y en menor medida

con respecto a PMb y Pt.

Por otro lado, y evidenciandose en los cuadrantes opuestos, a partir de ese
analisis se puede observar la relacion entre la ABS y la proporciéon de componentes
de alto y bajo PM (Aa/Ab) con los parametros GI, TMEZ y EST. Se puede predecir
que aquellas muestras que presenten elevados porcentajes de ABS y mayor
relacion Aa/Ab seran las que tengan menores proporciones de GI, menores
tiempos de mezclado y estabilidad de las masas, estando estos tres ultimos

fuertemente vinculados.

De los resultados encontrados en este analisis se confirma lo descrito

anteriormente con respecto a la relaciéon entre W y SDS.

Los parametros asociados a la fraccion soluble de AX, su porcentaje y
proporcidn de sustituciones, asi como el PM obtenido para ambos grupos de AXi
aislados parecen no ser factores determinantes en el conjunto de los parametros

analizados.
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5 - CONCLUSIONES

Las muestras de harina de trigo seleccionadas para este trabajo fueron de
variedades genéticas con calidad diversa. A su vez, fueron obtenidas de distintas
localidades. Se encontré diversidad con respecto a los principales parametros
predictores de calidad, con contenidos de Pt que van de 12,5 a 16,2 %, y con
parametros asociados al gluten que permiten predecir que a partir de la mayoria
de las harinas se desarrollard éste de manera adecuada durante el amasado.
Asimismo se observd que a mayor cantidad de Pt formadoras de gluten, menor
proporciéon de componentes fuertes del gluten. En este entendido los resultados
aqui presentados resultan representativos de la diversidad en relacién a la calidad

y propiedades de las harinas de trigo en el pais.

Si bien se encuentra una proporcion de AX por debajo de lo esperado, la
proporcién de la fraccion soluble se encuentra de acuerdo a lo reportado cercana
al 30 %. Se encuentra una fuerte relacidn entre los AX totales e insolubles lo cual
posiblemente ocurra dado que la mayoria de los AX en las muestras resultan
insolubles y por esto presentan caracteristicas compartidas. Se determinaron

mayores proporciones de ramificaciones en la fraccidn soluble de AX.

Se logr6 estudiar la fraccion de AX insoluble en agua encontrandose
vinculacién directa entre los grupos de AXi de distinta distribucion de PM con GH y

FrR, que describen la funcionalidad de las proteinas, y con ABS.

Tanto los AXs como los AXi afectan negativamente la formacion de gluten:
se forma menos cantidad de gluten, que resulta ser mas rigido y menos extensible.
Este efecto posiblemente estd relacionado por un lado con la capacidad de
absorcién de agua, y por otro afecta la presencia de AF y su potencial para mediar
la formacién de agregados. Se encontr6 que los AX tienen una influencia negativa
sobre los parametros tradicionales de prediccién de calidad como son el volumen
de sedimentacion y el volumen de pan. La capacidad de absorcién de agua de la
harina estaria influenciada por las propiedades estructurales de los AX mas que

por su cantidad.
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Los AX tienen entonces una fuerte relacion con los parametros que
describen la funcionalidad del gluten, no tanto asi con el contenido de proteinas en

la harina.

Fue posible confirmar los resultados preliminares obtenidos de
investigaciones anteriores con respecto a que las muestras demasiado elasticas que
resisten a ser extendidas presentan mayores contenidos de AX insolubles, y que la
fuerza panadera resulta mayor cuanto menor sea el contenido de AX totales. Los
AX estan inversamente relacionados con la extensibilidad y el equilibrio de las

masas. A mayor contenido de AX se encuentran masas menos extensibles.

Se encuentran variaciones en la proporcién de la fraccion soluble de AX por
el proceso de amasado y el de panificacién con el agregado de xilanasa. La cantidad
de AXs aumenta considerablemente luego del amasado y posteriormente decrece

hasta valores incluso menores que los iniciales en la harina.

Si bien no existen diferencias en los AXs en el pan con y sin el agregado de la
enzima, en ambos casos la cantidad de AXs encontrada en los panes resulta ser
menor que la encontrada en la masa y harina. Estos resultados confirman lo
propuesto anteriormente sobre las posibles interacciones que ocurren durante el
proceso de panificacién entre AX y los componentes del gluten, quedando éstos

unidos a la red y limitando asi su solubilidad.

Del andlisis de componentes principales, estudiando el efecto de cada
parametro sobre el total de los analisis se encontr6 que el porcentaje de AX y AXi
asi como su relacion A/X estan estrechamente vinculados entre si y resultan de
gran importancia en el conjunto de las variables y las muestras estudiadas.
Asimismo presentan una fuerte relacion inversa con respecto a la L de las masas y
en menor medida con respecto al tamafio de la fraccién insoluble aislada y al

contenido de Pt.
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APENDICE I - Tablas de resultados

TABLA 15: Resultados determinados para los parametros asociados al

contenido de proteinas y su funcionalidad.

ID Pt(%) GH(%) GI(%)  SDS VPM VPF FrR
(mL/g) (cm3/100g) (cm3/100g)
1 153 35,0 99,1 22,5 715,0 590,0 0,803
2 159 353 99,7 22,5 687,5 572,5 0,737
3 150 352 1000 22,5 605,0 620,0 0,763
4 148 370 95,4 20,5 717,5 612,5 0,762
5 142 36,0 96,7 19,5 672,5 552,5 0,783
6 140 371 96,2 21,5 720,0 605,0 0,741
7 129 37,2 90,1 16,0 680,0 540,0 0,729
8 136 340 1000 21,5 667,5 545,0 0,833
9 138 409 83,6 12,5 542,5 392,5 0,702
10 130 334 98,2 14,0 562,5 397,5 0,751
11 150 506 68,4 11,0 580,0 387,5 0,590
12 126 344 95,3 14,5 627,5 467,5 0,712
13 138 375 86,4 16,0 650,0 462,5 0,697
14 140 295 99,7 21,0 542,5 560,0 0,762
15 162 391 97,7 23,0 597,5 655,0 0,795
16 156 374 99,5 22,5 552,5 562,5 0,784
17 141 372 98,4 19,0 710,0 560,0 0,779
18 14,1 38,3 95,8 15,0 605,0 462,5 0,719
19 149 377 92,6 18,0 745,0 520,0 0,785
20 136 380 96,8 21,0 802,5 522,5 0,777
21 147 387 98,7 19,5 720,0 552,5 0,711
22 140 396 78,5 15,5 595,0 405,0 0,705
23 129 346 98,0 20,5 600,0 435,0 0,702
24 150 459 59,7 13,5 627,5 410,0 0,651
25 139 386 92,7 19,0 675,0 490,0 0,724
26 138 359 94,7 14,0 587,5 435,0 0,656
27 132 347 99,4 13,0 677,5 502,5 0,778
28 125 295 96,6 8,5 522,5 410,0 0,748
29 143 414 64,5 9,0 562,5 4475 0,717
30 145 @ 412 71,6 10,5 535,0 452,5 0,637
31 137 351 68,9 6,5 430,0 332,5 0,617
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TABLA 16: Resultados determinados relacionados al contenido y densidad
de ramificaciones en AX.

ID AX (%) A/XAX AXs(%) A/XAXs AXi(%) A/XAXi % AXS
1 0,75 0,2 0,29 0,54 0,46 0,05 389
2 0,72 0,21 0,32 0,45 0,39 0,07 45,2
3 0,84 0,24 0,37 0,59 0,47 0,05 43,7
4 0,77 0,27 0,16 0,46 0,61 0,23 20,7
5 1,16 0,35 0,33 0,6 0,83 0,27 28,7
6 1,11 0,29 0,25 0,43 0,86 0,25 22,6
7 0,79 0,18 0,21 0,45 0,58 0,1 26,6
8 0,82 0,21 0,52 0,59 0,35 0 63,7
9 1,04 0,23 0,26 0,4 0,78 0,19 25,2
10 0,93 0,28 0,35 0,6 0,58 0,14 37,8
11 1,26 0,35 0,29 0,41 0,98 0,34 22,7
12 0,88 0,29 0,25 0,52 0,63 0,21 28,4
13 1,49 0,43 0,62 0,58 0,87 0,33 41,8
14 1,13 0,35 0,3 0,49 0,83 0,3 26,3
15 0,98 0,27 0,31 0,5 0,67 0,18 32
16 0,79 0,22 0,23 0,46 0,55 0,14 29,7
17 1 0,29 0,25 0,59 0,75 0,22 25,2
18 0,77 0,19 0,26 0,53 0,52 0,08 33
19 0,98 0,23 0,28 0,42 0,7 0,17 28,3
20 0,87 0,28 0,18 0,52 0,69 0,22 21,1
21 0,84 0,26 0,25 0,49 0,59 0,18 30
22 1,19 0,35 0,26 0,39 0,93 0,34 21,8
23 1,16 0,32 0,3 0,66 0,86 0,23 25,9
24 0,75 0,22 0,34 0,48 0,41 0,07 45,3
25 1,02 0,28 0,31 0,55 0,71 0,19 30,5
26 1,05 0,26 0,29 0,47 0,76 0,19 27,3
27 0,9 0,25 0,28 0,47 0,62 0,17 31,2
28 1,21 0,29 0,26 0,45 0,95 0,25 21,8
29 1,01 0,24 0,4 0,48 0,62 0,12 39
30 0,93 0,26 0,56 0,58 0,39 0 59,8
31 1,25 0,26 0,33 0,46 0,92 0,2 26,5
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TABLA 17: Resultados determinados en relaciéon a la fraccion aislada de

AXi.

ID EAXi (%) PMa PMb Aa/Ab Aa Ab
(g/mol) (g/mol)

1 58,5 8780 5150 0,67 32,7 48,6
2 35,7 16995 4594 0,55 36,7 66,3
3 34,0 15549 5558 1,38 70,6 51,1
4 34,2 11319 4203 3,51 126,6 36,1
5 37,4 14968 3178 1,97 47,1 24
6 33,1 16153 5021 1,07 66,5 62,3
7 46,6 14779 4833 1,34 73,5 55
8 73,0 14592 4833 1,34 52,9 39,6
9 24,3 16153 4833 0,84 59,1 70
10 45,1 12689 5150 3,61 94,8 26,3
11 22,5 8033 4833 16,61 198,5 11,9
12 28,6 9355 4098 3,25 137,2 42,2
13 23,1 13694 4311 0,38 51,1 133
14 16,8 14408 4536 0,75 71,2 94,4
15 34,2 13182 4257 1,08 64,9 60,2
16 25,2 11610 3995 1,62 81,8 50,6
17 14,7 13694 4257 0,82 53 64,7
18 25,1 8559 3563 2,16 124,6 57,7
19 41,7 10622 3563 1,01 78,4 77,8
20 44,5 8135 3302 0,42 60,7 143,5
21 31,8 11909 4536 1,03 44,6 43,1
22 19,0 13351 3749 0,99 43,6 44,1
23 25,7 10488 3995 1,83 76,3 41,7
24 53,0 11610 4257 1,14 47,9 42,1
25 20,2 12852 3995 0,66 50,3 76,6
26 19,4 8669 3387 0,42 111,6 263,9
27 47,5 10225 3895 2,25 91,9 40,9
28 29,2 11758 3749 0,93 48,8 52,4
29 45,2 10896 3702 0,85 33,6 39,4
30 42,3 11319 3845 1,29 48,5 37,7
31 23,6 12212 4239 1,86 72,6 63,2

TABLA 18: Resultados determinados en relacion a
los derivados fendlicos y AF.

ID Af (ug/g de harina) AF (ug/g de harina)
/ 12,52 17,29
4 2,67 3,50
5 9,01 10,73
12 3,39 3,59
21 2,97 3,14
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TABLA 19: Resultados obtenidos de la determinacion de parametros
reoldgicos.

ID W( P L P/L HMAX TMEZ EST ABS
x104) (mm) (mm) (cm) (min) (min) (%)

372 92 86 1,07 4,89 7,77 79,0 550
415 113 81 1,40 4,73 974 680 56,6
353 65 111 0,59 4,96 882 590 523
311 66 115 0,57 6,28 6,52 585 56,0
310 83 94 0,88 5,38 527 485 56,8
336 64 146 0,44 516 583 22,5 56,6
205 55 142 0,39 5,87 399 20,0 585
296 66 129 0,51 511 574 40,5 58,1
232 70 105 0,67 4,27 4,60 145 61,0
337 99 95 1,04 5,01 549 36,5 587
182 79 78 1,01 4,65 3,33 8,0 64,8
329 88 117 0,75 5,29 497 20,5 59,7
301 106 82 1,29 5,43 4,53 250 621
362 101 77 1,31 5,73 6,65 645 574
510 124 90 1,38 5,89 7,30 67,5 59,6
380 77 100 0,77 6,22 7,38 63,0 55,2
328 81 98 0,83 512 6,26 46,0 56,7
345 89 96 0,93 5,47 529 41,0 573
442 100 109 0,92 5,40 591 33,5 57,7
462 94 146 0,64 5,50 4,45 26,0 582
340 76 116 0,66 5,34 537 42,0 584
192 80 56 1,43 4,69 434 17,0 60,2
352 103 88 1,17 4,79 599 480 60,3
253 80 96 0,83 5,07 3,70 7,5 63,7
336 76 120 0,63 5,45 517 22,0 59,7
362 102 86 1,19 5,47 529 26,5 586
290 70 96 0,73 5,60 530 250 579
164 101 34 2,97 3,85 6,73 37,0 553
257 87 74 1,18 4,45 4,12 10,5 60,7
213 62 85 0,73 4,77 4,59 14,5 58,6
160 88 42 2,10 3,56 507 18,0 56,2

WWNNNNNNNNNNRRBRRBRBRBRBRR@R
ROORXNOUAWNROOONOUIDWNRoPRIVNSUAWNRE




TABLA 20: Resultados obtenidos de la determinacion de AXs y su relacion
A/X durante el amasado y panificacidn.

ID AXs (%) A/X en AXs AXs (%) A/X en AXs
en masa en masa en pan en pan

7 0,29 0,62 0,2 0,43

4 0,18 0,55 0,17 0,50

12 0,31 0,55 0,15 0,45

21 0,29 0,68 0,17 0,51

24 0,29 0,59 0,25 0,49

TABLA 21: Resultados obtenidos de la determinaciéon de AXs y su relaciéon
A/X durante el amasado y panificacién con el agregado de xilanasa
comercial.

ID AXs (%) A/X en AXs AXs (%) A/X en AXs
en masa en masa en pan en pan

2 0,40 0,42 0,24 0,47

4 0,30 0,52 0,17 0,49

12 0,46 0,62 0,21 0,44

21 0,34 0,66 0,19 0,44

24 0,51 0,5 0,18 0,45
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