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RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) afecta a un segmento importante de la poblacién
mundial reduciendo el abanico de alternativas de alimentacion obligandolos a vigilar
su dieta de por vida. La metodologia Superficie de Respuesta (MSR) es un
procedimiento estadistico frecuentemente utilizado para estudio de optimizacién. En
esta oportunidad se aplicé con la finalidad de obtener una formulaciéon de galletas
libres de gluten para celiacos que presente buenas caracteristicas sensoriales. Se
utilizé el disefio central compuesto con dos variables independientes y cinco niveles
de trabajo respectivamente totalizando 11 puntos de disefio y 3 replicaciones en el
punto central. Como resultado se determind la mejor combinacion de las variables
independientes que resulté ser: Tiempo de horneo (TH) 16 a 18 min y mezcla de
harinas de quinoa y arroz ((Q/A) 70 a 75/150). El analisis estadistico de los
resultados mostré al tiempo de horneo como la variable que afect6 significativamente
la aceptabilidad del producto .Datos de caracterizacion quimica mostraron una
equivalencia en contenidos de proteinas, hidratos de carbono, lipidos y fibra
comparados con una formulacion control que incluyé harina de trigo como material
farinaceo Resultados del andlisis farinolégico mostraron como de esperar un
significativo deterioro en las propiedades de la masa debido a la carencia de gluten
tanto del arroz como de la quinoa. El estudio de vida util de las muestras
almacenadas a 30°C por 30 dias resultdé muy satisfactorio sin presentar deterioro en

las caracteristicas sensoriales.



SUMMARY

Celiac disease affects an important segment of the worldwide population
constraining their nutritional possibilities. Response surface methodology (RSM) is a
current statistical procedure frequently utilized for optimization studies. In the present
investigation RSM was applied to develop a cooky formulation free of gluten for celiac
patients with good sensorial characteristics. Central composite design (CCD) was
applied with two independent variables baking time (BT) and quinoa flour/ rice flour
ratio (Q/R) with five working levels each totalizing eleven design points with three
replications at the central point. Statistical data analysis allow to determine the best
combination of the control factors turning out to be BT= 16 a 18 minutes, and Q/R=
70 a 75/150 ratio. BT was the control factor with significant influence on the free
gluten cookies acceptability. At the same time, chemical characteristics analysis
showed a similar protein, lipid, carbohydrates and fiber profile compared with wheat
flour cookies recipe. Farinological analysis as was presumed, showed a significant
impairment in the dough characteristics because of the free gluten flours used in this
study. Shelf life test of cookies storaged 30 days at 30°C was very good because

impaired changes in the sensorial characteristics were not observed
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1 Introduccion

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia cronica inducida por el gluten
gue tiene una evidente base genética y afecta al intestino delgado y secundariamente
a otros tejidos del organismo. Constituye una causa frecuente de mal absorcion
intestinal EIl establecimiento de un régimen libre de gluten constituye el problema
terapéutico una vez confirmado el diagndstico que debera mantenerse de por vida.
Dado el caracter permanente de la supresion del gluten en la dieta de los, pacientes,
para llevar tener éxito en el tratamiento es imprescindible contar desde el primer
momento con la colaboracién de los pacientes y de sus familiares o circulos sociales

cercanos.

Esta enfermedad se manifiesta en los nifios desde el destete. Se caracteriza
por una diarrea crénica que motiva un adelgazamiento, seguido de un retraso en el
crecimiento y en los huesos, con problemas psiquicos (tristeza, apatia, anorexia,
irritabilidad). Desde el punto de vista metabdlico la mala absorcion intestinal motiva
una anemia con hipocalcemia e hipoproteinemia. Si no se les aplica un régimen sin

gluten, surge rapidamente la muerte.

A nivel de la mucosa intestinal, se observa una atrofia ademas de una
desaparicion de las vellosidades intestinales. La microscopia electronica revela
anomalias en los extremos de pliegues intestinales, una alteracion de mitocondria
con una hiperplasia del reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi y la desaparicion

de lisosomas.

No se sabe exactamente que constituyente del gluten es el responsable de la
enfermedad; sin embargo, parece que solo la a-gliadina es verdaderamente toxica,
porque los péptido sometidos a hidrélisis péptica y tripsica también son toxicos.
También se considera que la enfermedad celiaca estaria ligada a una sensibilidad al
gluten en relacion con el control genético de las respuestas inmunocelulares. El
fendmeno de toxicidad debido al gluten parece dirigido contra los entericitos; en
efecto, los enterocitos fijan la gliadina ingerida por los enfermos y parece que

existirian receptores especificos para la gliadina sobre los inmunocitos intestinales y
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en particular sobre los linfocitos By T. Segun el Codex Alimentario Internacional, un
alimento se considera exento de gluten cuando el contenido de este es menos a 0,05
g por 100g del contenido de nitrégeno o 0,3% del contenido de proteina en los granos
del cereal toxico para el celiaco. Los alimentos de fabricacion industrial se
consideran exentos de gluten cuando tienen menos de 200 ppm de almidén de trigo.
Sin embargo, parece que esta cantidad supera los limites que en la actualidad se

aceptan para la poblacion celiaca.

El Ecuador al ser parte de uno de los centros de origen de plantas cultivadas
(Region Andina) dispone de una amplia variabilidad de muchas especies de interés
para la agricultura y la alimentacion, entre los que se destacan las raices, tubérculos,

frutales y los granos andinos.

Las civilizaciones de los andes domesticaron algunas especies de granos
comestibles, los mismos que han sido el sustento de numerosas generaciones de la
region andina. Caracterizadas como especies con gran potencial nutricional y
economico. En la agro biodiversidad de los Andes, sobresalen la quinua
(Chenopodium quinoa Willd) y el chocho (Lupinus mutabilis Sweet), granos de origen
andino, subutilizados, de alto valor nutritivo, estratégicos por la cantidad y calidad de
proteinas, grasas, fibras, minerales y vitaminas que aportan a la seguridad
alimentaria. Por su parte el arroz es una buena fuente de magnesio, contiene niacina,
vitamina B6, tiamina, fosforo, zinc y cobre, asi como minimas cantidades de é&cido
pantoténico. En cuanto al contenido de proteinas es el cereal mas pobre en este
nutriente. (7%) pero algunas variedades mejoradas pueden sin embargo llegar a
presentar hasta 14% asi y todo es el cereal después del trigo que mas se consume
en el mundo después del trigo

Considerando el valor nutritivo tanto de quinua, la rentabilidad y la demanda
nacional insatisfecha de aproximadamente 1350TM (para el 2007), sin tomar en
consideracion la demanda potencial futura para el mercado extranjero y las similares
caracteristicas del arroz por carecer de gluten, este estudio pretende como objetivo

general incrementar las posibilidades de su alimentacién de individuos celiacos
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desarrollando formulaciones de productos alternativos que no afecten la salud de
este segmento de la poblacion. Dentro de los objetivos especificos se proponen

I) Elaborar una formulacion de galletas libres de gluten utilizando recursos

vegetales como harina de quinoa y harina de arroz.

II) Aplicar la metodologia Superficie de respuesta para obtener un producto de
Optima aceptabilidad.
[ll) Caracterizar la formulacion optimizada desde el punto de vista quimico,

fisico y sensorial.

IV) Llevar a cabo un estudio de vida Gtil para determinar el tiempo adecuado de
almacenamiento que no afecte negativamente las propiedades sensoriales del

producto.
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2. DESARROLLO DEL TEMA
2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1.1 Enfermedad Celiaca

La enfermedad celiaca (EC) se define como una intolerancia permanente al
gluten en la dieta, que produce una enteropatia, caracterizada por atrofia vellositaria
de la mucosa del intestino delgado y que lleva a diarrea cronica con mala absorcion
de nutrientes proteinas, grasas, hidratos de carbono, sales minerales y vitaminas.
Es la enfermedad crdnica intestinal mas frecuente en determinados paises del globo
principalmente en el continente europeo, a menudo denominada enteropatia por
sensibilidad al gluten causada por una reaccion a la gliadina, el componente soluble
en alcohol del gluten. El gluten que se encuentra en el trigo, la cebada, el centeno, la
avena y el triticale es una mezcla de proteinas individuales, clasificada en dos
grupos, las Prolaminas y las Glutelinas. El principal componente del gluten es la
prolamina del trigo llamada Gliadina. Se desconoce el mecanismo mediante el cual
la gliadina dafia al intestino delgado, pero al parecer intervienen tanto factores
genéticos como inmunitarios (Guevara, G, 2002; Sierra, E, 2003; Ruiz Diaz, A and
Polanco, I, 2002; Chavez, C et al,1991)

El factor que desencadena la aparicion de la EC es la ingestion del gluten del
trigo y sus proteinas homdlogas en la avena cebada y centeno. La fraccion
responsable de la accion deletérea del gluten es una prolamina soluble en etanol
llamada gliadina la cual tiene un peso molecular de 30 000 a 75 000 daltons y ha sido
clasificada en 4 grupos: fracciones alfa, beta, delta y omega; la fraccion alfa seria la

mas toxica

El inicio de la enfermedad suele ser hacia los dos afios de edad, tras la
introduccion del trigo en la dieta, y en los adultos entre los 30 y 40 afios. Se produce
un aplanamiento de la superficie intestinal disminuyendo el area de absorcion de los

alimentos, la perdida de ésta superficie es la que delimitara el grado de sintomas en
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cada individuo. (Cruchet M.et al, 2003; Holmes G., 1993; Ruiz-Diaz A and Polanco I,
2002; Araya Q, 2006; Alvarez L et al,1985).

En muchos casos los sintomas pueden pasar practicamente desapercibidos,
hasta que se manifiesten sus complicaciones. Lo mas habitual es la presencia de una
diarrea crénica con mala absorcién. Pérdida de peso, anemia por deficiencia de
hierro. El dolor abdominal puede ser recurrente y asociado a flatulencia distension
abdominal, y movimientos intestinales anormales. Aparecen también sintomas del
sistema nervioso con sensacion de quemazon y picor en la piel de las extremidades,
contracciones musculares y dificultad para mantenerse de pie, con irritabilidad y
alteraciones en la memoria. (Guiraldes, E, 1992; Troncone, R and Auricchio, S,
1993).

El tratamiento hasta ahora aprobado es una dieta exenta de gluten. Esto se
demuestra por que al excluir el gluten en la dieta se produce una mejoria tanto
clinica, bioquimica e histolégica. Si la persona vuelve a reincidir se produce una

recaida con reaparicion de las lesiones histoldgicas intestinales caracteristicas.

Aunque hay considerable variacién entre un paciente y otro en cuanto a la
edad de aparicion y al tipo y severidad de las manifestaciones clinicas
predominantes, lo habitual es que los sintomas se evidencien en el 2 0 3er semestre
de la vida, después de un intervalo variable de latencia, que sigue a la introduccion
del gluten en la dieta. Por lo general, la diarrea se inicia en forma insidiosa, siendo las
deposiciones caracteristicamente voluminosas, pastosas, fétidas y grasosas, aunque
en ocasiones sean francamente liquidas y acidas. No se raro que en esta Ultima
situacion el paciente sea admitido al hospital con el diagnéstico de diarrea aguda o

prolongada.

Epidemiologia

La incidencia de la enfermedad varia ampliamente entre diversos paises,

regiones y grupos étnicos. El oeste, norte y centro de Europa muestran altas
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incidencias de la enfermedad, al igual que Australia y Canada. En Estados Unidos se
la diagnostica con mucha menor frecuencia. En Chile se ha calculado una incidencia

de 1 por cada 1.500 a 2.500 nacidos vivos.

La prevalencia estimada de la enfermedad depende de si se calcula en base a
los casos con manifestaciones clasicas (enfermedad digestiva) diagnosticados por
biopsia intestinal, en cuyo caso la estimacion global es de 1:1.300-1:5.000 nacidos
vivos, 0 bien si se incorporan al andlisis aquellos grupos que presentan cuadros
atipicos o incompletos detectados por serologia, en cuyo caso se estima una cifra
mundial promedio de 1:250 individuos. En Latinoamérica, hay estudios poblacionales
en Argentina y Brasil, donde se estiman prevalencias de 1:167 y 1:360 individuos,
respectivamente. En Suecia es de 1 en 250 habitantes y 1 en 4 000 en Dinamarca.
En la actualidad la técnica mas confiable para diagnosticar esta enfermedad son los
tests serologicos pues las técnica actuales son muy imprecisas dando la impresion
gue los casos no diagnosticados parecen constituir la base del iceberg bajo la
superficie y los casos diagnosticados sintomaticos estarian en la punta visible.
(Gutiérrez, S and Isola, M, 2002; Sierra, E, 2003, Cilleruelo, ML et al,2002)

En el caso de América latina el trigo asi como el resto de los cereales son una
de las principales fuentes de energia formando parte indispensable de la
alimentacion del nucleo familiar. En estos paises la desnutricion es uno de lo
problemas predominantes de este grupo de la poblacion pero se ha visto en los
ultimos tiempos que esta situacidn puede ser revertida si se realiza un correcto
tratamiento dietario, llegando a encontrarse incluso con que los celiacos siguen
patrones alimentarios y antropométricos similares a los de la poblacion normal,
llegando incluso a mostrar una tendencia al sobrepeso por el consumo de la dieta

occidental rica en grasas saturadas y azucares solubles ( Araya, M, 2006)
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2.1.2 QUINOA: Quenopodium guinoa

Antecedentes botanicos

EL FRUTO

El fruto es un aguenio compuesto por el perigonio que cubre una sola semilla.
Este perigonio tiene forma de estrella, frotandole se desprende facilmente de la
semilla.

En estado maduro su color puede ser gris, amarillo, rojizo, café o negro. Los
frutos de la quinua cultivada tienen un borde afilado, mientras las quinuas silvestres lo
tienen redondeado.

LA SEMILLA

La semilla es pequefia, aproximadamente de 2 mm de didmetro y 1 mm de

espesor. El color puede ser amarillo, café, crema, blanco o transltcido.

— Colikdones

Forlpesma

Eplsperma
i

Forlcarple

= Radlouls

Fig 1 Distintos fenotipos de semillas de quinoa

Botanicamente a la semilla es considerada como aquenio. Esta formado por el
perigonio que contiene la semilla, la que se desprende facilmente al friccionar el fruto

cuando esta seco.
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El pericarpio, esta formado por tres capas, pegado a la semilla y contiene
saponina en un rango de 0.2% - 5.1%. El pericarpio es suave en los eco tipos

chilenos y duro en los demas eco tipos.

Directamente bajo del pericarpio esta el episperma, una membrana delgada
que cubre al embrion. EI embrion esta formado por los dos cotiledones y la radicula y
envuelve al perisperma en forma de anillo. El perisperma presenta la sustancia de

reserva y contiene pequefios granos de almidén. Su color es siempre blanco.

Cabe destacar que el embridén presenta la mayor proporcion de la semilla (30 %
de peso), mientras que en los cereales corresponde solamente al 1 %. De alli resulta
el alto valor nutritivo de la quinua.

Las semillas vienen dispuestas en panojas, éstas tienen entre 15 y 70 cm,
puede llegar a un rendimiento de 220 g de granos por panoja. Los colores varian
segun la variedad y el estado fisiologico de la planta, asi van del purpura al rosado

amarillo, del verde al amarillo pélido, etc.

Los granos, cuyo color también varia (blanco, gris, rosado) tienen tamafio entre
1.8 - 2.6 mm. y se clasifican segun su tamafio en grandes (2.2-2.6 mm) medianas

(1.8-2.1 mm) y pequefias (menores de 1.8 mm).
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PERICARPIO EPISPERMA

I café I
I translicido I I transiicido I

blanco I café I
L_amartte_J——|__nianco |
I rosado I
| gris I

Posibles combinaciones de colores de fa semila de la quinua.

Fig. 2 Fenotipos segun color de semillas de quinoa

La capa externa que la cubre es rugosa y seca, se desprende con facilidad al
ser puesta en contacto con agua caliente o hervida, en esta capa (pericarpio) se
almacena la sustancia amarga denominada saponina que al ser lavada se elimina en
forma de espuma. El grado de amargor varia segun los tipos de quinua. El contenido

de la saponina en la quinua es de entre 0-6% dependiendo de la variedad.

Por su valor nutritivo y gran potencial agroindustrial, la quinua puede ser
transformada en productos de alto valor agregado, lo que mejoraria su presentacion,
facilitaria su preparacion y permitiria el 0ptimo aprovechamiento de sus componentes
nutritivos (Alvarez, M et al, 1990; Atwell, W.A et al, 1983; Fuentes, P, 1972.; Galwey,
N.W, et al, 1990).
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Son escasamente conocidos y difundidos los diferentes productos que se
pueden elaborar a partir de este grano, tales como: galletas, expandidos, harinas,
leches, hojuelas, extraidos, almidones, colorantes, saponinas, proteinas,
concentrados, granos perlados crudos y precocidos, germinados granos preparados
para el graneado, malteados, néctares, fideos, golosinas, toffes, dulces, mermeladas
etc. Por esta razon aprovechando estas cualidades, se pueden desarrollar nuevos

productos que satisfagan los gustos de segmentos de consumidores especificos

A través de este estudio, se pretende incrementar el valor agregado de la
harina de quinua como asimismo de la harina de arroz, mediante un proceso de
transformacion que beneficie a productores, industriales y consumidores, haciendo
mas eficiente y rentable la produccién y transformacién de estos recursos
alimenticios.. Observando la tabla 1 es un recurso interesante donde resalta
nitidamente su contenido en proteinas (16%), lipidos y cenizas superiores a los
cereales (Koziol, M. J, 1990).

En el caso del contenido en aceite es comparable al encontrado en el maiz
pudiendo en un futuro proximo llegar a producir nuevas especies con un alto

contenido en aceite de interés industrial. (Eckey, E.W, 1954)
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Tabla 1.- Valor nutricional (%) de quinua comparado con otros cereales.

Componente Quinoa Trigo Arroz Maiz
Proteinas 13.0 9.3 6.4 10.6
Lipidos 7.4 2.0 0.8 4.5
Ceniza 3.0 1.4 0.5 0.3
H carbono 64.1 72.0 79.7 68.0
Fibra 2.7 3.7 0.3 4.8
Humedad 9.8 11.6 12.3 10.5
Kcal 331 322 363 341

Fuente Schmidt Hebbel- Tabla Composicién alimentos chilenos. 52 Ed., Chile

Analizando la tabla N° 1 se puede observar que el contenido de aminoacidos
esenciales de la quinoa supera con creces a los encontrados en el arroz Tiene
ademas la particularidad que estos aminoacidos estan bien balanceados destacando
su aporte en lisina que es uno de los aminoacidos limitantes en los cereales pudiendo
inferir de esta informacién que una mezcla de estos dos recursos se complementan
aumentando la calidad bioldgica que va en claro beneficio para la alimentacion de los
consumidores.
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Tabla 2 Tipo y contenido de aminoacidos esenciales

en quinoa y arroz. g/100g

Aminoacido Quinoa Arroz
Treonina 0.459 0.233
Isoleucina 0.472 0.281
Leucina 0.786 0.538
Lisina 0.734 0.235
Metionina 0.262 0.153
Fenil alanina 0.537 0.348
Tirosina 0.367 0.217
Valina 0.589 0.392
Triptofano 0.069 0.075

Fuente USDA nacional Nutrient database SR19, 2007.

2.1.3 ARROZ. (Oryza sativa)

Antecedentes botanicos

El arroz es una planta de la familia Poaceae, cuyo cultivo proporciona un
alimento que constituye la base de la dieta en Asia. Su nutriente principal son los
hidratos de carbono, en cuanto a aporte de proteinas (7%) es inferior si se lo
compara con la quinoa y en su estado naturales interesante su contenido en
vitaminas y sales minerales que se suelen perder en gran proporcién (hasta un 85%

de vitaminas) con los procesos de refinado y pulido

El arroz es una graminea anual del género Oryza, que incluye mas de veinte
especies, de las que solo dos son cultivadas: oryza sativa y oriza glaberrima. Oryza

sativa es originaria del Sudeste asiatico y oryza glaberrima del Delta Central del

Niger. Los arroces de perfil presentan un grano largo, delgado, normalmente
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cristalino y mas firme tras la coccion, mientras que los de perfil japonica tienen un
grano mas redondeado y mas blando tras la coccion. Las variedades tipo indica se
desarrollan mejor en las regiones ecuatoriales y tropicales por sus mayores
necesidades de temperatura y luminosidad. Por el contrario, las variedades tipo
japonica se producen en zonas mas templadas por su menor sensibilidad al foto
periodo (Japon, Europa, Australia o EE.UU.) La forma mas frecuente de consumo es
refinado, proceso consistente en un proceso de pulido mediante el cual se desprende
la cascarilla, cubiertas externas y el germen (http:/www. Botanical -
online.com/arroz.htm 2007),

Fig. 3 Componentes de la planta de arroz

El arroz es, por su volumen de produccion, uno de los tres cereales mas
importantes mas importantes a nivel mundial. Destinado casi exclusivamente a
alimentacion humana, es sustento para 2/3 partes de la poblacion mundial. La
primera referencia de su cultivo aparece en un decreto sobre la plantacion de arroz
por un emperador chino en 2800 a.C. de China a la Antigua Grecia, de Persia al Delta
del Nilo, el arroz migro a través de los continentes hasta encontrar su camino en el

Hemisferio Oeste. Los emprendedores colonizadores fueron los primeros en cultivar
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arroz en América.

Produccién mundial. Tres son los paises que mas producen este cereal a nivel

mundial (China. India e Indonesia totalizando el 60% de la produccién equivalente a

264 millones de toneladas. (http://www.unctad,org/arroz.htm, 2007).

La produccion mundial de arroz ha estado subiendo desde las 200 millones de
toneladas de arroz en 1960 a 600 en 2004. El arroz refinado es el 68 % del arroz en
peso. En 2004, los tres productores top fueron China (31 % de la produccion
mundial), India (20 %), e Indonesia (9 %).

El mercado mundial es muy diferente, ya que solo el 6% del arroz se
comercializa internacionalmente. Los tres principales paises exportadores son
Tailandia (26 %), Vietnam (15 %), y EE.UU. (11 %), y los tres importadores mas
importantes son: Indonesia (14 %), Bangla Desh (4 %), y Brasil (3 %). (Fuente FAO,
2004)

En el caso ecuatoriano para elevar los rendimientos de arroz es necesario usar
variedades y practicas de cultivo apropiadas. Las variedades recomendadas por el
INIAP son: INIAP-6, INIAP-7 e INIAP-415, que poseen buenas caracteristicos
agrondémicas. Las practicas del cultivo se basan en la preparacién del suelo, riego
oportuno, fertilizacion y control de malezas. Los fertilizantes recomendados son: Urea
260 Kg. y Sulfato de amonio 570 Kg. ( Andrade F, 1986).

Los herbicidas recomendados son: Ronstar 25 EC, en dosis de 3-4 I/ha en pre-
emergencia, Avirosan 500 EC, 4-5 I/ha en pre-emergencia, Machete 4-5 I/ha alos 4 a
10 dias después de la siembra, Saturno 3-4 |/ha en 4 a 10 dias después de la
siembra, SAM-LV-10, 6 a 8 l/lha en post-emergencia, Aminapac 1-3 | en post-
emergencia y Basagran 3-5 I/ha en post-emergencia. EI documento trae algunas
mezclas de herbicidas recomendadas. (Nieto O, 1984).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materias primas .

Harina de quinoa y de arroz fueron adquiridos en el mercado local como

asimismo los ingredientes para las formulaciones experimentales de galletas.
3.2. Preparacion de las formulaciones de galleta s

Para la elaboracion de las galletas experimentales (ver tabla las harinas de
guinoa y arroz se pesaron en una balanza marca Camry (sensibilidad 0.1g) de
acuerdo a proporciones definidas en el disefio de optimizacion (ver disefio
experimental) Previo al mezclado cada harina se paso por un tamiz (abertura de
malla 1 mm) y luego se mezclaron usando una batidora Oster modelo 3-46. Aparte
se batieron huevos, manteca vegetal y panela (azicar morena no clarificada). Luego
las dos mezclas se juntaros y batieron por 3 minutos a 1000 rpm hasta formar una
masa homogénea. Finalmente las galletas se hornearon a 140 °C variando el tiempo
de horneo segun rangos especificados en el disefio de optimizacion. Los productos

horneados se almacenaron en envases de polietileno hasta el momento de su uso

Tabla 2 Formulaciones de galletas

Ingredientes Concentracion (g)
Quinoa/Arroz 65/115 — 135/160*
Huevos 60

Grasa vegetal 115
Panela 75

Polvos horneo 2

*Relacion p/p
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arina de quinua PRIMA PRIMA *Grasa vegetal

*Harina de arroz
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Fig. 4 Etapas de elaboracion de las galletas

3.3 Disefio Experimental
3.3.1 MSR

Para determinar los niveles éptimos de las variables TH y Q/A asi como la
interaccion entre ellas se utilizd la Metodologia Superficie de Respuesta usando el
disefio Central Compuesto (DCC) (Gacula M, 1984). Cada variable en este disefio se
estudio su influencia en la respuesta con cinco niveles de trabajo. El disefio factorial
fue un 32 y contemplé 9 puntos de disefio donde el punto central fue replicado 3
veces para obtener una mejor estimacion de la magnitud del error experimental,

totalizando 11 corridas experimentales (ver tabla 3).

Tabla 3 Variables independientes y niveles de trabajo
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Factores Niveles de trabajo

-a -1 0 +1 +a
Quinoa/Arroz | 65/115  75/150 100/125 125/100 135/160
T. Horneob 8 10 14 18 30

a= Relacién p/p; b= minutos

La respuesta sensorial fue aceptabilidad de las galletas Los coeficientes de
regresion se determinaron mediante un analisis de regresién multiple con la ayuda
del programa computacional Statgraphics 7.0, el mismo que permitira obtener el
grafico tridimensional de superficie de respuesta y el mapa de contorno. El ajuste del
modelo se obtuvo mediante un andlisis de varianza. El objetivo final fue obtener una
ecuacion empirica que relacione el efecto de las variables independientes sobre la
respuesta. El comportamiento de este sistema sera explicado por la siguiente

ecuacion polinémica:

Y= B0 + B1X1+B2X2 + B11X12 + B22X22 + B1,2X1 X2

Donde Y representa la respuesta aceptabilidad, los componentes de la
ecuacion X1 y X2 en sus formas lineales y no lineales representan las variables

tiempo de horneo y relacion quinoa/ arroz y Xi1X» la interaccion entre ellas.

3.4. Analisis sensorial

3.4.1 Aceptabilidad

La aceptabilidad de las galletas se determin6 usando el test hedonico (Wittig E,
1981; Urefia M, 1999) con una escala sensorial de cinco puntos donde 1= me
desagrada mucho; 2= Me desagrada; 3=Ni me agrada ni me desagrada; 4= me
agrada; 5= Me agrada mucho. Para la ejecucion del test se utilizaron 100 personas
de diferentes edades y sexo a las cuales se les entregé un formulario para la

obtencion de los datos.
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3.5 Analisis quimicos

3.5.1. Quimico proximal

El analisis proximal fue llevado a cabo de acuerdo a las técnicas estandares de
la Association of Analytical Chemist (AOAC, 1990). Las caracteristicas evaluadas
fueron: humedad, proteinas, cenizas, fibra cruda, extracto etéreo y extracto no
nitrogenado (carbohidratos).Todos los analisis descritos fueron realizados en

duplicado.

Humedad

En un vaso precipitado de peso conocido se pesaron 2 gramos de muestra
previamente homogenizada utilizando una balanza analitica. Luego se coloc6 en una
estufa a 105 °C por un lapso de 6 horas hasta peso constante. AL término de este
tiempo se retird de la estufa y se dejoé enfriar en un desecador. El porcentaje de
humedad fue obtenido por diferencia de peso, entre el peso de la muestra original y el
peso de la muestra seca.

Extracto etéreo

2 g de muestra seca se colocaron en un matraz erlenmeyer de peso conocido
gue se conectd a un equipo soxhlet para extraer el contenido de grasa de la muestra
usando éter de petr6leo como solvente. El proceso durd 5 horas. A continuacion se
elimino el éter de petroleo del matraz por destilacion al vacio utilizando un rota vapor
guedando como residuo le material graso. El matraz se colocé en una estufa a 105°C
por 2 horas para eliminar restos del solvente. Luego se peso. El porcentaje de grasa

se determind por diferencia de peso del erlenmeyer con muestra inicial y final.

Proteinas
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Un g de muestra seca fue depositado en un tubo de digestion Kjeldahl
adicionando 10 mL de H>SOs4 concentrado y 1g de mezcla catalizadora de CuSO4 y
K2SOs4 (relacion 1:10). En este proceso el contenido de nitrégeno de la muestra se
convirtié en sulfato acido de amonio eliminando el resto de componentes organicos.
La etapa siguiente fue una destilacion en ambiente alcalino adicionando una solucién
concentrada de soda caustica al 40%. Bajo estas condiciones el nitrogeno quedo
como amoniaco que fue recogido en una solucion &acida de normalidad conocida.
Célculos matematicos "posteriores permitieron determinar la concentracion de

proteinas utilizando el factor de conversién 6.25.

Cenizas

2 g de muestra seca se colocaron en un crisol de porcelana previamente
secado y tarado. Primeramente se carbonizé utilizando mechero y luego se incinero
en una mufla a 550°C, durante 6 horas hasta que la ceniza alcanzé un color blanco
grisaceo. A continuacion, se depositd el crisol en un desecador, se enfrid a

temperatura ambiente y se peso6 en una balanza analitica.

Fibra cruda

Para determinar la cantidad de fibra cruda, se pes6 2 g de muestra seca y
desgrasada. colocandola en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se agreg6 250 mL de
H>SO4 0,255 N hirviendo y gotas de alcohol amilico como medio antiespumante. Se
calentd sobre una placa calefactora durante 30 minutos, girando peridodicamente el
matraz para evitar que los solidos se pegaran a las paredes del mismo. La mezcla
obtenida se filtr6 a vacio en papel filtro Advantage N° 5. Se lavé 3 veces con agua
destilada hirviendo. A continuacion, se arrastro el residuo retenido en el medio
filtrante con 250mL de NaOH 0,313N hirviendo, recibiéndolo en un matraz de 500 mL.
Se hirvié por 30 minutos, luego se filtr6 al vacio bajo las mismas condiciones
anteriores pero usando papel filtro seco, previamente tarado. Se lavd 3 veces con

agua destilada hirviendo y el residuo se puso a secar en una estufa a 105 °C por 30
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minutos. Finalmente se peso en la balanza analitica.

Hidratos de carbono

Su contenido se obtuvo por diferencia restando de 100 la suma de los

porcentajes de humedad, extracto etéreo, proteinas, cenizas y fibra cruda.

Contenido calérico

Se calcul6 utilizando los coeficientes de Atwater ( 4 para proteinas, e Hidratos

de Carbono y 9 para lipidos).

3.6 Analisis Farinolégicos

Dentro de los parametros considerados en la evaluacion farinolégica de la
mezcla de harinas de quinoa/arroz seleccionada en la etapa de optimizacion y harina
de trigo tomada como referencia se analizaros las siguientes caracteristicas:
Absorcion de agua, tiempo de desarrollo de la masa, elasticidad, estabilidad, indice
de tolerancia a la fermentacion, decaimiento (U.B.) los que fueron determinados de
acuerdo a procedimientos estandares de la Association of Cereal Chemits (AACC)

utilizando el Farinégrafo de Brabender.

El farindgrafo Brabender es un equipo que permite determinar la calidad del
gluten de una harina y ha sido utilizado ampliamente en los laboratorios. Dispone de
una camara de mezclado de una alta velocidad y la fuerza requerida para hacer girar
dos paletas en forma de Z se mide en un dinamdémetro que esta conectado a un
sistema de registro. El resultado es una grafica del proceso de amasado, sobre una
escala de 0 a 1000 unidades Brabender que actualmente reciben el nombre de
unidades farinogréficas, y la grafica obtenido se denomina farinograma. En este
experimento se evalud la accion visco elastica del gluten del trigo y sera comparado

con la mezcla de ensayo.
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La méas importante de estas variables es la estabilidad (en minutos) o tolerancia
a la fermentacion, y es el tiempo que media entre el punto maximo de la grafica y el
momento en que pasa por debajo de la linea de 500 unidades Brabender. Un tiempo
mayor que 15 minutos ya corresponde a harina de un trigo de buena calidad. Entre
10 y 15 minutos corresponde a trigos de calidad intermedia. Inferiores a 10 minutos
indica harina de trigo de calidad panadera floja. Este estudio se utilizo el farindgrafo
Brabender No. 8-10-101 disponible en la Universidad Técnica de Ambato, facultad de

Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Absorcion de agua .

La absorcién de agua es una medida indirecta de las caracteristica del almidén
y se define como el porcentaje de agua, sobre el peso de harina que es necesario
afiadir para que la masa alcance una consistencia de 500 unidades Brabender en el
punto maximo desarrollo. Cuando se trata de harinas precocidas, debido al gran
hinchamiento que presenta el almidon modificado, se utiliza Unicamente 25 g en lugar

de los 50 g utilizados para el caso de harina de trigo

Tiempo de desarrollo de la masa o tiempo de amasado

Representa el tiempo en minutos desde la iniciacion de la curva hasta el punto

de méaxima consistencia

Estabilidad

Es el tiempo en minutos, desde la primera interseccion con la linea de 500UF,
y la ultima interseccion con esta linea. Es decir E = Ul — PI, Representa la mayor o
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menor resistencia que opone la masa al trabajo mecanico del amasado

Indice tolerancia al amasado

Es la diferencia en unidades farinograficas entre la parte superior de la curva
en el punto de maxima consistencia y la parte superior de la misma a los 5 minutos

de haber alcanzado dicho punto.

Grado de Decaimiento (U.B.) o caida a los 10 minuto s

Es el valor en unidades farinogréficas, entre la linea de 500 y el centro de la

curva, medido luego de 10 minutos de la iniciacion del ensayo.

Elasticidad

Es el ancho de la banda farinografica medida en U.F., en el punto de maxima

consistencia

3.7 Vidautil .

Muestras de galletas (A) se almacenaron a temperatura controlada (30°C) por
un periodo de tiempo de 30 dias. Finalizada la experiencia se llevé a cabo un ensayo
discriminatorio pareado ((Wittig E.,1981; Ureia M.,1999) utilizando un panel
sensorial entrenado de 20 jueces comparando A con galletas recién horneadas (B)
para comprobar si el tiempo de almacenamiento podria afectar las propiedades
sensoriales de las galletas. Los datos fueron analizados estadisticamente usando la

distribucién normal standard z con un alfa de 5%
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3.7.1 Test discriminatorio

Toda evaluacion sensorial se lleva a cabo mediante el uso de los sentidos, ya sea,
lengua (gusto), vision (apariencia), oido (sonido), tacto (dureza, suavidad, oleoso,
etc), olfato (aroma). La sensacion compleja resultante de la interaccion de nuestros
sentidos, es usada para determinar caracteristicas de muestras alimenticias
actualmente en el mercado o en proceso de desarrollo, midiendo ya sea una o varias
variables sensoriales a la vez. Dentro de los diferentes métodos con que se dispone
para determinar caracteristicas sensoriales podemos mencionar los ensayos
discriminatorios pareados (dos muestras), triangular (tres muestras), etc, En el
presente trabajo se practicard el test pareado, cuyo fundamento consiste en
determinar si las muestras a analizar por el panel, son iguales o diferentes en algun

aspecto
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RESULTADOS Y DISCUSION

Observando las diferentes combinaciones de las variables independientes y
ademas tomando en cuenta que se usO una escala sensorial donde el mayor valor
de aceptabilidad corresponde a una calificacion 5, los mejores resultados se
consiguieron en los puntos de disefio 6, 11 y destacando nitidamente por sobre los
demas el punto7, obtenido con la combinacion nivel central para tiempo de horneo y

axial —a para Quinoa/Arroz

Tabla 4 Influencia de los factores de control sobre

aceptabilidad de galletas para celiacos

Variables / niveles Respuesta

P. disefio | Tiempo horneo | Quinoa/Arroz | Aceptabilidad

1 -1 -1 3.05*
2 +1 -1 3.56
3 -1 +1 2.97
4 +1 +1 3.47
5 -a 2,90
6 +a 0 3.60
7 0 -a 3.67
8 0 +a 3.40
9 0 0 3.55
10 0 3.50
11 0 3.60

* promedio = 100
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Como resultado del proceso de optimizacion usando el DCC se obtuvo una
ecuacion empirica polinomica de segundo orden en la cual la aceptabilidad de las
galletas para celiacos desarrollada puede predecirse modificando las variables
independientes X1 tiempo de horneo y X2 (relaciéon p/p harina de quinoa y arroz)
tomando en cuenta los rangos de trabajo impuestos en este ensayo. En esta
ecuacion el tiempo de horneo en sus formas lineal y no lineal reflejan una relacion
de afinidad superior con la respuesta a la mostrada por la proporcién de harinas de

quinoa y arroz.
Y = 3,55 +0.25X1 -0.07X2 -0.17X32 -0.08X22 -2.5x10-3 X1 X2

En cuanto a la informacién que se obtuvo del analisis estadistico el ANOVA
demostré que la variable tiempo de horneo tanto lineal como cuadréatica tuvo un
efecto significativo sobre la respuesta (p<0.05) con valores f experimentales de 43.40

y 16.37 respectivamente muy superiores al F teodrico de 6.61.

Tabla 5 Influencia de las variables independientes sobre la
aceptabilidad

F. variacion SC gl F exp Probab R2
Modelo 0.71 5 12.40 0.0076  0.9254
X1 0.50 1 43.40* 0.0012
X2 0.03 1 2.17 0.2008
X12 0.16 1 13.67* 0.014
X22 0.03 1 2.22 0.1962
X1X2  2.5x10° 1 0.001  0.9646
E falta ajuste  0.053 3 7.01 0.1273**
E. puro 0.005 2
Total 0.058 10

*significativo p<0.05; ** no significativo
X1= tiempo horneo; X2= quinoa/arroz
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Como parte del andlisis estadistico es importante discutir la participacion
del error llamado también ruido y, como interfiere en la confiabilidad de la respuesta.
En esta experiencia el error total se dividié en dos, uno identificado como error puro
relacionado con la informacion no incluida en el ensayo que puede afectar la
respuesta y por lo tanto no esta controlada, y el error por falta de ajuste que dice
relacion con la capacidad predictiva de la ecuacion empirica obtenida En este
ensayo se obtuvo un valor de 7.01 con un F superior al f tabla. Esta cifra significa
gue la ecuacién es confiable puesto que el valor F resultd no significativo. Es
interesante destacar ademas en este andlisis el valor del coeficiente de
determinacion obtenido que implica que el modelo generado es capaz de explicar el
92.54 de la variabilidad de la respuesta. En otras palabras se demostré la estrecha
relacion que existe entre las variables independientes con la variable dependiente.
Por ultimo, se obtuvo una precision adecuada de 9.7 superior a 4 considerado como
deseable. Este término es importante de tener en cuenta pues esta relacionado con

la relacion sefal /ruido, signo de consistencia de la respuesta.

La forma que adopta la respuesta influenciada por las variables independiente
se representa en las figuras 5 y 6 tanto tridimensional como de contorno. En la
primera se demuestra claramente que el tiempo de horneo afecta significativamente
la aceptabilidad el producto desarrollado obteniéndose una tendencia curvo
ascendente hasta alcanzar la zona de maximas respuestas, mientras que para la

relacion quinoa/arroz su efecto es mas plano y lineal
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3.67
3.42
3.16

2.91
2.66

Aceptabilidad

-1.41 -1.41

A: Tiempo

Fig.5 Gréafico tridimensional que describe el efecto de los factores de control

en la aceptabilidad de las galletas

Mejor informacion sobre las mejores combinaciones de las variables
independientes se encontraron en el grafico de contorno donde se destaca
nitidamente la regién de maximos resultados de aceptabilidad., concluyendo que las
combinaciones Optimas para obtener las mejores respuestas de aceptabilidad esta
para el tiempo de horneo en un rango entre 16 a 18 minutos en tanto para la relacion

guinoa/arroz sus valores se encuentran entre 70/150 a 75/150.
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B: Mezcla

Aceptabilidad

1.41
0.70
0.00 —
-0.70 .
Predict 3.67
-1.41
-1.41 -0.70 0.00 0.70 1.41
A: Tiempo

Fig 6 Influencia de las variables independientes sobre la respuesta
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Andlisis quimico proximal

De la observacion de los resultados una vez realizado el analisis proximal
hecho a la galleta control elaborada con harina de trigo y la formulacién para celiacos
usando harinas de quinoa y arroz no se presentan grandes diferencias en los aportes
de materia grasa, ceniza, fibra cruda e hidratos de carbono. En el caso de la
concentracion de proteinas su mayor contenido podria deberse a la inclusion de
quinoa en la preparacion En cuanto a la cantidad de calorias la formulacién de
galletas para celiacos es inferior en 22 Kcal al compararse con la galleta control.
Esta diferencia se explica por el menor contenido de materia grasa equivalente

aproximadamente a un 4%

Tabla 6 Composicion proximal* de formulaciones de

galletas para celiacos y una control. (g/100g)

 Componentes  Galleta celiacos  Galleta control
Humedad 9,20%*** 8,85
Cenizas 1,62 1.36
Extracto etéreo 15,72 19.27
Proteinas** 8,98 7.34
Fibra cruda 1.01 0.60
ENN*** 63.47 62.58
Energia Kcal 431.28 453.11

* valores promedios, n=2; **Nx6.25; *** Por diferencia
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Andlisis farinologicos

La capacidad de absorcion de agua y la temperatura de gelatinizacion son
caracteristicas especificas de cada almidén en particular y dependen de diversos
factores como por ejemplo el tamafio de los granulos, relacion amilosa/amilopectina,
fuerzas intra e intermoleculares, entre otras. (Lizet R, et al, 2006) También esta
directamente relacionada con la cantidad de proteinas, tal como se observa en la
tabla 7

Tabla 7 Propiedades farinolégicas de harina de trigo y

Quinoa/Arroz

Propiedades H. trigo H.quinoa/arroz
Absorcion de agua (%) 52.50 70.0
Tiempo Des, masa (min) 4.40 2.2
Elasticidad (min) 5.UF
Estabilidad (min) 8.15 2.0
indice tolerancia 10 min
Decaimiento 40 UB

Al comparar la harina control (trigo) y la mezcla harinas de quinoa/arroz se
infiere que existe una gran diferencia en comportamiento visco elastico de la masa. A
menor contenido de gluten menor sera el tiempo de desarrollo de la masa como
muestran los resultados en la tabla 7. La harina de trigo presenta un comportamiento
de acuerdo a lo esperado puesto la gliadina como componente principal del gluten
influye en la formaciéon de la masa, lo que no sucede con la muestra de quinua/arroz
la que por carecer de gliadinas presenta una disminucion significativa de su

comportamiento visco elastico. (Tabla 7 y fig. N° 7)

37



La elasticidad o consistencia de la masa que media entre el punto maximo de
la grafica y el momento en que pasa por debajo de la linea de 500 unidades
Brabender se mide en unidades farinologicas UF la que representa el ancho de la
curva, que no se pudo determinar para la mezcla de harina sin gluten. En cuanto al
decaimiento de la masa medido en UB representa el momento en que empieza a
debilitarse la consistencia de la masa por efecto del trabajo mecanico a la que es

sometida, asi valores cercanos o mayores a 100 UB son tipicas de harinas débiles.

Figura 70. Farinograma de brabender de las harinas de trigo y arroz/quinua

FARINOGRAMA
QUINUA/ARROZ

P.I: punto inicial; D: tiempo de desarrollo de masa; |.T.A: indice de tolerancia al amasado

E: elasticidad

En lo que respecta a la tolerancia a la fermentacion, un tiempo mayor de 15
minutos ya corresponde a harina de un trigo de buena calidad. Entre 10 y 15 minutos
corresponde a trigos de calidad intermedia. Inferiores a 10 minutos indica harina de
trigo de calidad panadera floja. La estabilidad corresponde a la porcion de la curva

en la que no hay un cambio sustancial de la consistencia durante el amasado y esta
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determinada en unidades de tiempo. Mientras mayor sea este parametro, mayor sera
la resistencia o tolerancia de la masa al tratamiento mecanico. Se puede decir que
todas las masas se rompen durante el amasado continuo y la ocurrencia de este
fendbmeno se detecta en el farinografo cuando la curva empieza a descender.
Mientras mas pronto ocurre este rompimiento, esto es indicativo que la menor

tolerancia al abuso mecanico y a la fermentacion.

El indice de tolerancia del control alcanza 10 UF a los 5 minutos de amasado,
lo que no ocurre con la muestra experimental, la misma que no llega el tiempo
requerido por carencia de gluten y se observa el decaimiento de la linea de 500

unidades Brabender.

Desde el punto de vista tecnolégico y para obtener una masa maleable (tiempo
de desarrollo de masa) el grafico de Brabender nos indica que para elaborar galletas
a base de g/a se necesita un tiempo de amasado de 4 minutos y 40 segundos a la

proporcion optima sensorialmente evaluada.

Ensayo de vida util

Determinar la vida util de un producto alimenticio es muy importante para
conocer el periodo de tiempo que puede estar en los locales de venta sin que se
observen sintomas que pongan en riesgo tanto la calidad del producto como la salud
de los consumidores. Existen diversas formas para conocer esta informacion ya que
depende de muchas variables ej. porcentaje de humedad, temperatura ambiental,
tipos de nutrientes, procesos de elaboracion, tipo de envase, etc, etc. En nuestro
caso particular después de un periodo de almacenamiento a 30°C durante 30 dias se
determin6 el tiempo de almacenamiento utilizando ensayos sensoriales
discriminatorios para verificar la posible modificacién en el gusto, aroma y textura de
las muestras. El resultado obtenido demostré que estas caracteristicas no habian

sufrido cambios significativos porque el valor z experimental = 1.12 que se obtuvo fue
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muy inferior al z= 1.64 (<0.05) necesario para tomar la decision opuesta. Tomando
en cuenta que se trata de un producto con escasa humedad, es decir, bajo aW, este
resultado se puede perfectamente extrapolar mucho mas alld de los 30 dias

planificados.

CONCLUSIONES

La metodologia de superficie respuesta (MSR), es un método usado
ampliamente en la investigacion y desarrollo de productos en la industria de
alimentos y cada vez se van haciendo aplicaciones mas complejas y de mayor

cobertura.

Es importante resaltar que los profesionales involucrados en la investigacion y el
desarrollo de productos y procesos agroalimentarios, cada vez deben dominar
tecnologias que permitan ser mas eficientes en los andlisis estadisticos, y que
permitan sacar la mayor cantidad de informacionon a los datos experimentales y asi

generar un mayor conocimiento de los experimentos.

El disefio experimental (MSR) con el empleo de disefos factoriales en esta
investigacion permitido desarrollar con éxito una formulacion optimizada de galletas

para personas celiacas con una aceptabilidad calificada como buena.

El producto optimizado asi como una formulacion control presentaron
caracteristicas quimicas comparables entre si. destacando en las galleta para

celiacos un incremento de la concentracion de proteinas

Al mismo tiempo fue posible determinar las caracteristicas farinologicas de las
harinas de trigo y harina de quinos/harina de arroz confirmando el deterioro de las
propiedades visco elasticas de la Ultima debida a la ausencia de las proteinas del

gluten.

4C



Finalmente los resultados encontrados en el ensayo de vida til de las galletas
llevado a cabo bajo condiciones especificas de temperatura y tiempo demostraron
gue el tiempo de almacenamiento no afectd las caracteristicas sensoriales del

producto.
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FASE |. Seleccionar variables y sus intervalovaéacion, en esta fase se seleccionan
las variables que se van a controlar en el expatome Se van a considerar dos variables
de proceso: tiempo (min), mezcla de harina (gramBsYa elegir los niveles se escogen de

acuerdo a las condiciones normales de proceso.

FASE II: El disefio factorial es*3con 9 puntos de disefio donde el punto central fue
replicado 3 veces para obtener una mejor estimatgda magnitud del error experimental,
totalizando 11 corridas experimentales La tabtaugstra la matriz del disefio compuesto
central, con las dos variables codificadas. Lasentaciones de los puntos centrales son
usadas para estimar el error experimental y perohigfjuear el ajuste del modelo de

segundo orden.

FASE Ill. De acuerdo al plan experimental (vebldaal) se realizan las pruebas de
aceptabilidad del producto, con el propdésito deucedel error, se estima constante la

temperatura de horneo.

FASE IV:  Se ajusta el modelo estimado
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