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RESUMEN. El objetivo de este estudio fue evaluar diferentes niveles de ingredientes y tiempos de
mezclado para elaborar pan sin gluten con buena calidad fisica. El pan sin gluten se elabor6 con
harina compuesta de platano verde y B. alicastrum con diferente nivel de agua (entre 80 y 115 mL),
enzima transglutaminasa (entre 0.10 y 1.5%), concentrado proteico de calabaza (entre 1.0 y 10.0%)
y tiempo de mezclado (entre 1.0 y 10 min). Se encontré que la variacién del nivel de cada
ingrediente y el tiempo de mezclado tiene un efecto significativo sobre el volumen especifico, el
porcentaje de drea de alvéolos y la densidad alveolar. Se obtuvo pan con buena calidad fisica
(volumen especifico 1.62 cm?® g, 1.40 alvéolos mm?2 y 23.98% drea alveolar) a partir de 115 mL de
agua, 0.5% de enzima, 2% de concentrado proteico y un tiempo de mezclado de 3 min.

Palabras clave: Miga, concentrado proteico, calabaza, harina sin gluten, transglutaminasa.

ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate different levels of ingredients and mixing
times to elaborate gluten-free bread with good physical quality. The gluten-free bread was
processed with flour composed of unripe plantain and B. alicastrum with different levels of water
(between 80 and 115 mL), transglutaminase enzyme (between 0.10 and 1.5%), pumpkin protein
concentrate (between 1.0 and 10.0%) and mixing time (between 1.0 and 10 min). It was found that
varying the level of each ingredient and the mixing time has a significant effect on the specific
volume, the percentage of alveoli area and the alveolar density. Bread with good physical quality
(specific volume 1.62 cm?® g, 1.40 alveoli mm? and 23.98% alveolar area) was obtained from 115
mL of water, 0.5% enzyme, 2% protein concentrate and a time of 3 min mixing.

Keywords: Crumb, protein concentrate, pumpkin, gluten-free flour, transglutaminase.
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INTRODUCCION

El pan es un alimento basico en todo el mundo y se utiliza una variedad de ingredientes y métodos
de produccion. El trigo es el grano principal para elaborar pan y contiene gluten que se compone
de dos grupos de proteinas: glutenina y gliadina (Jacinto et al. 2020). El gluten proporciona
funcionalidad a la matriz alimentaria e induce caracteristicas especificas relacionadas con el
desarrollo de una estructura de masa cohesiva y eldstica. Ademas, el gluten imparte propiedades
reoldgicas tinicas a los productos horneados con levadura, cuya ausencia resulta en un importante
inconveniente tecnoldgico (Nunes et al. 2020).

La enfermedad celiaca (EC) afecta al 1.4% de la poblacion mundial, debido al consumo de
productos que contienen gluten (trigo, cebada, centeno, entre otros) (Jacinto et al. 2020). La EC se
caracteriza por una respuesta autoinmune con sintomas, que incluye inflamacién del intestino
delgado, el tratamiento de los pacientes celiacos consiste en evitar el consumo de alimentos que
contengan gluten (Herndndez-Aguirre et al. 2019). Actualmente, un numero creciente de
consumidores que no han sido diagnosticados con enfermedad celiaca pero que estan eliminando
el gluten de su dieta como una opcién de estilo de vida saludable esta aumentando (Nunes et al.
2020). Sin embargo, la disponibilidad de pan sin gluten de buena calidad es limitada y es un area
nueva para la industria alimentaria (Herndndez-Aguirre ef al. 2019).

El pan sin gluten muestra una textura quebradiza, color poco atractivo y otros problemas de
calidad. El uso de harina sin gluten reduce la retencion de gas y dificulta la obtencion de un pan
con alto volumen (Jacinto et al. 2020). Los consumidores prefieren un pan suave y fresco con una
corteza dorada y una miga uniforme. Ademas, el pan sin gluten elaborado con almidon carece de
diversos nutrientes y micronutrientes, como proteinas, fibra, minerales, vitaminas y antioxidantes
(Utarova et al. 2024). Pero es posible afiadir ingredientes estructurales (almidones, harina sin gluten,
hidrocoloides, proteinas y aditivos) a la formulacidon de un pan libre de gluten con el propdsito de
mejorar su calidad, valor nutricional y capacidad antioxidante (Santamaria et al. 2023).

Un ingrediente alternativo al almidoén en la formulacion de un pan sin gluten es la harina rica en
almidon resistente debido a sus beneficios para la salud y sus propiedades organolépticas (Nguyen
et al. 2023). El platano verde (Musa paradisiaca L.) se considera como una buena fuente de almidén
resistente (30-40%) y su harina se ha utilizado como materia prima para modificar la textura y
consistencia de los alimentos y producir alimentos de digestion lenta (Maseko et al. 2024). Ademas,
el pan sin gluten se puede fortificar afadiendo otras harinas alternativas con propiedades
antioxidantes. Como el arbol B. alicastrum (también conocido como Ramon) el cual produce
semillas que se muelen para obtener harina libre de gluten y con alta capacidad antioxidante
(Aguilar-Piloto et al. 2023). Ademas, la harina obtenida de las semillas se caracteriza por un alto
contenido de fibra dietética, compuestos fenodlicos y proteinas, la cual puede ser utilizada en un
futuro como alimento funcional en México (Trujillo-Nava et al. 2023).

Se han investigado varios ingredientes estructurales en relacion con la calidad del pan sin gluten,
incluida la adicion de diferentes hidrocoloides que pueden imitar las propiedades del gluten.
También se ha utilizado psyllium (rica en fibra soluble), productos lacteos, huevo y proteinas de
leguminosas como soya, chicharos y garbanzo (Tomié et al. 2020). Ademads, algunas enzimas
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comerciales se incluyen en el pan sin gluten como reticulante, como la transglutaminasa. Esto
favorece la formacion de enlaces isopeptidicos mediante el entrecruzamiento de los grupos amino
y acilo de las proteinas, mejorando el volumen y la textura del pan sin gluten (Kolotylo et al. 2023).
Las proteinas y enzimas mejoran el comportamiento viscoelastico de la masa, aumentan su
capacidad para retener gas durante el horneado e influyen en la expansion de la masa, lo que da
como resultado un pan con mejor textura y aceptacion sensorial (Santos et al. 2020). Por lo tanto,
para el desarrollo de panes sin gluten, es importante evaluar otras fuentes de proteina vegetal no
explotadas, como las semillas de calabaza chihua (Cucurbita argyrosperma Huber). La semilla de
calabaza chihua es importante cultural y econdmicamente en la gastronomia del sureste de México,
siendo una rica fuente de dcidos grasos, proteinas, fibra y minerales (Can-Cauich et al. 2021). De
acuerdo con Ruiz-Garecia et al. (2020), las semillas de C. argyrosperma muestran un alto contenido de
proteinas (26-32%), lo que las convierte en un material alternativo para la obtencion de un
concentrado proteico como ingrediente estructural en pan libre de gluten. Considerando el
creciente costo de la harina de trigo, la incidencia de la EC, los defectos de calidad de los panes sin
gluten y el interés por el uso de harinas alternativas, el objetivo de la investigacion fue evaluar la
influencia de diferentes ingredientes y el tiempo de mezclado sobre la calidad fisica del pan sin
gluten elaborado con harina compuesta de platano verde y B. alicastrum. Este estudio contribuira a
generar opciones viables para el mercado de pan sin gluten.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de ingredientes, concentrado proteico y enzima

La harina de semilla de B. alicastrum (HBA) (tamizado con una malla No. 100) se obtuvo del
Laboratorio de Desarrollo de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Mérida, Yucatan (21°00'44"
LNy 89°37"20" LO). La composicion quimica proximal de HBA fue de 9.10, 4.05, 16.03, 1.77 y 24.84%
para humedad, cenizas, proteinas, grasa cruda y fibra dietética total, respectivamente. La harina de
platano verde (HPV) se compré en la empresa Tabashito (Tabasco, México). El tamafio de particula
de HPV se redujo a través de un tamiz de malla No. 100 y la composicion quimica de HPV fue de
9.07, 2.66, 4.24, 0.96 y 8.87% para humedad, cenizas, proteinas, grasa cruda y fibra dietética total,
respectivamente.

La enzima transglutaminasa Moo Gloo RM se adquirié de Modernist Pantry LLC (Francia). Se
utilizé levadura fresca Saccharomyces cerevisiae. Los siguientes ingredientes se compraron en un
supermercado en Mérida, Yucatan, México: sal, aztcar estandar y aceite de oliva.

La semilla de calabaza chihua (sin cascara) (C. argyrosperma Huber) se adquirio en el mercado Lucas
De Galvéz en Mérida, Yucatan, México. Las semillas (sin cascara) se prensaron mecdnicamente con
un tornillo (Komet CA59G, IBG Monforts Oekotec GmbH and Co. KG, Mdnchengladbach,
Germany) para eliminar parte del aceite siguiendo el procedimiento descrito por Can-Cauich et al.
(2019). Luego, el aceite restante se elimind mediante la extraccion asistida por ultrasonidos
(CScientific CS-UB100, México). Para lo cual, se mezclaron 10 g de semillas (previamente
prensadas) con 90 mL de etanol (95%) y la muestra se colocd en un bafio de ultrasonido. Las
condiciones de extraccion fueron 90% de amplitud, 30 °C y 50 min. Luego la muestra se filtré para
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recuperar la harina y se secd en un horno de conveccién (FE-291, México) a 45 °C durante 72 h.
Después del secado, la harina de la semilla de calabaza se proceso en un Nutribullet® (NBR-0601,
600 W, México), la harina resultante se utilizo para la obtencion de un concentrado proteico
mediante extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica, segun el procedimiento descrito por
Shevkani et al. (2015).

Elaboracién del pan HPV-HBA

Los ingredientes secos se mezclaron con la levadura fresca a velocidad 1 durante 1 min utilizando
una batidora KitchenAid® Professional (Kitchen Aid, St., Joseph, Michigan, EE. UU.) con un
accesorio batidor plano. A la mezcla se le afaden los ingredientes himedos, primero aceite de oliva
y luego agua a 35 °C. Se mezcld nuevamente a velocidad 2 durante 3 min. La masa homogénea se
vertié en moldes antiadherentes (8.8 cm de largo x 3.8 cm de alto) y se fermentd durante 45 min a
35 °C con 85% de humedad relativa. Después de la fermentacion, la masa se horneé en un horno
eléctrico Black & Decker® (Black and Decker Inc. Baltimore, USA) a 190 °C durante 35 min (previo
calentamiento del horno durante 15 min). Después de hornear, el pan se desmoldo, se enfri6 a 25
°C durante 1 h y luego se analizo.

Experimento de un solo factor

Se realizo un experimento de un solo factor para determinar el nivel de cada ingrediente en la
formulacion para aumentar el volumen especifico, el porcentaje de drea de alvéolos y la densidad
alveolar del pan. Los cuatro factores estudiados fueron la cantidad de agua, el tiempo de mezclado,
la concentracion de enzima transglutaminasa y la concentracion del concentrado proteico de la
semilla de calabaza chihua. Para cada tratamiento se consideré como base para el calculo 100 g de
harina compuesta de harina de platano verde (88% p/p) y B. alicastrum (12% p/p). El agua (80, 90,
100, 110 y 115 mL), la enzima (0.1, 0.3, 0.5, 1.0 y 1.5%) y el concentrado proteico (1, 2, 5, 8 y 10%) se
expresaron con base en 100 g de harina compuesta. Los niveles de tiempo de mezclado evaluados
fueron 1, 3, 6, 8 y 10 min. Cada factor se probo en cinco niveles para un total de 20 experimentos,
variando el nivel de un factor mientras se mantenia constante el nivel del otro factor. Para cada
formulacion de pan (con base en 100 g de harina compuesta) se utilizaron 3 g de aceite de oliva, 5
g de azucar, 3 g de levadura frescay 2 g de sal.

Volumen especifico
El volumen especifico de pan se determind mediante el método de desplazamiento de mijo. El
volumen especifico (cm?® g') se calculé como volumen (cm?)/peso (g) de pan (Xie et al. 2022).

Estructura de la miga del pan

Se utilizd el andlisis de imagenes para evaluar la estructura de la miga del pan siguiendo el
procedimiento descrito por Scheuer et al. (2015). Se tomo una rebanada (de 1 cm de espesor) del
centro de cada pan y se escane6 utilizando un escaner (Epson Perfection V200 Photo modelo ]J231C,
USA). Las imagenes fueron analizadas con el software Image] v. 1.44c. Los valores de pixeles se
convirtieron en unidades de distancia utilizando valores de longitud conocidos. Las imagenes
fueron procesadas y convertidas a escala de grises de 8 bits con posterior ajuste del umbral, de las
cuales se extrajeron y calcularon las siguientes propiedades de la miga de pan: el drea de alvéolos
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expresado como el porcentaje (%) del area total y la densidad alveolar reportado como el niimero
de alvéolos por el drea total analizada (mm?).

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante el analisis de varianza ANOVA unidireccional y cuando se
detectaron diferencias estadisticas se realiz6 la comparacion de medias mediante el método de
Tukey (p < 0.05) utilizando el paquete estadistico Statgraphic® Centurion XVI (Manugistic, Inc.,
Rockville, MD, USA). Los resultados son el promedio de tres réplicas y se presentan en la figura
como promedio y desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra que la variacion del nivel del agua afect¢ significativamente la estructura y
volumen especifico del pan sin gluten elaborado con harina compuesta de platano verde y B.
alicastrum (HPV-HBA). El nivel de hidratacién de la masa varia entre formulacion de un pan y es
un factor importante relacionado con el volumen especifico como un indicador de la calidad del
pan (Monteiro et al. 2021). En este estudio se encontrd que el volumen especifico del pan aumento
significativamente (p <0.05) de 1.45 a 1.63 cm® g! al aumentar la cantidad de agua en la masa de 80
mL a 115 mL, respectivamente (Figura 1A). Este aumento de volumen especifico esta relacionado
con la mayor interaccion entre los componentes de la harina (almiddn de platano verde y almidén
de B. alicastrum) y el agua, lo que provoca una mayor hidratacion y efecto plastificante del agua,
favoreciendo la expansion de la masa después de la fermentacion (Srirejeki et al. 2018).

Al igual que con el volumen especifico, al aumentar la cantidad de agua en la masa aumento (p <
0.05) el porcentaje de area ocupada por los alvéolos (de 3.90 a 24.49%) y la densidad alveolar de la
miga (de 0.85 a 1.12 alvéolos mm?2) del pan (Figura 1B y 1C, respectivamente). Este efecto se
produce porque la interaccion del almidén y el agua conduce a la formacion de alvéolos
interconectados en forma de red, formados por regiones ricas en amilosa y amilopectina, lo que
aumenta la rigidez de los alvéolos y contribuye a la estructura final de la miga del pan (Gallagher
2008). Ademas Myhrvold y Migoya (2017) inform6 que durante el horneado, el agua de la masa se
convierte en vapor y las burbujas de diéxido de carbono formadas durante la fermentacion se
expanden para formar la estructura final de la miga del pan. Con base en los resultados, se
determind que agregar 115 mL de agua en la formulaciéon de pan HPV-HBA fue el mejor
tratamiento.

Otro factor estudiado es el tiempo de mezclado de la masa (Figura 2), en donde el volumen
especifico del pan analizado resulté mayor (de 1.41 a 1.87 cm® g') (p < 0.05) a medida que se
increment¢ el tiempo (Figura 2A). Al respecto, Elgeti et al. (2015) explicaron que se incorpora aire
en la masa de pan durante el mezclado. Mientras que O'shea et al. (2014) informaron que a medida
que aumenta el tiempo de mezclado aparecen burbujas de gas mds grandes y aumenta el volumen
especifico del pan, tal como se observd en esta investigacion. Como resultado, estas grandes
burbujas de aire conducen a la formacion de pan con alvéolos de gran tamano y mayor fraccion de
aire retenida (Cauvain 2007). El mayor volumen especifico (alrededor de 1.9 cm? g) (p < 0.05) se
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alcanzo6 entre los 8 y 10 min de mezclado, y el mayor porcentaje de drea ocupada por los alvéolos
(30.68%) se obtuvo a los 10 min de mezclado (p < 0.05) (Figura 2B). Desde un punto de vista
tecnoldgico, se espera que un producto de panaderia tenga un mayor volumen especifico y una
mayor fraccion de alvéolos. Esto se debe a que afecta la percepcion de suavidad del pan por los
consumidores (Meybodi et al. 2015). El aumento excesivo de la fraccion alveolar aumenta el tamanio
de los alvéolos, reduciendo la densidad alveolar y la uniformidad, dando como resultado un pan
con miga muy abierta, que visualmente puede ser rechazado por el consumidor (Villanueva et al.
2021). Mientras que Genevois-Carolina y De Escalada-Pla (2021) sugieren la obtencion de panes
con una estructura de miga compacta, con una alta densidad alveolar y al mismo tiempo con una
distribucién uniforme de los alvéolos. En este estudio, el pan HPV-HBA mostr6 una menor
densidad alveolar (0.82 alvéolos mm2) a los 10 min de mezclado, mientras que el valor mas alto (p
<0.05) se observéd a los 3 min (1.25 alvéolos mm?) (Figura 2C). Por tanto, en el siguiente experimento
de un solo factor, el tiempo de mezclado se fijo en 3 min.

La Figura 3 muestra que al afadir entre 0.5 y 1.0% de enzima transglutaminasa a la formulacion se
exhibidé mayor (p < 0.05) volumen especifico del pan (Figura 3A) (1.63 cm?® g'), mayor fraccion de
aire de la miga (Figura 3B) (entre 25.38 y 26.44%, respectivamente) y valores de la densidad alveolar
del pan entre 1.18 y 1.11 alvéolos mm? (Figura 3C), respectivamente. Ademas, se encontré que la
adicion de 1.5% de la enzima reduce significativamente el volumen especifico (1.50 cm? g) y la
densidad alveolar del pan (0.98 cm?® g1), debido a la alta reticulacion de las proteinas, aumentando
la resistencia de la masa a la expansion del gas (Moradi et al. 2021). El nivel de adicion de la enzima
necesario para formar una buena estructura de la miga de pan sin gluten depende de la fuente de
proteina disponible, en donde, los residuos de aminodcidos como la lisina y la glutamina son los
sustratos mas eficientes para la reaccion de entrecruzamiento catalizada por la enzima
transglutaminasa (Gaspar y De Goes-Favoni 2015). En este estudio, la estructura del pan HPV-HBA
sin gluten fue mejorado mediante el uso del concentrado proteico de calabaza y la presencia de
enzima transglutaminasa al 0.5%. Por lo tanto, en los siguientes experimentos, la concentracion de
enzima se fijo en 0.5%.

El efecto de los niveles de adicion de concentrado proteico de semilla de calabaza chihua en la
formulacion de un pan HPV-HBA se puede observar en la Figura 4. La adicion de 2-5% de
concentrado proteico aumentd significativamente el volumen especifico del pan (Figura 4A),
alrededor de 1.6 cm?® g, pero niveles superiores al 5% redujeron significativamente el porcentaje
de drea ocupada por alvéolos (18.87%) (Figura 4B) y el volumen especifico (1.49 cm?® g'). Cuando
se adicionaron 2% de concentrado proteico a la formulaciéon se observo una tendencia a
incrementar la densidad alveolar del pan (Figura 4C) (1.41 alvéolos mm). Lo que coincide con
Phongthai et al. (2016), quienes encontraron que suplementar un pan sin gluten con 2% de
concentrado de proteina de salvado de arroz dio un porcentaje de area de alvéolos de 21.47%, valor
que es similar a lo obtenido en este estudio (23.98%). Otro estudio encontré que la adiciéon de
albimina de huevo y proteina de papa al pan elaborado con almidéon de maiz aumentaba el
volumen especifico en comparacidon con el uso de otras fuentes de proteinas como arroz, soya y
lupino (2-4%) (Waziiroh et al. 2023). La capacidad de los alvéolos para formarse y retener gas esta
relacionada con el tipo de proteina involucrada. Estas proteinas deben poder hincharse y
desnaturalizarse a altas temperaturas de tal forma que puedan proporcionar un soporte estructural
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al almidon (Ziobro et al. 2013). Las proteinas extraidas de las semillas de calabaza ya han mostrado
propiedades funcionales como alta solubilidad, capacidad espumante y retencion de agua
(Vinayashree y Vasu 2021). La propiedad espumante de la proteina tiene la capacidad de disminuir
la tension superficial, aumentar la estabilidad del sistema de multiples fases y aumentar la
retencion de gas (Horstmann et al. 2017). Algunos autores consideran que si la masa del pan se
vuelve demasiado fuerte, la expansion del gas sera limitada y, finalmente, el aumento de la
elasticidad de la masa puede reducir la retenciéon de gas, lo que afectara la formacién de miga de
pan (Ziobro et al. 2016). Con base en los resultados, se determind que agregar un 2% de concentrado
de proteina de calabaza chihua a la formula fue el mejor tratamiento para este experimento de un
solo factor.
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HBA). A) Volumen especifico, B) Porcentaje de Volumen especifico, B) Porcentaje de édrea
area ocupada por alvéolos y C) Densidad ocupada por alvéolos y C) Densidad alveolar
alveolar.
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Los factores investigados (enzima, concentrado de proteinas de calabaza, agua y tiempo de
mezclado) influyeron significativamente en el volumen especifico, el porcentaje de area de alvéolos
y la densidad alveolar del pan HPV-HBA. El experimento de un solo factor arrojo un tratamiento
para la elaboracion de un pan sin gluten con buena calidad de miga a partir de harina compuestas
de platano verde y B. alicastrum. Esto implica agregar 115 mL de agua, 0.5% de enzima, 2% de
concentrado de proteina de calabaza chihua y un tiempo de mezclado de 3 min. Esta investigacion
contribuird al desarrollo de nuevos productos de panaderia sin gluten utilizando harinas
alternativas e ingredientes novedosos.
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