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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo la determinacion de la vida util del pan de molde sin
gluten con quinua (Chenopodium quinoa) utilizando los cambios de las propiedades fisicas,
quimicas, microbioldgicas y aceptabilidad general en el tiempo. EI pan de molde sin gluten
se elabord con almidon de papa, harina de quinua, y se afiadi6 propionato de calcio (como
conservante). Finalmente, se envasaron en dos materiales (polietileno y polipropileno) y
fueron almacenados durante 12 dias a 25 °C y 80 por ciento de HR. Para determinar la vida
atil se utilizaron las técnicas de: Cinética de reaccion, modelamiento matematico por
migracion de humedad y el anélisis de supervivencia. Se caracterizo el producto inicial
obteniéndose un volumen especifico de 1,77 + 0,006 cm®/g, la estructura de la miga fue de
4,27 + 1,90 mm? para el area de la célula y 83,65 + 1,38 para el numero de alveolos/cm?.
Los cambios de humedad, aw Yy textura siguieron la cinética de reaccion de orden uno tanto
para el pan sin gluten envasado en polipropileno como en el polietileno. La vida util mediante
la cinética de reaccion estuvo limitada principalmente por la firmeza obteniéndose un valor
de 3,15 dias para el pan envasado en polipropileno y 1,88 dias para el polietileno. Los
materiales de empaque (p<0,05) influyeron significativamente en la humedad, aw Yy
aceptabilidad general. El pan permanecio estable microbiol6gicamente durante seis dias. En
la simulacién mediante el modelo matematico por migracién de humedad que utilizo la
isoterma de sorcion del pan sin gluten, el modelo Oswin fue el que dio una mejor correlacion
con los datos experimentales (R?>= 0,94 y error relativo medio 5,61 por ciento) y los
resultados obtenidos de la vida util fueron 50,26 dias para el polipropileno y 43,53 dias para
el polietileno. Finalmente, la vida util (SL) mediante el analisis de supervivencia fue de 4,47
dias para el polipropileno y 3,89 dias para el polietileno asumiendo una probabilidad de falla

del 50 por ciento.

Palabras Clave: Granos andinos peruanos, pan sin gluten, vida util, analisis de

supervivencia, modelamiento.



ABSTRACT

The research aimed to determine the shelf life of gluten-free sliced bread with quinoa
(Chenopodium quinoa) using changes in physical, chemical, microbiological properties and
general acceptability over time. The gluten-free sliced bread was made with potato starch,
quinoa flour, and calcium propionate was added (as a preservative). Finally, they were
packaged in two materials (polyethylene and polypropylene) and were stored for 12 days at
25 °C and 80 percent RH. To determine the shelf life the techniques of: Reaction kinetics,
mathematical modeling by moisture migration and survival analysis were used. The initial
product was characterized obtaining a specific volume of 1,77 + 0,006 cm®/g, the structure
of the crumb was 4,27 + 1,90 mm? for the cell area and 83,65 + 1,38 for the number of
alveoli/cm?. The changes in moisture, aw and texture followed the reaction kinetics of order
one for both the gluten-free bread packed in polypropylene and in polyethylene. The shelf
life by reaction kinetics was mainly limited by firmness, obtaining a value of 3,15 days for
bread packed in polypropylene and 1,88 days for polyethylene. Packaging materials (p
<0,05) significantly influenced moisture, aw, and general acceptability. The bread remained
microbiologically stable for six days. In the simulation using the mathematical model by
moisture migration that used the sorption isotherm of gluten-free bread, the Oswin model
was the one that gave the best correlation with the experimental data (R? = 0,94 and mean
relative error 5,61 per percent) and the results obtained for the shelf life were 50,26 days for
polypropylene and 43,53 days for polyethylene. Finally, the shelf life (SL) by survival
analysis was 4,47 days for polypropylene and 3,89 days for polyethylene assuming a 50

percent probability of failure.

Keywords: Peruvian Andean grains, gluten-free bread, shelf life, survival analysis,
modeling



II. INTRODUCCION

El pan es el producto obtenido por una masa cocida y esponjosa de harina de trigo, sal, agua
y levadura, perfectamente horneada. Ademas, se puede incorporar ocasionalmente grasa y
otros mejoradores. El principal problema del pan es la pérdida de humedad de la miga
(endurecimiento), ablandamiento de la corteza y cambio en su sabor, dichos fendmenos son
conocidos como ‘“envejecimiento”, causado fundamentalmente por la retrogradacion del
almiddn, teniendo como consecuencia la pérdida de la aceptacién del producto ante el
consumidor, ademas debido a sus caracteristicas fisico-quimicas es susceptible de ser

deteriorado por hongos, levaduras y bacterias (Best y Appleton 2013).

El reemplazo de gluten es hoy en dia uno de los desafios para la ciencia y la tecnologia de
los alimentos, ya que una dieta sin gluten de por vida es esencial para los pacientes con
enteropatia sensible al gluten o enfermedad celiaca, la que se caracteriza por la mala
absorcion de nutrientes en el intestino delgado después de la ingestion de prolaminas del
trigo y también de otras especies de Triticum como el centeno, la cebada, la avena y sus
variedades cruzadas (Turabi et al. 2008). Gujral et al. (2012), los celiacos constituyen del
uno al tres por ciento de la poblacién mundial, en Argentina y Brasil una incidencia 0,25 a
0,5 por ciento, y 1,2 por ciento en Peru (Baldera et al. 2020). FEDE (2016), el mercado
mundial de productos sin gluten alcanzo los 3200 millones de ddlares, y se prevé que para
el 2020 este mercado crezca hasta los 4400 millones de ddlares, ademas una tendencia de
crecimiento del mercado mundial del 5 por ciento anual hasta el 2021. En América Latina
las ventas en el 2013 fueron de 94,8 millones de ddlares y se proyecta que ascendera a 127,3
millones de dolares para el 2018. Las importaciones de productos sin gluten en el Pert en el
2015 fueron realizadas principalmente por diez empresas y su tendencia es a la alza (Hobbs
et al. 2014).

Hay muchas recetas de pan convencionales sin gluten; sin embargo, la tecnologia actual de
productos de panaderia sin gluten se basa solo en almidones de diferentes origenes botanicos,

como el maiz y el arroz. Desafortunadamente esos productos sin gluten a menudo tienen



mala calidad: menor volumen de pan, mala textura (calcarea y desmenuzable ) y poca
sensacion en la boca debido a la falta de elasticidad del gluten y bajo valor nutricional. La
calidad y la vida util de los panes sin gluten se pueden mejorar mediante el uso de granos
andinos como la quinua, tara, chia, maca, sacha inchi y camu camu. En lo que respecta a la
quinua, este grano andino originario de los Andes genera una atencion especial debido a la
calidad y valor nutricional de sus proteinas, las cuales son una importante fuente de
aminoacidos esenciales (tiene un perfil de aminoacidos comparable al de la caseina).
Ademas posee un buen balance de &cidos grasos insaturados y fosfolipidos de alta calidad
nutricional que se mantienen estables durante el almacenamiento debido a la presencia de
vitamina E en la misma quinua, aparte de fibras dietéticas (Coda et al. 2010; Rizzello et al.
2016). De igual manera los granos andinos muestran actividades antioxidantes,

antiinflamatorias y anti carcinogénicas la que resulta positiva para productos peruanos.

La preparacion de la quinua no escapa de las alteraciones quimicas que se producen en toda
proteina, cuyo tipo y magnitud dependen de diversos parametros: variedad de quinua,
condiciones del procesamiento (temperatura, pH y presencia de oxigeno). Los resultados de
estas reacciones pueden alterar el valor biologico de la proteina. Por ejemplo: 1)
transformacion de los aminoacidos esenciales en compuestos derivados, que no pueden ser
utilizados por el organismo; 2) disminucién de la digestibilidad por uniones intra y

intercatenarias y 3) destruccion de aminoacidos esenciales (Ayala et al. 1999).

La determinacion del tiempo de vida atil del pan sin gluten con quinua sera til para
promover la produccion a nivel industrial y de este modo abasteciendo a las personas con
enfermedad celiaca de un producto de calidad. También la poblacién encontrara trabajo

sustentable en el procesamiento de esta fuente vegetal.

El interés en conocer la duracion del pan sin gluten de granos andinos debido a la ausencia
de este componente en la formulacién del pan, su comportamiento en anaquel sera distinto
en ese sentido se plantea investigar en funcion del tiempo de almacenamiento si es que
mantienen las caracteristicas fisico-quimicas y aceptabilidad del pan sin gluten con quinua

(Chenopodium quinoa).

El objetivo general de la presente investigacion fue determinar la vida util del pan sin gluten

con quinua (Chenopodium quinoa) a condiciones normales de almacenamiento.
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La investigacién tuvo como objetivos especificos:

Determinar la vida util del pan sin gluten con quinua (Chenopodium quinoa),
envasados en bolsas de polietileno y polipropileno, mediante cinética de reaccion.
Establecer un modelado matematico capaz de predecir la vida util por migracion de
humedad del pan sin gluten con quinua (Chenopodium quinoa).

Determinar el tiempo de vida util del pan sin gluten con quinua (Chenopodium
quinoa) envasados en bolsas de polietileno y polipropileno, utilizando analisis de

supervivencia.
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I1l.  REVISION DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GENERALES

El pan ha sido visto como un alimento basico, con un consumo casi omnipresente en todo
el mundo, porque constituye una fuente importante de energia y proporciona la mayoria de
los nutrientes y micronutrientes importantes. Sin embargo, los cambios en los patrones de
alimentacion del consumidor han resultado en la modificacion de la percepcion del pan de
un alimento basico a un producto nutritivo, saludable y funcional. A saber, el pan no solo
contiene nutrientes tradicionales, sino que también proporciona otros compuestos que son
beneficiosos para la salud y el bienestar. La investigacion también ha introducido nuevas
harinas y granos tradicionales como: el amaranto, la quinua, el sorgo y el alforfon para
mejorar el valor nutricional de los productos horneados y también para satisfacer las
demandas y requisitos de grupos especificos con necesidades alimenticias especiales

(Preedy et al. 2011).

El desarrollo de panes sin gluten ha atraido la atencion mundial desde el reconocimiento y
diagnodstico de la enfermedad celiaca. El crecimiento del mercado, ha aumentado la
investigacion en panes sin gluten con cualidades similares a las convencionales (Machado
Alencar et al. 2015; Demirkesen et al. 2014). Granos andinos como la quinua (Chenopodium
quinua), amaranto (Amaranthus caudatus) y alforfon (Fagopyrum esculentum) son
alternativas prometedoras, ya que pueden contribuir a mejorar la estructura de la miga,
formacion de alvéolos y disminucion de los niveles de dureza en panes sin gluten. Ademas,
tienen una alta capacidad de retencion de agua y son capaces de hinchar sus granulos de
almidon para limitar la pérdida de agua (Tsatsaragkou ef al. 2016). Otro factor que llama la

atencion sobre estos granos es su beneficio nutricional.

El grano de quinua no es un alimento excepcionalmente alto en proteinas; sin embargo, el
verdadero valor es debido a que poseen una mayor proporcion de aminoacidos esenciales

para la alimentacion humana que los cereales tradicionales, especialmente lisina, principal



aminodacido deficitario en cereales (Friedman 1996). Por lo tanto, las harinas disponibles

localmente pueden estudiarse como un sustituto o como integrador de la harina de trigo para

hacer pan.

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es una planta autdctona dicotiledonea de los Andes

que crece a una altitud superior a 4000 msnm. Todavia se cultiva ampliamente en América

del Sur, y se considera un excelente grano andino por sus caracteristicas nutricionales (Tabla

1). Su composicion de aminoacidos (Tabla 2) es similar a la de la proteina de la leche y

cercana al equilibrio ideal de proteinas recomendado por la Organizacién de las Naciones

Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (Koziol 1992).

Tabla 1: Composicion nutricional (g/100g) y valor energético (Kcal/100g)

Quinua Trigo Cebada Arroz (no Maiz
integral (grano escarificado) (grano
entero) entero)
Valor calérico 350 309 299 353 338
Proteina bruta 12-155 11,2- 14 10,6 - 12 74-8 9,2-13
Grasa bruta 50-10 2,0 1,0-2,1 1,0-2,2 3,8
Carbohidratos 61,0-74,0 | 59,0-59,4 | 57,7-70,0 74,6 -78,0 | 65,2-66,0
Humedad 10,0 - 13,0 13,2 11,7-13,0 13,1-150 | 125-150
Cenizas totales 24-35 2,0 20-3,0 1,0 2,0

FUENTE: Adaptado de Chauhan et al. (1992).

En la Tabla 2 se observa que la proteina de quinua contiene mas lisina (6,1 g/100g) y

metionina + cisteina (4,8 g/100g) en comparacion con las proteinas del trigo, maiz y arroz.

Tabla 2: Contenidos promedios de aminoacidos esenciales en proteina de quinua y

otros cereales (g/100g proteina)

Aminoécido Quinua | Arroz Maiz Trigo Carne | Pescado | Leche Psggn
g amino&cidos/100g proteina

Arginina 6,8 6,9 42 45 6,4 51 3,7 5

.Fr?”"".’"a”'”a Tloa 5 47 4.8 4.1 3,7 1,4 6
irosina

Histidina 2,8 2,1 2,6 2 3,5 2,7 3

Isoleucina 7,1 41 4 4,2 5,2 51 10 4

Leucina 6,8 8,2 12,5 6,8 8,2 7,5 6,5 7

Lisina 7.4 3,8 2,9 2,6 8,7 8,8 7.9 55

Metionina +

Cisteina 4.8 2,2 2 1,4 2,5 2,9 2,5 3,5

Treonina 4,5 3,8 3,8 2,8 4.4 43 47 4

Triptofano 1,3 11 0,7 1,2 1,2 1 1,4 1

FUENTE: Adaptado de Tapia (1979); Koziol (1992); ERPE et al. (2001).




Desde el punto de vista de la nutricion humana las proteinas pueden clasificarse en
biologicamente completas e incompletas (Thompson et al. 2008). La FAO ha sefialado que
una proteina es bioldgicamente completa cuando contiene todos los aminoacidos esenciales
en una cantidad igual o superior a la establecida para cada aminoécido en una proteina de
referencia o patron, e incompleta cuando al menos uno de los aminoédcidos esenciales se
encuentra en una concentracion inferior a la establecida para la proteina patron, ya que esta
situacion limita la sintesis proteica no pudiendo ser utilizadas completamente por el

organismo (Repo-Carrasco et al. 2007).

La calidad de la proteina estd determinada por la cantidad de aminoacidos esenciales y por
su digestibilidad que se aproxima al 80 por ciento; los valores maximos para este parametro,

cercanos al 100 por ciento son para la carne y la leche (Tabla 3) (Kent y Amos 1986).

Para evaluar la calidad de proteina se emplean los siguientes pardmetros.

e Puntaje: Es la relacion entre los miligramos de aminoacidos recomendados para
cada grupo de edad y los miligramos de aminoacidos que aporta el grano de quinua.
e Indice de calidad proteica: Es la relacion de los requerimientos de proteina con el

aminodcido limitante en sujetos de la misma edad.

Tabla 3: Comparacion del contenido de aminoacidos esenciales del grano de quinua

con las necesidades de los mismos para diferentes grupos de edad

Escolares
Lactantest! F(’;ese S;F? (I)z; ﬁf (10-12 afios) | Adultos™ | Quinua®
Aminoacidos [
esenciales mg/g proteina
Isoleucina 46 28 28 13 70,5
Leucina 93 66 44 19 68,3
Lisina 66 58 44 16 74
Metionina + Cisteina 42 25 22 17 22
Fenilalanina + 72 63 22 19 52,5
Tirosina
Treonina 43 34 28 9 451
Triptofano 17 11 9 5 13
Valina 55 35 25 13 34
Histidina 26 19 19 16 28,2
Total (mg/g
proteina) 460 339 241 127 407,6

FUENTE: Adaptado de MFAOQ et al. (1985); @Romo et al. (2006).



2.2 PRODUCTOS DE PANADERIA

2.2.1 Clasificacion

Para Gray y Bemiller (2003), el pan es un sistema coloidal compuesto con fases heterogéneas

continuas (red elastica de moléculas reticuladas de gluten y por moléculas de polimeros de

almidon principalmente amilosa, junto con moléculas lipidicas polares) y discontinuas

(granulos de almidon atrapados, gelatinizados, hinchados y deformados). Segiin la Norma

Técnica Peruana 206.004 (NTP 2016), el pan de molde es el producto obtenido por la

coccion en moldes de una masa fermentada hecha basicamente con: harina de trigo, agua

potable, sal, azicar, levadura y manteca, como también pudiendo tener otros ingredientes y

aditivos permitidos.

Segin la Norma Técnica Peruana 206.004 (NTP 2016) el grado de extraccion de la harina

utilizada el pan de molde se clasifica en:

PAN INTEGRAL: Es el pan de molde elaborado con harina integral.

PAN BLANCO: Es el pan de molde elaborado con harina, con un maximo de 82 por
ciento de extraccion.

PAN CORRIENTE: Es el pan de molde elaborado con harina de més de 82 por
ciento hasta 86 por ciento de extraccion.

PAN TOSTADO DE MOLDE: Es el producto que como producto anterior tiene el

pan de molde y que ha sido tostado (o secado) bajo condiciones controladas.

2.2.2 Métodos de elaboracion del pan de molde

Carrera (1995) menciona que los principales métodos de elaboracion actualmente son:

M¢étodo de masa directa, consiste en que todos los componentes de la masa son
mezclados y combinados en una sola etapa. En el mezclado se trata de obtener una
masa suave con un 6ptimo de elasticidad. La masa se fermenta de 2 a 4 horas y
ocasionalmente se realiza el "punch" durante este periodo.

Meétodo de esponja, consiste en que el volumen de harina a utilizar es dividido en dos
partes: una de ellas es mezclada con levadura y agua dejandole fermentar cierto

tiempo a esta masa se le llama "esponja", la cual se mezcla con la otra cantidad de
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harina y los otros ingredientes (masa). La cantidad de harina a utilizar en la "esponja"

y en la masa esta regulada por el tipo de harina y el tipo de producto a elaborar.

2.2.3 Ingredientes para la elaboracion del pan de molde

Los ingredientes basicos en la elaboracion del pan de molde son: la harina de trigo, el agua,
la levadura y la sal. Si faltara uno de estos ingredientes no se podria elaborar el pan de molde
debido a que son los responsables de las caracteristicas, apariencia, textura y sabor del pan.
En la produccion de pan a partir de harina sin gluten se considera tecnoldégicamente critico
debido a la ausencia de gluten, el cual tiene un impacto en las caracteristicas de formacion.
Las formulaciones de panes sin gluten ademas de las harinas y almidones de diferentes
fuentes implican principalmente la incorporacion de otras proteinas que no contienen gluten,
hidrocoloides y sus combinaciones (Houben et al. 2012). Estos ingredientes pueden imitar
las propiedades viscoelasticas de gluten y puede resultar en una mejor estructura, sensacion
en la boca, aceptabilidad y vida util de estos productos (Gallagher et al. 2003). A

continuacion, se describen cada uno de los ingredientes:

a. Harina de Quinua

La harina de quinua es el producto obtenido de la molienda de la semilla disecada, sana y
limpia de Chenopodium quinua. A los productos obtenidos de la molienda de tubérculos,
raices y de granos diferentes al trigo le corresponde la denominacion de "harina" seguida del
nombre del vegetal de que provienen. A este tipo de harinas se les denomina sucedaneas

segun NTP (2016).
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Tabla 4: Composicion promedio por 100 gramos de porcidn comestible de quinua y

productos derivados

Harina | Afrecho ) )
Grano Quinua | Hojuelas
Componente _ de de _ _
integral _ ) cocida | de quinua
quinua | quinua
Humedad (9) 11,50 | 13,70 | 14,10 79,00 7,00
Proteina (g) 13,60 | 9,10 10,70 2,80 8,50
Carbohidratos (g) 66,60 | 72,10 | 65,90 16,30 78,60
Grasas () 5,80 2,60 4,50 1,30 3,70
Fibra (g) 1,90 3,10 8,40 0,70 3,80
Cenizas () 2,50 2,35 4,80 0,60 2,20
Energia (Kcal) 374 341 347 101 374

FUENTE: Adaptado de Collazos et al. (2014).

e Caracteristicas de la harina de quinua

La composicion proximal del grano de quinua y de los productos derivados se presento en
la Tabla 4, se puede observar que los procesos utilizados tanto para la remocion de la cubierta
como su preparaciéon modifican su composicién quimica (Stikic et al. 2012). La harina de
quinua generalmente es gruesa de color blanco opaco con relativo contenido de saponina
(méximo 0,12 por ciento), granulometria que varia entre 0,5 a 1,0 micras y el pH varia de

acuerdo a la variedad de 6,0 a 7,0 (Bergesse et al. 2015).

La harina de quinua aporta cantidades significativas de minerales como: fosforo 61 mg/100g,
calcio 181 mg/100g, asi como hierro 3,70 mg/100g (Garcia et al. 2009). También aportan
valores apreciables de acidos grasos poliinsaturados de la serie ®6 y ®3. Dentro de estos el
que mas se destaca es el linoleico (C18:2) y representa casi el 50 por ciento del total de
acidos grasos, le sigue en orden decreciente el acido linolénico (C18:3) con un 17 por ciento

(Bergesse et al. 2015).

El tamato del granulo de almidon depende de la especie vegetal. El trigo, el maiz y el arroz,
presentan tamafios superiores a las 5 pm y pueden llegar hasta 40 um o mas (Badui 20006).
En el caso de la quinua los granulos son muy pequefios, menores a 2 pm. Utilizando

calorimetria de barrido diferencial (DSC), se establecid que el proceso de gelatinizacion



consumié 2 J/g y gelatinizaba entre 55 y 70 °C. Aunque pueden encontrarse diferencias

significativas entre las variedades de quinua (Lindeboom et al. 2005).

Estudios comparativos de pasting entre almidén de quinua y otros almidones comunes,
mostraron claras diferencias en el comportamiento reoldgico. Fundamentalmente llamé la
atencion la escasa caida de la viscosidad luego del maximo pico. Tal reduccion se asocid
con la ruptura de los granos de almidon luego de absorber suficiente agua durante la coccion.
Estos resultados también contrastaron con los de harinas provenientes de cereales comunes
en donde hay una clara disminucion, luego del pico de maxima viscosidad (Crosbie y Ross
2007). El almidon de quinua presenta propiedades muy interesantes para su aplicacion en la

industria alimenticia (Ahamed et al. 1996).

b. Agua

El agua es un ingrediente fundamental en la industria de panificacion, es el que hace posible
la formacion de la masa, en la fermentacion, el sabor y frescura final del pan. En la formacion
de la masa disuelve todos los ingredientes, permitiendo una total incorporacion de ellos.
También hidrata los almidones que junto con el gluten dan por resultado una masa pléstica
y elastica (Calvel 1983). En la elaboracion del pan de molde se recomienda la utilizacion de
agua medianamente dura (no més de 120 ppm de dureza). Esta tiene suficientes sales
minerales que refuerzan el gluten y sirven como nutrientes para la levadura mejorando de

esta forma la produccion (Bessonova y Mironova 2015).

Se ha considerado que la dureza (mg de CaCOs3 en un litro) y el pH del agua afectan la
calidad de la levadura en la fabricacion de productos horneados. Los minerales contenidos
en agua con dureza media (100 - 200 mg/L) interactiian de manera Optima con el gluten. En
general, son nutrientes requeridos para procesos biotecnologicos de los microorganismos
(Sinani et al. 2014). Se encontraron relaciones directas entre dureza del agua y 1) tiempo de
estabilidad de la masa de pan (Stefan et al. 2016), 2) volumen especifico y 3) suavidad del
pan (Yuru y Xianlun 2011); mientras que se encontrd correlacion inversa entre la dureza del
agua y el grado de ablandamiento de la masa de pan (Stefan ez al. 2016). El uso del agua con
un pH demasiado alto (por ejemplo 8,0) puede llevar el pH de la masa lejos de los valores
optimos (5,0 — 6,0) para actividades enzimaticas (por ejemplo amilasas) y microbianas

(Sinani et al. 2014). Por el contrario, el uso de agua ligeramente acida (pH = 5,0 - 6,0)
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favorece el crecimiento de la levadura y en consecuencia provoca un aumento del volumen

de pan (Yuru y Xianlun 2011).

Morales (1994) menciona que el agua controla:

e La temperatura de la masa.

e [a fermentacion para disolver la levadura y que comience a actuar.

e Las propiedades de plasticidad y extensibilidad de la masa por la accion del gas
producido en la fermentacion.

e Elsabor, la frescura y la presencia del agua hace posible la porosidad y el buen sabor

del pan. Una masa con poca agua daria un producto seco y quebradizo.

C. Levadura

La levadura que se utiliza en panificacion es la Saccharomyces Cerevisiae que tolera un
rango de pH entre 3 y 10, pero el pH ideal es entre 4,5 a 6,5 (Chaucheyras et al. 1997). Su
temperatura 6ptima de crecimiento varia entre los 22 y 29 °C y no sobrevive a mas de 53 °C.
La levadura convierte a la harina cruda en un producto ligero que al hornearse se hace
digerible y da el agradable sabor caracteristico del pan. Para que actiie necesita del agua,
también necesita azucar y nitrégeno que se encuentra en la harina. De la misma forma las
sales minerales que se encuentran en la harina y el agua. La insuficiencia de levadura produce
un pan de molde agujereado y de volumen reducido. En cambio, el exceso de levadura
provoca un hinchamiento exagerado de la masa, una miga fragil y descolorida asi como un

desagradable sabor a levadura (Vera 1995).

Hegarty (1995) indica que las principales funciones de la levadura son las siguientes:

e Produccion de sustancias que modifican las estructuras de las proteinas de la harina
(gluten), al reducir la fermentacion se pierde la elasticidad de la masa, la plasticidad
se adquiere por la rotura de enlaces intermoleculares.

e Desarrollo del aroma y sabor mediante la produccion de alcoholes, aromas tipicos de
panificacion, éteres, acido acético, butirico y lactico.

e [a mas importante es la subida de la masa debido a la produccion de CO» y alcohol

etilico en forma de etanol (CoHsOH) por la transformacién de la glucosa.
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d. Sal

Calaveras (1996), las funciones que cumple la sal son: dar sabor al producto, fortalecer el
gluten, permitiendo a la masa contraerse y estabilizar el gluten de la harina facilitando asi
conseguir una pieza bien formada con miga que no se desmorone al cortar, controla la
velocidad de la fermentacion y coadyuva a mantener la humedad de la pieza una vez que
esta ha salido del horno. El agregado de sal a las masas se encuentra entre valores de 1 - 2,2
por ciento sobre el peso total de la harina. Ademas, la sal restringe la actividad de las
bacterias productoras de acidos y controla la accion de la levadura regulando el consumo de

azucares y dando una mejor corteza.

e. AzUcar

El azlcar es el alimento para la levadura ayudandolo en el metabolismo y permitiendo la
accion de las enzimas. La levadura ataca a los aziicares fermentables (dextrosa y levulosa)
que estan presentes en la harina, como la maltosa que es formada en la hidrolisis del almidon,
por eso su importancia en la disposicion de azucares para producir etanol y CO; que sirva
para elevar la masa. Ademads del dulzor tiene la propiedad de retener humedad permitiendo
conservar el pan por mas tiempo por la propiedad higroscopica que permite absorber
humedad. Ayuda a una rapida formacion de la corteza del pan debido a la caramelizacion
por una parte y a la reaccion de Maillard entre azlcares reductores (maltosa, dextrosa y
levulosa) y las proteinas de la harina, esto permite temperaturas de horno mas bajas, rapida

coccidon y mayor cantidad de agua retenida en el producto final (Quaglia 1991).

f. Grasas

Son sustancias que se emplean para la elaboracion de productos horneados mejorando la
caracteristica de las masas, se reparten en finas capas entre los hilos del gluten de la masa
produciendo un efecto lubricante y da una masa suave, asi como la uniformidad de la miga
es mas pronunciada. La incorporacion de la grasa como ingrediente reblandece la miga por
lo que el pan mejora su vida util ademéas mejora la presentacion del pan con buena coloracion
y buen sabor. Se afiade en el amasado en pequefias cantidades y se buscan principalmente

las de bajo punto de fusion (Quaglia 1991).
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g. Aditivos del pan

En la elaboracion del pan de molde estard permitido el uso de los siguientes aditivos segun
la Norma 206.004 (NTP 2016), el mismo que sera verificado por la autoridad sanitaria, asi

como también la verificacion de su pureza:

e Agentes oxidantes

Como azodicarbornida (45 mg/Kg) o yodato de Ky Ca (75 mg/Kg). La oxidacién establece

una estructura estable en el sistema de la masa.

e Emulsificantes

Como los glicéridos (etoxilados), glicéridos (mono y di) de acidos grasos dietéticos, lecitina,
esteres poliglicerol, esteres propilenglicol de acidos grasos. Compuestos que sorbitan, aceite
de soya, acido dactilico-2-estearol y sus sales de Ca 'y Na, todas en proporcion PCF (Préacticas
Correctas de Fabricacion). Los emulsificantes favorecen la mezcla de las moléculas de agua

y grasa en la formacion de la masa.

e Enriquecedores

Como tiamina (dosis minima 4,4 mg/Kg), riboflavina (dosis minima 2,6 mg/Kg), niacina
(dosis minima 35,0 mg/Kg) y hierro (dosis minima 28,0 mg/Kg). Son aditivos que permiten

mejorar el nivel nutritivo del pan.

e Conservadores

Como 4cido propidnico y sus sales de Ca y Na (4000 mg/kg), acido sérbico y sus sales de

Ca, Ky Na (1500 mg/Kg). Estos aditivos prolongan el tiempo de vida util del producto.

e Colorantesy saborizantes

Los saborizantes naturales y artificiales permitidos por la autoridad sanitaria y colorantes de
acuerdo a la Norma 209.134 (NTN 1988). Sirven para dar color y aromatizar al producto
como también dar mejor calidad al producto.
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La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), aditivo tradicionalmente usado como mejorador de
volumen influye de manera positiva en la textura de la miga. Barcenas y Rosell (2007), la
adicion de HPMC retarda el envejecimiento del pan precocido durante su almacenamiento a
bajas temperaturas (2 °C) y ademés se observa el mismo efecto en el pan horneado

completamente.

2.3 PANES SIN GLUTEN

2.3.1 Generalidades

Los panes sin gluten se caracterizan por una receta heterogénea siendo una combinacion de
almidon y harina, asi como: Proteinas, fibras, grasas, hidrocoloides y enzimas especificas.
Ademas, muestran caracteristicas pobres de miga y corteza, también una pobre sensacion en
el sabor. Los panes sin gluten carecen principalmente de nutrientes y experimentan un

envejecimiento rapido (Moroni et al. 2009).

Los tecn6logos de cereales para intentar aproximarse a un pan de calidad aceptable han
llevado a cabo estudios incorporando aditivos e ingredientes nutritivos. El valor nutricional
de estos panes se ha mejorado al agregar granos enteros tales como: Amaranto, trigo
sarraceno, quinua, arroz integral y sorgo (Alvarez-Jubete et al. 2009). Las propiedades
viscoelasticas de los panes sin gluten han sido mejoradas por la adicion de hidrocoloides
tales como: hidroxipropilmetilcelulosa, goma xantano, goma guar, carboximetilcelulosa
(Ward y Andon 2002). Uso de microorganismos como: Aspergillus oryzae y Bacillus

stearothermophilus en pan de arroz sin gluten mejoraron su calidad (Hamada et al. 2013).

2.3.2 Defectos asociados con panes sin gluten

La eliminacion del gluten se traduce en los defectos que aparecen en los productos en
términos de atributos de calidad, caracteristicas nutricionales y aceptacion del consumidor.
El pan sin gluten es deficiente en la produccién y retencién de gas resultando valores bajos
en su volumen. La falta de gluten también conduce a la formacion de una masa liquida que
a su vez resulta en pan horneado con una textura desmenuzable, color deficiente y defectos
de calidad postbaking (Hager et al. 2012). Comercialmente los productos sin gluten
disponibles son basados en arroz el cual tiene un bajo contenido de proteinas y son

deficientes en lisina. El carbohidrato y el contenido de grasa del pan sin gluten es alto
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mientras que el contenido de proteina es bajo. EI contenido de proteinas en panes sin gluten
analizados varié de 0,90 a 15,5 ¢g/100g, la grasa varié de 2,00 a 26,1 ¢/100g, y los
carbohidratos entre 68,4 a 92,9 g/100g (Matos y Rosell 2013).

2.3.3 Mejoras de panes sin gluten

Dado que los productos sin gluten no coinciden con los que contienen gluten en términos de
atributos tecnoldgicos y de calidad, es un requisito previo adoptar técnicas que garanticen su
aceptabilidad para la poblacion que consume productos sin gluten. Enfoques
composicionales implican modificacion y/o incorporacién de ingredientes adicionales para

contrarrestar las deficiencias del gluten.

e Adicién de almidoén

El almiddn es formador de la textura primaria y agente de estructuras en sistemas sin gluten.
Las maltodextrinas con diferentes equivalentes de dextrosa (DE) fueron evaluadas para
mejorar la estabilidad y la calidad de productos de panaderia sin gluten, los resultados
indicaron que las maltodextrinas con DE entre 18 y 21,8 influyeron positivamente en el
volumen del pan y tuvieron influencia en el endurecimiento de la miga. Valores de
maltodextrinas DE mas altas redujo efectivamente la entalpia de recristalizacion de la
amilopectina. También se realizaron investigaciones con almidones quimicamente
modificados como el hidroxipropil fosfato (HDP) y el adipato acetilado (ADA), los
resultados mostraron un aumento del volumen de panes sin gluten y la estructura de la miga
se volvio mas elastica. La dureza y la masticabilidad de la miga disminuyo dependiendo del

nivel de almidén modificado agregado (Witczak et al. 2010).

El almidon pre gelatinizado de tapioca se utilizé para panes a base de harina de arroz como
agente formador de la estructura, permitio obtener masas parecidas y menos susceptibles al
cizallamiento. Ademas, el volumen del pan y la suavidad de la miga se vio influenciada

positivamente (Pongjaruvat et al. 2014).

e Adicion de hidrocoloides y otros aditivos

Son heteropolisacaridos con alto peso molecular utilizados principalmente para modificar
las propiedades reologicas (flujo, deformacidn, texturay firmeza). La goma de xantano (XG)
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y carboximetilcelulosa (CMC) se agregaron a pan plano sin gluten a base de harina de arroz.
El aumento de la concentracion de CMC produjo células de gas més grandes, lo que resulto
en una mejor porosidad de la miga acompafiado de un alto rendimiento de la masa. EI mejor
rendimiento del pan fue con la formula que contenia 15 g/kg XG y 10 g/kg CMC
respectivamente (Mohammadi et al. 2015). Ademas utilizando goma xantano en niveles de

1 a 3 por ciento mejora calidad de pan sin gluten con maiz (Acs et al. 1996).

También se han empleado aditivos alimentarios (&cido lactico, acido citrico, &cido acético y
fosfato monosadico) teniendo un efecto positivo en la textura. Adicion de 0,2 por ciento de
acido acético aumento el volumen de masa en un 10 por ciento. EI volumen mas alto

alcanzado en los panes se produjo en presencia de fosfato monosodico (Blanco et al. 2011).

e Aplicacion de enzimas

Como las harinas sin gluten carecen de funcionalidad caracteristica de la formacion de redes,
sus caracteristicas en el horneado podrian mejorarse mediante la accion enzimatica como la
transglutaminasa (TGasa). Moore et al. (2008) investigaron la efectividad de TGasa para
mejorar las caracteristicas de coccion de las harinas sin gluten sin la adicion de
hidrocoloides, los resultados establecieron que TGasa mejoraraban la funcionalidad de las
harinas sin gluten. La estructura y textura de panes sin gluten (trigo sarraceno y arroz
integral) se vieron mejorados debido a aumento de la pseudoplasticidad de la masa y la
capacidad de retencién de agua en los panes también aumento. La adicion de 1 p/g de TGasa
mejoré la textura de la miga. Finalmente, se observé una mayor concentracion de TGasa

tiende a aumentar la dureza de miga (Mohammadi et al. 2015).

e Incorporacion de fibras

El disefio de panes sin gluten enriquecidos con fibra se ha enfrentado a la resistencia de los
consumidores para aceptar panes con volumen reducido y miga dura acompafado de ciertos
sabores (Collar et al. 2007). Fibras dietéticas de maiz y avena produjeron panes con mayor
volumen y suavidad de la miga en comparacion con el control sin fibra en pan sin gluten. La
adicion de 3 g/100g de fibra dietética mejoro la apariencia de la corteza y la miga, ademas

las puntuaciones de aceptabilidad fueron altas (Sabanis et al. 2009).
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e Incorporacion de proteinas

El enriquecimiento de panes sin gluten con proteinas junto con la mejora del valor
nutricional, mejora la estructura y las caracteristicas de calidad de productos sin gluten como
la textura (Matos y Rosell 2013). La Tabla 5 resume las proteinas utilizadas recientemente

en formulaciones de panes sin gluten.

Tabla 5: Efecto de la suplementacion de proteinas en productos sin gluten

Tipo de proteina Efecto en los productos sin gluten Referencias

Mayor volumen de masa, mejor Nozawa, Ito, y Arai 2016

Albimina - .
retencion de la célula de gas

Mayor elasticidad de la masa,
Harina de quinua estructura de masa mejorada, mayor
contenido de fibra

Turkut, Cakmak, Kumcuoglu,
& Tavman 2016

Harina de alforfon

Propiedades mejoradas para hornear Mariotti et al. 2013
descascarada
!—|ar|na de trigo sarraceno | Difusion I_|m|tada de’ag_ua de la miga, Mariotti et al. 2013
inflado reduccion de la pérdida de peso

FUENTE: Adaptado de Nagash et al. (2017).
2.4 VIDA UTIL DE PRODUCTOS DE PANADERIA

La vida util se define como el tiempo en condiciones de almacenamiento definidas durante
el cual los alimentos permanecen seguros y conservan las caracteristicas: sensoriales,
quimicas, fisicas y bioldgicas deseadas; asi como también cumplen con cualquier
declaracion de etiqueta (Lanzocco et al. 2010). También puede ser definida como un tiempo
finito después de la produccion y el envasado durante el cual el producto alimenticio
conserva un nivel de calidad requerido bajo ciertas condiciones de almacenamiento bien

definidas, estas permiten que el producto sea aceptable por el consumidor (Nicoli 2012).

Maduracién y .
. El alimento es aceptable para el consumo
envejecimiento |

4 ¢ \
Vida til

El alimento ya no
esaceptable |

Tiempo de almacenamiento

Produccion del alimento

Figura 1: Etapas de la vida de un producto alimenticio.

FUENTE: Adaptado de Nicoli (2012).

Para conocer la vida 0til esperada de un alimento se deben comprender: las reacciones

microbiologicas, enzimaticas y fisico-quimicas que se producen simultineamente en un



alimento determinado, identificar los mecanismos responsables del deterioro o la pérdida de
caracteristicas deseables como: textura, sabor, olor o nutrientes, asi como implementar
modelos para estimar el periodo en que mantendra un nivel aceptable de calidad alimentaria

desde una perspectiva de seguridad y calidad (Singh y Cadwallader 2002).
e Limite de aceptabilidad

El limite de aceptabilidad es definido como el nivel de calidad que discrimina a los productos
aceptables para el consumo de los que no lo son (Lanzocco et al. 2010). Ademas se considera
que este valor afecta draméaticamente la vida atil del producto (Guerra et al. 2008).

Basicamente, hay dos posibilidades para que un producto volverse inaceptable durante el
almacenamiento. El primero es relevante al desarrollo de un riesgo de insatisfaccion del
consumidor debido a: la apariencia de baja calidad, baja sensibilidad sensorial y nutricional
del producto, asi como el segundo esta asociado principalmente con problemas de seguridad
que potencialmente conllevan un riesgo para el consumidor salud. La inaceptabilidad debido
a la ingesta de alimentos en condiciones inseguras es muy critica y puede ser el resultado de
la aparicion de microbios patogenos, contaminantes que migran del envase y compuestos

toxicos formados durante el almacenamiento (Manzocco 2016).

>

Y
Limite de aceptabilidad

1=him

Tiempo (t)

Inaceptable

Aceptable
1 < liim

1 >ljim

Fuera Dentro

Tiempo de falla <

Fin de la vida atil
VU= (lim 1) > =

Vida dtil =

Produccion i

v

Indicador de aceptabilidad (I)

Figura 2: Limite que discrimina un producto aceptable de un inaceptable.

FUENTE: Adaptado de Manzocco (2016).



Cualquier producto que supere durante el almacenamiento los limites de seguridad indicados
por la regulacion esta fuera de los estandares basicos requeridos para consumo, ha llegado
al final de su "vida segura”. En la Figura 2 se muestran dos periodos durante el
almacenamiento de un alimento perecedero: un periodo durante el cual el producto es seguro
y un periodo donde no lo es. Seria un error considerar el limite que discrimina la condicién
segura de la no segura como limite de aceptabilidad. La vida util es un problema de calidad
no relacionado con la seguridad, por lo que es un periodo incluido en el tiempo de seguridad
en el cual el producto conserva caracteristicas de calidad aceptables. La vida Gtil del producto
debe terminar antes de que surja cualquier riesgo para la salud del consumidor, siendo la
vida util mucho mas corta que la vida segura en los alimentos (Manzocco 2016). Muchos de
los productos alimenticios se vuelven inaceptables con solo un 20 o 30 por ciento de cambio
del valor inicial del atributo de calidad (Labuza 1984). Giménez et al (2007) mencionaron
el fin de la vida util en panes, cuando el rechazo por los consumidores es mayor al 25 por

ciento.

La naturaleza del limite de aceptabilidad depende en si de la insatisfaccion del consumidor
el cual implica defectos sensoriales o nutricionales y es decision del investigador asignar el
limite correspondiente. Cualquier eleccion de un limite de aceptabilidad sin un conocimiento
claro de su relacién con la insatisfaccion del consumidor podria inducir errores en las
estimaciones de la vida util. La insatisfaccion sensorial del consumidor se puede identificar
usando metodologia de andlisis de supervivencia (Gacula y Kubala, 1975; Gacula y Shingh
1984; Hough et al. 2003).

Por lo general, se considera que un alimento es perecible (almacenado apropiadamente) si
tiene una vida en anaquel por debajo de los 14 dias, limitada en la mayoria de los casos por
deterioro bioquimico o microbioldgico. Un alimento semi-perecible tiene una vida en
anaquel hasta de 6 meses, mientras que los alimentos mas estables (no perecibles) en anaquel
como la mayoria de alimentos enlatados duran desde los 6 meses hasta los 3 afios (0 mas)

bajo condiciones apropiadas de almacenamiento (Labuza 2000).

2.4.1 Factores que afectan la vida util

Labuza (2000) indica que la vida en util depende de cuatro factores principales: formulacion,

procesamiento, empaque Yy condiciones de almacenamiento. Los pardmetros mas
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importantes son: composicion del gas (oxigeno, didéxido de carbono, gases inertes, etileno,
etc.), humedad relativa, presion o estrés mecanico, luz y temperatura. Estos pardmetros son

dependientes tanto del empaque como de las condiciones de almacenamiento.

a. Efecto de la formulacién

Los ingredientes empleados en la formulacién de un pan influyen de manera directa en su
conservacion. Se ha reportado que la calidad y la vida util de panes sin gluten pueden mejorar
mediante el uso de granos andinos; Turkut et al. (2016) demostraron que utilizando un 25
por ciento de harina de quinua presenté mayor puntaje de aceptabilidad sensorial y una
textura mas suave. Toro et al. (2014), en la investigacion de determinacion de la vida en
anaquel de pan sin gluten a base de harina de quinua y almidén de papa envasados en bolsas
de polietileno y polipropileno tuvo una vida atil de 3,27 dias y 4,13 dias a 20 °C y 89 por

ciento de humedad relativa.

Por otro lado, los panes procedentes de harinas integrales son ricos en fibra, las mismas que
para un individuo son saludables. Tsatsaragkou et al. (2016) sefialaron que las fibras mejoran
la estructura y dan como resultado una porosidad de miga densa, por lo que es posible

conseguir productos sabrosos con migas suaves.

La masa madre permite mejorar la frescura, la estructura de la miga, la sensacion en la boca
y la suavidad de todo tipo de productos horneados. Torrieri et al. (2014) utilizaron bacterias
productoras de exopolisacaridos (EPS) en muestras de pan 30 g/100g masa fermentada, los
resultados demostraron un mayor volumen, mayor contenido de humedad y mejores

propiedades mecéanicas durante el almacenamiento.

b. Efecto de la temperatura

En la préctica, los alimentos estan expuestos frecuentemente a fluctuaciones de temperatura
significativas durante el transporte y el almacenamiento antes de la entrega al consumidor.
Calligaris et al. (2007) encontraron un modelo matematico, que utiliza la relacién entre los
perdxidos y la aceptabilidad sensorial con la dependencia de la temperatura de la formacion
de peroxido, para calcular la vida util de las galletas empaquetadas en una pelicula de

polipropileno metalizado y almacenadas a diferentes temperaturas.
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C. Efecto del envasado

Matz (1989), el empaque debe cumplir con las caracteristicas de proteccion contra
contaminantes que estan constante o intermitentemente presentes en el ambiente, asi como
dafos fisicos. La mayoria de productos de panaderia deben estar protegidos de la ganancia
0 pérdida de humedad después de ser colocados en sus empaques. Si esto no es realizado,
los productos crujientes pueden volverse suaves rapidamente y los productos suaves pueden

volverse duros y de firmeza indeseable.

Una tecnologia bien probada y simple que puede ser util para prolongar la vida util de los
productos de panaderia es la utilizacion de atmosferas modificadas, Sanguinetti et al. (2016)
demostraron que muestras almacenadas a 4 °C extendieron su vida Util hasta los 42 dias y el
crecimiento de microorganismos patégenos y alterantes se mantuvo dentro de los limites
permisibles. También la aplicacién de envases activos es un enfoque prometedor para
aumentar la vida util del pan sin la adicion de agentes quimicos, Noshirvani et al. (2017)
sefialaron que utilizando revestimientos activos (1 y 2 por ciento NPs de ZnO) en rebanadas

de pan, se conservaron 15 dias sin crecimiento de hongos.

Licciardello et al. (2014) demostraron que los paquetes de fondo termoformado (no se dan
detalles sobre los materiales de embalaje) con diferentes espesores (de 0,225 a 0,275 mm) y
que contenian 70 por ciento de N: 30 por ciento de mezcla de gases de CO- son efectivos

en la conservacion del pan de trigo duro en rodajas.

Dethmers (1979) citado por Vergara (2012), los factores que tienen influencia sobre la vida

atil de los panes de molde son:

e Factores de cardcter intrinsecos: Materia prima, formulacion y composicion del
producto, proceso de manufactura, actividad de agua, humedad relativa, acidez y
valor pH, disponibilidad de oxigeno y potencial redox.

e Factores de caracter extrinseco: Procesamiento, higiene, materiales y sistema de

empagque, distribucion, almacenamiento y presentacion en el punto de venta.

La interaccion de los factores intrinsecos y extrinsecos puede tanto inhibir o estimular un

namero de procesos que limitan la vida util de los productos de panaderia y pueden estar
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clasificados como: microbioldgicos, quimicos y fisicos. Los principales modos de deterioro

del pan se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Principales modos de deterioro, factores ambientales criticos y vida atil por

producto alimenticio

Alimento Modo de deterioro Fagt_ores Vida dtil promedio
criticos
Productos | Crecimiento microbiano, pérdida de Oxigeno, . .

2 dias (pan), 7 dias
frescos de humedad que causa temperatura, (pastel)
panaderia | endurecimiento, rancidez oxidativa humedad P
Cereales Rancidez, pérdida de nitidez, Humedad
de pérdida de vitaminas, rotura de ' 6-18 meses

. temperatura
desayuno particulas
. Temperatura Pasta con solidos de
Cambios en la textura, . )
SV _ demasiado alta huevo 9-36 meses;
Pasta envejecimiento, pérdida de : .
vitaminas v proteinas 0 baja, macarrones y espagueti
yp humedad 24-48 meses

FUENTE: Adaptado de Labuza y Szybist (1999).

Zobel y Kulp (1996) propusieron un modelo de panificacién, que se centr6 principalmente
en la retrogradacion del almiddn sobre el envejecimiento del pan (Figura 3). En la etapa de
preparacion de la masa la fraccion de amilopectina posee una estructura con regiones
cristalinas. Durante la coccién, la cristalinidad de la amilopectina se altera, 1o que permite
que ocurra la gelatinizacion e hinchazén de los granulos. Con estos cambios en el granulo,
porciones de las moléculas de amilopectina tienen la libertad de expandirse hacia el espacio
intergranular. En el pan fresco, las moléculas de amilopectina pierden su estructura
cristalina, ademas algunas moléculas de amilosa y amilopectina se filtran del granulo. En
este punto, algunas amilasas forman complejos con lipidos y/o agregados entre si. El pan
duro muestra la reorganizacién de la amilopectina en una estructura mas cristalina durante
el envejecimiento. Esta reorganizacion de amilopectina imparte rigidez tanto al granulo
hinchado como al material intergranular al actuar como enlaces cruzados fisicos en la

estructura general del gel.



Amilosa amorfa

Amilosa retrogradada

‘3} Amilopectina cristalina
Amilopectina
gelatinizada

o Gluten

Lipido polar

b

Hélice de amilosa

g? Complejo de
amilosa-cristal

Pan fresco Recalentamiento Pan duro

—

Figura 3: Estructuras moleculares presentes en la etapa de masa, pan fresco, pan
duroy pan refrescado por calentamiento.

FUENTE: Adaptado de Zobel y Kulp (1996).

Los estados del almidon, el gluten y los lipidos en las tres etapas principales de la vida del

pan se resumen en la Tabla 7.



Tabla 7: Estados de componentes criticos en varias etapas de la vida del pan

poco del pan recién horneado

Etapa Almidon Gluten Lipidos
Grénulos intactos hidratados | Hidratado, adherido | ;oo 06
- - - en una red continua I
Amilopectina parcialmente - quizas en
Masa Lo en forma de fibrillas . g
cristalina con granulos de interacciones
Amilosa amorfa almidén proteinas - lipidos
Algunos intactos Desnaturalizado comAnggggz con
La mayoria gelatinizado y/o Reticulado 'Ip ) dont
deformado/colapsado Posible formacion am;uzsrg Ejee?ogo y
de asociaciones de ranulos)
. -y almidon y gluten g .
Interacciones almidon - fibrillas de almid Algunos libres
almidon tanto dentro como (fi IrlIJt:rf) c?u?arr?tle ?2 Posibles
entre granulos ydg COCCioN interacciones
proteinas - lipidos
Estructura de doble hélice de la
. amilopectina parcialmente
Pan recien L
pérdida
horneado _ .
ero Quizas algunas moléculas de
pero amilopectina parcial o
enfriado
completamente fuera de los
granulos
Algunas fracciones de la
amilosa se lixiviaron parcial o
completamente de los
granulos, y algunos de ellos se
encuentran en la fase continua,
donde es en gran medida
insoluble
Algunos formando complejos
con moléculas de lipidos
Amilopectina retrogradada
dentrlo Qe_grz:ljnulos Pérdida del agua de
| ge .atllnlfza osd I hidratacion de la red
Algo quizas fuera de los de gluten a través de | . bios del
Pan granulos la transferencia al n g?]r?eé?ésn €
envejecido Amilosa retrogradada almidon, lo que F;]ornea do
Algunos complejados con permite la
lipidos cristalizacion de la
Probablemente haya cambiado amilopectina

FUENTE: Adaptado de Gray y Bemiller (2003).




2.4.2 Deterioro microbioldgico

El deterioro por mohos es comun en la industria de la panaderia y en muchos casos los que
determinan la vida datil de productos horneados de alta humedad y humedad intermedia
(Smith et al. 2004). Si bien, el horneado es una etapa en donde se eliminan tanto mohos
como levaduras, una vez que el producto ha salido del horno su manipulacion debe de ser
bajo condiciones estériles ya que la contaminacion por mohos se produce a través del aire,
por lo que estos productos tienen una vida Gtil de solo unos dias a temperatura ambiente
(Stanley et al. 2007). Las pérdidas por mohos varian entre un 1 a 5 por ciento dependiendo
de la estacion, tipo de producto y método de procesado. Tratdndose, por tanto, de un serio

problema para esta industria y para el consumidor (Smith et al. 2004).

Breidt y Fleming (1998) desarrollaron un modelo matematico que consiste en un sistema de
ecuaciones diferenciales no lineales que describe el crecimiento de cultivos celulares
bacterianos competidores (Lactococcus lactis y Listeria monocytogenes usando como medio
un caldo de verduras). EI modelo también predijo los valores de los parametros que afectaron

el crecimiento y muerte de las poblaciones competidoras.

Daifas et al. (1999) utilizaron una prueba de desafio para determinar la seguridad de un
producto de panaderia de alta humedad, empaquetado bajo atmdsferas modificadas. Los
estudios de desafio se realizaron en bollos al estilo inglés (aw: 0,99 y pH: 6,5) inoculados
después del horneado con Clostridium botulinum tipo A y esporas proteoliticas tipo B. Los
estudios confirmaron que productos de panaderia de alta humedad, si estdn contaminados
con esporas de C. botulinum ya sea antes o después de la coccidn, podrian representar un

peligro para la salud publica.

Si bien los modelos predictivos pueden proporcionar un medio rentable para minimizar las
pruebas microbioldgicas en la determinacion de la vida util, puede haber ocasiones en que
las predicciones del modelo pueden no ser precisas, debido a las respuestas microbianas
inconsistentes y las variaciones en los medios de crecimiento. La investigacion ha
demostrado que esta es la razon por la cual algunos modelos matematicos no predicen con
precision la supervivencia y el crecimiento de patdgenos en los productos alimenticios
(Koutsoumanis 2001).
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2.4.3 Deterioro quimico

La formacién del sabor a rancio estd referido a un cambio amplio en el sistema fisico-
quimico del pan que afecta la crocantez de la corteza, las caracteristicas de textura de la
miga, aroma y sabor (Licciardello ef al. 2017). La rancidez se caracteriza por la degradacion
lipidica lo que provoca mal olor y sabor, volviendo a los productos desagradables y
disminuyendo asi su vida til. Sin embargo, no es un problema frecuente en productos de

panaderia.

Un modelo matematico, usando la relacion entre los perdxidos y la aceptabilidad sensorial
con la dependencia de la temperatura de la formacion de perdxido, se utiliz6 para calcular la
vida util de las galletas envasadas en una pelicula de polipropileno metalizada orientada y

almacenada a diferentes temperaturas (Calligaris et al. 2007).
2.4.4 Deterioro fisico

La pérdida de humedad es la mayor causa de deterioro fisico en los alimentos. El
envejecimiento del pan se divide en dos categorias: envejecimiento de la corteza y miga. El
ablandamiento de la corteza es consecuencia de la difusion de agua de la miga hacia la
corteza, propiciada por un gradiente de concentracion (la miga posee mas agua que la
corteza) y por la absorcion de humedad de la atmosfera. Por su parte, el endurecimiento de
la miga es mas compleja, mas importante y menos entendido (He y Hoseney 1990).

Muchos estudios han sugerido que el endurecimiento es debido a la migracion de la humedad
desde la miga a la corteza y, mas especificamente, desde el almidén hinchado al gluten. Los
productos con un alto contenido en humedad endurecen mas rapidamente. Sin embargo, el
endurecimiento no es debido simplemente a una pérdida o migracion de la humedad (Kulp
y Ponte 1981).

La retrogradacion de las moléculas de almidon sigue siendo el factor mas ampliamente
aceptado que contribuye al envejecimiento del pan, este cambia la distribuciéon de las
moléculas de agua entre los componentes, reduciendo el agua asociada con el gluten. Los
aditivos que tienen mayor efecto en la reduccion del estancamiento en el pan son (sin un
orden especial) tensoactivos, amilasa e hidrocoloides (gomas y almidon modificado) (Gray
y Bemiller 2003).
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Katz (1928) demostrd que la retrogradacion de los polimeros de almidon eran responsables
de la pérdida de la vida util del pan porque sus patrones de difraccion de rayos X del pan
fresco eran similares a los del almidon de trigo recién gelatinizado, mientras que los patrones
del pan duro eran similares a los del almidén retrogradado. En la actualidad, la calorimetria
de barrido diferencial (DSC) y el analisis térmico diferencial (DTA) han demostrado ser los
analisis mas Utiles para proporcionar informacion basica sobre la retrogradacion del almidon
(Karim et al. 2000).

Xu et al. (2020) utilizaron espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
encontrando que a una temperatura de envasado mas alta retrasaba la formacién de una
estructura ordenada en un producto de panaderia tipico chino durante el almacenamiento,

disminuyendo la retrogradacion del almidén y extendiendo su vida util.

a. Contenido de humedad

En muchos alimentos, el agua es uno de los componentes mas importantes. El agua no solo
es un medio de reacciones quimicas y bioquimicas, sino que también participa en algunas de
ellas. Desde el punto de vista microbioldgico, el agua es uno de los factores mas criticos. De
igual importancia el hecho de que el agua afecta a las propiedades sensoriales de los
alimentos. Por ello, muchos alimentos tienen la capacidad de aumentar o disminuir su
contenido de humedad (o vapor de agua), dependiendo del sentido en el que se realice la

transferencia del vapor de agua (Man 2004).

También se ha demostrado que un mayor contenido de humedad en productos de panaderia
ralentiza la retrogradacion del almiddn dentro de un cierto rango (Sheng et al. 2016; Xu et al.
2020).

b. Humedad relativa (HR)

La humedad relativa del ambiente intermedio afecta directamente el contenido de humedad
y actividad de agua del alimento. Cuando la presion de vapor de agua del alimento es igual
con la del aire circundante, la presion esta en equilibrio. Las moléculas de agua perdidas del
producto son iguales a las moléculas ganadas del agua desde el ambiente por el producto.
Cuando el producto estd expuesto a un ambiente por encima o debajo de este punto de

equilibrio, el envase protector y su nivel de barrera determinaran cuanto impactaran en el
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alimento. Los productos almacenados en climas mas secos pueden perder la humedad y

ganar en climas mas humedos.

Por otra parte, esta transferencia de agua también ocurre internamente entre los
constituyentes de un alimento, como sucede en las barras de los cereales con algunos
componentes de humedad intermedia. El exterior es una galleta seca con 0,3 de aw (bajo
potencial quimico), mientras que el relleno de frutas es de 0,7 de aw (alto potencial quimico).
Este diferencial provoca la migracion de agua y la hidratacién de la galleta, lo que conlleva
a una reduccion de su crujenciay facilita la oxidacion de sus grasas. Al reducirse el contenido
de humedad del relleno, su azucar cristaliza y libera mas agua, 1o que a su vez aumenta la aw

y acelera su migracion (Badui 2006).

C. Actividad de agua (aw)

Robertson (2013) sefiala la actividad de agua (aw) como la relacion entre la presion de vapor

de agua de un material y la presion de vapor seguro de agua pura a la misma temperatura.

Matematicamente:

=— Ecuacién 1

Donde:

aw: Actividad de agua

fy p: Fugacidad y presion de vapor del agua en el alimento, respectivamente
fo y po: Fugacidad y presion del vapor del agua pura, respectivamente

Este concepto esta relacionado con la humedad relativa de equilibrio (HRE) en donde HRE
= 100 x aw. Sin embargo, mientras la aw €s una propiedad intrinseca de los alimentos, HRE
es una propiedad de la atmdsfera en equilibrio con el alimento. Reid (2007), la igualdad en
la Ecuacion 1 se basa en la suposicion de equilibrio termodindmico, que generalmente se

viola con los alimentos y, por lo tanto, la igualdad debe reemplazarse por una aproximacion.

El control de la aw es la base para la conservacion de los alimentos humedos, secos e
intermedios. Ademés de los limites criticos especificos de la aw, esta tiene un efecto
pronunciado sobre las reacciones quimicas en estos alimentos. Generalmente, aumenta la

capacidad del agua de actuar como solvente, medio de reaccién y los mismos reactivos al
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aumentar la aw hasta un punto donde otros factores pueden disminuir las velocidades de
reaccion. Como resultado, aumenta exponencialmente la velocidad de muchas reacciones de
deterioro al aumentar la aw por encima de los correspondientes valores en la humedad de la

monocapa cuyo valor en muchas reacciones tiene un velocidad minima (Reid 2007).

d. Isotermas de sorcién

Una isoterma de sorcion es una representacion grafica de la dependencia de la aw del
alimento respecto a su contenido de humedad a una determinada temperatura (Rahman
1995). La palabra “sorcion” designa el fenomeno en general, sin precisar la direccion. Las
isotermas son no lineales, generalmente son de forma sigmoidea y estan clasificadas como
isotermas del tipo Il por Brunauer para la mayoria de los alimentos, la tipo Il es la isoterma
sigmoidal, que es muy comun de los alimentos, especialmente de los cereales y almidones y
presenta dos inflexiones alrededor de aw entre 0,2 a 0,4 y 0,6 a 0,7 respectivamente, que
ocurren como resultados de los cambios de magnitud de los diferentes fendomenos fisico-
quimicos, pero frutas, confituras y extracto de café, que contienen grandes cantidades de
azucar y otras moléculas solubles pequefias y que no son ricas en material polimérico,
exhiben isoterma tipo | (por debajo de aw entre 0,7 y 0,8) (Fenema 2000). En la Figura 4 se

muestran los cinco tipos basicos de isotermas (Brunauer et al. 1938).
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Figura 4: Esquema de los cinco tipos de isotermas.

FUENTE: Adaptado de Brunauer et al. (1938).

Las interacciones soluto - soluto, agua - soluto y la accion capilar no son faciles de
cuantificar en el caso de los alimentos, es por esto que se considera que las isotermas de

sorcion proporcionan una de las mejores predicciones de aw dentro de un amplio rango de



contenido de humedad y temperatura para estos sistemas. Los productos sensibles a la
humedad pueden absorber una elevada cantidad durante su almacenamiento ya que los
materiales de empaque comunmente utilizados son permeables al vapor de agua. El
contenido de humedad puede usarse como dato critico para juzgar la calidad de los productos
gue han sido degradados por la humedad (Robertson 2013).

Una isoterma tipo Il tipica, mostrada en la Figura 5, presenta tres zonas identificables (A, B
y C), atribuibles a los diferentes tipos de agua que dominan los fendmenos fisico-quimicos
en cada una de ellas, la zona A estd dominada por el agua de monocapa (agua ligada), la
zona B se rige por el comportamiento del agua de multicapa (de hinchamiento y capilares

pequefios) y la zona C por el agua libre.

Humadad {100% gHOlg sdlido seac)

Figura 5: Isoterma tipo Il con tres zonas identificables A, B, C.

FUENTE: Adaptado de Rahman (1995).

El método de Lang y Mccune (1981), se utiliza para determinar las isotermas de sorcion de
humedad de productos alimenticios. Se basa en el uso de soluciones salinas saturadas para
mantener una humedad relativa fija y contenedores relativamente pequefios que permiten un
rapido equilibrio de las muestras con la atmosfera de prueba. Las sales estandar utilizadas y
las actividades acuéaticas correspondientes de sus soluciones saturadas (aw = 0,1l -
0,90)(Greenspan 1977). Y se preparan siguiendo las recomendaciones del proyecto COST
90 (Araneda et al. 1995). Samaniego-Esguerra et al. (1991) consideran el equilibrio cuando
el contenido de humedad (bs) no cambia en mas de 1 mg/g de muestra (0,1 por ciento)

durante tres periodos de muestreo consecutivos.



Chirife et al. (1983) revisaron 23 modelos de isotermas y evidenciaron que ninguno de estos
modelos describid con precision la isoterma de sorcion en todo el rango de humedad relativa,
ya que el agua esta relacionada con la matriz alimentaria por diferentes mecanismos en
diferentes regiones de actividad. Sin embargo, estos modelos siguen siendo importantes para

su uso en la prediccion de las propiedades de sorcion de humedad de los alimentos.

e. Importancia de las isotermas de sorcion
Las isotermas de sorcion de humedad de alimentos permiten determinar:

a. El calor de sorcion o desorcion, empleado en el disefio de sistemas de
almacenamiento, secado y extrusion de cereales.

b. Lainteraccion del agua y sus componentes, informacion necesaria, para el disefio de
operaciones de secado, mezclado, empacado y almacenado.

c. Las propiedades estructurales (area superficial especifica, volumen de poros,
distribucion del tamafio de poros y cristalinidad) son de utilidad para la seleccién de
las condiciones apropiadas de almacenamiento y empacado, que maximice la
retencion de aroma, color, textura, nutrientes y la estabilidad microbioldgica.

d. Las condiciones criticas de humedad y consecuentemente el nivel de proteccion al
vapor de agua requerido para preservar sus caracteristicas originales.

e. Las propiedades de sorcién de vapor de agua de biopolimeros y con ello, su

posibilidad de uso en la elaboracion de empaques comestibles.

El conocimiento de las isotermas de sorcion también es importante para predecir las
propiedades de sorcion de humedad de productos alimenticios altamente sensibles a través
de modelos empiricos. Estas isotermas proporcionan informacion sobre la capacidad de
union de la humedad de los productos a una humedad relativa determinada y son un medio
atil para analizar el efecto plastificante de la humedad y el efecto sobre las propiedades de
textura (Bell y Labuza 2000; Al-Muhtaseb et al. 2002).

2.5 EMPAQUES EN LA INDUSTRIA DE PANIFICACION

La funcion principal de un paquete es minimizar las reacciones que afectan la estabilidad del
alimento contenido. Durante el almacenamiento, los alimentos envasados estan expuestos a
gases presentes en el medio ambiente (vapor de agua, oxigeno), asi como a condiciones

(temperatura, humedad) que puede afectar la vida util de los alimentos. Por lo tanto, la
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velocidad de difusidn de gases a través de la pelicula del paquete puede convertirse en factor

limitante para lograr una vida Util adecuada (Gali¢ et al. 2019). En la Tabla 8 se muestra los

principales envases utilizados en los productos de panaderia. Man y Jones (2000) mencionan

que los envases para productos de panaderia deben cumplir las siguientes caracteristicas:

e Tasa de transmisién de vapor de agua, para un material dado, mientras mas bajo sea

este valor mas alto sera la barrera contra la humedad.

e Tasade transmisién de oxigeno, la cual se reduce al aumentar el espesor del material.

empaque incidiendo sobre el alimento.

Densidad dptica, que es la medida de la cantidad de luz que atraviesa el material de

Propiedad de barrera ante sabores y olores, tanto para retener los sabores y olores

propios de los alimentos como para impedir el ingreso de fuentes extrafas.

Tabla 8: Efecto del procesamiento y envasado sobre la vida atil del pan

Tipo de pan Pr_oc_eso Material de T°C Vid? util Referencia
adicional envase (dias)
Propionato de calcio (CaP) 4-9
0,1 —0,4% (peso/peso) .
L. plantarum CRL 778 + Po_llet|lenp de 30
CaP baja densidad 0-24 Gerez et al. (2010)
Pan envasado —
(sin cortar) Saccharomyces cerevisiae _ 2
Polietileno de
Sin conservante y envase | baja densidad 30 5.7 Upasen y
con oxigeno reducido trilaminado (5% Wattanachai (2018)
O2; 95% N>)
Pan control Bolsas de 2-6
Pan bajo en Pan con masa fermentada | polietileno de
sal (23.8 %) baja densidad | 20 | 214 | Belzetal (2012)
CaP (0,3%) (con aire estéril) 0-12
Bacillus subtilis SPB1 méas . .
Pan Surfactante (Lecitina de Pollpropl_leno 25 8 Mnif et al. (2012)
coextruido
soya)
Pan Poliamida
parcialmente (Nylon/
horneado Sin masa madre Polietileno de 22
(superficie baja densidad 21 Novotni et al. (2017)
rociada con (90 pm)
0,1gde Enfriamiento al vacio mas MAP (70% 30
etanol) masa madre CO2: 30% N»)

CaP: Propionato de Calcio.
FUENTE: Adaptado de Gali¢ et al. (2019).




2.5.1 Permeabilidad

Las propiedades de barrera de los plasticos indican su resistencia a la penetracion de gases
saborizantes y compuestos aromaticos. La historia de la teoria de la permeacion esta bien
presentada en la literatura (Stannett 1978; Robertson 2013; McKeen 2017). La interaccion
entre los alimentos, el envase y el medio ambiente puede describirse como permeacion,

migracion y desescamado.

Permeacion implica el transporte masivo de componentes a traves del paquete y puede
ocurrir en ambas direcciones dependiendo de la diferencia de concentracion. El transporte
masivo de los componentes del paquete (por ejemplo, plastificantes) a los alimentos se
conoce como migracion y el transporte masivo de los componentes de alimentos y bebidas

(por ejemplo, compuestos aromatizantes) al paguete se conoce como scalping.

Basado en el mecanismo de "solucion - difusion”, el proceso de transporte de gases 0 vapores
a través de polimeros no porosos puede ser descrito como una secuencia de procesos
consecutivos: sorcion de los componentes en un lado, difusion activada a través del polimero
y desorcion de los componentes en el otro lado. Una extensa coleccion de soluciones
matematicas del transporte molecular en plasticos ha sido presentada por Crank (1975). El
transporte del permeado se caracteriza por: coeficientes de permeabilidad (P), difusion (D)
y sorcion (S) (Robertson (2013; Koros et al. 2015). Un buen material de barrera presenta

bajos valores de permeabilidad (Valentas et al. 1997).
2.6 DETERMINACION DE LA VIDA UTIL DE ALIMENTOS “PAN”

Robertson (2013), existen varios enfoques establecidos para estimar la vida util de los

alimentos:

1. Estudio de literatura: La vida util de un producto analogo se obtiene de la literatura
publicada o de los archivos internos de la compariia. Se pueden encontrar ejemplos en libros
recientes sobre la vida atil de los alimentos. EI problema es que estos datos son muy

limitados y generalmente se aplican a los alimentos de tipo basico.

2. Tiempo de rotacion: El periodo de tiempo promedio que un producto pasa en el estante

minorista se determina al monitorear las ventas de los minoristas y a partir de esto se estima
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la vida util requerida. Esto no proporciona la vida util "real™ del producto, sino la vida til
"requerida”, donde se supone implicitamente que el producto aln es aceptable durante algln

tiempo despues del periodo promedio en el estante minorista.

3. Estudio de punto final: Se obtienen muestras aleatorias del producto en puntos de venta
minorista y luego se analizan en el laboratorio para determinar su calidad. A partir de esto,
se puede obtener una estimacion razonable de la vida Gtil porque el producto ha estado
expuesto a tensiones ambientales reales encontradas durante el almacenamiento y la venta

al por menor.

4. Pruebas aceleradas: Se llevan a cabo estudios de laboratorio durante los cuales las
condiciones ambientales se aceleran por un factor conocido para que el producto se deteriore
a un ritmo mas rapido de lo normal. Este método requiere que se pueda cuantificar el efecto

de las condiciones ambientales sobre la vida atil del producto.

5. Estudios en tiempo real: Este tipo de estudio consiste en mantener al alimento en las
condiciones previstas para su almacenamiento y puntos de comercializacion principalmente
“la temperatura”. Es aplicable para productos perecederos cuya vida Gtil son pocos dias. Los

datos que brindan son buenos (Udomkun et al. 2016).
2.6.1 Vida util en alimentos empacados

Jena y Das (2012) aseguran que la capacidad de predecir la vida util de un producto es una
propuesta compleja. Dependiendo de la naturaleza del producto, diversas propiedades o
indices de calidad deben ser seguidos experimentalmente como una funcion del tiempo con

el fin de evaluar la degradacion de la calidad del producto.

Van Boekel (2008), la vida util se puede determinar desde dos lados: el lado del producto y
el lado del consumidor. Determinar la vida util desde el lado del producto implica que el
deterioro del producto se investiga en funcién del tiempo y puede implicar la medicion de la
cantidad de microorganismos o la disminucion de los componentes deseados, como
nutrientes y textura, también el aumento de componentes no deseados como como pigmentos

marrones, sabores desagradables o humedad.
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Pagani et al. (2006) estudiaron si el tipo de peliculas podrian influir en la tendencia de
fendmenos relacionados con el envejecimiento de productos de panaderia, demostrando que
la pelicula permiti6 mantener la corteza crujiente como la miga suave durante 48 horas de

almacenamiento.

Chiavaro et al. (2008) trabajaron con las propiedades fisico-quimicas de tres panes
comerciales de Altamura durante el almacenamiento a 25 °C. Todas las migas para los
productos, sufrieron una reduccion significativa del contenido de humedad y aw durante el

almacenamiento y fueron mas duros.

Sharma et al. (2003) encontraron que a la vida de atil de los alimentos empacados esta
regulada por propiedades de los alimentos como la actividad de agua, pH, susceptibilidad al
deterioro enziméatico y microbioldgico, asi como las propiedades de barrera del envase al
oxigeno, la luz, la humedad y el diéxido de carbono. La pérdida o la ganancia de humedad
es uno de los factores mas importantes que controlan la vida util de los alimentos. El
microclima dentro del envase es regulado por la presion de vapor de la humedad del alimento

a la temperatura de almacenamiento.

Guillard et al. (2003) desarrollaron un modelo matematico para un bizcocho en contacto con
un relleno fresco y humedo. Encontraron una ley de potencia como representativa del efecto
del contenido de humedad en difusividad efectiva en agua de bizcocho. EI modelo fue
validado con 0,95 y 0,90 en geles de agar con actividad de agua y utilizado con éxito para
predecir la transferencia de humedad en un alimento real.

Lamiani et al. (2010) emplearon fetta biscottata (producto tipico de panaderia Italiano) como
sistema modelo para hacer un prondstico de vida en anaquel mediante la influencia de la
humedad relativa en el equilibrio del espacio de cabeza del empaque. Se pudo concluir que
la humedad relativa del espacio de cabeza del empaque no se equilibra inmediatamente con

el producto.
2.6.2 Modelamiento matematico para la cinética de deterioro

La velocidad de las reacciones de deterioro es factor importante para evaluar los cambios en
la calidad de los alimentos y la vida Gtil. La cinética quimica implica el estudio de la
velocidad y mecanismos por los cuales una especie quimica se convierte en otra. Se

caracteriza por la constante de velocidad (k) y el orden de la reaccion (n). La velocidad de
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una reaccion quimica o el deterioro de un indicador de calidad, se define como el cambio de

concentracion de un reactivo (A) en un tiempo dado (t) (Kong y Singh 2016):

kA Ecuacién 2

Donde:

A: Componente o caracteristica del alimento
n: Orden de la reaccion para el componente A

=~

: Constante aparente de reaccion

+: Aumento de una caracteristica indeseable (+) y pérdida de una caracteristica deseable (-)

Con base en la Ecuacién 2 el cambio en el tiempo de una caracteristica de calidad puede

expresarse como:
< = kQ" Ecuacion 3

Donde:

Q: Caracteristica de calidad
n: Orden de la reaccién para la caracteristica Q

k: constante aparente de reaccion

La mayoria de las reacciones que han sido estudiadas en cuanto al deterioro de alimentos se
caracterizan por tener una cinética de orden cero o primer orden, al aplicar el método integral
a la Ecuacidn 2, se obtienen las ecuaciones correspondientes a estas cinéticas de reaccion
(Labuza 2000).

Cuando n es igual a cero se llama reaccion de orden cero, lo que implica que la tasa de

pérdida de calidad es constante en condiciones ambientales constantes y se expresa:

Q=0Qy*kt Ecuacién 4

Si n esigual a uno se denomina cinética de reaccion de primer orden. Esta funcion se puede

expresar de la siguiente manera:
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In— = +kt Ecuacién 5
Donde:

Qo: Valor inicial del atributo de calidad
Q: Valor del atributo en el tiempo t
k: Constante aparente de reaccion

t: Tiempo.

Los alimentos son sistemas muy complejos desde el punto de vista de su composicién
quimica, bioldgica y fisica. Mientras que la mayor parte de las investigaciones realizadas
sobre reacciones quimicas han sido hechas en modelos simples de uno, dos o pocos
reactantes, la situacién en los alimentos es muchos méas compleja y dificil de elucidar, ya
gue muchas reacciones son interactivas e interdependientes (Labuza 1984). Le-Bail et al.
(2009) investigaron el impacto de las condiciones de coccién en el pan desmenuzado. Las
pruebas de calorimetria mostraron que durante el almacenamiento la recristalizacion de
amilopectina se produjo antes del endurecimiento de la miga. Se utiliz6 un modelo cinético
de primer orden para adaptarse a la evolucién de la textura de la miga y la recristalizacion

de amilopectina.
2.6.3 Modelamiento matematico por ganancia o pérdida de humedad

El cambio de humedad es un problema comun en muchos sistemas alimentarios compuestos
donde hay un diferencial de contenido de humedad (Guillard et al. 2003). El agua se difunde
de la humedad en el componente seco que conduce a la irreversible pérdida de textura
(Labuza y Hyman 1998). Este es un problema en la industria de la panaderia al hacer galletas
u obleas con mermelada, malva, tartas de pasteleria que contengan crema y bizcochos con
un relleno de crema. Las propiedades de transporte y equilibrio del agua para cada
compartimento son factores importantes necesario para modelar y predecir la transferencia
de humedad entre los componentes y como consecuencia la vida util del producto (Guillard
et al. 2003).

a. Aplicacion de la permeacion en la prediccion de vida util

Robertson (2013), la prediccion de la transferencia de humedad hacia o desde un alimento

se realiza usando la Ecuacion 6, dadas ciertas condiciones de limite. El andlisis requiere los
50



supuestos de que P/x sea constante, que el ambiente externo estd a temperatura y humedad
constantes y que p2 la presion de vapor del agua en los alimentos siga una funcion simple

del contenido de humedad.

ow P

— == _ ..
St x (r1 — p2) Ecuacién 6

Donde:

P: Permeabilidad (la constante de permeabilidad P)
x: Grosor de la pelicula
A: Area de superficie del paquete

p1y p2: Presiones parciales de vapor de agua fuera y dentro del paquete

ow/dt: Velocidad de transporte de gas o vapor a través de la pelicula, donde el Gltimo término

corresponde a Q/t en la forma integrada de la expresion

El punto critico de la Ecuacion 6 es que la presidn de vapor interna no es constante, sino que
varia con el contenido de humedad de los alimentos en cualquier momento. Por lo tanto, la
tasa de ganancia o pérdida de humedad no es constante, sino que disminuye a medida que
Ap se hace mas pequeiio. Por lo tanto, alguna funcion de p2, (la presion de vapor interna) en
funcion del contenido de humedad debe insertarse en la ecuacién para poder hacer
predicciones adecuadas. Labuza (1982) y Risbo (2003), la vida util del producto se alcanza
cuando m = m, el contenido critico de humedad en cuyo momento t es el tiempo de vida
atil. Por lo tanto, la ecuacion de estimacion de la vida util de alimentos empacados sensibles
a la humedad es:

me, —m; P A Po
n———t= =l ey 5
me—m  lxW; b Ecuacién 7

Donde:

me: Humedad de equilibrio (bs)

mi: Humedad inicial del alimento (bs)

m: Humedad del alimento en el momento t (bs)

Po: Presion de saturacion vapor del agua pura a la temperatura de almacenamiento (no la

presion de vapor real fuera del paquete)
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Risbo (2003) sostiene que se ha estudiado el uso de elementos finitos y técnicas de
diferencias finitas. Estas técnicas s6lo proporcionan conocimiento general limitado de la

influencia de diversos parametros sobre la dindmica de la transferencia de humedad.

Jenay Das (2012) utilizaron la ecuacién para la prediccion de vida Gtil de polvo de leche de
coco, para la cual implementaron la ecuacion con la isoterma del modelo GAB, realizando
la integracion por métodos numéricos y obteniendo una prediccion satisfactoria de tiempo
de vida util considerando como humedad critica (0,112 kg agua/kg de materia seca) siendo
la vida atil predicha de 30,28 dias y la experimental 30 dias. (Kulchan et al. 2010), mediante
el modelo se realizd la prediccion de vida util de productos de panaderia basadas en harina
de yuca, el modelo de isoterma de sorcion utilizado fue el modelo GAB, ademas utilizaron
la energia de activacién para relacionar la cinética de ganancia de humedad con la

temperatura.

2.6.4 Evaluacion sensorial para determinacion de la vida util

a. Analisis sensorial

La evaluacion sensorial es una disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar e
interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de los alimentos y materiales a medida
que son percibidos por los sentidos de la vista, el olfato, el gusto, el tacto y el oido (Stone
et al. 2004). EI hecho que el ser humano sea el instrumento de medicion se corre el riesgo
de su variabilidad, lo cual se minimiza con el entrenamiento para tal fin y en parte afianzarle

mediante la psicologia (Meilgaard et al. 2006).

b. Principios de la evaluacion sensorial

La norma 8589 (ISO 2007) provee una guia para la instalacion de los locales de ensayo para
analisis sensorial. El lugar fisico donde se realizan las pruebas debe disefiarse para minimizar
los prejuicios del sujeto, maximizar su sensibilidad y eliminar las variables que no provengan
del producto que se va a evaluar. De ser posible, el ambiente sera tranquilo, agradable, de
temperatura acondicionada y en algunos casos con control de humedad. No se permite fumar

ni el uso de cosméticos o perfumes dentro de esta area.
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Para la mayoria de las pruebas, los evaluadores deben emitir juicios independientes, por lo
tanto, para prevenir una posible comunicacion entre ellos se utilizan cabinas individuales.
En éstas, la luz debe ser uniforme y no debe influir la apariencia del producto que se va a
evaluar. Algunas veces se utilizan luces coloreadas para disimular diferencias de color entre

las muestras.

La hora del dia en que se desarrollan las pruebas puede influir en los resultados; los mejores
momentos serian al finalizar la mafiana y la media tarde. La preparaciéon de las muestras
debe desarrollarse en un area anexa a la sala de degustacién. Esta area debe contar con un
buen sistema de extraccion de aire para eliminar todos los olores.

Los evaluadores pueden verse afectados por algunas caracteristicas de las muestras que son
irrelevantes. Es por ello que debe lograrse que las muestras provenientes de distintos
tratamientos sean idénticas en todas sus caracteristicas, salvo en la que se esta evaluando.
Durante la sesién de trabajo los evaluadores reciben algun agente para el enjuague de la boca

entre las muestras. En general se utiliza agua a temperatura ambiente.

C. Tipos de pruebas sensoriales

Kemp et al. (2009), la evaluacion sensorial es clasificada en dos categorias de pruebas:
objetivas y subjetivas. La eleccidon de unas u otras depende del objetivo que se pretenda
alcanzar en un determinado estudio. Las pruebas objetivas (discriminativas y descriptivas)
proporcionan datos objetivos sobre las propiedades sensoriales de productos y son realizados
por asesores capacitados. Las pruebas afectivas (preferencia, grado de satisfaccion y
aceptacién) permiten evaluar la preferencia o aceptacion del producto, para realizar esta prueba
se utiliza un minimo de 50 jueces no entrenados, los que constituyen los denominados jueces
afectivos y se escogen atendiendo que sean consumidores habituales o potenciales del

producto a evaluar (Urefia et al. 1999; Kemp et al. 2009; Espinosa Manfugas 2007).

d. Escalas de las pruebas sensoriales

La escala es el instrumento que se utiliza para medir las respuestas sensoriales y es una parte
fundamental dentro del analisis sensorial. De la correcta eleccién de la escala de medida

puede depender el éxito de una evaluacion sensorial (Meilgaard et al. 2006).
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Las escalas nominales son aquellas en las que las variables objeto de estudio son cualitativas,
aunque vayan asociadas a numeros. Escalas ordinales permiten evaluar la posicion relativa
de un producto en funcion de una o varias de sus propiedades, es decir se ordenan en funcion
de determinada caracteristica. Escalas de intervalos cuentan con intervalos de magnitud
constante, para los distintos niveles de puntuacion y permiten ordenar muestras, de acuerdo
a la magnitud de una sola caracteristica del producto, a la aceptabilidad o preferencia. Estas
escalas pueden clasificarse de acuerdo a su representacion (verbal y grafica), al nmero de
sensaciones (polar o bipolar) y a su estructura (estructurada y no estructurada). En la escala
no estructurada lineal, sélo se definen o identifican los extremos del segmento y en ocasiones
el centro, se da la plena libertad al juez para indicar dénde radica su juicio, pudiendo su
extension variar, pero por lo general se adopta una longitud de 10 cm (Césari 2016; Espinosa
Manfugéas 2007).

e. Pruebas de aceptabilidad

Se basan en que el consumidor emita su impresion una vez que ha probado las muestras,
sefialando cuanto le agradan o desagradan (grado de aceptabilidad sensorial). EI consumidor
debe evaluar la muestra sobre una escala que puede ser de tipo estructurada, semiestructurada
0 no estructurada. La marca que realiza el consumidor sobre la escala se transforma en un
valor numérico (puntuacién) que luego se analiza estadisticamente por anélisis de varianza.
Una de las cuestiones mas delicadas en los estudios con consumidores es el disefio del
formulario de evaluacion. Los cuestionarios deben ser claros y homogéneos en estilo (Hough
y Fiszman 2005).

f. Analisis de supervivencia

Los métodos probabilisticos de estimacion de la vida Util se utilizan principalmente cuando
el estudio se hace a través de evaluaciones sensoriales, la esencia de estos métodos consiste
en considerar la vida Gtil como una variable aleatoria y describir su comportamiento
mediante un modelo estadistico. Los consumidores que aceptan o rechazan los alimentos
que han sido almacenados durante varios periodos de tiempo sin especificar normalmente la
razén. En la rama de las estadisticas conocidas como analisis de supervivencia, la
insatisfaccion del consumidor puede estar relacionada con la funcién de supervivencia,
definida como "la probabilidad de que un consumidor acepte un producto mas alla de un

cierto tiempo de almacenamiento”(Robertson 2013).
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La aceptabilidad del consumidor generalmente se determina por medio de test de
consumidores utilizando una gran cantidad de catadores sin capacitacion. Hough et al.
(2003) introdujeron esta metodologia en el estudio de la vida util de los alimentos. Su
concepto clave es enfocar el riesgo de vida til en el rechazo del producto por parte de los
consumidores, se ha utilizado el analisis supervivencia para determinar la vida atil de leche
(Duyvesteyn et al. 2001), café tostado y molido (Cardelli y Labuza 2000), pan (Gambaro
et al. 2006), alfajor (Gambaro et al. 2004), yogur (Curia et al. 2006), estudio acelerado en
carnes picadas (Hough et al. 2006), manzana (Gambaro et al. 2006) y lechuga (Araneda
et al. 1995).

Una vez que los parametros de un modelo de vida Gtil han sido estimados, se puede usar para
predecir las probabilidades de fallas futuras. Cinco modelos estadisticos: normal, log normal,
exponencial, Weibull y las distribuciones de valor extremo fueron probadas por unos pocos
productos alimenticios (Gacula y Kubala, 1975; Labuza y Schmidl, 1988; Gambaro et al.

2004b) encontraron que la distribucion Weibull se ajustaba mejor.

55



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realiz6 en las siguientes instalaciones: EIl pan de molde sin

gluten con quinua fue elaborado en Laboratorio de Panificacion de la Facultad de Zootecnia,

el almacenamiento del pan se realizdé en el Laboratorio de Envases de la Facultad de

Industrias Alimentarias, el analisis sensorial del pan se efectud el Laboratorio de Analisis

Sensorial disefiado con la norma 8589 (ISO 2007) y los analisis fisico-quimicos del pan se

desarrollaron en los Laboratorio de Andlisis Fisicoquimico de Alimentos y Laboratorio de

Investigacion de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).

3.2 MUESTRAS

El pan de molde sin gluten con quinua se elabor6 utilizando los siguientes insumos:

Quinua de la variedad Pasankalla, fue adquirido en el laboratorio de Cereales de la
UNALM.

Almidon de papa, adquirido en la empresa, Pepees S.A (Lomnza - Polonia).
Levadura fresca Fleischmann, adquirida en Calsa Pert S.A.C (Lima - Per().

Goma xantano y propionato de calcio, adquiridos en Dresden food (Lima-Peru).
Bolsas de polietileno y polipropileno, adquiridas en la empresa Vergara S.A (Lima -
Per(). Permeabilidad al vapor de agua: polipropileno 1,2433 y 1,4505
g.um/m2.dia.mmHg para el polietileno y espesor de 50,8 um para cada envase.

Agua (San Mateo), adquirido en la empresa Backus (Lima - Peru).

3.3 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.3.1 Materiales

Ademas de lo necesario para el analisis quimico proximal se usé los siguientes materiales:

Campanas de desecacion.
Vasos precipitados de 50, 100 y 250 ml.

Placas Petri.



3.3.2 Reactivos

Cloruro de magnesio, Merck, USA.
Carbonato de potasio, Merck, USA.
Nitrato de magnesio, Merck, USA.
Cloruro de Sodio, Merck, USA.
Cloruro de Potasio, Merck, USA.
Nitrato de Potasio, Merck, USA.

3.3.3 Equipos

Amasadora sobadora, marca NOVA, modelo K25, PERU.

Camara climatica, modelo CLIMACELL EVO, ALEMANIA.

Balanza analitica, marca OHAUS Co, modelo Explorer, USA.

Camara de fermentacion artesanal.

Determinador de actividad de agua AQUALAB, modelo 4TEV DUO, USA.
Estufa de secado, marca MMM, modelo VENTICELL, ALEMANIA.
Horno a conveccion rotatorio, marca NOVA, modelo MAX 1082, PERU.
Medidor de volumen Perten instrumets, modelo BVM 6610, SUECIA.
Molino de martillos, marca INNOVA, modelo NBR7094, PERU.
Teléfono, marca IPhone 5s, modelo A1533, USA.

Termoselladora, modelo PSF, PERU.

Termdmetro digital electronico, modelo HI98501, CHILE.

Texturometro INSTRON, modelo 3365B11318, USA.

3.3.4 Softwares ocupados

Minitab 18.1 2017.
LAB Fit Vv 7.2.50.
STATGRAPHICS.
Image J 1.45s.

3.4 METODOS DE ANALISIS

3.4.1 Analisis quimico proximal

El andlisis proximal del pan de molde sin gluten con quinua se efectué segun métodos
oficiales de la AOAC y NTP: Humedad 206.011 (NTP 2018), cenizas totales 930.22 (AOAC
2016), fibra cruda 205.003 (NTP 2011), grasa bruta 935.39 (AOAC 2016), proteina bruta
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950.36 (AOAC 2016) y carbohidratos totales se determin6 por diferencia de 100 por ciento

menos los resultados de los analisis de humedad, proteina bruta, grasa bruta y cenizas totales.
3.4.2 Analisis durante el almacenamiento del producto terminado

Se realizaron los siguientes analisis que se describen a continuacion:

a. Humedad de la miga

El contenido de humedad de las muestras de pan en bolsas de polietileno y polipropileno se
realizé utilizando una estufa a 105 £ 1 °C, en donde fueron secadas hasta peso constante,
utilizando el método estandar 206.011 (NTP 2018), se siguio la metodologia propuesta por
Demirkesen et al. (2014), la medicidn se llevo a cabo por triplicado para cada material de

empaque (polipropileno y polietileno) por dia de andlisis.

b. Actividad de agua de la miga (aw)

La aw de las muestras de pan en bolsas de polietileno y polipropileno se determiné utilizando
un determinador de actividad de agua AQUALAB a 25 *+ 0,1 °C, se realizd siguiendo la
metodologia de Altamirano-Fortoul y Rosell (2011), finalmente la medicion se llevo a cabo

por triplicado.

C. Analisis reologico (Textura) de la miga

Para el analisis de la textura (firmeza) del pan se utilizé un Texturémetro INSTRON (Modelo
3365B11318, USA), se eligid la parte central de las rodajas (25 + 0,2 mm de diametro y
25,03 £ 0,01 mm de espesor) mediante una prueba de doble compresion hasta penetrar el
50 por ciento con un émbolo (didmetro 42 mm), a una velocidad de 1 mm/s y una precarga
de 10 g, finalmente, el émbolo volvid a su posicién original a la misma velocidad. Se siguid
el método estandar 74 - 09 (AACC 2019) utilizando la metodologia propuesta por Paciulli
et al. (2016), las mediciones de la firmeza (kPa) se realizaron en todo el pan (cinco rodajas

de 25 £ 0,2 mm). Se registraron los valores medios y sus desviaciones estandar.
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d. Evaluacion sensorial

Para la evaluacion se utilizaron rodajas de pan de molde sin gluten con quinua
(aproximadamente 25 g), se sirvieron en platos de plastico rotulados con un codigo de tres
digitos tomados al azar de una tabla de niumeros aleatorios de acuerdo a Anzaldua-Morales
(1994). La evaluacion sensorial se llevé a cabo durante cinco dias y se efectudé con la
participacion de 1300 personas (consumidores frecuentes de pan) de la UNALM, los
consumidores tenian edades comprendidas entre 17 y 64 afios, distribuidos en nimero de
130 consumidores para cada empaque; de los cuales, para el envase de polipropileno, el 52
por ciento fueron mujeres y el complemento varones; para el polietileno el 54 por ciento
fueron mujeres y la diferencia varones. El instrumento que se utilizé fue la ficha que se
muestra en la Figura 6, la cual contiene una escala no estructurada con valores comprendidos
entre cero y diez (mide 10 cm), en cuyo extremo izquierdo detalla "me desagrada mucho™y
en el extremo derecho "me agrada mucho". A cada consumidor se le pidié que marcara con
una “X” sobre la linea, en el lugar que considere que representa su grado de aceptacion del
producto; ademas, se les solicitd que contesten a la pregunta ¢Consumirias este producto?
(dos opciones, si y no). Las marcas que realizaron los consumidores sobre la escala no
estructurada se transformaron en valores numéricos (puntuaciones), que posteriormente se

analizaron estadisticamente.

Por favor, marca lo que corresponda: Hombre () Mujer( ) Edad:

TEST DE ACEPTABILIDAD GENERAL

Instrucciones.

e Enjudgate la boca con agua y luego degusta el pan. Marca con una “x” sobre la
linea segun tu opinién. Ejemplo

Me desagrada Ni me agrada ni Me agrada
mucho me desagrada mucho
éConsumirias este producto? s ] NOo [ ]

MUCHAS GRACIAS.

Figura 6: Ficha de evaluacion sensorial.

Para utilizar los resultados en pruebas estadisticas paramétricas, se emplean escalas de

intervalo que permiten conocer la magnitud de la aceptabilidad del producto, como la de



linea no estructurada de 10 cm de longitud (Lawless y Heymann 2010). Las respuestas si 0
no se utilizaron para determinar la vida atil mediante el analisis de supervivencia (Hough
et al. 2003).

e. Evaluacion microbiologica

Se realiz6 el analisis microbiolégico (mohos), se utilizd el método de la Comision
Internacional de Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF 2000). El

producto debia cumplir con los requisitos exigidos 206.004 (NTP 2016) para pan de molde.

f. Volumen especifico

El volumen especifico del pan de molde sin gluten con quinua se determind utilizando un
medidor de volumen Perten instrumets, modelo BVM 6610, SUECIA, siguiendo la
metodologia propuesta por Han et al. (2018) dividiendo el volumen (ml) sobre el peso

(gramos). La medicion se realizo a cabo por triplicado.

g. Estructura alveolar

Se utilizé la metodologia propuesta por Pacheco Alfaro (2016), las imagenes se analizaron
utilizando el software Image J 1.45s (National Institutes of Health, USA). La binarizacion
de las iméagenes se llevo a cabo de acuerdo con la técnica propuesta por Wang et al. (2017),
se determiné el area celular media (mm?) y el nimero de alveolos/cm?. Finalmente, la

medicidn se llevo a cabo por triplicado (100 mediciones por cada repeticion).

3.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para la realizacion de la presente investigacion se siguieron los siguientes pasos:

e Obtencion del pan de molde sin gluten con quinua.

e Caracterizacion del producto obtenido.

e Determinacion de la vida util mediante la cinética de reaccion.

e Modelamiento y prediccion de la vida util por ganancia de humedad.

e Determinacion de vida util por anélisis de supervivencia.
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3.5.1 Obtencion del pan de molde sin gluten con quinua

Para la obtencién del pan de molde sin gluten con quinua se sigui6 la metodologia de Turkut
et al. (2016), en la Tabla 9 se muestra la formulacién que se utiliz6 en la presente

investigacion:

Tabla 9: Formulacion del pan de molde sin gluten con quinua

Ingredientes Esponja | Fermentado final | Total
Harina de quinua (%) 12,18 12,18 24,37
Almidon de papa(%) 14,13 14,13 28,26
Agua(%) 19,79 19,79 39,58
Goma xantano(%) 0,26 0,26
Sal(%) 1,05 1,05
Azucar(%) 1,58 0,00 1,58
Aceite de girasol(%) 3,16 3,16
Levadura(%) 1,58 1,58
Propionato de calcio (%) 0,16 0,16

La preparacion consistio en lo siguiente:

e Lamasa se prepard mezclando la mitad de harina de quinua, almidon de papa y agua,
asi como el total de goma xantano, levadura y azlcar en una amasadora sobadora
durante cinco minutos, seguidamente se realizé un pre fermentado en una camara
artesanal a 28 °C y 80 por ciento de HR durante 30 minutos.

e Lamasa pre-fermentada se mezclé con el resto de los ingredientes, en una amasadora
sobadora, durante cinco minutos.

e La mezcla de la masa total se ferment6é en una camara artesanal a 28 °C y 80 por
ciento de HR durante 60 minutos, divididos en piezas de 450 g aproximadamente.

e Los panes se obtuvieron después de hornear a 180 °C durante 30 minutos, en el horno
a conveccion rotatorio.

e Los panes de molde se enfriaron durante siete horas hasta que la temperatura del
producto fue menor a 25 °C, se envasaron en bolsas de polietileno y polipropileno y

se almacenaron a 25 °C y 80 por ciento de humedad relativa en una cdmara climatica.

3.5.2 Caracterizacion del producto final

Se ejecutd en el Laboratorio de Investigacion de la UNALM. La caracterizacion del producto

final se realiz6 en el dia cero y se determino:



e El volumen especifico fue determinado en el pan de molde sin gluten con quinua
utilizando la metodologia de Han et al. (2018), para la cual se utiliz6 el pan de molde

entero.

e Laestructura de la miga del pan de molde sin gluten con quinua se realizé en rodajas
centrales de 15 mm de espesor y un diametro de 25 + 0,15; se utilizaron iméagenes
tomadas con un teléfono iPhone 5s y siguiendo la metodologia propuesta por Wang
et al. (2017).

3.5.3 Determinacién de la vida til utilizando la cinética de reaccion

Para la determinacién de la vida util del pan de molde sin gluten con quinua se realizé
utilizando el procedimiento de Saguy y Karel (1980) y Labuza y Schmidl (1985), se siguid

la secuencia mostrada en la Figura 7.

Identificar la sefial de deterioro
Humedad (bs), actividad de agua(aw) y firmeza de la miga (kPa)

y

Presumir un rango de tiempo de vida util
12 dias

v

Establecer la metodologia a seguir
Pruebas en tiempo real

v

Controles a realizar
Fisico-quimicos: Humedad (bs), aw y firmeza de la miga (kPa)

v

Limites establecidos
Humedad (bs), a, y firmeza de la miga (kPa) de acuerdo con
Kulchan et al (2010) y Pua et al (2008)

v

Planificacion
T: 25 °C; HR: 80%
Materiales: Polipropileno y polietileno
Frecuencia de andlisis: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 12
Tiempo total: 12 dias

v

Proceso de datos
Cinética de reaccion

Figura 7: Metodologia experimental para determinar la vida util del pan de molde sin

gluten con quinua utilizando la cinética de reaccion.



e ldentificar la sefal de deterioro

Para la identificacion de la sefial de deterioro consistio primero en identificar los parametros
que influyeron sobre la calidad del pan. Basado en estudios preliminares y con sustento de
revision bibliografica (Chiavaro et al. 2008; Le-Bail et al. 2009; Sourki et al. 2010; Gali¢
et al. 2019), se eligio evaluar la humedad, firmeza y actividad de agua de la miga del pan.

e Presumir un rango de tiempo de vida

Se reportan estudios de Paciulli et al. (2016) durante tres dias, Axel et al. (2015) y Moore
et al. (2008) durante cinco dias, Hager et al. (2012) durante 12 dias, Salvador et al. (2006)
durante 20 dias, en esta investigacion se evalud durante 12 dias.

e Establecer la metodologia a seguir

El Institute of Food Technologists (IFT) de los EE.UU menciona que los productos
perecibles son todos aquellos que pueden mantenerse solo por un corto tiempo (Dethmers
1979 citado por Vergara (2012), en la presente investigacion la vida util se determino con

pruebas en tiempo real.

e Controles a realizar

En esta investigacion se realizaron analisis fisico-quimicos (humedad, aw Yy firmeza) de la

miga del pan de molde sin gluten con quinua.

e Limites establecidos

Para humedad (bs) es 0,9267, actividad de agua (aw) 0,9223 y firmeza 6,4 kPa. La estimacion
de valores criticos antes mencionados para el pan de molde sin gluten con quinua se realizé
relacionando el pardmetro fisico-quimico (humedad en base seca, actividad de agua y
firmeza) con el puntaje de la evaluacion sensorial obtenido de un panel de consumidores.
Kulchan et al. (2010), Pua et al. (2008) y Mufioz et al. (1992) mencionan que este parametro
se puede determinar cuando la aceptacion general caiga por debajo de un cierto valor
predeterminado, para la presente investigacion se establecié como puntaje minimo cinco (5),

por debajo del cual el pan de molde sin gluten con quinua se rechaza.
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e Planificacion del experimento

Las muestras de pan del molde sin gluten con quinua (450 g aproximadamente) fueron
envasadas en bolsas de polietileno y polipropileno termoselladas, se almacenaron a 25 °C
con una humedad relativa de 80 por ciento y el muestreo se realizo en los dias: 0, 1, 2, 3, 4,

5, 7,10y 12; se realizaron tres repeticiones.

e Proceso de datos

El orden de reaccién (n) para cada parametro se eligié basandose el que tenia mayor
coeficiente de determinacion (R?) (Mancebo-Campos et al. 2008). Para el anélisis de la
velocidad de reaccion k (dias™) se realizd usando el método de minimos cuadrados, teniendo
en cuenta que los modelos se ajustan a la ecuacion de una linea recta de la forma y= mx + b,
donde m es la pendiente que equivale a la constante k. Saguy (1983), el modelo més utilizado
para obtener k es el de los minimos cuadrados, obtenido los pardmetros de la cinética de

reaccion se procedio a determinar el tiempo de vida util utilizando la Ecuacion 4 0 5.

3.5.4 Modelamiento y prediccién de la vida util por pérdida de humedad

Para la prediccion de vida util por pérdida de humedad se utilizé la metodologia propuesta
por Labuza y Risbo (1982) y (Guillard et al. 2003) mostrada en la Figura 8.

Isoterma de sorcion

'

Ajuste de isoterma de sorcion a modelos
matematicos: GAB, BET, Oswin, Peleg, Lewicki

Modelamiento matemaético para la pérdida de
humedad

A 4

Validacién del modelo matematico para la prediccion
por pérdida de humedad

v

Prediccion de la vida Gtil mediante el modelo
matematico para alimentos empacados




Figura 8: Metodologia experimental para la prediccidn de la vida atil del pan de molde

sin gluten con quinua, por pérdida de humedad.

e Isoterma de sorcion

La construccién de la isoterma de sorcién se efectud por el método estatico gravimétrico o
método de control continuo de cambios de peso reportado por Bell y Labuza (2000) y Pérez-
Alonso et al. (2006). EI método consistio en lo siguiente: Muestras de 1 g de miga de pan de
molde se depositaron en placas petri y éstas fueron puestas por triplicado en campanas de
desecacion herméticas conteniendo las siguientes soluciones sobresaturadas con su humedad
relativa correspondiente: MgCl. (32,8%), K2COs (44,3%) y Mg (NOs). (53,6%), NaCl
(75,3%), y KCI (84,3%) y KNO3(94.6%). Las muestras se almacenaron en las campanas a
una temperatura de 25 °C por dos semanas y se registro el peso de las placas hasta una
variacion menor de 1 mg, como lo recomienda Pérez-Alonso et al. (2006). La humedad de
equilibrio fue determinada por la diferencia entre la masa de la muestra en equilibrio y su

masa seca, tal como lo describe Fiorentin et al. (2010) mediante la siguiente Ecuacion 8.

X, =—— Ecuacién 8
Donde:

Xe: Humedad de equilibrio (g agua/g m.s)
Meq: Masa de la muestra en equilibrio (g)
ms: Masa de la muestra seca (g)

Cuando se alcanzd el equilibrio, se determiné la humedad de la muestra (Xe) para cada sal
utilizando el método estandar 206.011 (NTP 2018). Los calculos de los valores de humedad
de equilibrio fueron realizados para cada una de las placas petri, obteniéndose por ultimo la

media aritmética de las tres repeticiones para cada solucion salina saturada.

eAjuste de isotermas de sorcion a modelos matematicos

Los valores de humedad en base seca (bs) y actividad de agua(aw), Se ajustaron por regresion
a los modelos matematicos de sorcién que se muestran en la Tabla 10, se us6 el software
LAB FIT version 7.2.50. Los criterios utilizados para evaluar la calidad de ajuste de los
modelos de isotermas a los datos experimentales fueron: el coeficiente de determinacion (R?)

y el error relativo medio ERM (%).
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Tabla 10: Modelos de isotermas de sorcién de humedad

Modelo Expresidn matematica Parametros Ecuacién

Xm: Humedad de la
X Ca monocapa (g agua/g.m.s)
= — C: Constante per | Ecuacion 9
(1 - aw) [1 + (C - 1)aw] o
relacionada con el calor de
sorcion

BET X,

Xm: Humedad de Ia
monocapa (g agua/g.m.s)

C: Constante de

Guggenheim, caracteristica

= Xm C K ay del producto y relacionada Ecuacién 10
(1-Kay)[1+ (€ —1Kay] | con el calor de adsorcion de

la monocapa

K: Factor de correccion
relacionado con el calor de
sorcion de la multicapa.

GAB X,

L _ F |__F F, G, H: Constantes de iz
Lewicki Xe = [(1_aw)6] [(1+a(;)] L ewicki Ecuacion 11

a, \B Ay B: Constantes propias del »
) modelo y caracteristicas para | Ecuacion 12

Oswin X, =A (
cada alimento

1—ay,

ki1, k2, n1y n2: Constantes de

Ecuacion 13
Peleg

Peleg X, = kyay,™ + kya,,™

Donde:
Xe: Humedad de equilibrio (g agua/g m.s.)
aw: Actividad de agua

e Modelamiento matematico para la prediccion de pérdida de humedad

Se realiz6 utilizando el modelo matemético de transferencia de masa, considerando:
parametros del modelo de isoterma que mejor se ajusta a los datos experimentales,
permeabilidad del empaque, condiciones de temperatura y humedad relativa de

almacenamiento.

Labuza y Risbo (1982) presentaron un modelo basado en la Ley de Fick y de Henry para

estudiar la cinética de pérdida de humedad de alimentos empacados a temperatura constante:

dM Kw .,
T = TA(pext = Dint) Ecuacion 14




Donde:

dM/dt: Velocidad de transferencia de agua, en gramos de agua ganada o perdida por dia
Kw/x: Permeabilidad al vapor de agu r (g de agua/dia. m2. mmHgQ)

A: Area de exposicion del empaque (i)

Pext: Presion de vapor de agua del medio ambiente, en mmHg

pint: Presion de vapor de agua del alimento, en mm Hg

La pérdida o ganancia de humedad a través de un empaque, depende de la isoterma de
sorcion del alimento, las condiciones de temperatura, humedad relativa de almacenamiento,

y la permeabilidad al vapor de agua del empaque (Cardoso y Labuza 1983).
e Validacion del modelo matematico para la prediccion de pérdida de humedad

El peso del pan de molde sin gluten con quinua fue evaluado durante 12 dias de
almacenamiento. Las humedades en base seca fueron calculadas empleando los pesos y la
humedad inicial. La bondad de ajuste de los tiempos experimentales a los estimados, fue

establecido considerando el porcentaje de error relativo medio ERM (%) definido como:

p
1 —_

ERM (%) = —Z MX 100 Ecuacion 15
nk=1 Yex

Donde:
Yex: Valor experimental
ypred: Valor predicho por el modelo

n: Numero de datos o puntos

e Prediccion de la vida uatil mediante el modelo matematico para alimentos

empacados

La prediccion de la vida util para panes de molde sin gluten con quinua empacados en
polipropileno y polietileno se realizd utilizando la Ecuacion 7. Labuza (1982) y Risbo
(2003), la vida util del producto se alcanza cuando m = mc, el contenido critico de humedad

en cuyo momento t es el tiempo de vida util.
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3.5.5 Determinacion de la vida atil mediante analisis de supervivencia

Esta metodologia se enfoca en el rechazo del producto por parte del consumidor. Para
realizar la determinacidn de vida util por analisis supervivencia se usé la siguiente secuencia
propuesta por Gacula y Shingh (1984); Hough et al. (2003):

e Evaluacion sensorial

e Ajuste de datos para la distribucion Weibull y determinacion de parametros.
e Determinacion de la bondad de ajuste

e Determinacion del valor esperado

e Determinacion del intervalo de confianza

e Determinacidn de las funciones caracteristicas de la distribucién de Weibull.

e Evaluacién Sensorial

Se efectué con pan de molde sin gluten con quinua envasados en bolsas polietileno y
polipropileno en los dias: 1, 2, 3, 4 y 5; se evaluaron mediante un analisis sensorial de
aceptacion y rechazo (Hough et al. 2003) y se utiliz6 la ficha mostrada en la Figura 6,

utilizando consumidores frecuentes de pan.

e Ajuste de datos para la distribucion Weibull y determinacion de parametros

Para la identificacion del ajuste de la distribucion Weibull se realizé mediante el indice de
Anderson Darling, utilizando el software MINITAB.

Los parametros de la distribucion de Weibull se obtuvieron estableciendo una relacion lineal

entre t(H) y H, se determind con la siguiente ecuacion:

1
Lnt(H) = Ln(a) + (E> LnH Ecuacion 16

Donde:
t(H): Tiempo de fallo
H: Riesgo acumulado
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Ln(a): Intercepto
1/p: Pendiente

El parametro § determina la forma de la distribucion y el parametro o determina la amplitud

de la dispersién. A partir de los parametros de la distribucién se calcula el valor esperado.

e Bondad de ajuste

El test de Kolmogorov-Smirnov (K-S) es recomendado para determinar la bondad de ajuste
y se realiz0 esta prueba a un nivel de confianza del 95% (Gacula y Shingh 1984).

e Determinacion del valor esperado

El valor esperado E (t), o el valor medio para la distribucion de Weibull se obtuvo con la
siguiente ecuacion:

E(t) = ar [1 + (%)] Ecuacion 17
Donde:

E(t): Valor esperado.
a: Parametro de escala.
B: Parametro de forma.
I': Funcién Gamma.

e Determinacién del intervalo de confianza

Gutierrez y De la Vara (2008) reportan la siguiente formula para determinar el intervalo de

confianza en regresién simple:

— ¥Y)2
1 u] Ecuacién 18

E(Y/X,) =Yy + t(nn2) J CM, [H +

Donde:

Y, = @+ bX,Y, =a + bX,: Representa el estimador puntual de la recta de regresion

t(gn_z): Valor obtenido por la distribucion t de student
2

oc: Complemento porcentual del nivel de confianza
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n: NUmero de observaciones

n — 2: Grados de libertad

CM,: Cuadrado medio del error

S... Variabilidad observada en la variable x
X: Media.

Xo - X : Distancia observada del valor con respecto a la media.

El intervalo de confianza ofrece un intervalo de valores razonables dentro del cual se
pretende que esté el parametro de interés, con un cierto grado de confianza, generalmente el

95 por ciento.

e Determinacién de funciones caracteristicas de la distribucion Weibull

Una vez determinados los parametros o y p mediante la Ecuacion 16, se encontraron las

funciones caracteristicas de la distribucién de Weibull:

a) Funcion de Supervivencia o de Confiabilidad fue hallada con la siguiente ecuacién:
St)=1-F() Ecuacion 19

S(t) = e‘(é)ﬁ Ecuacién 20

Donde:
S(t): Funcion de supervivencia o de confiabilidad
F(t): Funcion de fallo

b) Funcion de Distribucion Acumulativa o Funcion de Fallo fue hallada con la siguiente

ecuacion:

O = 1 iy Ecuacion 21
t) = — e ‘x

3.6 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO
3.6.1 Disefo experimental

En el presente trabajo de investigacion se analizo el factor material de empaque con dos
tratamientos (polietileno y polipropileno) como se muestra en la Tabla 11. Las variables
respuestas fueron: Humedad (bs), actividad de agua, firmeza (kPa) de la miga y aceptacion
general.
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Tabla 11: Disefio experimental

Material

Producto Analisis fisico-quimicos y sensorial Determinacion de la vida util Vida atil

Polietileno ; ’ Vida 0til mediante la cinética de reaccion en Vida util
g;?lng(ljﬁtgr]Ioégﬁ ]_> rlumedad (69), & v firmeza 4’( polietileno mediante la
quinua Polipropileno l Humedad (bs), a,, y firmeza »| Vida Gtil mediante la cinética de reaccion en Clrrézggi%ge

L polipropileno
Pan de molde Polietileno ]—» Pérdida de humedad (bs) ’—> Vida util median‘;[ﬁ Irijlo?iizrt?ligﬁode humedad (bs) Vida util
e " ida util medi la pérdida de humedad (bs) mg?gt"l%ngede
quinua T ol — | Vida dtil mediante la pérdida de humedad (bs

Polipropileno ]—> Pérdida de humedad (bs) ’ en polipropileno humedad

Pan de molde Polietileno ]—> Aceptacion sensorial | ——| Vidautil mediagrfe %r;ﬁ?l:ﬁi:nge supervivencia Vida dtil
sin gluten con P ™ mediante
quinua analisis de

Polipropileno ]_, Aceptacion sensorial | ‘ Vida atil mediante analisis de supervivencia

en polipropileno

supervivencia

Andlisis proximal, volumen
especifico, estructura

alveolar

Empaque: érea,
permeabilidad y espesor

Humedad, aw (Altamirano-Fortoul y Rosell
2011), firmeza (Paciulli et al. 2016) y
aceptacion sensorial (Urefia et al. 1999)
(Hough et al. 2007)

Cinética de reaccion ((Labuza y Schmidl 1985),
migracion de humedad (Labuza y Risbo (1982) y
Guillard et al. (2003) y andlisis de supervivencia
(Gacula y Shingh 1984); Hough et al. (2003))

Vida util para cada
método empleado




3.6.2 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico de los resultados fisico-quimicos y sensorial del pan de molde sin gluten
con quinua, se ejecutd mediante una prueba de comparacion t-student y se determind si el
material de empaque influyo en el tiempo de vida Gtil del pan de molde sin gluten con quinua.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron aplicando un nivel de significancia del 0,05 en el
software STATGRAPHICS PLUS.

Para el ajuste del cambio de la humedad de equilibrio con la actividad de agua a los modelos
de isoterma (Tabla 10) se realizd con el software LAB Fit y se reportaron el valor del
coeficiente de determinacion (R?) de la regresion para evaluar el ajuste y el error relativo
medio porcentual definido en la Ecuacion 15.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DEL PAN DE MOLDE SIN GLUTEN CON QUINUA

4.1.1 Composicién quimico proximal

En la Tabla 12 se muestra la composicion quimico proximal del pan de molde sin de gluten

con quinua, expresado en base humeda.

Tabla 12: Composicion proximal del pan de molde sin gluten con quinua

COMPONENTE PORCENTAJE (%)
Carbohidratos 49,00
Humedad 42,25
Proteina cruda 3,18
Grasa cruda 3,08
Cenizas totales 1,89
Fibra cruda 0,60

Resultados similares fueron reportados por: Machado Alencar et al. (2015); Sayed et al.
(2016); Stikic et al. (2012); Rizzello et al. (2016) y Wang et al. (2015), donde los
carbohidratos totales se encuentran entre 30,66 - 59,90 por ciento, en la humedad reportan
valores entre 34,24 - 55,2 por ciento, en proteina valores entre de 3,30 - 11,60 por ciento, en
las cenizas valores entre 0,58 - 2,60 por ciento, la grasa cruda valores entre 0,9 - 6,07 por
ciento y la fibra cruda entre valores de 0,3 - 2,04 por ciento. La razén fundamental para la
incorporacion de granos andinos a productos de panaderia se debe principalmente por sus
ventajas nutricionales. Un ejemplo de esto fue visto cuando la suplementacion de harina de
trigo con 20 por ciento harina de quinua enriquece los contenidos de lisina, metionina e
histidina (amino&cidos esenciales) en 26,5, 8,8 y 9,8 por ciento, respectivamente (Stikic et al.
2012). El valor energético fue de 237,9 Kcal/100g en la presente investigacion, al respecto,
Machado Alencar et al. (2015) reportaron valores entre 225,98 - 261,91 Kcal/100g.

Una de las caracteristicas morfol6gicas mas importantes de la quinua es que el embrion rodea

el perisperma (Schoenlechner et al. 2008). Durante las etapas previas a la molienda, asi como



la trilla y limpieza, algunas partes del embrion se pueden desprender de la semilla

ocasionando una disminucion en el contenido de proteina.

Pereira et al. (2014) y Stikic et al. (2012) también observaron variaciones en el contenido de
nutrientes de la quinua y derivados cuando se someten a diferentes procesos tecnolégicos.
La coccion, al provocar desnaturalizacion y coagulacion de las proteinas globulares, dejarian
los aminoéacidos hidrofobos en la superficie y como consecuencia de la mayor exposicion se

reduciria la solubilidad provocando pérdidas durante la coccion (Fenema 2000).

Alvarez-Jubete et al. (2009) estudiaron las pérdidas de vitamina E luego de la coccién de
panes sin gluten elaborados con 50 y 100 por ciento de harina de granos andinos (pan control
con trigo y pan control sin de gluten), encontrando pérdidas que oscilaron entre el 7'y 30 por
ciento para panes sin gluten, a excepcion del pan de trigo donde las pérdidas alcanzaron el
47,6 por ciento. Ademas, encontraron una correlacion negativa entre el contenido inicial de
tocoferoles y la pérdida luego del horneado. Las perdidas fueron atribuidas tanto a la
oxigenacion durante el amasado y la destruccion por calor durante el horneado, como al
contenido inicial de tocoferoles y la presencia diferencial de sustancias con capacidad
antioxidante. El calentamiento en seco (horno) produce una disminucién del 40 por ciento

de Metionina, 7 por ciento de la Lisina y 20 por ciento de Triptofano (11Al 1977).

4.1.2 Volumen especifico

Se encontro el valor de 1,77 + 0,006 cm®g, al respecto autores Pongjaruvat et al. (2014);
Gujral y Rosell (2004); Shah et al. 2006); Alaunyte et al. (2012) y Zhang et al. (2014)
reportaron valores entre 1,6 - 3,75 cm®/g para panes sin gluten. El valor de la investigacion
se encuentra dentro de lo reportado por los autores. Chen et al. (1988) sefialaron que la
diferencia de volumenes especificos puede deberse al tiempo de horneado. Zanoni y Peri
(1993), a mayor tiempo de horneo mayor seréd el volumen especifico y esta directamente
relacionada con el aumento de altura. También, el volumen depende principalmente del
tiempo de fermentacion, cantidad de levadura y las condiciones del proceso (He y Hoseney
1990; Hayman et al. 1998).

Lorenz y Coulter (1991); Park y Morita (2005) mencionan que la harina de quinua no tiene

una proteina formadora de gluten como la harina de trigo y la reduccion en el volumen del
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pan se debe a un efecto de dilucion del gluten y/o al aumento de la proteina alcalina insoluble

que esta fuertemente correlacionada con una mala calidad de mezcla de la masa.

Figura 9: Determinacion del volumen especifico.

La aptitud tecnologica de la quinua y otros granos andinos para la panificacion se ve limitada
por la ausencia de gluten, un material proteico cohesivo que confiere a la masa la capacidad
de mantener gas producido por la levadura durante la fermentacion, lo cual causa un aumento
de volumen resultando en la tipica miga abierta y estructura esponjosa del pan después del
horneado (Moroni et al. 2009; Lamacchia et al. 2010; Alaunyte et al. 2012). Asi mismo la
goma xantano y la goma guar son hidrocoloides polisacaridos que tienen excelentes
propiedades reoldgicas de interés para su uso en alimentos, ayudan a la retencion de gas y el

aumento de volumen especifico de productos de panaderia sin gluten (Turabi et al. 2008).

La quinua como sustrato de fermentaciones difiere de los cereales por la presencia de
compuestos antimicrobianos como saponinas y taninos, un perfil de aminoécidos diferente
al de los cereales, especialmente alto en lisina y treonina (Vogelmann et al. 2009), un mayor
contenido de grasa (Coda et al. 2010) y un alto contenido de cenizas que puede actuar como
amortiguador del pH (Arendt y Dal Bello 2008).

4.1.3 Estructura de la miga

Se encontrd un valor de 4,27 + 1,90 mm? para el area de la célula y 83,65 + 1,38 (nimero de
alveolos/cm?), en el Anexo 2 se muestra los valores obtenidos para el analisis. Al respecto
Altamirano-Fortoul y Rosell (2011); Machado Alencar et al. (2015) y Hager et al. (2012)



reportaron valores entre 0,65 - 7,64 mm? para el area y 44,54 - 97,79 para el nimero de

alveolos/cm?.

Turkut et al. (2016), un nivel de remplazo de harina de quinua méas alto provoca la
distribucion mas pequefia del tamafio de particula en el pan. Matos y Rosell (2013) indican
que se puede encontrar una gran variedad de estructura entre los panes sin gluten, algunos
presentan un area alveolar mas grande y otros un mayor numero de alvéolos, este hecho se
debe a la diversidad de ingredientes agregados a la masa. Schiraldi y Fessas (2000), la miga
rica en proteinas provoca alvéolos estrechos y regulares, asi como que se encuentran bien

separados entre si.

Figura 10: Imagenes de la estructura alveolar de panes de molde sin gluten
con quinua.

Masure et al. (2019) y Fleming y Sosulski (1978) sefialaron que durante la coccién ocurren
diferencia de presién, que en los productos sin gluten no se puede tolerar por lo que el
volumen y la estructura de la miga del pan sin gluten estan determinados por el equilibrio
entre el momento de la apertura de la celda de gas y el de la configuracion de la estructura
de la miga. Controlar este equilibrio permite afectar el volumen y la estructura de la miga de
los panes sin gluten. Es asi que en los puntos mas débiles que cubren los granulos de almidon
se producen poros mas pequefios con pequefias celdas de gas. En las imagenes de la Figura
10 también se observa una estructura de la miga menos homogénea (alveolos grandes y

pequerios).

Altamirano-Fortoul y Rosell (2011) determinaron que con la presencia de harina de centeno

en su formulacién cada miga pan tenian una estructura significativamente diferente (p <0.05)



con espacios vacios muy grandes o celdas de gas como la chapata, el pan blanco, el pan

rustico y la “chapata” pequena.

4.2 VIDA UTIL DETERMINADA A PARTIR DE CARACTERISTICAS FISICO-
QUIMICAS

La determinacion de la vida Gtil mediante la cinética de reaccién para cada parametro se

describe a continuacioén.

e Humedad de la miga (bs)

En la Tabla 13 se muestra la variacién de humedad de la miga (bs) respecto al tiempo para
muestras de pan de molde sin gluten con quinua almacenadas a 25 °C y 80 por ciento de HR
en bolsas de polipropileno y polietileno. Se realiz6 una prueba (t) de comparaciones entre
medias de los dos tratamientos con un a: 0,05 y se obtuvo un valor-P= 0,047 (considerando
varianzas homogéneas). Los valores obtenidos indican que existe pérdida de humedad a
través del tiempo y que existe diferencia estadistica significativa en los panes envasados en

polipropileno y polietileno. El analisis estadistico se muestra en el Anexo 3.

Tabla 13: Variacion de la humedad de la miga (bs) del pan sin gluten con quinua
durante el almacenamiento

Dia de Polipropileno Polietileno
almacenamiento bs bs

0 92,90% + 0,43 92,90% + 0,43
1 92,85% + 0,09 92,80% + 0,35
2 92,80% + 0,24 92,68% + 0,33
3 92,71% + 0,30 92,60% + 0,37
4 92,60% + 0,04 92,46% + 0,46
5 92,55% + 0,31 92,16% + 0,57
6 92,30% + 0,14 91,88% + 0,30
10 92,17% + 0,35 91,50% + 0,20
12 92,04% + 0,38 90,87% + 0,53

La diferencia se deberia a que la permeabilidad para el polipropileno es de 1,2433 y 1,4505
g.agua/ m?.dia.mmHg para el polietileno, con un espesor de 50,8 micras para cada envase.

(Banu 2000), el polipropileno tiene una mayor contraccion, una mejor transparencia y



mejores propiedades mecanicas que el polietileno, ademas la permeabilidad a los vapores de
agua y gas es menor que la del polietileno. Esta seria la razon por la que existe una mayor

pérdida de humedad en el polietileno durante el almacenamiento

En la Tabla 13 también se observa que existe una mayor variacion del contenido de humedad
en el polietileno en comparacion con el polipropileno, siendo un valor final al dia 12 en el
polietileno 90,87 + 0,53 y 92,04 + 0,38 por ciento para el polipropileno. Resultados similares
fueron observados por Cioban et al. (2010) quienes comprobaron que el pan envasado en
polipropileno contenia un mayor grado de humedad en comparacion con el polietileno. Asi
como, Paciulli et al. (2016) demostraron que el contenido de humedad de la miga varia muy

poco durante el almacenamiento y es mayor al final de su vida util (dia 5).

Para Gali¢ et al. (2019), los alimentos envasados en el alamcenamiento estan expuestos a
gases presentes en el medio ambiente (vapor de agua, oxigeno), asi como a condiciones
(temperatura, humedad) que puede afectar seriamente la vida Gtil de los alimentos. Por lo
tanto, la velocidad de difusion de gases a traves de la pelicula del paquete puede convertirse
en el factor limitante para lograr una vida Gtil adecuada. Ademas, un buen envase debe evitar
la pérdida de humedad del pan, asi como la formacion de una corteza de consistencia dura y

coriacea.

La retrogradacion se relaciona de manera directa con el envejecimiento del pan. En el pan
fresco, el polimero ramificado (amilopectina) tiene todas sus ramas completamente
extendidas mientras que en el pan duro estan retrogradadas, unidas entre si y sin el agua
original. Badui (2006) menciona que durante el almacenamiento puede ocurrir que las
macromoléculas (agua, carbohidratos, proteinas y lipidos) interaccionen entre si y pierdan
su capacidad de retencion de agua, esto ocasiona que las moléculas de agua que ya no son
retenidas se desprendan de la matriz del gel y emigren a la superficie. Este fendbmeno se
conoce como sinéresis, lo cual indica exudacion o liberacion de agua causada por un

reacomodo interno de las macromoléculas.
La tasa de aceleramiento depende del contenido de humedad. He y Hoseney (1990)

observaron un envejecimiento mas lento en panes mas ricos en agua. Calaveras (1996), la

goma xantano es un emulsionante que se usa para aumentar la retencion de agua durante el
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horneado y almacenamiento, extiende la vida util, retarda la retrogradacion del almidén y

mejora la suavidad del producto.

e Actividad de agua de la miga

En la Tabla 14 se muestra la variacion de la actividad de agua de la miga respecto al tiempo
para muestras de pan de molde sin gluten con quinua almacenado a 25 °C y 80 por ciento de
HR en bolsas de polipropileno y polietileno. Se realiz6 una prueba(t) de comparaciones entre
medias de los dos tratamientos con un a: 0,05 y se obtuvo un valor-P= 0,036 (considerando
varianzas homogéneas). Los valores obtenidos indican que la aw disminuye conforme
incrementa los dias de almacenamiento y que existe diferencia estadistica significativa en
los panes envasados en polipropileno y polietileno. El analisis estadistico se muestra en el
Anexo 4. Lamiani et al. (2010), la humedad relativa del espacio de cabeza del empaque no

se equilibra inmediatamente con el producto.

Tabla 14: Variacion de la aw de la miga del pan sin gluten con quinua durante el
almacenamiento

zg)lir?lacenamiento Polipropileno Polietileno
0 0,9279 + 0,0001 0,9279 + 0,0001
1 0,9267 + 0,0007 0,9262 + 0,0008
2 0,9261 + 0,0007 0,9254 + 0,0004
3 0,9257 + 0,0031 0,9191 + 0,0028
4 0,9209 + 0,0004 0,9153 + 0,0007
5 0,9176 + 0,0008 0,9144 + 0,0036
7 0,9153 + 0,0021 0,9103 + 0,0007
10 0,9143 + 0,0003 0,9074 + 0,0006
12 0,9131 + 0,0004 0,9034 + 0,0003

La disminucion de la actividad de agua fue mayor en el polietileno en comparacién con el
polipropileno durante el almacenamiento, alcanzando un valor final para el polietileno de
0,9034 +0,0003 y 0,9131 + 0,0004 para el polipropileno, principalmente debido a la difusion
del vapor de agua desde el entorno externo a traves de los materiales de embalaje (Esse y
Saari 2004). Este resultado puede explicarse por una mayor permeabilidad en el polietileno

en comparacion con el polipropileno.



Machado Alencar et al. (2015) mencionaron en su estudio sobre la adicién de quinua y
amaranto en panes sin gluten valores de aw entre 0,90 - 0,92. Adicionalmente, Hager et al.
(2012) reportaron valores en el trigo aw: 0,967 y quinua aw: 0,924, en la presente
investigacion se obtuvieron valores de aw desde 0,9279 + 0.0002 a 0,9034 + 0.0003. Miranda
et al. (2014), la actividad antimicrobiana de los fendlicos en la quinua podria extender la
vida util del pan. Sin embargo, los productos de panaderia generalmente tienen una vida Util

corta de solo unos pocos dias a temperatura ambiente debido a su alta actividad de agua.

Badui (2006), la aw es la cantidad de agua disponible para el crecimiento de los
microorganismos y para intervenir en otras reacciones de deterioro del alimento. El pan es
uno de los productos alimenticios mas perecederos por su elevada actividad de agua (>0,90)
haciendo susceptible al ataque de microorganismos. Bailey y von Holey (1993) y Jackel
(1980) detallaron los principales microorganismos presentes en el pan mencionando hongos
como: Rhizopus nigricans, Aspergillus niger y Penicillium expansum, y bacterias como:

Bacillus subtilis y Bacillus pumilus que causan deterioro microbiano del pan.

e Firmeza de la miga

En la Tabla 15 se muestra la variacion de firmeza de la miga respecto al tiempo para muestras
de pan de molde sin gluten con quinua almacenado a 25 °C y 80 por ciento de HR en bolsas
de polipropileno y polietileno. Se realizd una prueba(t) de comparaciones entre medias de
los dos tratamientos con un a: 0,05 y se obtuvo un valor-P = 0,088 (considerando varianzas
homogéneas). Los valores obtenidos indican que la firmeza (kPa) aumenta conforme
incrementa los dias de almacenamiento y que no existe diferencia estadistica significativa
entre los materiales de polipropileno y polietileno. El analisis estadistico se muestra en el
Anexo 5. En la Tabla 15 también se observa que existe una mayor variacion de la firmeza
en el polietileno en comparacion con el polipropileno, siendo en el dia 12 un valor de 10,75
+ 2,19 kPa para el polietileno y 9,17 + 1,37 kPa para el polipropileno. Singh y MacRitchie
(2001) obtuvieron los siguientes valores de dureza para productos sin gluten: quinua (9,5
kPa), arroz (9,1 kPa) y harina de mijo (9,1 kPa). Giannou y Tzia (2007) observaron que
cuando se incrementa la cantidad de harina de quinua en la formulacion aumenta la dureza

de la miga y la masticabilidad.
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Tabla 15: Variacion de la firmeza (kPa) de la miga del pan de molde sin gluten con
quinua durante el almacenamiento

Edlr{;acenamiento Polipropileno(kPa) | Polietileno(kPa)
0 6,18 + 0,98 6,18 + 0,98
1 6,24 £ 0,26 6,31 + 0,33
2 6,31 + 0,36 6,45 + 0,54
3 6,42 + 0,81 6,51 + 1,27
4 6,44 + 0,43 6,65+ 0,76
5 6,72 + 0,95 7,44 + 1,62
7 7,66 + 1,74 8,26 + 2,44
10 8,29+ 1,89 9,57 + 2,86
12 9,17 + 1,37 10,75+ 2,19

Alvarez-Jubete et al. (2009) también encontraron que los panes hechos con harina de quinua
tienen una dureza de miga comparativamente mas alta que los panes con harina de trigo
sarraceno. Gallagher et al. (2003) y He y Hoseney (1990) indicaron que los panes sin gluten
tienen una estructura de miga apretada y mayores valores para la firmeza de la miga. Houben
et al. (2012) sefialaron que los panes sin gluten que contienen granos andinos muestran una
textura desmoronada como consecuencia de la falta de la red viscoelastica formada por el

gluten, ademas provocan un incremento de la dureza.

Smith (1993), los envases deben mantener el nivel de humedad en los productos que es un
parametro critico que controla el envejecimiento del pan, los cambios en textura y apariencia
fisica. Los valores experimentales obtenidos demuestran un estrecho vinculo con la
permeabilidad, puesto que se observa mayor firmeza(kPa) para el polietileno, el cual tiene

mayor valor de permeabilidad (1,4505 g agua/ m?.dia.mmHg).

Muchos estudios han sugerido que el endurecimiento es debido a la migracion de la humedad
desde la miga a la corteza y mas especificamente desde el almidén hinchado al gluten. Sin
embargo el endurecimiento no es debido simplemente a una pérdida o migracion de la
humedad (Kulp y Ponte 1981). EI mecanismo de endurecimiento del pan se puede clasificar
en dos fases (Schiraldi y Fessas 2000): endurecimiento de la corteza y endurecimiento de la
miga. El de la corteza es producido generalmente por la transferencia de la humedad desde
la miga a la corteza (Lin y Lineback 1990), lo que resulta en una textura blanda, correosa y
es generalmente menos censurable que el endurecimiento de la miga (Newbold 1976). El

endurecimiento de la miga es mas complejo, mas importante y menos comprendido.



e Microbioldgico

En la Tabla 16 se muestran los valores para el recuento microbiolégico (mohos) del pan de
molde sin gluten con quinua respecto al tiempo almacenado a 25 °C y 80 por ciento de
humedad relativa en bolsas de polipropileno y polietileno. Se observé que hasta el dia cuatro
para ambos empaques el valor era menor de 10 UFC/g. Los valores determinados en la
presente investigacion corresponden a productos sin gluten y son comparados con los
establecidos en la RM 1020-2010/ MINSA para productos con gluten debido a no existir
normativa local para productos sin gluten, en ambos casos supera los valores de mohos a los
siete dias ya que el limite maximo establecido es de 1x10® UFC/g. Hager et al. (2012)
mencionaron que los mohos se desarrollan facilmente y son evidenciables entre el dia cuatro

y seis.

Los panes envasados son mas susceptibles al deterioro por mohos debido a que el envase
evita la pérdida de humedad del pan permitiendo una atmdsfera himeda, que promueve el
crecimiento de moho en una costra empapada (Magan et al. 2012). En la presente
investigacion la diferencia en el crecimiento de UFC/g de mohos se deberia a la
permeabilidad en el polipropileno es 1,2433 y 1,4505 g agua/ m%.dia.mmHg para el
polietileno con un espesor de 50,8 micras para cada envase, por ende, el polipropileno
mantendria mas humedad en el producto lo que lo hace ideal para el mayor crecimiento de
mohos. Cioban et al. (2010) manifestaron que para pan envasado (polietileno vy
polipropileno) en polipropileno contenia un mayor grado de contaminacion, principalmente

producido por dos especies de moho: Penicillium nigricansy Penicillium frequentans.

Tabla 16: Valores del recuento microbiolégico (UFC/g) del pan sin gluten con quinua
durante el almacenamiento

Dia
almacenamiento | Polipropileno | Polietileno
0 <10 <10
1 <10 <10
2 <10 <10
3 <10 <10
4 <10 <10
5 40 10
6 10*10? 90
7 5,7*10° 2,1*10°




La presencia de UFC/g de mohos en polipropileno y polietileno se ralentizo hasta el dia
cinco. Resultados similares fueron encontrados por Karaoglu et al. (2005) quienes sefialaron
que la adicién de propionato de calcio en pan causé una disminucion en los nimeros de
mohos y esporas (Bacillus) retardando su visualizacion de mohos hasta el dia cinco de
almacenamiento. Cioban et al. (2010) manifestaron que el pan envasado en polietileno los

mohos aparecian al quinto dia y en el polipropileno entre el tercer y cuarto dia.

Los propionatos son muy adecuados para controlar el deterioro de mohos en productos de
panaderia, en la presente investigacion se afiadié 0,3 por ciento. Boyaval y Corre (1995)
recomendaron que el propionato de calcio se puede usar entre 0,1 y 1,0 por ciento en peso;
en una cantidad de 0,35 por ciento en el pan es digerido y metabolizado sin problema por el
organismo humano, ademas no hay residuos dafiinos en el cuerpo ni cambios en las
caracteristicas sensoriales del alimento (Rjson y Gaynor 2018). El propionato de calcio se
convierte en calcio y propionato. El propionato reacciona con el agua para formar acido
propidnico, ademas, el propionato de calcio provoca una disminucién del pH intracelular e
inhibe enzimas y microorganismos (Lin y Chen 1995). Magan et al. (2012) observaron que
el uso de propionato de calcio ralentizo la aparicion de mohos en panes sin gluten.

Murat et al. (2005), durante el proceso de coccién la temperatura interior no supera los 100
°C, las bacterias y las esporas de mohos permanecen en estado latente. (Rosenkvist y Hansen
1995) indicaron que las esporas de Bacillus podrian ser resistentes a temperaturas entre 97 -
101 °C. Las esporas podrian sobrevivir debido a que todas las partes del pan no alcanzan las
mismas temperaturas en el horneado. Soledispa y Moran (2013), durante el enfriamiento y
el envasado puede producirse una re-contaminacion y provocar un crecimiento, su evidencia

se puede ver debajo del envoltorio durante el almacenamiento.

Legan y Voysey (1991), el 60 por ciento del deterioro de los productos de panaderia se
atribuye a los mohos, mientras que las levaduras representaron solo el 15 por ciento. Aparte
desde la vision incomoda del crecimiento de mohos visible en el pan, los hongos son
responsables del desarrollo de sabor desagradable, la produccion de micotoxinas y los
compuestos alergénicos se pueden formarse incluso antes de que los mohos se hagan visibles
(Nielsen y Rios 2000).
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e Estimacion de valores criticos

En la Figura 11 se muestra la relacion entre los valores promedios de firmeza (kPa) y
aceptabilidad general, se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9178 y un
coeficiente de correlacion de 0,9580. La correlacion entre la medicion de la calidad de un
alimento dada por el consumidor y la aceptabilidad del mismo alimento, fue estudiada por
Cardello et al. (1996), resultando un coeficiente de correlacion superior a 0,92. No cabe duda
de que la calidad de un alimento estd definida por la percepcion que de ella tenga el

consumidor y que esta percepcion estd muy ligada a lo que al consumidor le gusta.

El limite de aceptabilidad es definido como el nivel de calidad que discrimina a los productos
que atn son aceptables para el consumo de los que no lo son (Lanzocco et al. 2010). Para
cada alimento existe un tiempo finito después de su produccién durante el cual el producto
mantendré el nivel requerido de calidad y de seguridad bajo determinadas condiciones de

almacenamiento (Nicoli 2012).
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Figura 11: Regresion lineal entre los valores de aceptabilidad general y firmeza (kPa).

De la regresion se obtiene:

Puntaje Sensorial = —5,7554(Firmeza) + 42.029  Ecuacion 22

En la Ecuacion 22 obtenida, reemplazamos el puntaje sensorial por el valor de 5 para obtener

la firmeza critica (Fc).



Firmeza critica = w = 6,4338 kPa Ecuacion 23
—5,7554 ’
Para la firmeza se tuvo un valor critico de 6,4338 kPa, por lo tanto, un valor superior a este
valor indicaria un cambio significativo en la aceptabilidad del producto. Hough y Fiszman
(2005), los valores criticos se emplean para determinar el tiempo de vida atil en las
condiciones de almacenamiento de interés. Los valores criticos para cada parametro se

muestran en la Tabla 17 y en el Anexo 6 se detalla el proceso para encontrar los mismos.

Tabla 17: Valores criticos para cada parametro de la miga del pan de molde sin

gluten con quinua

Parametro Valor

Humedad miga (bs) 0,9267
Actividad de agua (aw) | 0,9223
Firmeza (kPa) 6,4338

En el presente trabajo de investigacion se realizd todo este analisis para encontrar el
pardmetro fisico-quimico méas predominante y quien determiné la vida util mediante la
cinética de reaccion. Las formas de deterioro pueden ser descritas mediante modelos
matematicos Utiles para expresar los cambios en la calidad. La importancia de estos modelos
radica en que proporciona vias objetivas para medir la calidad y determinar los limites de la
vida util del alimento siempre y cuando se fundamenten en el conocimiento de los diferentes
mecanismos de deterioro, asi como en un analisis sistematico de los resultados (Saguy y
Karel 1980), debido a que un alimento es un sistema fisicoquimico de alta complejidad que

involucra numerosas variables fisicas y quimicas (Taoukis et al. 1997).

e Vida util determinada mediante cinética de reaccion

En la Tabla 18 se muestran los coeficientes de determinacion (R?) segun el orden de reaccion
cero y uno, determinados con los datos de cada pardmetro (humedad, aw y firmeza), para
panes envasados en polipropileno y polietileno. Las cinéticas para el polipropileno y
polietileno se muestran en el Anexo 7. Labuza (1984) en la ciencia de los alimentos, los
cambios de calidad suelen ser modelados por medio de una reaccion de orden cero, primero

0 segundo.



Tabla 18: Coeficientes de determinacion (R?) segtin el orden de la reaccion (n)

COEFICIENTES DE DETERMINACION (R?)
Polipropileno Polietileno
PARAMETRO n: 0 n: 1 n: 0 n:1
Humedad (bs) 0,99061 | 0,99062 | 0,97114 | 0,97118
Actividad de agua (aw) [0,91838|0,91889|0,96052 [0,96167
Firmeza (kPa) 0,91945|0,93391 | 0,93436 | 0,95379

El mayor coeficiente de determinacion (R?) en ambos materiales de empaques se dio segun
el orden de reaccidn uno, por lo cual se eligio el orden de reaccion uno para el calculo de las

constantes de velocidad de reaccion (Mancebo-Campos et al. 2008).

En la Tabla 19 se muestran los parametros para encontrar el tiempo de vida atil del pan de
molde sin gluten con quinua empacados en polipropileno y polietileno a 25 °C y 80 por
ciento de humedad relativa. Se puede observar que las velocidades de reaccion (k) para todos
los parametros (humedad, aw y firmeza) fueron mayores en el polietileno con respecto al
polipropileno. Labuza (2000), la velocidad de reaccion depende de la temperatura, el

producto y las caracteristicas del empaque.

Tabla 19: Tiempo de vida Util para cada parametro de la miga del pan de molde sin

gluten con quinua

PARAMETROS DE LAS CINETICAS DE REACCION

PARAMETRO POLIPROPILENO - POLIETILENO -

k (diasH) ™| Qo | Qc (o) k (diash)™| Qo | Qc® (dfag) @

Humedad de 0,0007 [92,90% |92,67% | 3,64 0,0011 [92,90% |92,67% | 2,32
miga (bs)

Actividad de 00016 |09279|0,9223| 3,71 | 0,0024 |0,9279|09223| 25
agua (aw)

Firmeza (kPa) 0,0127 | 6,182 |6,4338 | 3,15 0,0212 | 6,182 | 6,4338 | 1,88

(21 Constante de la velocidad de reaccion @ Valor inicial del atributo B! Valor critico del atributo 1 Vida util
(dias).

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion se puede decir que para los
dos materiales de empaque (polipropileno y polietileno) el atributo que mas rapido se
deteriora es la firmeza (kPa) siendo quien determina la vida Gtil mediante parametros fisico-
quimicos del pan de molde sin gluten con quinua obteniéndose un valor de 3,15 dias para el

polipropileno y 1,88 dias para el polietileno almacenado a 25 °C y 80 por ciento de humedad




relativa. Ahlborn et al. (2005), la firmeza es un factor importante en productos de panaderia
ya que estd fuertemente correlacionado con la percepcion de los consumidores sobre la
frescura del pan. Sin embargo, Fontanet et al. (1997) indicaron que en el pan blanco tal

aumento no tuvo un efecto significativo al momento de ser aceptado por un panel sensorial.

La vida 0til del pan esta limitada (aproximadamente a 5 dias) debido a varios procesos de
deterioro que incluyen principalmente: el crecimiento de hongos, la pérdida de humedad y
el envejecimiento (Sourki et al. 2010; Dao y Dantigny 2011; Le-Bail et al. 2011; Poji¢ et al.
2013). Con el fin de mejorar las propiedades del pan, retrasar el envejecimiento y extender
la vida util se pueden aplicar diferentes métodos asi como: el almacenamiento a baja
temperatura, masa madre (Torrieri et al. 2014; Axel et al. 2015; Debonne et al. 2018) y
adicion de quimicos, asi como bioconservantes (Ronda et al. 2011; Hussain y Jamil 2012;
Axel et al. 2017).

La extension de la vida util del pan también se puede lograr mediante la aplicacion de
material de envase apropiado (Licciardello et al. 2013; Licciardello et al. 2014; Licciardello
et al. 2017) y técnicas de envasado en atmdsferas modificadas MAP (Sourki et al. 2010; Fik
et al. 2012; Khoshakhlagh et al. 2014; Novotni et al. 2017), envases activos (AP) y envases
con emisores de etanol (Latou et al. 2010; Muizniece-Brasava et al. 2012; Gutiérrez et al.
2013; Upasen y Wattanachai 2018; Melini y Melini 2018).

El envejecimiento del pan es un fendmeno complejo que involucra multiples factores. No
obstante, sin el conocimiento del mecanismo preciso de deterioro abordar el problema del
envejecimiento del pan sigue siendo un proceso de prueba y mas prueba. Es dificil
determinar las relaciones de causa y efecto porque la participaciéon de un componente puede
ser indirecta y aditiva, cambios en la formulacion y cambios en el proceso pueden alterar
mas de una propiedad. Los productos de panaderia ya sea que estén disefiados para tener una
vida util de dos semanas o seis meses, pueden lograr estos objetivos dependiendo en gran
medida a la tecnologia de empaque utilizada. Muchas empresas han tenido éxito con
tecnologias que incluyen la adicion de gases para controlar la atmdsfera dentro del paquete,
pero como todos los aspectos del producto terminado existen limitaciones. A medida que los
consumidores busquen alimentos con mejor sabor, sin conservantes y baja preparacion, la

industria alimentaria continuara desarrollando opciones de procesamiento.
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4.3 MODELAMIENTO MATEMATICO PARA LA MIGRACION DE HUMEDAD

4.3.1 Isoterma de sorcion experimental del pan de molde sin gluten con quinua

En la Figura 12 se muestra la curva experimental correspondiente a las isoterma de sorcién
obtenidas para el pan de molde sin gluten con quinua, esta muestra una forma sigmoidal tipo
Il la cual se asemeja a la isoterma de sorcion desarrollada por Kulchan et al. (2010), para un
producto horneado a base de yuca como también para un pan seco observado por Labuza
(1985). Los productos exhibieron una isoterma tipo Il de forma sigmoidea tipica de la
mayoria productos a base de biopolimeros, en la presente investigacion se toma como
referencia debido a no existir isotermas para productos de panaderia sin gluten. Las
isotermas de sorcién permiten proveer el comportamiento de un alimento después de su
tratamiento o almacenamiento y evaluar los riesgos de deterioro en relacién con la oxidacion
de los lipidos, pardeamiento no enzimatico, reacciones enzimaticas y desarrollo de
microorganismos (Rahaman 2009).

Isoterma de sorcién del pan libre de gluten con quinua
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Figura 12: Isoterma de sorcién experimental del pan de molde sin gluten con quinua.

Segun Bell y Labuza (2000), en las isotermas tipo Il se evidencia dos puntos de inflexion el
primero alrededor de 0,20 — 0,40 de aw Y el segundo entre 0,65 — 0,75 de aw. La forma de
las isotermas de gluten y almidon corresponde a una isoterma tipo Il, las cuales implican la
formacién de multicapas por adsorcidn fisica sobre los microcapilares del almidon. La forma

sigmoidal tipo Il ha sido reportada por otros investigadores para quinua (Rohvein et al.



2004), almidones de yuca (Sanni et al. 1997), papa (Chatakanonda et al. 2003;Al-Muhtaseb
et al. 2004), maiz (Boki y Ohno 1991;Mishra y Rai 2006), trigo y arroz (Boki y Ohno 1991).

4.3.2 Ajuste de isoterma de sorcion a los diferentes modelos

En la Figura 13 se presenta la grafica comparativa que muestra los datos experimentales y
los datos predichos obtenidos mediante el ajuste a los diferentes modelos matematicos para
el pan de molde sin gluten con quinua a 25 °C. Se puede observar que para valores de aw por
debajo de 0,5, los contenidos de humedad experimentales son superiores a los predichos por
los modelos matematicos, posteriormente la tendencia se invierte y los contenidos de

humedad mediante los modelos matematicos son ligeramente mayores a los observados.

Roman-Gutierrez et al. (2002), en actividades de agua relativamente bajas los componentes
polares e hidrofilicos de los almidones, proteinas y pentosanos de alta energia de unién estan
saturados con moléculas de agua que forman la monocapa de adsorcion. Posteriormente, se
unen moléculas de agua adicionales en la monocapa lo que da como resultado una cobertura
de mdltiples capas y finalmente en actividades con mucha agua la acumulacion de agua en
espacios libres intermoleculares se produce como resultado una inflamacion parcial, que a

su vez puede exponer sitios de union adicionales.
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Figura 13: Isoterma de sorcion experimental y ajustada con los diferentes modelos



Los datos medidos se ajustaron a los modelos mediante las Ecuaciones 9, 10, 11, 12 y 13.
Los valores de las constantes de los modelos se encuentran en la Tabla 20. Ademas, en el
Anexo 8 se muestran los valores de los pardmetros: Coeficiente de determinacion,
coeficiente de correlacion, el estadistico Durbin-Watson (DW) y del valor-P del anélisis de
varianza. De importancia el estadistico DW si hay alguna correlacion significativa basada
en el orden, puesto que el valor-P es menor que 0,05 en los modelos (GAB, Oswin, Lewicki
y Peleg) hay indicacion de una correlacion seria con un nivel de confianza del 95,0 por

ciento, excepto el modelo BET cuyo valor-P > 0,5.

Tabla 20: Constantes de los modelos de isotermas de sorcion, coeficiente de

determinacion y porcentaje del cuadrado medio del error del pan de molde sin gluten

con quinua
Modelo Parametros | Valores R? %ERM

K 0,0065

GAB C 0,0003 0,92 5,69
Xm 0,0054
C 0,0726

BET Xm 108054 0,62 74,61
F 1,7548

Lewicki G 0,0150 0,99 5,65
H 0,5358
] A 0,7389

Oswin B 0.1099 0,94 5,51
a 0,4555
b 0,4370

Peleg c 0.4907 0,99 6,50
d 0,4168

Para predecir el comportamiento de desorcidn de humedad del pan de molde sin gluten con
quinua, cinco modelos (GAB, BET, Lewicki, Oswin y Peleg) ampliamente utilizados en
isotermas de alimentos fueron ajustados a los datos experimentales de humedad de equilibrio
(Xe) en funcién de la actividad de agua (aw). La totalidad de los ajustes realizados muestran
un factor de regresion R? superior o igual a 0,90 y errores iguales o inferiores a 10 por ciento,
excepto para el modelo BET, lo cual indican que los valores experimentales se ajustaron
apropiadamente a los modelos tedricos estudiados. Galvez et al. (2006), el coeficiente de
determinacion (R?) debe ser superior a 0,85 para conseguir un buen modelado de los datos

experimentales.



El modelo que mejor ajusta a los valores experimentales fue el de Oswin con un R?=0,94 y
un error medio relativo de 5,51 por ciento. Lomauro et al. 1985 citado por Al-Muhtaseb et al.
(2002) obtuvieron resultados satisfactorios con el modelo de Oswin para datos
experimentales de alimentos amilaceos. EI modelo GAB también muestra un buen ajuste a
los datos experimentales con un error relativo medio inferior al 5,69 por ciento y un R?=
0,92. Kulchan et al. (2010) realizaron la simulacion de vida util de productos de panaderia
en base a harina de yuca usando el modelo de isoterma GAB. Adicionalmente, este modelo
representa la ventaja de que abarca mayor rango de aw Yy esto permite modelar la gran
mayoria de puntos experimentales obtenidos.

4.3.3 Simulacion de la pérdida de humedad durante el almacenamiento del pan de
molde sin gluten en polipropileno y polietileno

En la Tabla 21 se muestra las condiciones para validar la migracion de humedad del pan de
molde sin gluten con quinua envasados en polipropileno y polietileno almacenados a 25 °C
y 80 por ciento de humedad relativa. Se observo que la perdida de humedad fue menor para
el polipropileno, encontrandose valores de 1,860 + 0,26 gramos de agua para el polipropileno
y 2,54 + 0,24 gramos de agua para el polietileno durante los 12 dias de evaluacion. Se realizo
una prueba de comparaciones entre medias de los dos tratamientos con un o= 0,05 y se
obtuvo un valor-P= 0,004 (considerando varianzas homogéneas). Los valores obtenidos
demostraron que existio variacion en el contenido de humedad durante el almacenamiento y
ademas que hay diferencia estadistica significativa entre los materiales de polipropileno y

polietileno. El andlisis estadistico se muestra en el Anexo 9.

Tabla 21: Condiciones experimentales usadas para validar la prediccion de pérdida de
humedad

Parametro Unidad Simbologia | Polipropileno | Polietileno
Permeabilidad g agua/ m? dia.mmHg K 1,2433 1,4505
Espesor pm X 50,8 50,8
Area m? A 0,1129 0,1141
Peso seco g.m.s Ws 201,83 206,15
Humedad inicial g agua/g.m.s Xi 92,920% 92,90%
Temperatura °C T 25 25
Hum_edad % HR 80 80
relativa




Los principales cambios que se dan después del horneado son la redistribucion de la
humedad, la retrogradacién del almidén, aumento de la firmeza y pérdida de aroma y sabor
(Quail 1996). Muchos estudios han sugerido que el endurecimiento es debido a la migracion
de la humedad desde la miga a la corteza y més especificamente desde el almidén hinchado
al gluten. Los productos con un alto contenido en humedad endurecen mas rapidamente. Sin
embargo, el endurecimiento no es debido simplemente a una pérdida o migracion de la
humedad (Kulp y Ponte 1981). Asi mismo, la composicién quimica del alimento puede
afectar el transporte de permeante a través del polimero. Las proteinas, los carbohidratos, las
grasas y la humedad de producto pueden ser absorbidas por el polimero afectando las

propiedades mecanicas y de barrera (Hirose et al. 1988).

En la Tabla 22 se muestra la variacion de humedad (bs) del pan de molde sin gluten con
quinua durante su periodo de almacenamiento, para al valor experimental y el valor
simulado. Se observo que el porcentaje del error relativo medio es 0,35 para el polipropileno
y 0,27 para el polietileno, el cual indica un buen ajuste entre los datos experimentales y los
simulados por encontrarse por debajo del 10 por ciento como lo indicado por Jena y Das
(2012). Los resultados obtenidos de los valores experimentales y simulados se muestran en

la Figura 14 y 15 para el polipropileno y el polietileno.

Tabla 22: Evaluacion de la humedad (bs) durante el almacenamiento para la validacion

del modelo matematico

Tiempo Polipropileno (bs) Polietileno (bs)

(dias) Experimental” | Simulado™ | %ERM | Experimental” | Simulado™ | %ERM
1 0,9290 0,9290 0,0013 0,9290 0,9290 0,0013
2 0,9287 0,9275 0,1262 0,9280 0,9273 0,0747
3 0,9282 0,9261 0,2204 0,9269 0,9257 0,1292
4 0,9272 0,9247 0,2713 0,9260 0,9240 0,2139
5 0,9264 0,9233 0,3287 0,9246 0,9225 0,2307
6 0,9248 0,9219 0,3072 0,9226 0,9209 0,1898
8 0,9233 0,9193 0,4412 0,9208 0,9178 0,3230
11 0,9219 0,9154 0,7064 0,9190 0,9134 0,6107
13 0,9198 0,9129 0,7491 0,9167 0,9107 0,6616

* % Humedad en base seca (g agua/100 g.m.s).

“* Obtenido con la Ecuacion 14 y la actividad de agua mediante la isoterma de sorcion del

modelo Oswin.
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Figura 14: Pérdida de humedad (bs) del pan de molde sin gluten con quinua en

almacenamiento (25 °C y 80 por ciento HR), para la validacion del modelo matematico

envasado en polipropileno.
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Figura 15: Pérdida de humedad (bs) del pan de molde sin gluten con quinua en

almacenamiento (25 °C y 80 por ciento HR), para la validacion del modelo matematico

envasado en polietileno.

El pan es una “espuma” inestable, elastica y so6lida, cuya parte solida es una fase continua

compuesta en parte por una red eléstica de moléculas reticuladas de gluten y por moléculas



de polimeros de almidon, principalmente amilosa junto con moléculas lipidicas polares y
una fase discontinua de granulos de almiddén atrapados, gelatinizados, hinchados y
deformados. Ni el sistema del pan ni el proceso de endurecimiento se entiende bien a nivel
molecular. Incluso una simple formulacion de la masa del pan contiene varios ingredientes
los cuales a su vez pueden contener diversos componentes provocando cambios durante el
proceso de panificacion y el envejecimiento del producto final. Asi como el pan es un sistema
complejo y heterogeneo, el fendmeno de migracion de humedad y endurecimiento parece
ser complejo también (Gray y Bemiller 2003). Leung et al. (1983), a medida que el almiddn
cambia a un estado mas cristalino se inmovilizan mas moléculas de agua debido a su

incorporacion a las estructuras cristalinas.

4.3.4 Prediccion del tiempo de vida util mediante el modelamiento de pérdida de
humedad

Utilizando la Ecuacion 7 y con los pardmetros de la Tabla 23 se determind la vida til del
pan de molde sin gluten con quinua, obteniéndose 50,26 dias para el polipropileno y 43,53

dias para el polietileno.

Tabla 23: Pardmetros para determinar el tiempo de vida atil del pan de molde sin

gluten con quinua mediante el modelo matematico

Parametro Unidades Polipropileno | Polietileno
b g agua/g.m.s. aw 0,5042 0,5042
Xe g agua/g.m.s 0,8563 0,8563
g agua,pum /mm

K Hg.dia.m? 1,2433 1,4505
X Hm 50,8 50,8
Xi g agua/g.m.s 0,9290 0,9290
Xc g agua/g.m.s 0,9267 0,9267
A m? 0,1129 0,1141
X Hm 50,8 50,8
Pint mmHg 18,7793 18,7793
Ws g.m.s 201,8399 206,1573
Tiempo dias 50,26 43,53

Piazza y Masi (1995) y Ruan et al. (1996), el contenido y la movilidad del agua esta
altamente correlacionado con el proceso de reafirmacion en sistemas basados en almidon.

Se ha comprobado que el agua en el pan se liga e inmoviliza con el tiempo (como se observo



mediante resonancia magnética nuclear) durante el almacenamiento (Legan 1993; Wynne-
Jones y Blanshard 1986; Kim-Shim et al. 1991). Los cambios fisico-quimicos sugeridos
como responsables de este cambio incluyen el aumento en el agua de la recristalizacion del
almiddn (Legan 1993; Wynne-Jones y Blanshard 1986) y el desplazamiento del agua entre
las zonas amorfas, algunas de las cuales sufren envejecimiento o creacién de redes lo que

cambia el comportamiento de hidratacion (Kim-Shim et al. 1991).

Ademaés Slade y Levine (1991), si un embalaje adecuado evita la pérdida de humedad el
mecanismo predominante de la pérdida de peso en la miga del pan es la recristalizacién de
la amilopectina del estado completamente amorfo al de un producto recién calentado
parcialmente cristalino, con la redistribucion de la humedad a través de la migracién tanto
microscépica como macroscopica (Czuchajowska y Pomeranz 1989). En mencién a lo
expuesto el modelo de la Ecuacién 7 describe el tiempo en llegar a la humedad de equilibrio,
pero en el pan no toda el agua se pierde, se redistribuye internamente como se ha mencionado
por lo cual hay una sobreestimacion en el tiempo de vida util. Por lo tanto, los datos de la

investigacion no se ajustan al modelo matematico predictivo para alimentos empacados.

4.4 VIDA UTIL DETERMINADA MEDIANTE ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

4.4.1 Andlisis sensorial

En la Tabla 24 se muestra la aceptacion promedio respecto al tiempo para muestras de panes
de molde sin gluten con quinua almacenadas a 25 °C y 80 por ciento de HR en bolsas de
polipropileno y polietileno. Se realiz6 una prueba (t) de comparaciones entre medias de los
dos tratamientos con un o= 0,05 y se obtuvo un valor-P = 0,000 (considerando varianzas
homogéneas). Los valores obtenidos indican que la aceptacion general disminuye conforme
pasan los dias de almacenamiento y que existe diferencia estadistica significativa entre los

materiales de polipropileno y polietileno. El anélisis estadistico se muestra en el Anexo 10.
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Tabla 24: Aceptacion promedio del pan de molde sin gluten con quinua por dia de

evaluacion para el polipropileno y polietileno

Aceptacion Aceptacion
sensorial sensorial
promedio del | promedio del

Tiempo (dias) polipropileno polietileno
1 6,57 £1,55 6,12 + 1,44

2 6,08 + 1,41 593+1,18

3 5,69 + 0,97 5,31 +0,88

4 4,82 + 0,86 4,50 + 0,83

5 4,52 + 0,89 4,22 +0,84

En la Tabla 24 también se puede observar que para el pan de molde sin gluten con quinua se
tiene una mejor aceptabilidad general por los consumidores para el polipropileno comparado
con el polietileno, se obtuvo un valor al final de la evaluacion de 4,52 + 0,89 para el
polipropileno y 4,22 + 0,84 para el polietileno. Resultados similares para aceptabilidad en
panes sin gluten se han encontrado por: Zumaran e Yglesias (2013); Alvarez-Jubete et al.
(2009); Sanz-Penella et al. (2009) quienes reportaron un rango de 3,10 a 6,20 para la

aceptabilidad general utilizando una escala no estructuradas con puntajes de 1 a 10.

Hough y Fiszman (2005), la evaluacion sensorial es el resultado de la interaccion entre el
alimento y el hombre, dando origen a una sensacion provocada por determinados estimulos
procedentes del alimento a veces modulada por las condiciones fisioldgicas, psicolégicas y

socioldgicas de la persona o grupos de personas que lo evaltan.

El uso de nuevas materias primas afecta las propiedades fisico-quimicas, sensoriales,
texturales y reoldgicas de los productos, como también las diferencias en color, sabor vy el
olor como resultado de las propiedades originales de las materias primas utilizadas (Shittu
et al. 2007; Mohammed et al. 2012; Haros et al. 2013). Machado Alencar et al. (2015), la

adicion de quinua aumenta la intensidad del amargor en el pan.

En la presente investigacion la evaluacion sensorial se efectué con 130 consumidores
frecuentes de pan en la UNALM. Hough et al. (2006), en evaluacion sensorial un nimero

entre 60 y 150 consumidores es considerado adecuado para un estudio de aceptabilidad.



La pérdida de sabor y aroma se encuentra entre los cambios perjudiciales mas notables del
pan en el momento de la caducidad. Segun se informa, la disminucion en la aceptabilidad
del pan durante cinco dias de almacenamiento se correlaciona con una reduccion en los

aldehidos y un aumento en las cetonas (Lorenz y Maga 1972).

4.4.2 Determinacion de los parametros de la distribucion de Weibull

En la Tabla 25 se muestra los valores de los parametros (escala y forma) obtenidos para la
distribucion de Weibull tanto para el polipropileno como el polietileno. Se observa que el
parametro de forma (B) fue mayor en el polietileno con un valor de 4,54 y 4,16 para el
polipropileno. Cardelli y Labuza (2000), la distribucién Weibull es simétrica (forma
acampanada) y para los valores comprendidos entre 2< § <5 permiten una mejor estimacion
del tiempo de vida util. Ademas, mientras mas alto sea el valor 3 su tendencia al rechazo del
producto por parte del consumidor es mayor.

Tabla 25: Obtencién de los parametros de Weibull

Parametro| Parametro
Material de | de escala de forma

empaque o B
Polipropileno 4,06 4,16
Polietileno 3,89 4,54

El estadistico Anderson-Darling (AD) mide qué tan bien siguen los datos una distribucion
especifica, mientras mejor se ajuste la distribucién a los datos, menor sera este estadistico.
En la presente investigacion se obtuvo un menor valor de AD con la distribucion Weibull,
siendo para el polietileno de 0,008 y 0,013 en el polipropileno. (Gacula y Kubala, 1975;
Labuza y Schmidl, 1988; Gambaro et al. 2004; Salvador et al. 2006) mencionaron que la

distribucion Weibull se ajusta mejor a los datos.

4.4.3 Determinacion del tiempo de vida util mediante analisis de supervivencia

En la Tabla 26 se muestra el resumen de la vida util (SL) en dias para el pan de molde sin
gluten con quinua almacenado a 25 °C y 80 por ciento de HR en bolsas de polipropileno y
polietileno. Se puede observar que el total de rechazos durante toda la evaluacion son
mayores en el polietileno que en el polipropileno. Gacula y Kubala (1975), la velocidad de
fallas es creciente durante el almacenamiento como consecuencia del deterioro normal del

producto. En el Anexo 11 se muestra el rechazo de los consumidores con un “no” en funcion



del tiempo de almacenamiento, se observaron que los rechazos se incrementaban conforme

pasaban los dias de almacenamiento y fue mayor para el pan envasado en polietileno.

Tabla 26: Vida atil del pan de molde sin gluten con quinua mediante analisis de

supervivencia

Parametro Polipropileno Polietileno
Total de rechazos 181 246
SLI (dias) 4,47 3,89
LCI® (dias) 4,25 3,64
LCSEI (dias) 4,69 4,16

(11 Tiempo de vida Gtil @ Limite de control inferior ! Limite de control superior

De la Tabla 26 también se puede observar el tiempo de vida Gtil (SL), siendo para para el
polipropileno de 4,47 dias y 3,89 dias para el polietileno a 25 °C y 80 por ciento de HR para
el pan de molde sin gluten con quinua considerando un 50 por ciento de rechazo de los
consumidores. La metodologia de analisis de supervivencia aprovecha la experiencia directa
del consumidor. Hough (2002), la vida til del producto es definida como el tiempo necesario
para alcanzar un porcentaje fijo de rechazo del consumidor. La eleccion de la duracion del
tiempo de vida util de un producto es una decision hecha a criterio del investigador. Todo
depende el riesgo que uno esta dispuesto a correr al colocar un producto con determinado

porcentaje de fallas.

Estudios de vida util mediante el andlisis de supervivencia para productos de panaderia
fueron reportados por: Salvador et al. (2006) reportaron la vida Gtil del pan integral de molde
para un 25 por ciento y 50 por ciento de probabilidad de rechazo por parte del consumidor
fue de 11 y 20 dias a una temperatura de 20 °C. De la Cruz (2009), el tiempo de vida dtil
sensorial del pan de molde complementado con harina de quinua precocida y suero de leche

fue de 11 dias utilizando el método gréafico de riesgos acumulados de Weibull.

Para Meilgaard et al. (1991), la vida dtil se puede definir como el tiempo hasta que un
producto se vuelve inaceptable para los consumidores bajo una condicion de
almacenamiento determinada. El analisis de supervivencia se ha utilizado para estimar la
vida atil de algunos productos horneados (Gambaro et al. 2004 ; Giménez et al. 2007;
Gémbaro et al. 2006), estimando la vida util del producto como el tiempo necesario para

alcanzar un porcentaje fijo de rechazo del consumidor.



Tradicionalmente la vida util de los alimentos esta centrada en el producto. Sin embargo,
desde un punto de vista sensorial los productos alimenticios no tienen vida atil propia, mas
bien dependera de la interaccion del alimento con el consumidor. El analisis de
supervivencia proporciond las predicciones méas adecuadas considerando el rechazo del
producto por parte del consumidor, lo que podria estar relacionado con la cantidad de quejas
que el producto pueda recibir cuando llega al final de su vida atil. Aunque, la determinacién
de la vida util mediante la cinética de reaccion o el modelamiento matematico mediante la
migracion de humedad se usan para estimar la vida Gtil de un producto, no siempre reflejan
el comportamiento del consumidor al decidir si aceptar o rechazar un determinado producto

para su consumao.

4.4.4 Determinacion de las funciones caracteristicas de Weibull

En la Figura 16 se puede observar la funcion de fallo o rechazo para panes sin gluten con
quinua almacenados (25 °C y 80 por ciento HR) en polipropileno y polietileno, a medida
que pasa el tiempo la probabilidad de rechazo se incrementa para los dos materiales de
empaque utilizados, se observa también que para el polietileno esta probabilidad del rechazo
es mayor y que se ralentiza para el polipropileno. A una probabilidad de fallo de 0,5 (que
corresponde al 50 por ciento) se observa un tiempo de vida Util de 3,8 dias para el polietileno

y 4,47 dias para el polipropileno, aproximadamente.
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Figura 16: Funcion de distribucion acumulativa o de fallo de panes de molde sin gluten
con quinua envasados en polipropileno y polietileno.



En la Figura 17 se puede observar que a medida que pasa el tiempo la confiabilidad o
supervivencia disminuye, siendo con mas rapidez para el polietileno. Gacula y Kubala
(1975) indican que la velocidad de fallas es creciente durante el almacenamiento como
consecuencia del deterioro normal del producto. También se puede observar que el pan

envasado en polietileno se rechaza mas rapidamente.
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Figura 17: Funcion de supervivencia o de confiabilidad de panes de molde sin gluten

con quinua envasados en polipropileno y polietileno.



V. CONCLUSIONES

La vida til del pan de molde sin gluten con quinua tuvo un valor de 3,15 dias para
el polipropileno y 1,88 dias para el polietileno mediante la cinética de reaccion
almacenado a 25 °C y 80 por ciento de humedad relativa.

La vida util del pan de molde sin gluten con quinua fue 50,26 dias para el
polipropileno y 43,53 dias para el polietileno utilizando el modelamiento matematico
por migracion de humedad almacenado a 25 °C y 80 por ciento de humedad relativa.
La vida atil del pan de molde sin gluten con quinua fue de 4,47 dias para el
polipropileno y 3,89 dias para el polietileno mediante la metodologia del analisis

supervivencia almacenado a 25 °C y 80 por ciento de humedad relativa.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la vida Gtil del pan de molde sin gluten con quinua a diferentes humedades
relativas.

Realizar una investigacién con envases activos, emisores de etanol y bolsitas
absorbedoras de O y evaluar como influyen en su vida util.

Formar y emplear un panel entrenado para encontrar los valores criticos, a su vez
encontrar punto de corte y ver si existe diferencias al momento de encontrar la vida
atil.

Evaluar la calidad nutritiva y bioldgica de los panes de molde con quinua y almidén

de papa.
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VIII.  ANEXOS

ANEXO 1: Analisis proximal del pan de molde sin gluten con quinua.
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ANEXO 2: Datos del andlisis de estructura de la miga mediante software Image J

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Area | Numerode | Area Namero de | Area Numero de
N° | (mm?) | alveolos/cm? | (mm?) | alveolos/cm? | (mm?) alveolos/cm?
1 18,92 74,54 3,07 63,59 7,74 71,11
2 1,69 79,11 6,76 87,34 12,85 54,95
3 3,93 61,47 1,50 84,75 6,76 83,13
4 1,67 62,41 0,71 92,13 10,92 69,70
5 1,46 87,87 5,44 84,53 6,76 83,13
6 1,02 76,70 3,15 82,45 2,59 74,66
7 1,19 75,25 3,80 90,97 9,24 60,98
8 0,64 83,80 0,70 89,57 573 81,53
9 0,57 93,78 0,63 92,18 8,65 81,62
10 0,41 90,05 1,49 88,38 7,27 80,76
11 0,93 87,23 6,76 87,34 4,78 84,19
12 0,76 87,97 1,47 89,04 10,59 78,80
13 1,24 91,51 1,60 87,08 9,31 85,27
14 0,63 89,61 9,37 79,37 2,81 93,18
15 1,82 88,90 0,98 89,34 0,37 84,50
16 3,10 92,18 3,20 82,50 6,61 81,45
17 0,67 12,77 2,71 86,57 22,20 81,25
18 6,16 85,64 3,99 85,43 1,75 91,63
19 1,82 95,61 11,53 74,39 1,75 91,63
20 0,47 89,76 2,42 75,33 10,99 73,12
21 0,81 91,46 11,25 78,97 2,23 80,34
22 0,16 95,54 7,56 82,07 13,98 86,56
23 0,76 99,25 12,12 78,49 12,85 80,48
24 5,23 72,36 9,78 62,35 10,63 74,25
25 1,36 78,06 6,52 72,11 8,51 86,57
26 0,86 84,61 5,98 67,79 17,67 77,54
27 0,59 89,62 5,98 78,80 17,67 77,54
28 3,97 83,33 8,43 84,53 4,53 71,51
29 3,97 83,33 3,50 83,95 5,62 72,99
30 0,40 72,31 2,52 90,50 7,78 72,38
31 0,87 65,26 3,13 82,56 2,48 89,07
32 1,13 83,31 3,91 85,66 14,20 87,85
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33 0,59 92,70 1,46 90,70 1,21 91,06
34 0,75 95,58 4,62 79,41 2,81 91,10
35 0,80 82,82 2,07 80,94 3,98 88,80
36 0,87 70,59 4,27 85,84 3,98 88,80
37 1,28 80,75 2,88 83,95 6,03 89,53
38 0,86 95,98 7,10 80,66 2,78 89,34
39 0,70 87,31 13,48 70,27 5,08 87,12
40 1,10 93,18 3,18 75,71 5,48 87,41
41 0,85 95,50 6,36 82,07 8,33 87,74
42 2,43 84,51 4,23 80,35 3,62 94,29
43 2,70 90,35 7,09 89,88 5,73 91,11
44 2,70 90,35 3,18 75,71 7,38 85,51
45 1,07 82,22 2,58 88,99 10,55 88,53
46 1,45 65,87 2,53 61,70 15,45 88,80
47 1,34 79,96 4,07 83,59 9,17 87,46
48 1,45 65,87 2,53 76,32 7,89 86,01
49 2,47 90,90 1,41 85,60 9,20 90,88
50 0,81 93,13 1,55 78,78 9,20 90,88
51 0,89 85,54 1,19 80,68 0,07 96,00
52 3,40 91,98 4,38 77,13 8,54 88,82
53 4,72 52,45 3,54 87,29 8,14 85,25
54 2,22 76,33 5,60 61,29 12,16 86,99
55 541 91,67 3,54 77,63 9,46 76,22
56 5,99 82,15 2,93 83,97 4,56 85,86
57 0,69 92,27 6,30 69,80 2,70 92,80
58 0,89 88,77 0,74 90,30 7,89 83,79
59 7,16 82,71 3,10 80,31 1,83 93,94
60 2,02 81,12 2,25 75,27 8,87 85,45
61 0,71 89,47 1,76 73,63 0,88 93,08
62 0,91 82,21 0,21 93,92 8,11 87,33
63 6,20 81,02 3,21 84,70 8,07 83,81
64 0,74 82,55 7,04 68,79 0,11 95,67
65 30,20 66,24 2,09 90,61 7,52 84,21
66 4,55 78,36 2,66 88,47 7,08 92,54
67 12,26 71,00 1,28 93,48 8,03 88,84
68 2,02 81,12 4,29 83,62 8,07 85,46
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69 18,92 74,54 3,40 88,22 2,63 85,25
70 1,69 79,11 4,83 87,86 8,14 84,87
71 3,93 61,47 4,40 79,80 6,86 87,90
72 1,67 62,41 6,14 83,71 5,95 93,14
73 1,46 87,87 3,13 87,02 3,97 83,33
74 1,02 76,70 6,39 90,54 3,97 83,33
75 0,64 83,80 2,01 90,32 0,87 65,26
76 2,06 62,46 2,14 90,11 1,13 83,31
77 0,66 93,30 0,85 88,74 0,59 92,70
78 0,93 87,23 5,92 79,56 0,80 82,82
79 1,40 94,18 4,26 88,02 0,87 70,59
80 0,76 87,97 0,24 92,73 1,28 80,75
81 1,24 91,51 0,16 93,60 0,86 95,98
82 0,63 89,61 0,97 84,43 0,70 87,31
83 1,82 88,90 0,60 89,18 1,24 91,51
84 3,10 92,18 0,82 83,33 0,63 89,61
85 0,67 12,77 2,37 82,45 1,82 88,90
86 6,16 85,64 11,53 74,39 3,10 92,18
87 1,82 95,61 3,99 85,43 0,67 72,77
88 0,47 89,76 2,12 92,39 6,16 85,64
89 0,81 91,46 2,36 74,97 1,82 95,61
90 0,97 93,07 3,20 82,50 0,47 89,76
91 2,43 84,51 4,23 80,35 3,62 94,29
92 2,70 90,35 7,09 89,88 5,73 91,11
93 2,70 90,35 3,18 75,71 7,38 85,51
94 1,07 82,22 2,58 88,99 10,55 88,53
95 1,45 65,87 2,53 61,70 15,45 88,80
96 1,34 79,96 4,07 83,59 9,17 87,46
97 1,45 65,87 2,53 76,32 7,89 86,01
98 2,47 90,90 1,41 85,60 9,20 90,88
99 0,81 93,13 1,55 78,78 9,20 90,88
100 0,76 99,25 12,12 78,49 0,66 93,30
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ANEXO 3: Andlisis estadistico de humedad (bs) de la miga del pan de molde sin gluten con
quinua envasados en polietileno y polipropileno.

Antes de realizar el analisis se comprobd el supuesto de normalidad de errores.

1. Errores siguen una distribucion normal
Ho: Los errores se ajustan a una distribucion normal.

Hi: Los errores no se ajustan a una distribucion normal.

Polipropileno(bs) | Polietileno(bs)
Sesgo Estandarizado -0,707 -1,486
Curtosis Estandarizada 0,420 0,201
De particular interés son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada que pueden usarse

para comparar si las muestras provienen de distribuciones normales. Valores de estos
estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la normalidad,
lo que tenderia a invalidar las pruebas que comparan las desviaciones estandar. En este caso,
el sesgo estandarizado y curtosis estandarizadas se encuentran dentro del rango esperado.
2. Comparacion de medias
Hipotesis nula: media 1 = media 2
Hipotesis alterna: media 1 <> media 2
suponiendo varianzas iguales: t= 2,034 valor-P = 0,047
En este caso, la prueba se ha construido para determinar si la diferencia entre las dos medias
es igual a 0,0. Puesto que el valor-P calculado es menor que 0,05, se puede rechazar la
hipdtesis nula en favor de la alterna y se puede decir que las medias de los tratamientos son
diferentes.
3. Prueba de Kolmogorov-Smirnov
Para comparar las distribuciones de las dos muestras.
Estadistico DN estimado = 0,333
Estadistico K-S bilateral para muestras grandes = 1,224

Valor P aproximado = 0,009

Debido a que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las dos distribuciones con un nivel de confianza del 95,0%.
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ANEXO 4: Andlisis estadistico de aw de la miga del pan de molde sin gluten con quinua
envasados en polietileno y polipropileno.

Antes de realizar el analisis se comprobd el supuesto de normalidad de errores.
1. Errores siguen una distribucién normal

Ho: Los errores se ajustan a una distribucion normal.

Hi: Los errores no se ajustan a una distribucion normal.

Polipropileno | Polietileno
Sesgo Estandarizado -0,189 -0,144
Curtosis Estandarizada -1,854 -1,502

De particular interés son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada que pueden usarse
para comparar si las muestras provienen de distribuciones normales. Valores de estos
estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la normalidad,
lo que tenderia a invalidar las pruebas que comparan las desviaciones estandar. En este caso,
ambas muestras tienen valores de sesgo estandarizado y curtosis estandarizada dentro del
rango normal.
2. Comparacion de medias
Hipdtesis nula: media 1 = media 2
Hipdtesis alterna: media 1 <> media 2

suponiendo varianzas iguales: t = 2,146 valor-P = 0,036
Puesto que el valor-P calculado es menor que 0,05, se puede rechazar la hip6tesis nula en
favor de la alterna y se puede decir que las medias de los tratamientos son diferentes.
3. Prueba de Kolmogorov-Smirnov
Para comparar las distribuciones de las dos muestras.
Estadistico DN estimado = 0,370
Estadistico K-S bilateral para muestras grandes = 1,360
Valor P aproximado = 0,049
Debido a que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las dos distribuciones con un nivel de confianza del 95,0%.
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ANEXO 5: Andlisis estadistico de firmeza (kPa) de la miga del pan de molde sin gluten con
quinua envasados en polipropileno y polietileno.

Antes de realizar el analisis se comprobd el supuesto de normalidad de errores.
1. Errores siguen una distribucién normal

Ho: Los errores se ajustan a una distribucion normal.

Hi: Los errores no se ajustan a una distribucion normal.

Polipropileno | Polietileno
Sesgo Estandarizado 1,057 1,231
Curtosis Estandarizada 1,451 1,940

De particular interés son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada que pueden usarse
para comparar si las muestras provienen de distribuciones normales. Valores de estos
estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la normalidad,
lo que tenderia a invalidar las pruebas que comparan las desviaciones estandar. Ambas, sesgo
y curtosis estandarizadas se encuentran dentro del rango esperado.
2. Comparacion de medias

Hipétesis nula: media 1 = media 2

Hipdtesis alterna: media 1 <> media 2
Suponiendo varianzas iguales: t = -1,715 valor-P = 0,088
Puesto que el valor-P calculado es mayor que 0,05, no se puede rechazar la hip6tesis nula y
se puede decir que las medias de los dos tratamientos son iguales.
3. Prueba de Kolmogorov-Smirnov
Para comparar las distribuciones de las dos muestras.
Estadistico DN estimado = 0,160
Estadistico K-S bilateral para muestras grandes = 1,021
Valor P aproximado = 0,248
Debido a que el valor-P es mayor que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las dos distribuciones con un nivel de confianza del 95,0%.
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ANEXO 6: Metodologia para encontrar los valores criticos en panes de molde sin gluten con

quinua.

En el presente se muestra la secuencia para el calculo de los valores criticos de la humedad

(bs), aw Yy firmeza del pan sin gluten con quinua.

1. Establecer que parametro a plotear de la tabla de datos

Porcentaje
de

Actividad de | humedad Firmeza | Aceptacion
agua (aw) (bs) (kPa) sensorial
0,9279 0,9290 6,1820 6,3450
0,9264 0,9283 6,2730 6,0050
0,9258 0,9275 6,3788 5,5000
0,9224 0,9266 6,4628 4,6600
0,9181 0,9253 6,5458 4,3700

2. Se obtiene la gréafica (parametro con respecto a el puntaje sensorial).

Valor critico humedad (Hbs)

7,0000
6,0000
5,0000
4,0000
3,0000

2,0000

Puntaje Sensorial

1,0000

0,0000

0,9250 0,9260

y =570,36x - 523,54

0,9270

R? =0,9596

0,9280

Humedad (bs)

0,9290 0,9300

3. Se desarrolla la regresion procedente de la grafica. Obteniéndose:

Puntaje Sensorial = 570,36(Hbs critica) — 523,54

4. De la ecuacion obtenida se remplaza el puntaje sensorial con el valor 5 debido a que

bajo este valor el pan sin gluten con quinua se vuelve inaceptable para el consumidor,

obteniéndose la siguiente ecuacion:

Humedad (bscritica) =

(5 — (—523,54)

570,36

5. El valor critico de humedad (bs) es de 0,92668.
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ANEXO 7: Variacion de la humedad (bs), actividad de agua y firmeza (kPa) en panes sin
gluten con quinua empacados en polipropileno y polietileno.

Polipropileno (Q = Qe*¥)
93,00%
92,90% @~

92,80% e

—~ 92,70% Y} y = 0,92945g-0.0007x
n ..

3 R2 = 0,99061
= 92,60% ..

[ge}

g 92,50%

2 92,40%

S 92.30% .- :
92,20% ,
92,10%

92,00%
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

Pilietileno Q = (Q = Q e

93,20%

92.90% o

92,60% . ®
’ " e y = 0,9307¢-0.0011x
92,30% R2=0,97118

92,00%

O
=
~
3
>

%Humedad (bs)

91,40%
91,10%
90,80%

90,50%
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (dias)
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Polipropileno (Q = Q,e*X)
0,93

0,928 e..
0,926 .. ® o

2
%0,924 e
§0,922 y = 0,928¢:0.0016x

| -

3 0,92 R?2=0,9189
'% .
£0,918 .
=
50,916

0,914

0,912

0,91
0 2 4 6 8 10
Tiempo (dias)

Polietileno (Q = Qe+

0,93
0,927

0,924 y = 0,9274¢:0.0024x
0,921 R2=0,9617

0,918
0,915 o .
0,912

0,909

0,906

0,903

0,9
0 2 4 6 8 10
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Polipropileno (Q = Que*k)
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ANEXO 8: Cuadro de parametros de los diferentes modelos matematicos de isotermas de
sorcion: Coeficiente de determinacion (R?), coeficiente de correlacion, estadistico Durbin
Watson y valor P

Valor P
Coeficiente | Coeficiente analisis
de de Durbin de
determinacion | correlacion | Watson | varianza
Lewicki 99,11 0,9955 0,0393 | 0,0011
Peleg 99,48 0,9973 0,0442 0
Oswin 93,74 0,9679 0,0456 | 0,0001
BET 61,53 0,7844 0,3783 | 0,5270
GAB 91,64 0,9572 0,0471 | 0,0105

El valor-P de la tabla es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente significativa

entre los modelos y aw con un nivel de confianza del 95,0%, excepto el modelo BET.

El estadistico R? indica que el modelo ajustado explica la variabilidad en cada modelo. El
coeficiente de correlacion, indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables.
El error estandar del estimado indica que la desviacidn estandar de los residuos. Este valor

puede usarse para construir limites de prediccion para nuevas observaciones.

El error absoluto medio es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-
Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay alguna correlacion significativa,
Puesto que el valor-P es menor que 0,05, hay indicacion de una posible correlacion serial

con un nivel de confianza del 95,0%. Excepto el modelo BET siendo su valor-P= 0,5270.
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ANEXO 9: Andlisis estadistico de la pérdida de humedad (bs) de panes de molde sin gluten
con quinua envasados en polipropileno y polietileno.

Antes de realizar el analisis se comprobd el supuesto de normalidad de errores.
1. Errores siguen una distribucién normal

Ho: Los errores se ajustan a una distribucion normal.

Hi: Los errores no se ajustan a una distribucion normal.

Polipropileno | Polietileno
Sesgo Estandarizado 1,101 0,678
Curtosis Estandarizada -1,327 -1,233

De particular interés son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada que pueden usarse
para comparar si las muestras provienen de distribuciones normales. Valores de estos
estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la normalidad,
lo que tenderia a invalidar las pruebas que comparan las desviaciones estandar. En este caso,
el sesgo y curtosis estandarizadas se encuentran dentro del rango esperado.
2. Comparacion de medias

Hipétesis nula: media 1 = media 2

Hipdtesis alterna: media 1 <> media 2
Suponiendo varianzas iguales: t = -2,997 valor-P = 0,004
Puesto que el valor-P calculado es menor que 0,05, se puede rechazar la hipétesis nula y se
puede decir que las medias de los tratamientos son diferentes.
3. Prueba de Kolmogorov-Smirnov
Para comparar las distribuciones de las dos muestras.
Estadistico DN estimado = 0,518
Estadistico K-S bilateral para muestras grandes = 1,905
Valor P aproximado = 0,001
Debido a que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las dos distribuciones con un nivel de confianza del 95,0%.
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ANEXO 10: Andlisis estadistico de la evaluacion sensorial de panes de molde sin gluten con
quinua envasados en polipropileno y polietileno.

Antes de realizar el analisis se comprobd el supuesto de normalidad de errores.

1. Errores siguen una distribucion normal
Ho: Los errores se ajustan a una distribucion normal.

Hi: Los errores no se ajustan a una distribucion normal.

Polipropileno | Polietileno
Curtosis Estandarizada -0,007 -0,385

De particular interés es la curtosis estandarizada que pueden usarse para comparar si las
muestras provienen de distribuciones normales. Valores de estos estadisticos fuera del rango
de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar
las pruebas que comparan las desviaciones estandar. En este caso, ambas curtosis
estandarizadas se encuentran dentro del rango esperado.
2. Comparacion de medias
Hipdtesis nula: media 1 = media 2
Hipétesis alternativa: media 1 <> media 2
Valor-P = 0,000
Puesto que el valor-P calculado es menor que 0,05, se puede rechazar la hipotesis nula y se
puede decir que las medias de los tratamientos son diferentes.
3. Prueba de Kolmogorov-Smirnov
Para comparar las distribuciones de las dos muestras.
Estadistico DN estimado = 0,269
Estadistico K-S bilateral para muestras grandes = 4,853

Valor P aproximado = 0,000

Debido a que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las dos distribuciones con un nivel de confianza del 95,0%.
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ANEXO 11: Ndmero de rechazos obtenidos en funcion del tiempo de panes de molde sin
gluten con quinua envasados en polipropileno y polietileno. Si (aceptacion del producto) y
no (rechazo del producto)

POLIPROPILENO POLIETILENO

tl t2 t3 t4 t5 t1 | t2 | t3 | t4 | t5
1]si Si si no no si si | si no | no
2 |si Si si no no si si | si no | no
3|si Si si Si no si si | si no | no
41 si Si si Si no no si |no |si |no
5]si Si no no no si si | si no | si
6 | si Si Si Si si Si si | si si | no
7| si Si Si Si Si Si Si | si si | no
8| si Si si Si no no si | si no | no
9| si Si si no si si si | si no | no
10 | si Si si Si no si si | si si | no
11 | si Si si no no si si | no |si |si
12 | si Si si no no no si |no | no|no
13 | si Si si no si si si | si si | no
14 | si Si si Si si Si si | no |si |si
15 | si Si no Si si no Si | si no | no
16 | si Si si no no Si si | si si | no
17 | si Si si Si no si si | si no | no
18 | no no no no no si si | si si | no
19 | si Si si no no si si | si no | no
20 | si no no no no si no | no | no | no
21 | si Si Si no no Si si [no | no | no
22 | si Si si no si si si | si no | no
23 | si Si si no no Si si | si Si | si
24 | si Si si no no si si | si Si | si
25 | si Si si no no Si si | si si |si
26 | si Si si no no si si |no | no|no
27 | si Si si no no si si |si si | no
28 | si Si si no no Si si | si Si | no
29 | si Si si Si si no si | si si | si
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

si Si si Si no si si | si no | no
si Si si no no si si | si si | no
no Si si no no no si | si si | no
si Si si Si no Si si [no | no | no
si Si si Si si si si | si si | no
si Si si Si no si Si | si no | no
si Si si no no si si | si si | si
si Si si Si si si si | si no | no
si Si si no si si si |no | no|no
si Si Si Si si no si | si no | no
si Si si Si si si si | si no | si
si Si si Si si si si [no | no | no
no Si si Si no si Si | si no | no
si Si no Si si si si |no | no|no
si Si si Si si si si | si no | no
no Si si Si si si si |no | no|no
si Si Si Si si no si [no | no | no
no Si no no si Si si |no |si |no
si Si si no no no si | si no | no
si Si si Si no Si no | si no | no
si Si si Si si si si | si si | no
si Si si Si no si si | si no | no
si Si Si Si no Si no | si no | si
si Si Si Si no Si Si | si no | no
si Si si Si no no si | si no | no
no Si si Si si Si si | si no | no
si Si si Si no si si [no | no | no
si Si si Si si si si | si no | no
no no si no si si si | no |si |si
si Si Si Si Si Si si [no | no | no
si no si no si Si si [no | no | no
no Si si no si Si no | si si | si
si Si no no no no no | si no | no
si Si no Si no si no | si no | no
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64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

si Si si Si no si no | si si |si
si Si si Si si no si |no | no|no
si no si no si Si si | si no | no
si Si si Si no Si si | si no | no
si Si si Si si si si | si no | no
si Si si Si si si no | si no | si
no no si Si no si no | si no | no
si Si si Si si si si | si si | no
si Si si no no si si | si si | no
si Si Si no no Si si | si si | si
si Si si Si si si no | si si | no
si Si si no no si si | si no | no
si Si si Si si si Si | si no | si
si Si si Si no si si | si si | no
si Si no Si no no no | si si |si
no Si si Si si no si | si no | no
si no Si Si si Si Si | si si | no
si Si si no si Si no | si si | no
si Si si Si no si no | si si | no
si no si no no Si si | si si | no
si Si no no si no si | si si | no
si Si si Si no si si | si no | no
si Si no Si si Si no | N0 | no | no
si Si Si Si no Si si [no | no | no
si Si no no no Si si [no | no | no
si Si si Si no no si | si no | no
si Si si Si no si si [no | no | no
si no si Si no no si | si si | no
si Si si no no si si |si no | no
si Si Si no no Si Si | si si | no
si Si si no no Si no | si no | no
si no si no no Si Si | si no | no
si Si si Si no no si [no | no | no
si Si si Si si si si | si si | no
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98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

si Si si no no si no | no | no | no
si Si no Si si si si | si no | no
si Si si no no no si | si no | no
si Si si Si no no si | si no | no
si no si Si no si Ssi | no |si |si
si Si si no no no Si | si no | no
si Si si no no si si | si si | no
no Si no no si si si | si si | no
si Si si no no si si | si si | no
no Si no no si no si [no | no | no
si Si si no no si si | si no | no
si Si si no no si no | si si | no
si Si si no no no si [no | no | no
si no si Si no si si | si si | no
si Si si Si no si si | no |si |si
si no si no no si si |no | no|no
si Si no no no Si Si | si no | no
si Si si Si no no si | si no | si
si Si si Si no si no |no |si |si
si Si si Si no no si [no | no | no
si Si si no no no si | si no | no
si Si si Si no si si | si no | no
si Si no no no Si si | si si | no
si Si Si Si no Si si [no | no | no
si no no Si si Si si [no | no | no
si no si Si si Si si | si no | si
si Si no no no si si | si no | no
si no no Si no si no | no | no | no
si Si si Si no si si | no | no|si
si Si no no Si Si si |[no |si |no
si Si si Si no Si si | si no | no
si Si no Si si Si si [no | no | no
si no si no no si si [no |si |no
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