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RESUMEN

El tarwi es una leguminosa que recientemente ha atraido un creciente interés como fuente
de proteinas y grasas. La extraccion de proteinas a partir de la harina desgrasada de tarwi
genera un residuo insoluble denominado “okara”. La presente investigacion tuvo como
objetivo obtener las okaras de tarwi en sus formas nativa (OK) y sonicada (OKS), y
posteriormente aplicarlas en panes de molde libres de gluten para evaluar su influencia en la
calidad tecnoldgica del producto final. Los tratamientos evaluados incluyeron formulaciones
con adicion de OK y OKS a los niveles de 3 % y 5 %, cada una por separado (OK3, OK5,
OKS3y OKS5), asi como, un tratamiento control con goma xantana al 0,5 %. El tratamiento
de ultrasonido (20 kHz, 40 % amplitud, pulso 10 s /10 s, 10 min) impacto significativamente
en las propiedades fisicoquimicas de la okara de tarwi (composicién proximal y carga neta
superficial) reflejado a su vez en una mejora de sus propiedades tecnofuncionales (capacidad
de absorcién de agua y aceite, propiedades emulsionantes y capacidad de hinchamiento).
Los panes con okara de tarwi sostuvieron estructuras estables en la miga, con distinta
capacidad de extensibilidad para retener las burbujas de gas segun el tratamiento. Las
formulaciones OK5 y OKS3 exhibieron las caracteristicas de calidad panadera mas
atractivas en términos de volumen especifico (1.82 — 1.83 mL/qg), estructura alveolar (39.58
— 45,50 alveolos/cm?) y propiedades texturales de la miga (masticabilidad disminuida en 9
a 12%). Los resultados obtenidos demuestran el potencial de la okara de tarwi como
ingrediente mejorador de la calidad tecnoldgica de panes sin gluten, y los efectos favorables
del ultrasonido en la eficiencia del desempefio de la okara de tarwi, al lograr resultados
satisfactorios en el producto estudiado con un menor nivel de adicion respecto a su forma
nativa (OK). Ademas, se identific6 un umbral maximo de adicion de OKS (5%), después del
cual sus efectos positivos podrian revertirse por la competencia de agua con los demas
ingredientes en la matriz. La relevancia de este estudio radica en el marco de la economia

circular y la creciente tendencia a la formulacion de alimentos con etiqueta limpia.

Palabras clave: Subproducto de leguminosas, lupino andino, tecnologia verde, enfermedad

celiaca



ABSTRACT

Tarwi is a legume that has recently attracted increasing interest as a source of protein and
fat. Extracting proteins from defatted tarwi flour generates an insoluble residue called
“okara”. The aim of this research was to obtain tarwi okara in its native (OK) and sonicated
(OKS) forms, and subsequently apply them in the production of gluten-free bread to evaluate
their influence on the technological quality characteristics of the final product. The
treatments evaluated included formulations with the addition of OK and OKS separately at
levels of 3 % and 5 % (OK3, OK5, OKS3 and OKS5), as well as a control treatment with
0,5 % xanthan gum. Ultrasound treatment (20 kHz, 40 % amplitude, pulse 10 s /10 s, 10
min) significantly affected the physicochemical properties of tarwi okara (proximal
composition and net surface charge), reflected in turn in an improvement in its techno-
functional properties (water and oil absorption capacity, emulsifying properties, and
swelling capacity). Gluten-free breads with tarwi okara maintained stable structures in the
crumb, with different extensibility capacities to retain gas bubbles. Treatments OK5 and
OKS3 exhibited the most attractive baking quality characteristics in terms of specific volume
(1.82 — 1.83 mL/qg), alveolar structure (39.58 — 45.50 number of bubbles/cm?) and textural
properties of the crumb (chewiness decreased by 9 to 12 %). The results obtained
demonstrate the potential of tarwi okara as an ingredient to improve the technological quality
of gluten-free breads, and the favourable effects of ultrasound on the efficiency of tarwi
okara performance, by achieving satisfactory results in the studied food product with a lower
level of addition compared to its native form (OK). Furthermore, a maximum level of OKS
addition (5%) was identified, after which its positive effects could be reversed by water
competition with the other ingredients in the matrix. The relevance of this study lies in the
framework of the circular economy and the growing trend towards the formulation of clean

label foods.

Keywords: Legume by-product, andean lupin, green technology, celiac disease.



1. INTRODUCCION

El mercado mundial de productos alimenticios sin gluten se encuentra en constante
crecimiento. Los consumidores eligen cada vez mas una dieta sin gluten por motivos de
caracter obligatorio, en el caso de aquellos que padecen de intolerancia al gluten, o
voluntario, promovido por la percepcién de ser un habito mas saludable (Siminiuc y
Turcanu, 2023; Smidovéa y Rysova, 2022). Disefiar productos sin gluten, especialmente en
el caso del pan, sigue siendo un desafio importante, tanto desde el punto de vista nutricional
como tecnolégico (Siminiuc y Turcanu, 2023). El gluten confiere propiedades Unicas en las
masas; por lo tanto, la sustitucion de esta red de proteinas en las formulaciones afecta
significativamente la calidad final del pan (Ammar et al., 2022; Bender y Schonlechner,
2020). Para abordar este problema, se han aplicado diversas alternativas como el uso de
varios ingredientes para imitar la red de gluten, y la adaptacion de las condiciones de
procesamiento (especificamente el horneado) (Waziiroh et al., 2022). El primer enfoque ha
conducido a una amplia gama de ingredientes y aditivos, como harinas y almidones libres
de gluten, hidrocoloides, proteinas emulsionantes, fibras, entre otros (Bender y
Schoénlechner, 2020; Siminiuc y Turcanu, 2023). Las combinaciones complejas pueden dar
como resultado la produccion de panes libres de gluten de calidad aceptable. Sin embargo,
también podria afectar la percepcion de los consumidores cuyas preferencias se vienen
inclinando hacia la exclusién de aditivos quimicos o componentes desconocidos que puedan
tener repercusion en su salud (Papagianni et al., 2024). Esta tendencia se engloba dentro del
concepto de “etiqueta limpia”, el cual no cuenta con legislacion especifica, pero se asocia
con ingredientes naturales y facilmente reconocibles, asi como, listas de ingredientes mas

cortas (Kajzer y Diowksz, 2021).

Entre las nuevas fuentes de alimentos con gran potencial nutricional se ha posicionado el
tarwi, una leguminosa de la region andina cuyo alto contenido de proteinas (~46%) Yy grasas
(~20%) podrian convertirlo en un cultivo industrial similar a la soya (Cisneros et al., 2022;

Repo-Carrasco-Valencia y Vidaurre-Ruiz, 2022). Una limitante para alcanzar este estatus



es la presencia de alcaloides en el grano, que conllevan al requerimiento de un tratamiento
de desamargado (Aguilar-Acosta et al., 2020). Pese a ello, la calidad de las proteinas del
tarwi y los beneficios de su cultivo para el suelo sostienen la atencion en esta especie de
lupino como una fuente de proteina vegetal (Cérdova-Ramos et al., 2020; Czubinski et al.,
2021). Al respecto, el proceso convencional de preparacion de proteinas vegetales incluye
una etapa de extraccion alcalina donde se genera un precipitado insoluble denominado okara
(Moscoso Ospina et al., 2023; Ragonese et al., 2024). En los ultimos afios, se han realizado
investigaciones sobre la aplicacion de okaras de otras fuentes vegetales en diversos
productos alimenticios como panes libres de gluten (Lian et al., 2020; Moscoso Ospina et
al., 2023), emulsiones (Moscoso Ospina et al., 2022; Ragonese et al., 2024) y analogos de
tofu (Fan et al., 2020). Ademas, a fin de potenciar el desempefio de la okara en las matrices
alimentarias, se ha recurrido al uso complementario de tecnologias verdes como las altas
presiones (Fayaz et al., 2019; Helstad et al., 2023) y el ultrasonido (Fan et al., 2020; Moscoso
Ospina et al., 2023; Ragonese et al., 2024), dando resultados prometedores. En el caso del
tarwi, la valorizacion la okara obtenida en el fraccionamiento de sus proteinas se alinea con
los esfuerzos de promover un aprovechamiento integral en su flujo de procesamiento. En
este marco, la presente investigacion tuvo como objetivo general evaluar la influencia de la
adicion de okara de tarwi sonicada sobre las caracteristicas de calidad tecnoldgica de panes

de molde libres de gluten. Para lograr ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Obtener okaras de tarwi control (OK) y sonicada (OKS); y caracterizarlas
fisicoquimicamente y segln sus propiedades tecnofuncionales.

- Evaluar las caracteristicas reoldgicas y texturales de los batidos libres de gluten con
okara de tarwi (OK u OKS) con niveles de adicion de 3 % (p/p) y 5 % (p/p).

- Evaluar las caracteristicas de calidad tecnoldgicas de los panes de molde libres de

gluten elaboradas con okara de tarwi (OK u OKS) con niveles de adicién de 3 %
(p/p) y 5 % (p/p).



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. TARWI: COMPOSICION Y PROCESAMIENTO

El tarwi (Lupinus mutabilis S.) es una leguminosa perteneciente al género Lupinus, que se
cultiva solo en algunas partes de América del Sur, como Ecuador, Per( y Bolivia. Es pariente
de las especies nativas de Europa como L. albus, L. luteus y L. angustifolius, las cuales
representan la mayoria de los lupinos cultivados en el mundo (Czubinski et al., 2021;
Gulisano et al., 2019). Los lupinos, en general, poseen un alto contenido de proteinas y grasa.
Sin embargo, el tarwi se destaca particularmente por presentar granos de mayor calidad
nutricional y buena adaptabilidad a condiciones severas como climas frios, suelos poco
fertiles y grandes altitudes, al tiempo que favorece la fertilidad del suelo debido a su alta
capacidad de fijacion de nitrégeno (Cordova-Ramos et al., 2020; Gulisano et al., 2019). La
combinacion de estas cualidades convierte al tarwi en una alternativa sustentable a las

fuentes convencionales de proteinas vegetales como la soya.

2.1.1. COMPOSICION

La composicion del tarwi descrita en la Tabla 1 presenta variaciones que pueden atribuirse
a diferentes posibles causas como los factores agronémicos y genéticos determinantes en la
calidad del grano, asi como, los métodos analiticos empelados para la cuantificacion
(Carvajal-Larenas et al., 2016). A pesar de las variaciones mencionadas, el tarwi ha
demostrado sostener los mayores contenidos de proteinas y grasas entre las principales
especies de lupino (Carvajal-Larenas et al., 2016; Czubinski et al., 2021). Particularmente,
su elevado contenido proteico se ha relacionado con una alta capacidad de fijacion de
nitroégeno (Salazar et al., 2021). Sin embargo, cabe mencionar que en algunas ocasiones el
contenido de proteina total en lupinos es sobreestimado cuando se calcula con un factor de
conversion de nitrégeno adoptado en el método Kiejdahl igual a 6,25 (factor convencional).

Este valor no resulta adecuado en el caso de leguminosas, dado que éstas poseen cantidades



significativas de compuestos nitrogenados no proteicos y exhiben un alto grado de
amidacion de proteinas (Carvajal-Larenas et al., 2016; Czubinski et al., 2021). Por lo tanto,
para una estimacion mas adecuada, se ha recomendado el uso de un factor de 5,7 para
leguminosas (Carvajal-Larenas et al., 2016) y de 5,4 para lupinos, considerando la
contribucion de nitrogeno proveniente de alcaloides (Czubinski et al., 2021). Respecto a las
principales clases de proteinas presentes en el tarwi, se encuentran las globulinas y las
albuminas. Las globulinas (a-, B-, y y 6-conglutinas) componen alrededor del 91-94 %,
mientras que las albuminas solo cerca del 6,4 % (Gulisano et al., 2019). La complejidad de
la fraccion de globulina en los lupinos en general se debe a la presencia de diferentes familias
de proteinas (leguminas (11s), vicilinas (7s), y conglutinas y y d), y de componentes
oligoméricos (12S y 7S) (Carvajal-Larenas et al., 2016). La diferencia en la conformacion
de subunidades de las globulinas propias de cada especie de lupino resulta determinante sus
propiedades fisicoquimicas (Gulisano et al., 2019). Por ejemplo, se ha informado que el
punto isoeléctrico de la proteina de L. mutabilis S. varia entre pH 4,0 y 6,0; mientras que, en
L. angustifolius entre pH 4,3 y 4,5 (Carvajal-Larenas et al., 2016). Por otra parte, en cuanto
al perfil de aminoécidos, la lisina representa uno de los aminoacidos esenciales mayoritarios
presentes en las proteinas del tarwi (5,8 — 7,8 g/16 g N). Se ha evidenciado que los
tratamientos de desamargado y desengrasado de los granos de tarwi influyen esencialmente
en los contenidos de cistina y metionina, disminuyendo sus valores iniciales hasta nivel de

trazas (Brefia-Diaz, 2018; Carvajal-Larenas et al., 2016).

Tabla 1: Composicion proximal de los granos de tarwi

Componente Promedio Minimo Maximo
Humedad b.h. (%) 8,36 +1,51 7,00 9,99
Proteina b.s. (%) 46,09 £ 5,23 40,87 52,82
Lipidos b.s. (%) 17,25+ 1,34 16,12 18,90
Cenizas b.s. (%) 3,81+£0,77 2,95 4,80
Carbohidratos b.s. (%) 31,33+£1,75 29,45 32,90
Fibra cruda b.s. (%) 10,39 £ 3,10 8,20 12,58

FUENTE: Berru et al. (2021); Carvajal-Larenas et al. (2016); Cérdova-Ramos et al. (2020); Salazar

et al. (2021).

El contenido de aceite en el tarwi (~18 %) es también el mas alto entre sus especies parientes

y el inico comparable al de la soya (Czubinski et al., 2021; Gulisano et al., 2019). La calidad

4



del aceite de tarwi recae en los rasgos de su composicién. Entre los acidos grasos esenciales,
se encuentran el linoleico (23,5 — 25,8 %) y el linolénico (1,6 — 2,6 %), también conocidos
como omega 6 y 3, respectivamente (Pascual-Chagman et al., 2021). Algunas ventajas del
aceite de tarwi sobre el de otros lupinos consisten en su bajo contenido de acido linoleico
(menor al de la soya) para una mayor estabilidad natural y la ausencia de &cido erucico
(componente toxico), evitando asi la necesidad de su eliminaciéon a nivel industrial (Gulisano
etal., 2019).

Ademas de los acidos grasos esenciales, otros compuestos bioactivos presentes en el aceite
de tarwi y en cantidades apreciables son los tocoferoles. Entre los 4 homologos existentes
de este compuesto, el y-tocoferol representa casi el 98 % del contenido total de tocoferoles
en el tarwi, seguido del B-tocoferol y el 6-tocoferol (ambos cerca del 1 %) y el a-tocoferol
(0,3 %) (Bricefio et al., 2021; Pascual-Chagman et al., 2021). El y-tocoferol tiene una débil
actividad como vitamina E, pero actla como antioxidante y proporciona estabilidad contra
la oxidacion de los lipidos (Badui, 2006). En conjunto, el aceite refinado extraido del tarwi
desamargado, sostiene caracteristicas fisicas similares a los aceites de oliva, soya y girasol,
y reune las propiedades adecuadas (punto de humo y viscosidad) para ser utilizado como un
aceite para ensaladas, en la preparacion de mayonesas y alifios (Villacrés et al., 2010).
Respecto al contenido de carbohidratos, los granos de lupino practicamente carecen de
almidon y los principales carbohidratos encontrados son oligosacaridos (principalmente
estaquiosa y rafinosa) y polisacaridos de almacenamiento de la pared celular (Brandolini et
al., 2022; Gulisano et al., 2019).

Un factor limitante en el procesamiento del tarwi recae en su elevado contenido de alcaloides
quinolizidinicos en el tarwi (0,07 - 4,50 g/100 g peso seco), superior inclusive al de otras
especies de lupinos. Los principales alcaloides reportados en L. mutabilis son lupanina,
esparteina, 3-hidroxilupanina, 13-hidroxilupanina y 4-hidroxilupanina (Carvajal-Larenas et
al., 2016). Las variaciones observadas en el contenido de alcaloides en los altramuces
dependen de diferentes factores como los procedimientos analiticos, la subespecie o ecotipo
estudiado, la variabilidad genética, los factores agronomicos y las influencias ambientales
(Aguilar-Acosta et al., 2020; Carvajal-Larenas et al., 2016).



2.1.2. PROCESAMIENTO

Los granos de tarwi se encuentran naturalmente en un estado indisponible para consumo o
uso directo debido a la presencia de alcaloides, compuestos anti nutricionales responsables
ademaés del sabor amargo (Aguilar-Acosta et al., 2020). Por consiguiente, el procesamiento
de los granos de tarwi requiere inicialmente de un tratamiento de desamargado, el cual busca
reducir el contenido de alcaloides a niveles aceptables sin afectar sustancialmente el
contenido nutricional (Brandolini et al., 2022). La remocidn de alcaloides por lixiviacion en
agua (método acuoso) es el método tradicional empleado tanto a nivel artesanal como
comercial (Carvajal-Larenas et al., 2013). La efectividad de este tratamiento se encuentra en
funcién de factores como la concentracion del fitoquimico en los granos y el tiempo de
exposicion considerado. Se ha observado que tiempos prolongados de lavado dan menores
contenidos de proteina soluble, mientras que el empleo de cal (6xido de calcio) durante la
coccion permite una mayor eliminacién de alcaloides (Suca y Suca, 2015). Los granos
desamargados se pueden consumir como snack o ingrediente para ensaladas y comidas
preparadas (Carvajal-Larenas et al., 2013; Jacobsen y Mujica, 2006). Ademas de estas
aplicaciones, su transformacion en harina previa extraccion de aceite representa una via para

hacer factible su agroindustrializacion (Suca y Suca, 2015).

El proceso de extraccion de aceite de tarwi es bastante similar al utilizado para otras semillas
oleaginosas. EI método de extraccion por prensa expeller es la alternativa mas utiliza a nivel
industrial, debido a que ha demostrado ser eficiente y conveniente, desde el punto de vista
ecoldgico, para obtener aceite de tarwi de calidad aceptable (Brefia Diaz, 2018; Carvajal-
Larenas et al., 2013). La torta recuperada como subproducto del proceso de extraccién de
aceite presenta un alto contenido de proteinas, asi como, de compuestos fendlicos relevantes
(Pascual-Chagman et al., 2021). Por consecuencia, se considera una excelente fuente para la
obtencién de concentrados o aislados proteicos y compuestos bioactivos los cuales son de
gran interés para la industria de alimentos funcionales (Brefia Diaz, 2018; Chirinos-Arias,
2015). En la Figura 1, se describe el procesamiento general aplicable en los granos de tarwi

desamargados.
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Figura 1: Procesamiento integral del grano de tarwi
FUENTE: Adaptado de Brefia-Diaz (2018); Pascual-Chagman et al. (2021).



2.2. OKARA, UN SUBPRODUCTO DEL PROCESAMIENTO DE
LEGUMINOSAS

2.2.1. ORIGENY PROBLEMATICA RELACIONADA

Okara, originalmente, se denomina al residuo obtenido en el proceso de elaboracion de
productos derivados de la soya como el tofu y la leche de soya (Asghar et al., 2023,
Guimardes et al., 2018). Este proceso se lleva a cabo segun dos métodos tradicionales, el
método japonés y el método chino (Figura 2). Ambos incluyen esencialmente las mismas
operaciones: remojo, enjuague, coccion (98 — 100 °C) y molienda de los granos himedos.
La diferencia se encuentra en el momento en que aplican el tratamiento térmico. En el
primero (método japonés), la coccion de los granos se realiza previo a la molienda; mientras
que, en el segundo (método chino), la coccion se aplica a los granos molidos (Asghar et al.,
2023; Vong y Liu, 2016).

| Granos de soya secos |

v

Remojo
(granos: agua=1:10)

| Granos de soya remojados |

Meétodo japonés

Calor ———————————=———=- >
Molienda
Filtrado Método chino
= Calor
Leche de soya
v Coagulalcit')n, prensado
Okara v
(residuo insoluble) | Tofu | Suero de soya ‘

Figura 2: Obtencion tradicional de la okara de soya
FUENTE: Vong y Liu (2016)

Respecto a sus niveles de produccion, se ha estimado que por cada kilogramo de soya
procesada se genera alrededor de 1,2 kg de okara fresca (Colletti et al., 2020; Guimaraes et

al., 2018). La okara fresca como tal posee un alto contenido de humedad (70 — 80 %). Este



factor, sumado a un pH significativamente alto, le confieren inestabilidad microbiana
acortando asi su vida util (Helstad et al., 2023). Anualmente, se producen grandes cantidades
de okara en todo el mundo, principalmente en paises asiaticos donde destaca la industria del
tofu (Vong y Liu, 2016). Respecto a su destino, una pequefia porcion se limita a ser
subutilizada como pienso o fertilizante, mientras que, cantidades sustanciales son
descartadas (Asghar et al., 2023; Tuly y Ma, 2024). Esta situacion conlleva un impacto
ambiental significativo, y representa un problema industrial debido a la dificultad en
gestionar el destino del subproducto y las pérdidas financieras asociadas (Guimaraes et al.,
2018). Los tratamientos de deshidratacion térmica se han evaluado como estrategias para
lograr su preservacion y posterior uso; sin embargo, el proceso resulta costoso dado la
cantidad de energia que se suele requerir para remover las grandes cantidades de agua en el
material (Helstad et al., 2023). Ante ello, otros tratamientos de modificacion orientados a
extender la perecibilidad y afiadir valor a este subproducto se han estudiado con mayor

énfasis en los ultimos afios (Seccion 2.2.3.).

2.2.2. EXTENSION DE USO DEL TERMINO OKARA

Convencionalmente, el término “okara” se emplea para designar al residuo generado en la
elaboracion de distintos productos de soya, entre los cuales la leche de soya es uno de los
mas frecuentes (Asghar et al., 2023; Guimardes et al., 2018). De manera analoga, el uso de
este término se ha empleado para denominar al residuo sélido obtenido en la preparacion de
bebidas de origen vegetal distinto al de la soya. Este es el caso de las leguminosas como el
garbanzo (Lian et al., 2020; Lopes et al., 2020), el lupino (Lopes et al., 2020) y el mani
(Diniz et al., 2021). En general, el desarrollo de bebidas de origen vegetal a partir de fuentes
como legumbres, cereales, pseudocereales y frutos secos viene cobrando mayor interés en la
produccidn de alimentos como una alternativa a la leche de origen animal, e incluso, a la
leche de soya debido a su adecuado balance nutricional (Aydar et al., 2020; Wang et al.,
2018).

Recientes investigaciones han extendido el uso del término okara para referirse al residuo
generado en la extraccion alcalina de proteinas de la harina desgrasada de soya (Moscoso
Ospina et al., 2023; Porfiri et al., 2017) o quinua (Ragonese et al., 2024), basandose en el

principio de ser una fraccion insoluble obtenida de una extraccion acuosa como los métodos
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convencionales. En torno a este contexto, la okara se reconoce en general como un

subproducto del procesamiento integral de granos o semillas fuentes de proteina vegetal.

La diversidad de materias primas seleccionadas y técnicas de procesamiento para la
recuperacion de okaras va a ser determinante en su composicion final. Por ejemplo, la
composicion de la okara de soya (en forma seca), una de las mas ampliamente estudiadas,
comprende principalmente fibra dietaria (42 - 58 %), seguido de proteinas (15 - 34 %), grasa
(8 - 11 %), y carbohidratos (3 - 5 %). (Asghar et al., 2023; Lian et al., 2020; Tuly y Ma,
2024). La fibra dietaria de okara de soya se compone esencialmente de una fraccion insoluble
(celulosa y hemicelulosa) (Colletti et al., 2020), cuya presencia se ha asociado con un
potencial hipotrigliceridémico e hipercolesterolémico, y efectos prebioticos (Guimardes et
al., 2018).

2.2.3. APLICACION DE POSTRATAMIENTOS EN LA OKARA

La modificacion de las okaras mediante el uso de tecnologias no convencionales se ha
abordado con fines de promover su conservacion y/o aplicaciones alimentarias (Helstad et
al., 2023). En la okara de soya, la aplicacion de tecnologias como la biofermentacion, la alta
presion hidrostatica y el ultrasonido de alta intensidad han demostrado diversos resultados
prometedores.

La biofermentacion a través del uso individual o en conjunto de levaduras y bacterias acido-
lacticas aumenta los niveles de fibra dietaria prebiotica, azucares libres y aminoacidos en la
okara de soya, convirtiéndola asi en una fuente mas adecuada para generar alimentos
funcionales (Asghar et al., 2023; Tuly y Ma, 2024; Vong y Liu, 2016). De manera similar,
las altas presiones y el ultrasonido generan cambios en la estructura y composicion de la
okara de soya. La homogeneizacién a altas presiones (100 - 150 MPa) condujo a una mejora
en notable en la solubilidad del subproducto (Fayaz et al., 2019); mientras que la
pasteurizacion a altas presiones (600 MPa) demostré ser efectivo en la reduccién del
crecimiento microbiano y tuvo un mayor impacto en la conversion parcial de fibras
insolubles a fibras solubles (Helstad et al., 2023). Ademas, se sefial6 como un tratamiento

particularmente favorable en el caso de la okara de soya debido a su alta viscosidad, ya que
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no requiere bombeo ni agitacién a diferencia de otras técnicas de pasteurizacion como los
intercambiadores de calor de placas o superficie raspada (Helstad et al., 2023). Finalmente,
el tratamiento con ultrasonido de alta intensidad sobre la okara de soya evidencié cambios
en el tamafio de particula y despliegue de proteinas, lo cual se reflej6 en la exhibicion de
mejores propiedades gelificantes para producir analogos del tofu a base de okara (Fan et al.,
2020). La viabilidad de incorporar okara a los alimentos representa una solucion al destino

de estos residuos cuya eliminacion genera altos costos e impacto ambiental.

2.3. ULTRASONIDO Y SU EFECTO EN MATRICES ALIMENTARIAS

2.3.1. ULTRASONIDO: DEFINICION Y CLASIFICACION

El sonido mas alla del umbral audible para humanos (hasta 18 kHz) se clasifica como
ultrasonido, el cual consiste en ondas acusticas de caracter mecanico-elasticas con frecuencia
superior a 20 kHz (Pérez y Escalante, 2024; Weiss et al., 2011). La produccion de estas
ondas implica la conversion de energia eléctrica en energia mecanica (Yu et al., 2024). Para
lograr ello, se requiere de un sistema conformado por 3 elementos fundamentales: generador,
transductor y emisor (Meena et al., 2024). El generador proporciona energia eléctrica al
transductor. Este Gltimo posee materiales piezoeléctricos capaces de convertir la energia
eléctrica recibida en vibraciones mecanicas u ondas sonoras a una frecuencia especifica, que
luego se transmitiran al medio circundante a través del emisor donde se producen los efectos
sonofisicos (Meena et al., 2024; Yu et al., 2024).

Segun la frecuencia las ondas de ultrasonido, se identifican tres regiones para su
clasificacion: baja frecuencia (20 - 100 kHz), frecuencia intermedia (100 kHz — 1 MHz) y
alta frecuencia (1-10 MHz) (Alamilla-Beltran et al., 2011). En la industria alimentaria, su
aplicacion se divide en dos enfoques: alta intensidad (20—100 kHz; 10-1000 W/cm?) y baja
intensidad (100 kHz—1 MHz, < 1 W/cm?). El ultrasonido de alta intensidad, también
conocido como "ultrasonido de potencia”, tiene suficiente energia para alterar las
propiedades fisicoquimicas y estructura de las matrices alimentarias (Alamilla-Beltran et al.,
2011; Jambrak y Herceg, 2015; Weiss et al., 2011). Por lo tanto, se ha empleado en la

asistencia de tratamientos térmicos (Chavan et al., 2022), la extraccion de compuestos
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bioactivos (Chemat et al., 2017; Laqui-Vilca et al., 2018) y la modificacién en la
funcionalidad de ingredientes alimentarios (Weiss et al., 2011), asi como, la inactivacion
microbiana (Pérez y Escalante, 2024). En contraste, el ultrasonido de baja intensidad,
también conocido como “ultrasonido de diagnostico”, normalmente se utiliza para
determinaciones analiticas en el aseguramiento de la calidad y las inspecciones alimentarias

no destructivas (Alamilla-Beltran et al., 2011; Jambrak y Herceg, 2015).
2.3.2. MECANISMO DEL ULTRASONIDO DE ALTA INTENSIDAD

Las ondas de ultrasonido de alta intensidad inducen la formacidn de burbujas en regiones de
baja presion donde pueden formarse a partir del vapor presente en el liquido (Chavan et al.,
2022). Durante el transcurso de la irradiacion ultrasénica, estas burbujas experimentan tres
etapas: nucleacion, crecimiento (hasta un tamafio critico) y colapso (Figura 3). El colapso
implosivo de las burbujas genera un aumento de temperatura y presion en algunos puntos
del medio, creando asi un ambiente circundante inusual (Pérez y Escalante, 2024; Yu et al.,
2024). A este fenomeno fisico se le conoce como cavitacion acustica (Bermudez-Aguirre,

2017).
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Figura 3: Diagrama esquematico del efecto de cavitacion
FUENTE: Yu et al. (2024)

El fendmeno de cavitacion acustica ve reflejado en efectos fisicos y quimicos del sistema.

Los efectos fisicos representan la mayoria de los impactos de la sonicacién. Estos incluyen

12



la fragmentacion molecular de los gases atrapados, incluida la generacion de radicales libres
tipo hidroxilo, y la alteracion de paredes y membranas celulares (Chen et al., 2022; Meena
et al., 2024). Los efectos quimicos implican la oxidacion de radicales libres y el desarrollo
de otras reacciones especificas responsables de la modificacion de las propiedades
fisicoquimicas de la matriz presente en el medio liquido (Chen et al., 2022; Pérez y
Escalante, 2024). Precisamente, la sonoquimica aborda el estudio de las reacciones quimicas

que tienen lugar bajo sonicacion (Bermudez-Aguirre, 2017).

Existen varios factores que influyen en el desarrollo de la cavitacion acustica. Estos pueden
corresponder con las propiedades fisicoquimicas del medio liquido (viscosidad, tension
superficial, presion de vapor, etc.) y las condiciones de proceso (Bermudez-Aguirre, 2017).
La sonoquimica considera algunos factores determinantes en la eficacia de la cavitacion, los
cuales incluyen: la frecuencia, la intensidad y amplitud de energia, y el disefio del reactor
(Pérez y Escalante, 2024). La frecuencia tiene una gran influencia en el tamafio de las
burbujas y, en consecuencia, la fuerza de la implosion (Pérez y Escalante, 2024). A baja
frecuencia, las ondas de ultrasonido generan burbujas mas grandes, cuyo colapso violento

implica temperaturas y presiones localizadas més altas (Chavan et al., 2022).

Para lograr cavitaciones a frecuencias mas altas, se debe aumentar la intensidad de las ondas
aplicada para superar la fuerza cohesiva del medio liquido y formar burbujas (Chavan et al.,
2022; Weiss et al., 2011). Respecto a la intensidad y amplitud de energia, se confirma que
existe una relacion directa entre ambas. Se deben emplear vibraciones de mayor amplitud
cuando se trabaja con muestras de mayor viscosidad (Chavan et al., 2022). Sin embargo, las
amplitudes muy grandes reducen la vida atil del transductor manifestando grietas y fracturas
en el dispositivo (Weiss et al., 2011). Finalmente, el disefio del reactor especificamente para
el procesamiento de alimentos se clasifica en dos tipos: contacto directo (sonda ultrasénica)
y contacto indirecto (bafio ultrasonico) (Yu et al., 2024). En el primero, la sonda es
sumergida en la muestra liquida, generando ondas ultrasonicas de alta intensidad que se
transmiten de forma directa al medio. Estos son los mas utilizados en aplicaciones
experimentales (Yu et al., 2024). Por otro lado, el bafio ultrasénico es un dispositivo donde
los transductores se ubican en el fondo del reactor y transmiten las irradiaciones ultrasonicas

de manera indirecta (Pérez y Escalante, 2024).
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23.3. EFECTO DEL ULTRASONIDO EN LAS INTERACCIONES DE UN
MATRIZ ALIMENTARIA

Uno de los componentes més sensibles a los efectos de la cavitacion son las proteinas (Chen
et al., 2022). Cuando las proteinas se exponen a las ondas de ultrasonido de alta intensidad,
su estructura puede sufrir despliegue, desnaturalizacion e, inclusive, reagregacion, lo que
conduce a cambios conformacionales, principalmente a nivel de la estructura secundaria y
terciaria (Yu et al., 2024). Las alteraciones estructurales de las proteinas a menudo resultan
en cambios en las propiedades tecnofuncionales (Chavan et al., 2022). Por lo tanto, la
comprension de los cambios en las interacciones de las proteinas de una matriz alimentaria
resulta esencial para un uso eficaz de esta tecnologia en la obtencidén de productos con

caracteristicas optimas (Chen et al., 2022).

El ultrasonido de alta intensidad afecta tanto las interacciones covalentes como las no
covalentes en matrices alimentarias a base de proteinas (Meena et al., 2024; Yu et al., 2024).
Las formas mas comunes de interacciones no covalentes son las fuerzas electrostéaticas, las
interacciones hidrofobicas y los enlaces de hidrogeno. El despliegue y aumento de
exposicion de regiones hidrofébicas en las proteinas, como efecto de la cavitacion, promueve
un aumento de fuerzas electrostaticas con otros componentes como los polisacaridos que en
Su mayoria presentan cargas negativas (Chen et al., 2022; Meena et al., 2024). Ademas, los
residuos polares (tirosina, treonina, cisteina y arginina) y los grupos carbonilo en las
proteinas desplegadas pueden interactuar con diferentes grupos hidroxilo de otros nutrientes
formando enlaces de hidrogeno (Chen et al., 2022). Respecto a las interacciones covalentes,
éstas suelen ocurrir simultdneamente a las no covalentes en la mayoria de las circunstancias.
Los conjugados generados mediante enlaces covalentes suelen ser preferibles para
aplicaciones alimentarias debido a su alto grado de estabilidad por la fuerza de su enlace (Yu
et al., 2024). Algunos de los ejemplos mas tipicos de la unién covalente entre proteinas y
otros componentes, como polifenoles y polisacaridos, tras la aplicacién del ultrasonido son
la modificacién fendlica y la reaccion de Maillard (Chen et al., 2022). Un resumen sobre 10s
cambios en las interacciones de las proteinas con otros componentes alimentarios
convencionales (agua, polifenoles, polisacéridos y lipidos) como efecto del ultrasonido se

describe en la Tabla 2.
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Tabla 2: Efectos del ultrasonido en las interacciones de un matriz alimentaria

Interaccidn Principales efectos

Proteina - agua Interaccion promovida por los cambios estructurales generados en
las proteinas como efecto de la cavitacion.
— Una mayor expresion de esta interaccion se relaciona con una mejora

en las propiedades de hidratacion.

Proteina - — La actividad de los polifenoles se ve influencia segun el tipo de
polifenoles asociacion (covalente o no covalente) con las proteinas.
— Las interacciones no covalentes afectan la biodisponibilidad de los
polifenoles por su estado incrustado en las proteinas.
— Las interacciones covalentes se relacionan con propiedades

antioxidantes y caracteristicas texturales del complejo formado.

Proteina - — Los complejos formados exhiben una variedad de propiedades
polisacarido tecnologicas mejoradas, incluyendo solubilidad, propiedades
gelificantes, emulsificacion y estabilidad conformacional.
— La sonicacion puede modular las reacciones covalentes de esta
interaccion para obtener productos de la reaccion de Maillard con un
sabor agradable y una alta capacidad antioxidante.

Proteina - — Interaccion promovida mediante fuerzas hidrofobicas después del
lipido desdoblamiento de las proteinas.

— Su manifestacion influye en la actividad y estabilidad emulsionante.

FUENTE: Chen et al. (2022); Yu et al. (2024)

En general, las interacciones entre los componentes de los alimentos varian mucho debido a
la complejidad de la matriz alimentaria. Analizar la microestructura es una forma de evaluar
la influencia del ultrasonido en las matrices alimentarias a base de proteinas (Chen et al.,
2022). Para ello, se disponen de varias técnicas, incluida la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), dicroismo circular (CD), espectroscopia de fluorescencia,
difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de barrido (SEM), entre otros (Yu et
al., 2024). Normalmente, la espectroscopia FTIR, CD y fluorescencia se utilizan para evaluar
cambios en la estructura secundaria de las proteinas, mientras que XRD y SEM se emplean
para analizar la conformacion de orden superior y la microestructura de la superficie de las
proteinas (Yu et al., 2024).
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2.4, PANES LIBRES DE GLUTEN

24.1. GLUTEN: APORTE TECNOLOGICO Y AFECCIONES RELACIONADAS

El gluten es una mezcla de fracciones proteicas, principalmente prolamina y glutelina,
presente en cereales como el trigo, el centeno y la cebada. Desde un enfoque tecnoldgico, el
gluten se define como una red viscoelastica tridimensional que confiere propiedades Unicas
a las masas de trigo en la panificacion (gran volumen, forma y textura) (Bender y
Schénlechner, 2020; Smidova y Rysova, 2022). La ingesta del gluten se ha relacionado con
una variedad de afecciones cuya incidencia ha ido en crecimiento en los Ultimos afios. Segin
el tipo de reaccion del organismo frente al gluten, estas afecciones se pueden clasificar en
tres tipos: alérgica (alergia al trigo), autoinmune (celiaquia, dermatitis, ataxia al gluten) e

inmunomediada (sensibilidad al gluten no celiaca) (Cabanillas, 2020).

La enfermedad celiaca, una de las méas conocidas entre ellas, es un trastorno crénico
autoinmune del intestino delgado inducido por la ingesta de gluten e influenciado por
factores genéticos y ambientales cuyas manifestaciones clinicas son principalmente
sintomas gastrointestinales (Di Liberto et al., 2020). Ante ello, una dieta libre de gluten es
el tratamiento fundamental para los pacientes con enfermedad celiaca y una opcion
recomendada para pacientes con otras afecciones relacionadas con la ingesta de gluten
debido a los potenciales efectos beneficiosos que sostendria en el tiempo (Cabanillas, 2020;
Di Liberto et al., 2020). A nivel comercial, la limitada gama de materias primas empleadas
en la produccién de alimentos libres de gluten conduce a formulaciones que carecen de
micronutrientes (minerales y vitaminas) y proteinas de alta calidad, y a su vez, sostienen una
alta densidad energética (Rybicka et al., 2019). Disefiar productos sin gluten sigue siendo un
desafio importante, tanto desde el punto de vista nutricional como, especialmente, desde el

punto de vista tecnologico (Smidova y Rysova, 2022).
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2.4.2. DESAFIOS Y ESTRATEGIAS PARA ABORDAR LA AUSENCIA DE
GLUTEN EN PANIFICADOS

El pan es un alimento base en la dieta diaria en muchos paises. En la produccion de panes
libres de gluten, la ausencia de este complejo de proteinas conlleva a masas menos viscosas,
cohesivas y elasticas, con alta permeabilidad al dioxido de carbono y dificultades para
mantener la estructura. Estas limitaciones se traducen en panes con un volumen reducido y
una miga propensa a desmoronarse, principalmente (Bender y Schénlechner, 2020; Siminiuc
y Turcanu, 2023; Smidova y Rysova, 2022). Para abordar estas dificultades, se han empleado
diversas estrategias las cual se pueden agrupar en dos enfoques (Figura 4): basado en el uso
de varios ingredientes o aditivos, y b) basado en tecnologias aplicadas en materias primas
(cereales y harinas), productos intermedios (masas), y procedimientos de coccion (horneado)

(Bender y Schonlechner, 2020; Siminiuc y Turcanu, 2023).

\ Enfoques para el desarrollo de productos sin gluten ‘

|
| |

Basado en los ingredientes Basado en la aplicacion de
de las formul‘aciones ‘ tecnologias
Hidrocoloides, fibras, ‘ ’
enzimas, emulsionantes, Materiales Procesamiento
entre otros aditivos e Germinacion en cereales e Técnicas innovadoras
e Extrusion en harinas de coccion

¢ Métodos de aireacion y
biotecnol6gicos en masas

Figura 4: Enfoques para el desarrollo de productos sin gluten
FUENTE: Adaptado de Bender y Schénlechner (2020); Siminiuc y Turcanu (2023)

El uso de formulaciones complejas basadas en harinas y almidones, entre otros ingredientes
como hidrocoloides, emulsionantes y proteinas (aisladas) para imitar las propiedades de la
red de gluten ha sido uno de los enfoques mas desarrollados (Siminiuc y Turcanu, 2023;
Waziiroh et al., 2022). Al respecto, existe una amplia gama de estudios que describen el uso
de diversos ingredientes y sus efectos. En la Tabla 3 se describe la funcién de los ingredientes

MAas comunes.
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Tabla 3: Ingredientes comunes en formulaciones de los panes libres de gluten

Ingrediente Ejemplos Funcion/efecto principal
Harinas libres  Harinas de arroz, - Ser sucedaneo a la harina de trigo.
de gluten maiz y yuca - Intervenir en la formacidn de estructura béasica
de la miga.

- Aportar textura a la miga.

Harinas libres ~ Harinas de granos - Aportar nutrientes como amino&cidos

de gluten andinos y legumbres  esenciales, fibras y minerales.

enriquecidas en - Incorporar proteinas a disponibilidad para la

proteinas formacién de masa.

Almidon Almidones de arroz, - Mejorar la estabilidad de la masa a través de
papa, maiz y yuca. una estructura permeable a los gases.

- Retener humedad para mantener la frescura del

pan.

Hidrocoloides HPMC - Ser agentes espesantes o estabilizadores de

Goma xantana masa.

Goma guar - Aumentar la viscosidad favoreciendo

Goma de tara interacciones entre el almidon y las proteinas.
Ingredientes Albumina - Sustituir la funcionalidad del gluten
proteicos Concentrados o - Fortalecer de las propiedades viscoelasticas de

aislados vegetales la masa
Grasas y Margarina - Estabilizar las células de gas en la masa
emulsionantes  Aceite durante la fermentacion.

- Actuar como lubricante en la masa para
disminuir su resistencia al mezclado.
- Retrasar la gelatinizacion del almidén y

aumenta el tiempo de expansion del pan.

FUENTE: Luna-Mercado y Repo-Carrasco-Valencia (2021); Mir et al. (2016); Smidova y Rysové
(2022); Vidaurre-Ruiz et al. (2021); Waziiroh et al. (2022)

Un ingrediente crucial para la calidad de panes sin gluten son los hidrocoloides. Estos
compuestos cuando entran en contacto con agua se hinchan y forman un gel. Al exponerse

al calor, este gel espesa la masa y forma paredes de burbujas de gas, evitando la pérdida de
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gas liberado durante el batido. Después del horneado, los hidrocoloides estabilizan la
estructura de la miga, retienen el agua y previenen la rapida retrogradacion del almidon.
Debido a su alta capacidad de union de agua, las formulaciones con hidrocoloides contienen
dosis mas altas de agua (Smidova y Rysova, 2022; Vidaurre-Ruiz et al., 2019). El efecto de
los hidrocoloides sobre una matriz sin gluten se encuentra modulado por factores como su
estructura quimica, el nivel de dosificacion y la interaccion con otros componentes, entre los
mas influyentes (Vidaurre-Ruiz et al., 2019). Existen diversas fuentes de hidrocoloides
empleados en la preparacién de productos de panaderia sin gluten: gomas vegetales (goma
guar, goma garrofin, goma ardbiga, goma de tara, algarroba, goma konjac), betaglucanos,
pentosanos y arabinoxilanos, derivados de celulosa (metilcelulosa MC, carboximetilcelulosa
CMC, hidroxipropilmetilcelulosa HPMC), y polisacaridos de algas (agar, carragenanos) se
(Bender y Schonlechner, 2020).

El uso de tecnologias es un enfoque innovador para mejorar la calidad de los panificados
libres de gluten. Particularmente, las tecnologias de coccién no convencionales vienen
ganando mayor protagonismo en el campo de la panificacion (Waziiroh et al., 2022).
Algunas de las ventajas atractivas incluyen menores costos y tiempos de procesamiento, y
su potencial de conservar o mejorar las propiedades del pan (Bender y Schonlechner, 2020).
Entre estas tecnologias se encuentra el calentamiento por microondas, infrarrojos, hibrido y
el calentamiento 6hmico (Smidova y Rysova, 2022). En particular, el calentamiento hibrido
mediante horneado con microondas infrarrojos ha superado las limitaciones propias de cada
técnica permitiendo obtener panes de calidad aceptable (Smidova y Rysova, 2022). Respecto
al calentamiento 6hmico, es uno de los enfoques tecnoldgicos mas recientes; por tal motivo,
solo unos pocos estudios han informado con éxito el uso de esta técnica mediante una mejora
significativa en el volumen del pan y las propiedades de la miga (Bender y Schdnlechner,
2020; Waziiroh et al., 2022).
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IIl. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizé en los laboratorios de investigacion de la Facultad de
Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), el Centro
de Investigacion e Innovacién de Productos Derivados de Cultivos Andinos (CIINCA)
ubicado en el Instituto de Desarrollo Agroindustrial (INDDA), y el Laboratorio de
Investigacion en Funcionalidad y Tecnologia de Alimentos (LIFTA) en la Universidad
Nacional de Quilmes. El periodo de ejecucion se llevo a cabo entre junio del 2023 y abril
del 2024.

3.2. MATERIAS PRIMAS E INSUMOS

3.21. MATERIA PRIMA

Granos de tarwi (Lupinus mutabilis S.) desamargados y deshidratados provenientes de la
Cooperativa La Perla de los Andes, ubicada en el distrito de Caraz, provincia de Huaylas,

departamento de Ancash.

3.2.2.  INSUMOS

— Harina de arroz (Costefio, Peru).

— Almiddn de papa (Aro, Perq).

— Azlcar blanca (Dulcefina, Per0).

— Levadura seca instantanea (Saccharomyces cerevisiae) (Mauripan, Espafa).

— Goma xantana (Frutaron, Peru).



3.3.

3.3.1.

Sal yodada (Emsal, Per0).
Aceite vegetal (Basso, Uruguay).

Agua de mesa (Cielo, Peru).

MATERIALES, REACCTIVOS Y EQUIPOS

MATERIALES

Balones de digestion Kjeldahl.

Bolsas ziploc.

Campana desecadora.

Cuchillo.

Crisoles.

Embudo Biichner.

Envases de vidrio y &mbar.

Fiolas de 100 mL.

Guantes de nitrilo.

Material de vidrio: Kitassato, probeta.
Moldes de pan.

Papel filtro Whatman (analisis de fibra).
Papel toalla.

Pipetas Pasteur.

Pinzas.

Plancha de calentamiento.

Probetas de 100 mL.

Recipientes y utensilios metalicos.
Tamiz N°100 (150 micras).

Tubos de extraccion de grasa (Mojonnier).
Tubos Falcon 15y 50 mL.

Vasos de precipitado de 100 mL, 250 mL, 600 mL y 1 L.
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3.3.2.

REACTIVOS

2-propanol A.R. (CDH, India).

Acido sulfarico (JT Backer, Paises Bajos).
Eter de petréleo (CDH, India).

Hidroxido de sodio (Spectrum, USA).

Para analisis de proteinas por el método de Kjeldajl:

3.3.3.

Catalizador CuS0O4.5H20:K2504:1:300.
Solucién de acido bérico al 4 % con indicador.

Solucioén indicadora de rojo de metilo/verde de bromocresol.

EQUIPQOS

Agitador magnético digital con calefaccién (MS-H340-S4, Dlab, Pert).
Agitador vortex (Vortex 2, IKA, Ecuador).

Analizador Rapido de Viscosidad (RVA 4500, Perten Instruments, Australia).
Analizador Zetasizer Nano ZSP (ZEN 5600, Malvern Instruments, Reino Unido).
Balanza analitica (PX 224, OHAUS, EE. UU.).

Balanza de humedad (MB45, OHAUS, EE. UU.).

Balanza digital (TA-300, OHAUS, EE. UU.).

Batidora (FZ 6810B, Finezza, Per0).

Estufa incubadora (IB100, Fravill, Perq).

Camara termografica (C5, FLIR, Estonia).

Centrifuga con refrigeracion (SL 40R, Thermo Scientific, EE. UU.).
Colorimetro digital (CR-400, Konica Minolta, Japon).

Destilador para determinar Nitrégeno (UDK 129, Velp Scientifica, Italia).
Equipo Soxhlet (Gerhardt, Francia).

Espectrofotometro UV-VIS (Genesys 150, Thermo Scientific, EE. UU.).
Homogeneizador de alta velocidad (T25, IKA, Ecuador)

Horno eléctrico (EOCC24T7MQS, Electrolux, Suecia).

Horno mufla (MR 170, Heraeus, Alemania).
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—  Impresora-escaner (Pixma MG-2550, Cannon, Japén).

— Medidor de actividad de agua (Modelo 4TE, Aqualab, EE. UU.).

— Medidor de volumen topogréafico (BVM-6610, Perten Instruments, Suecia).
— Molino de rotor (SR 300, Retsch, Alemania).

— Molino (A10 basic, IKA, Ecuador).

— Placa calefactora de 4 series (Gerhardt, Francia).

— Potenciometro (PH 9500, Apera instruments, EE. UU.).

— Prensa-expeller (CA 59 G, KOMET, Alemania).

—  Procesador ultrasénico (VC-505, Sonics & Materials Inc, EE. UU.).
—  Termdmetro de termopar tipo K (DTM-507, Tecpel, Taiwan).

—  Texturémetro (Modelo 3365, Instron, EE. UU.).

3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.4.1. OBTENCION DE OKARAS DE TARWI

Las okaras de tarwi, control (OK) y sonicada (OKS), fueron preparadas basandose el
procedimiento propuesto por Moscoso-Ospina et al. (2023). El flujo de proceso (Figura 5)
puede dividirse en 3 etapas, segun el tipo de producto obtenido en cada una. Estas etapas
son: 1) obtencidn de harina desengrasada, 2) recuperacion de okara himeda de tarwi como

residuo de extraccién de proteinas (Ver Anexo 1), y 3) acondicionamiento de okara de tarwi.

a. Etapa 1: Obtencion de harina desengrasada

— Molienda: Los granos de tarwi enteros (desamargados y deshidratados) fueron
triturados en un molino manual para reducir su tamafio de particula.

— Hidratacion: Primero, se determino la humedad inicial de la muestra triturada. En
base a ella, se calculd la cantidad de agua requerida para hidratar la muestra y elevar
su valor a 13 % (condicion de humedad deseada para el expeller). El agua se
adiciono a través de un pulverizador a la muestra esparcida en bandejas. Después

de 24 horas, se verificé el cambio a la humedad deseada.
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Prensado: La muestra hidratada se procesé a través de la prensa expeller. Los
parametros empleados fueron 70 °C, 20 rpm y boquilla D8, los cuales se adoptaron
del trabajo de Pascual-Chagman et al. (2021) para obtencion de aceite de tarwi. El
rendimiento de aceite extraccion resulté igual a 14 %, en promedio.

Molienda y tamizado: La torta desengrasada se tritur6 manualmente y luego en

una licuadora, antes de su molienda a 0,75 mm para su transformacion en harina.

Etapa 2: Recuperacion de okara humeda de tarwi como resido de extraccion

de proteinas

Disolucion y alcalinizacion: La harina desengrasada se disolvio en agua
(proporcion 1:11 p/p) y agité suavemente durante un minuto. La dispersion formada
se llevd a pH 9,0 con una solucion de NaOH 5 M, bajo constante agitacion.
Homogeneizacion: La dispersion alcalinizada se agito6 en caliente a 60 °C durante
30 minutos. Luego, se dejé en reposo para enfriar por 5 minutos.

Centrifugacion: La dispersion se repartio en tubos de centrifuga de 50 mL y coloco
en los cestos correspondientes. La centrifugacion se llevé a cabo a una velocidad
de 4400 xg, por 15 minutos y a 4 °C. Finalmente, los tubos fueron decantados y el

precipitado obtenido represento la okara hiumeda.

Etapa 3: Acondicionamiento de okara de tarwi

Solo para el caso de la obtencion de okara de tarwi sonicada (OKS), se realizo la
aplicacion del ultrasonido durante el proceso. La descripcion de este tratamiento se
desarrolla en la Seccion 3.4.1.a. Luego, se continud con las siguientes operaciones.
Disolucion y centrifugacion: La okara hiumeda recolectada se disolvié en agua
(1:2 p/p) y centrifugo bajo las mismas condiciones anteriores (4400 xg, 15 min, 4
°C). Ambas operaciones se repitieron una vez mas con el precipitado recuperado.

Remojo y centrifugacion: El precipitado lavado se remoj6 en alcohol isopropilico
(proporcién 1:1 p/p) durante 1,5 horas y luego se centrifugd. El precipitado
obtenido se remojé una segunda vez en alcohol isopropilico durante 30 minutos y

se centrifugo.
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— Secado: El precipitado finalmente recuperado tras los lavados con agua y remojo
en isopropilico se deshidratd en una estufa a 40 °C.

— Molienday tamizado: El producto seco fue molido y tamizado a un tamafio de 150
pum. Para su almacenamiento, se conservo en frascos de vidrio en un ambiente

fresco y sin exposicion a la luz.

3.4.2.  APLICACION DEL ULTRASONIDO PARA LA OBTENCION DE OKARA
DE TARWI SONICADA (OKS)

La aplicacion del ultrasonido se realizé sobre una dispersion de okara fresca en agua (1:3
p/p). El equipo empleado se tratdé de un homogeneizador ultrasénico Vibra Cell VC-505
(Sonics & Materials Inc, Newtown, EE. UU.) de tipo monofrecuencia (20 kHz) y con una
sonda estandar (12.5 mm de didmetro). Los parametros de operacién incluyeron un tiempo
de 10 minutos efectivos con un pulso de 10 segundos encendido y 10 segundos apagado. La
potencia de salida se ajusté con una amplitud del 40 %, en base al trabajo de referencia de
Moscoso-Ospina et al. (2023). El volumen de la muestra se mantuvo constante (200 mL) en
un vaso de 250 mL. La sonda se introdujo en la muestra a una distancia respecto a la base
del vaso de precipitado igual a 4 cm aproximadamente. Adicionalmente, se coloc6 un bafio
de hielo alrededor de la muestra para atenuar la elevacion de temperatura durante la
sonicacion. Al inicio y final del proceso, se midi6 la temperatura con una camara
termografica para validar este efecto. La Figura 6 muestra un esquema del sistema de trabajo

en el tratamiento de ultrasonido.

Sonda sumergida
3/4 partes

Muestra de
volumen constante

Baro de
agua helada

Figura 5: Esquema del sistema de trabajo en el tratamiento de ultrasonido
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Granos de tarwi acondicionados

| MOLIENDA |
| HIDRA"I'ACION | Humedad: 13 %
20 rpm, 70°C | PREN‘SADO > Aceite crudo
| MOLIENDA \‘( TAMIZADO |
Harina desengrasada
Agua—> | DISOL‘UCION | 1:11 harina / agua (p/p)
NaOH 5 M, pH 9 | ALCALIN‘IZACION |
60 °C, 30 min | HOMOGEI\‘IEIZACION |

|

CENTRIFUGACION

Fraccién insoluble

4400 xg, 4 °C,15 min ’ |» Sobrenadante

— Sobrenadante

— Sobrenadante

— Sobrenadante

— Sobrenadante

(Okara himeda)
1:2(p) |  DISOLUCION | 13 (plp) | DISOLUCION
40 %, 10 min -
10" o 110 off SONICACION
4400 xg £ 4400 xg <
4°C15min | CENTRIFUGACION > Sobrenadante 4°C.15 min CENTRIFUGACION
12(p/p) | DISOLUCION 12 (plp) | DISOLUCION
4400 xg : 4400 xg -
4°C15min | CENTRIFUGACION > Sobrenadante 4°C.15 min CENTRIFUGACION
Isopropanol Isopropanol
1:1 (p/p)—f REN;O‘]O 1:1 (p/p)—> REM|OJO
4 004;‘2?“*9 CENTRIFUGACION > Sobrenadante CENTRIFUGACION
, in
Isopropanol Isopropanol
1:1 (p/p)— REN;OJO 1:1 (p/p)> REM?JO
4oe2X0 | CENTRIFUGACION  |> Sobrenadante CENTRIFUGACION
y min
40°C SECADO 40 °C SECADO
- MOLIENDA Y 150 um MOLIENDA Y
H TAMIZADO H TAMIZADO

Okara de tarwi control
(OK)

Okara de tarwi sonicada
(OKS)

Figura 6: Flujo de operaciones para la obtencion de okaras de tarwi (OK y

OKS)



a. Caracterizacion del campo ultrasénico

La potencia de ultrasonido se midié mediante ensayos calorimétricos basado en la
metodologia de (Galvdo et al., 2024). Para ello, se dispuso de un sistema de trabajo
conformado por un vaso de 250 mL como recipiente de muestra con las paredes cubiertas
por espuma de poliestireno para minimizar las perdidas por calor (aislamiento téermico), un
volumen de agua de 200 mL como muestra, un termémetro de termopar tipo K (DTM-507,
Tecpel, Taiwan) y el homogeneizador ultrasonico dispuesto dentro de una cabina de sonido
(aislamiento acustico). A fin de evidenciar los aumentos de temperatura, no se coloco un
bafio de agua helada alrededor de la muestra. El termopar se dispuso junto a la punta del
sonotrodo, y ambos se sumergieron hasta el centro de la muestra. La temperatura se registro
a intervalos de 1 segundo durante el tiempo total de sonicacion (20 minutos) bajo los
parametros de operacion establecidos en anteriormente (Seccion 3.4.2.). El ensayo se realiz6
por triplicado. La potencia acustica (P) se calculé mediante la Ecuacion 1. Cabe mencionar
que este método asume que el sistema no tiene pérdidas de energia en forma de calor.

Potencia actistica (W) = m = Cj, * (%) 1)

Donde: Cp es la capacidad calorifica del solvente (J/kg °C); m, la masa del solvente utilizado

(kg) y dT/dt, la pendiente de la temperatura registrada— curva de tiempo.

Posteriormente, la intensidad del ultrasonido y la densidad energética se determinaron a

partir de la potencia acustica utilizando las Ecuaciones 2 y 3, respectivamente.

__ 4xPotencia acustica

Intensidad del ultrasonido (W/cm?) = )

m*D2

. N Potencia actisti
Densidad energética (W/cm?3) = w (3)

Donde: D es el diametro de la sonda (cm) y V es el volumen de solucion de muestra (cm?).

27



3.4.3. ELABORACION DE PANES LIBRES DE GLUTEN

La formulacion base de pan libre de gluten utilizada en esta investigacion consistio en una
adaptacion de los trabajos de Bird et al. (2017) y Vidaurre-Ruiz et al. (2019). Las
formulaciones de los panes libres de gluten empleadas para la evaluacion del efecto de la
adicion de las okaras de tarwi (OK y OKS) se indican en la Tabla 4. Respecto a la
formulacién control, cabe mencionar que, inicialmente se ensayé sin la adicién de goma
xantana. Sin embargo, esta mezcla produjo un batido inestable y de baja consistencia, donde
las burbujas de aire se fusionaron en una sola, manifestandose como un agujero en el centro
al interior de los moldes de pan horneados. Bajo esta condicion, no fue posible la toma de
muestra de pan para los analisis de caracterizacion; por lo tanto, se descartd entre los

tratamientos a evaluar.

Tabla 4: Formulaciones de los tratamientos de panes libres de gluten

Ingrediente Formulaciones
Control OK3  OK5 OKS3 OKS5
Harina de arroz (%) 50 50 50 50 50
Almidon de papa (%) 50 50 50 50 50
Goma xantana (%) 0.5 0 0 0 0
OK (%) 0 3 5 0 0
OKS (%) 0 0 0 3 5
Aceite (%) 6 6 6 6 6
Azucar (%) 3 3 3 3 3
Levadura (%) 2 2 2 2 2
Sal (%) 2 2 2 2 2
Agua (%) 77 77 77 77 77

El procedimiento de elaboracion de los panes libres de gluten se presenta en la Figura 7. Las

operaciones del proceso se describen a continuacion:
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Harina de arroz Almidon de papa

| |

GX/ OKT/ OKT-S

>| MEZCLADO | 6: 1 min
Sal
Agua
Azlcar )
Levadura > ‘ AMASADO ‘ 0: 3 min
Aceite
| DIVISION |
FERMENTACION g g’g mCin
HORNEADO g gg?mg
T: Ambiente
ENFRIAMIENTO T

Pan libre de gluten

Figura 7: Flujo de elaboracion de los panes libres de gluten
FUENTE: Vidaurre-Ruiz et al. (2019)

Mezclado: Los ingredientes secos como harina de arroz, almidén de papa, sal y
aditivo mejorador (goma xantana u okaras de tarwi), previamente pesados, se
mezclaron en la batidora a baja velocidad (400 rpm) por 1 minuto.

Amasado: La levadura empleada, de tipo seca instantanea, no necesité activacion
previa; por lo tanto, solo se disolvi6 en agua y azUcar, y afiadié directamente a la
mezcla anterior. El amasado se realiz6 en la misma batidora a velocidad intermedia
(600 rpm). Despues de 2 minutos, se agrego el aceite y se continudé amasando hasta
completar el tiempo total de 3 minutos.

Divisién: El batido se dividi6 en los moldes previamente engrasados y pesados. La
cantidad de batido en cada molde fue de aproximadamente 200 g.

Fermentacion: Los moldes con los batidos se dispusieron dentro de la estufa
incubadora acondicionada a 30 °C durante 30 minutos. En este periodo, los batidos
se expandieron gradualmente en altura.

Horneado: Completado el tiempo de fermentacién, los moldes se colocaron en el

horno eléctrico precalentado a 200 °C. La coccidn se realiz6 por 50 minutos.
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- Enfriado: Los panes se mantuvieron en su respectivo molde a temperatura
ambiente para su enfriamiento. Después de 24 horas, se desmoldaron para ser

evaluados segun los analisis respectivos.

3.5. METODOS DE ANALISIS

35.1. CARACTERIZACION DE LAS OKARAS DE TARWI

a. Composicion proximal

La composicién proximal de las okaras de tarwi (OK y OKS) se analizd segun los métodos
estandar aprobados en la directriz AOAC 212 Edicion (2019). Los procedimientos empleados
incluyeron el método gravimétrico para el contenido de humedad (AOAC 934.01), el método
Kjeldahl para el contenido de proteina (AOAC 920.87), el método de extraccion Soxhlet
para el contenido de grasa (AOAC 920.39), el método de incineracion para el contenido de
ceniza (AOAC 923.03) y el método de digestion &cida para el contenido de fibra cruda
(AOAC 962.09). Los carbohidratos se calcularon por diferencia. El factor de conversion de
nitrégeno utilizado para el célculo del contenido de proteina (N x 5,4) fue propuesto por
Czubinski et al. (2021), considerando la proporcion de compuestos nitrogenados no
proteicos presentes en los lupinos. Los analisis se realizaron por triplicado para cada

tratamiento de okara de tarwi.

b. Potencial zeta

El potencial zeta de las dispersiones de okara de tarwi se determinaron a 25 + 2 °C con un
analizador Zetasizer Nano ZSP (ZEN 5600, Malvern Instruments, Reino Unido) a pH 7. Los
indices de refraccion fueron 1,54 y 1,33 para las okaras y agua, respectivamente. Para las
mediciones, las okaras se diluyeron (1:40 v/v) con agua desionizada (Lo et al., 2022). El
analisis se realiz0 por triplicado para cada tratamiento de okara de tarwi.
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3.5.2. PROPIEDADES TECNOFUNCIONALES DE LAS OKARAS DE TARWI

a. Capacidad de absorcion de agua (CAA)

Para determinar esta propiedad, se pesaron 0,5 g de okara de tarwi en un tubo de centrifuga
de 15 mL y luego se adiciond 10 mL de agua destilada. La mezcla se agit6 por 5 minutos y
posteriormente se centrifugd a 4400 xg durante 10 minutos. El sobrenadante se decantd y se
peso el sedimento restante (Aussanasuwannakul et al., 2023). El resultado se obtuvo con la
Ecuacién 4 y fue expresado en g de agua/g de muestra. El analisis se realizo por triplicado

para cada tratamiento de okara.

__ Pesodelamuestra después decantar — Peso inicial de la muestra
CAA (g/g) - Peso incial de la muestra (4)
b. Capacidad de absorcion de aceite (CAAC)

Para determinar esta propiedad, se pesé 1 g de okara de tarwi en un tubo de centrifuga de 15
mL y luego se adiciond 10 mL de aceite de girasol. La mezcla se agit6 por 5 minutos y dejé
reposar durante 30 minutos. Despueés, se centrifugé a 4400 xg durante 25 minutos. El
sobrenadante se decant0 y se peso el sedimento restante (Aussanasuwannakul et al., 2023).
El resultado se obtuvo con la Ecuacion 5y fue expresado en g de aceite/g de muestra. El

analisis se realizo por triplicado para cada tratamiento de okara.

__ Pesodelamuestra después decantar — Peso inicial de la muestra
CAAC (g/g) - Peso incial de la muestra (5)
C. Capacidad de hinchamiento (CH)

Esta propiedad refleja la capacidad de aumentar el volumen de un material en presencia de
un exceso de agua. Para ello, se pesaron 0,5 g de okara de tarwi y afiadieron 6 mL de agua
destilada. La solucién se agitdé por 5 minutos y luego se dejo reposar durante 24 horas a
temperatura ambiente (Ostermann-Porcel et al., 2017). El volumen final de la muestra se
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midié en mililitros. El resultado se obtuvo con la Ecuacién 6 y fue expresado en mL de

agua/g de muestra. El analisis se realizé por triplicado para cada tratamiento de okara.

Volumen final de la muestra
CH (mL/g) ~ Peso incial de la muestra (6)
d. indice de actividad y estabilidad emulsionante

El indice de actividad emulsionante (IAE) se determind segun el método propuesto por Lian
et al. (2020). El procedimiento inici6 con la preparacion de una mezcla de 1,25 g de okara
de tarwi, 10 mL de aceite de girasol y 10 mL de agua destilada en un tubo de centrifuga de
50 mL. Esta mezcla se homogeneizé en un equipo ultraturrax (T25, IKA, Ecuador) a alta
velocidad (2000 rpm) durante 1 minuto. La emulsion formada se diluyd con agua destilada
en una fiola de 10 mL (FD 250). La densidad 6ptica de la emulsion diluida (OD) se midio
en el espectrofotdmetro UV-VIS (Genesys 150, Thermo Scientific, EE. UU.) a 500 nm. El
fundamento de este método relaciona la densidad éptica de las emulsiones diluidas con el
area interfacial de las peliculas de proteinas que rodean las gotas de aceite emulsionadas
(Pearce & Kinsella, 1978). El resultado se obtuvo con la Ecuacion 7 y fue expresado en m?/g

de muestra. El analisis se realizo por triplicado para cada tratamiento de okara.

4,606 x OD

IAE (m?/g) = CxVFx 1000

x DF @)

Donde: C es la concentracion (g/mL) de la muestra en agua destilada antes de la
emulsificacion, VF es la fraccion volumétrica de aceite (0.5) y DF es el factor de dilucion
(250).
. y_ OD
ISE (min) = op_op. " 10 (8)
Para determinar el indice de estabilidad emulsionante, se realiz6 una segunda lectura de OD
a los 10 minutos (OD1o). El resultado se obtuvo con la Ecuacion 8 y fue expresado en min.

El andlisis se realiz6 por triplicado para cada tratamiento de okara.
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3.5.3. ANALISIS DE LOS BATIDOS DE PANES LIBRES DE GLUTEN

a. Propiedades de pasta

Las propiedades de pasta de los batidos (sin levadura, ni aceite) se evaluaron segin el método
AACC 76-21.01 (2010) con un analizador rapido de viscosidad (RVA 4500, Perten
Instruments, Australia). Inicialmente, se determind la humedad de la muestra (13 % en
promedio) y con el dato obtenido se calcul6 el peso del agua (25 mL aprox.) y la cantidad
de muestra a analizar (3,5 g aprox.). Ambos ingredientes se pesaron por separado y luego se
mezclaron en un recipiente cilindrico de metal. El recipiente fue colocado en el equipo junto
a una paleta. La configuracion de la prueba se realizd en el software Thermocline para
Windows (TCW) v3, propio del equipo, donde se selecciono el programa de 13 minutos.
Este programa comprendio tres etapas diferenciadas: (1) un periodo de calentamiento desde
50 °C hasta 95 °C, (2) un periodo isotérmico a 95 °C, y finalmente (3) un periodo de
enfriamiento desde 95 °C hasta 50 °C. Durante todo el proceso la muestra fue sometida a
agitacion constante de 160 rpm. De la grafica obtenida, se identificaron los valores de:
Viscosidad pico (np,), viscosidad minima (nyn), Viscosidad de descomposicion (Nguiebre):

viscosidad final (n¢) y viscosidad de retrogradacion (Myetrog)- Las pruebas se realizaron por

triplicado para cada formulacion.

b. Modelamiento del perfil de viscosidad

Los datos obtenidos a partir de la curva de viscosidad se analizaron mediante el modelo
matematico propuesto por Vidaurre-Ruiz et al. (2024), a fin de lograr una mayor compresion
sobre la influencia de las okaras de tarwi en el comportaron las matrices de los batidos
durante el analisis viscoamilogréfico. Este modelo divide el perfil de viscosidad en tres
secciones que hacen referencia a los procesos consecutivos de gelatinizacion,
descomposicion y retrogradacion (Figura 8). La primera parte de la curva comprende la

region desde el inicio hastan, y considera la ecuacion de Hill modificada (Ecuacion 9) para

su modelamiento.

n@) = 2 9)

RS+tS
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Donde: n(t) es la viscosidad en funcién del tiempo (t) (min), R es el tiempo necesario para

alcanzar el 50% de la viscosidad méaximay S es la velocidad de hinchamiento del almiddn.
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Figura 8: Diagrama de la curva de viscosidad y su division por etapas
FUENTE: Vidaurre-Ruiz et al. (2024)

La segunda y tercera parte de la curva se delimitan con N, Y 15, incluyen la ecuacion de

Gompertz (Ecuacién 10 y 11) para su modelamiento.

N = np — Ajexp{—exp[-B;(t — C)[} (10)

N(t) = Nmin — Azexp{—exp[—B,(t — C;)]} (11)

Donde:

A, es la diferencia entre 1, — Nmin

A, es la diferencia entre N — Nmin

B, es la tasa de disminucion relativa de la viscosidad en el momento C,
B, es la tasa de crecimiento relativa de la viscosidad en el momento C,
C, es el momento en que la tasa de disminucion es maxima

C, es el momento en que la tasa de crecimiento es maxima
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Asimismo, a partir de los coeficientes obtenidos en la Ecuacién de Gompertz, se calcularon
los parametros cinéticos como el tiempo de desfase (Ecuacion 12) y la tasa maxima de

declive o crecimiento (Ecuacién 13) de las secciones 2 'y 3 de la curva.

. 1 :
Tiempo de retardo (A; 52) = C1 02 — -—, enmin (12)
102
P . .. B * A
Tasa maxima de declive o crecimiento (Upsx102) = %, en Pa.s (13)

Donde: subindices 1 y 2 corresponde a la seccién 2 (descomposicion) y 3 (retrogradacion)

de la curva, respectivamente.

Finalmente, se estimaron los indices de consistencia reomalaxico (unidades Pa.s?) generados
durante la gelatinizacion (K rheol), descomposicién (K rheo2) y retrogradacion (K rheo3),
como las areas bajo la curva de cada seccion. ElI modelo de Vidaurre-Ruiz et al. (2024)
propone estos tres nuevos indices para expresar el cambio de consistencia de la pasta debido

a los cambios estructurales del almidén.

C. Propiedades de textura

El perfil de textura de los batidos (sin levadura) se analiz6 en un texturémetro universal
(Modelo 3365, Instron, EE. UU.) utilizando una celda Back Extrusion (cilindro de 50 mm
de didmetro y 70 mm de altura) y un embolo de 42 mm de diametro. La prueba se realizd
segun el procedimiento descrito por Vidaurre-Ruiz et al. (2021). La celda se lleno
completamente con el batido a evaluar, el cual fue preparado en el momento de la medicion.
Durante la prueba, el émbolo penetrd la muestra hasta un 50 % a una velocidad de 60
mm/min y una precarga de 10 gf; luego el émbolo regresé a su posicion inicial a la misma
velocidad. A partir de la curva obtenida (Figura 9), se extrajeron los datos para ser
procesados en el software “Back Extrusion Analyzer 1.1v” desarrollado y reportado por
Vidaurre (2020). Los parametros texturales calculados fueron: firmeza (fuerza méxima; en
N), consistencia (area positiva de la curva; en N.s), cohesividad (valor minimo de la curva;
en N), indice de viscosidad (area negativa de la curva en; N.s). Las pruebas se realizaron por

quintuplicado para cada formulacion.
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Figura 9: Perfil de textura de la prueba de Back Extrusion

3.5.4. ANALISIS DE LOS PANES LIBRES DE GLUTEN

Las muestras para estos andlisis se obtuvieron de los panes de molde libres de gluten
reposados 24 horas después su coccion. El desarrollo de los andlisis se realizo segun la
secuencia propuesta en esta seccion, la cual consider6 aplicar las pruebas destructivas al final

con el proposito de optimizar la cantidad total de muestra requerida.

a. Pérdida por horneado

La pérdida por horneado se obtuvo como la diferencia entre el peso del batido y el peso del
producto horneado (Vidaurre-Ruiz et al., 2019). El resultado se obtuvo con la Ecuacion 14

y fue expresado en % de muestra. El analisis se realizé por triplicado para cada formulacion.

L 1s Peso de la masa — Peso del pan después del enfriamiento
Pérdida por horneado (%) = P P * 100 (14)

Peso del pan después del enfriamiento
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b. Volumen especifico del pan

El volumen del pan se determino con el equipo medidor de volumen (BVM-6610, Perten
Instruments, Suecia), el cual se basa en el uso de topografia laser para modelar digitalmente
una muestra y calcular asi su volumen (mL). EI volumen especifico se estimé dividiendo el
volumen del pan entre el peso de la pieza entera (Vidaurre-Ruiz et al., 2019). El resultado se

expresd en mL/g. El analisis se realizé por triplicado para cada formulacion.

C. Estructura alveolar de la miga

El analisis se desarrolld6 segun el método propuesto por Vidaurre-Ruiz et al. (2019).
Inicialmente, se obtuvieron las imagenes digitales de las rebanadas de pan mediante una
impresora-escaner (MG3610, Canon, Japon) a una resolucion de 600 dpi. Después, las
iméagenes se procesaron en el software ImageJ 1.51j8 (National Institutes of Health, EE.
UU.). En este procesamiento, las iméagenes se escalaron en cm, luego se extrajeron zonas
cuadras de 4 cm de lado, las cuales fueron convertidas a 8 bit y binarizadas. El analisis de
particula en las imagenes procesadas considerd aquellas de forma eliptica. La estructura
alveolar de la miga se describi¢ a través de 3 parametros: la fraccion de vacio (%), densidad

alveolar (nimero de alvéolos/cm?), y el area alveolar promedio (mm?).

d. Color de la miga y la corteza

Los parametros de color correspondientes al sistema CIE-L*a*b* (L: Luminosidad, a*:
variacion de rojo a verde, y b*: variacion de amarillo a azul) se midieron con un colorimetro
digital (CR-400, Konica Minolta). Las muestras miga se obtuvieron como rebanadas del
centro del pan y para corteza, se tomo lectura de la parte superior del pan (Correa et al.,

2021). Los analisis se realizaron por quintuplicado para cada formulacion.

La intensidad del tono marron en la corteza y miga de pan se expreso a través del indice de

pardeamiento (Correa et al., 2021), el cual se calcul6 con la Ecuacion 9.
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a*+1,75L
5,645 L+a*—3,012 b*

IP = 100 x -0,31|/0,172 9)
I )-031]

e. Actividad de agua de la miga

La actividad de agua de la miga se determiné a 20 °C utilizando el medidor de actividad de
agua (Modelo 4TE, Aqualab, EE. UU.). Primero, se obtuvo una porcion de miga del centro
del pan (10 g aprox.) y se desmenuzé con el fin de aumentar la superficie de exposicion
durante el andlisis. La miga desmenuzada se distribuyd de manera uniforme dentro de un
pequefio recipiente de plastico propio del equipo. Luego, éste se colocd en la camara de
medicion del equipo para iniciar la lectura. El tiempo de lectura consistio en el necesario
para calibrar la temperatura del equipo y muestra (Correa et al., 2021). El analisis se realizé

por triplicado para cada formulacion.

f. Analisis del perfil de textura de la miga

El analisis se desarrollo segun el procedimiento descrito por Vidaurre-Ruiz et al. (2019). Las
muestras se obtuvieron en forma de cilindro (2,5 cm de diametro y 2,5 cm de altura) extraido
de rodajas de la parte central del pan. La prueba se realizd en el texturémetro universal
Instron (Modelo 3365, Instron, EE. UU.), a una velocidad de 60 mm/min para comprimir la
miga al 50 % de su altura original. Durante la prueba, se aplico fuerza de compresion en dos
momentos. De la curva obtenida, se determinaron los siguientes parametros: dureza (N),
cohesividad, elasticidad y masticabilidad (N). EI andlisis se realizé por quintuplicado para

cada formulacioén.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL
El experimento se dividio en tres etapas entre los cuales se distribuyen los andlisis de la

Seccion 3.5. En la Tabla 5 se presenta un esquema de la secuencia de la metodologia

experimental.
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Tabla 5: Disefio experimental de la investigacion

Etapa Obtencidn de okaras de tarwi Preparacion de formulaciones Elaboracion de panes libres de gluten
Principales Materia prima Obtencién de . o Preparacion de Fermentacion Enfriamiento de los
. S . Post-tratamiento Caracterizacion -
operaciones acondicionada okara himeda batidos y horneado productos
Control
OK3 = = »
o]
. Harina de tarwi OKS " = >
Tratamientos .
desengrasada
OKS3 - - >
= »> OKS{
OKS5 . . >
. Condicionesde | « Tiempo de « Pardmetros - Pesado de ingredientes . Velocidad . Temperatura - Tiempo de reposo
| extraccion de homogeneizacion del « Tiempo « Tiempo
Controles aceite « pH de extraccion ultrasonido
alcalina
. Composicion | . Perfil de viscosidad - Perfil de textura - Pérdida de horneado
. CAA « Volumen especifico
. « CAAC . Color
Anélisis . IAE/ISE . Aw
. CH . TPA
- Estructura alveolar




3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se desarrollaron en el Statgraphics Centurion 19, e incluyeron el
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion multiple de Tukey. El efecto del
ultrasonido sobre las propiedades de la okara de tarwi se evalud a través de un disefio de
experimentos completamente al azar (DCA) con 2 tratamientos, los cuales corresponden a
los dos tipos de okaras de tarwi (OK y OKS) (Ver Anexo 2). De manera similar, el efecto de
la adicion de okaras sobre las propiedades de los batidos y los panes de molde libre de gluten
se evalud a través de un disefio de experimentos completamente al azar (DCA) con 5
tratamientos, los cuales corresponden a las formulaciones experimentales consideradas en la
metodologia (Control, OK3, OK5, OKS3, OKS5) (Ver Anexo 3).

40



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE TRABAJO EN EL
TRATAMIENTO DE ULTRASONIDO

La energia de ultrasonido propagada a través de un medio puede expresarse mediante
distintos parametros, tales como la potencia de ultrasonido (W), la intensidad de ultrasonido
(W/cm?) y la densidad de energia acustica (W/cm?®) (Das et al., 2022; Galvio et al., 2024).
La potencia de ultrasonido se refiere a la velocidad a la que se emite la energia acustica por
unidad de tiempo al medio liquido en tratamiento, motivo por el cual también se denomina
potencia real (Costa y Neto, 2020; Das et al., 2022). Normalmente, su magnitud es inferior
al de la potencia nominal (energia consumida por el equipo) debido a diversos factores que
incluyen los pardmetros de proceso y las propiedades del medio (Costa y Neto, 2020). Sin
embargo, es comun encontrar en la literatura los valores de potencia nominal como parte de
la descripcion del tratamiento de ultrasonido aplicado. La Tabla 6 retune los pardmetros
configurados y calculados correspondientes a la aplicacion del ultrasonido. El desarrollo de

los célculos realizados se detalla en el Anexo 4.

Tabla 6: Parametros de operacion del tratamiento de ultrasonido

Parametros configurados

Potencia nominal (W) 500
Frecuencia (kHz) 20
Amplitud (%) 40
Tiempo efectivo (min) 10
Pulso (on/off) 107/10"
Paradmetros calculados

Potencia de ultrasonido o potencia real (W) 16,77 £ 1,08
Potencia real especifica (W/g) 84,17 +5,41
Intensidad de ultrasonido (W/cm?) 13,66 + 0,88

Densidad energética (W/cm?) 0,08 +£0,01




La potencia de ultrasonido suministrada al sistema de trabajo fue igual a 16,77 £ 1,08 W.
Galvéo et al. (2024) estimaron valores més altos de este parametro (56,25 — 49,56 W) en el
tratamiento de ultrasonido (60 — 70 % amplitud) como tecnologia de asistencia a la
extraccion de proteinas de lenteja. Al respecto, se ha sefialado que la potencia de ultrasonido
se rige principalmente por la amplitud de las vibraciones. Un aumento en la amplitud se
asocia con una mayor potencia y, en consecuencia, una mayor intensidad de ultrasonido
(Chavan et al., 2022; Yu et al., 2024). En base a lo anterior, se infiere que el uso de una baja
amplitud (40 %) haya afectado el nivel de potencia suministrada a la muestra. No obstante,
este nivel de amplitud se considera adecuado para el tipo de muestra procesada que consistio
en una dilucién de okara de tarwi himeda en agua. Las vibraciones de ultrasonido de alta
amplitud se recomiendan en particular para muestras viscosas. Caso contrario, una
cavitacion vigorosa en muestras diluidas tiende a la formacion de espuma, la cual disminuye
la eficiencia de la sonicacion (Chavan et al., 2022; Yu et al., 2024). Asimismo, un detalle a
considerar es que el uso de amplitudes elevadas provoca un dafio més rapido de los

transductores del ultrasonido (Das et al., 2022).

La intensidad en particular se expresa como la potencia acustica transmitida por unidad de
area de la superficie emisora del transductor, y se considera esencial para determinar los
efectos del ultrasonido (Das et al., 2022). La intensidad ultrasonica estimada en el sistema
de trabajo (13,66 W/cm?) se incluye dentro de la categoria de aplicaciones de alta energia
(20 — 100 kHz, 10 — 1000 W/cm?) (Chavan et al., 2022; Chen et al., 2022; Yu et al., 2024).
Normalmente, el ultrasonido de alta intensidad es acompafiado de una alta densidad de
energia (1 — 10 W/cm?®). Sin embargo, la densidad energética calculada del sistema de trabajo
(0,08 + 0,01 W/cm?®) se encontré dentro del rango de baja energia (0,01 — 0,1 W/cm®)
(Ampofo y Ngadi, 2022). Cuando una muestra se expone a ultrasonidos de alta intensidad a
través de una pequefia superficie, la energia ultrasonica se concentra en un area reducida de
la muestra y su difusién se ve limitada. Esto se traduce en una menor densidad acustica y,
por ende, en una reduccion de los efectos de cavitacion (Ampofo y Ngadi, 2022). La
compafiia de fabricacion Sonics® expresa que un mayor didmetro de sonda permite procesar
un mayor volumen de muestra, pero a menor intensidad. En ese sentido, la baja densidad
energética en el sistema correspondid con el uso de una superficie de sonda pequefia (12,5

mm didmetro) y un volumen de muestra significativo (200 mL).
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El pulso configurado (10 on /10 off), equivalente a un ciclo de trabajo del 50 %, se encuentra
dentro de las condiciones aceptables de operacion, segun lo expuesto por (Das et al., 2022).
Los autores sefialaron que los rendimientos de extraccion de proteinas vegetales son
mejorados hasta cierto umbral del ciclo de trabajo (~60 %), después de los cuales los
rendimientos pueden permanecer sin cambios o0 incluso disminuir como efecto de una
agregacion de proteinas indeseable. Ademas, afiadieron que los tiempos de reposo
prolongados previenen la rapida elevacion de temperatura en el sistema, cuyo impacto puede

sumarse los efectos sonofisicos del tratamiento.

< 21.0°C < 33.5°C
¢ 37.9°C
2. 1°C

37.0

Figura 10: Mediciones de temperatura de la dispersion de okara de tarwi

al inicio (a) y final (b) del tratamiento de ultrasonido

En este estudio, la disposicion de un bafio de agua helada alrededor de la dispersién de okara
de tarwi ayudo a atenuar el aumento de temperatura en la misma. Este efecto fue verificado
mediante la lectura de temperatura de la muestra con la camara termogréafica al inicio y al
final del tratamiento de ultrasonido (Figura 10), cuyos valores (en promedio) fueron de 23,78
+ 1,72 °Cy 35,67 £ 2,34 °C, respectivamente. Cabe mencionar que, la dispersion de okara
de tarwi en todas las repeticiones no superd los 40 °C en el punto més caliente identificado
por la camara térmica. De esta manera, se logré afirmar que los agentes de cambio en la
matriz de la dispersion de okara correspondieron esencialmente a los efectos mecanicos de

la cavitacion.
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4.2.

La caracterizacion fisicoquimica de las okaras de tarwi (OK y OKS) incluyo los andlisis de

CARACTERIZACION DE LAS OKARAS DE TARWI

composicion proximal y potencial zeta. Los resultados se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7: Caracterizacion fisicoquimica de las okaras de tarwi

OK OKS
Humedad b.h. (%) 10,18 £ 0,04? 9,91 +0,09°
Proteina b.h. (%) 42,71 +0,80° 31,27 £ 0,54°
Grasa b.h. (%) 1,47 £ 0,072 1,10 +0,06°
Cenizas b.h. (%) 1,94 +0,01° 2,07 +0,04°
Fibra b.h. (%) 16,95 + 0,21° 33,06 + 0,35?
Carbohidratos (sin fibra) b.h. (%) 26,36 + 0,312 21,94 +0,39°
Potencial zeta (mV) -37,30 £ 1,602 -29,40 + 1,20°

Los datos se presentan como media + D.S (n=3). Letras diferentes en una misma fila
indican diferencias significativas (p<0,05).

42.1. COMPOSICION PROXIMAL

La proteina fue el componente mayoritario en la okara de tarwi control (42,71 + 0,80 %). La
presencia de proteinas en este residuo obtenido de una extraccion alcalina corresponde a la
fraccion proteica no extraible mediante técnicas convencionales. De acuerdo con Aguilar-
Acosta et al. (2020), las proteinas de L. mutabilis S. se componen principalmente por
globulinas y albuminas (58 %), seguido de una fraccion residual (30 %) que no estaria
disponible incluso al final de un protocolo intensivo. Los parametros de extraccién en el
presente estudio incluyeron un valor de pH convencionalmente empleado para la obtencion
de aislados proteicos (pH 9,0) (Bou et al., 2022; Lo et al., 2022; Loushigam y Shanmugam,
2023). En relacion con ello, se ha informado que niveles elevados de pH (superior a 9) si
bien pueden mejorar el rendimiento de extraccion de las proteinas, también puedan
comprometer cambios fisicoquimicos en dichas moléculas que conlleven a una limitacion
en su desempefio tecnofuncional (Miranda et al. 2022; Huamani-Perales et al., 2024). De
alli, la importancia de balancear la intensidad de los parametros de proceso segun el

proposito deseado.
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Después del tratamiento de ultrasonido, el contenido de proteina en la okara de tarwi
sonicada disminuyd en un 11 %. Moscoso Ospina et al. (2022) reportaron una misma
tendencia en la okara de soya sonicada después de la extraccion alcalina: disminucién del
contenido de proteina en un 12 %. Esta disminucion fue atribuida a los efectos del
ultrasonido sobre la matriz de muestra, los cuales implican una reduccion del tamafio de las
particulas en general y, en el caso de las proteinas, una mejora en sus interacciones con el
agua. Este hecho promueve un aumento de las proteinas solubilizadas y, con ello, un mayor

rendimiento de extraccion (Loushigam y Shanmugam, 2023).

En contraste a las proteinas, la proporcion de fibras en la okara de tarwi sonicada aumentd
significativamente en un 16 % respecto a la okara de tarwi control. Este incremento a su vez
fue equivalente a la disminucion conjunta de sus contenidos de proteinas y carbohidratos
(~16 %). La vibracion mecéanica generada por el ultrasonido amplia la superficie de contacto
entre el soluto y la solucion. Este efecto, ademas de favorecer la solubilizacion de proteinas,
promueve la extraccion de otros compuestos solubles como azucares, oligosacaridos y fibra
soluble (Wang et al., 2020). Las fibras en L. mutabilis S. son del tipo insoluble en su mayoria
(95 % en promedio) (Villacrés et al., 2020); por lo tanto, es probable que la cantidad de fibra
en la okara de tarwi sonicada haya permanecido invariable tras el tratamiento de ultrasonido.
Finalmente, con respecto al contenido de grasa y cenizas, ambos componentes en conjunto

representaron menos del 4 % en las okaras de tarwi.

4.2.2. POTENCIAL ZETA

El potencial zeta refleja el valor medio de la carga superficial de las particulas de un sistema
complejo, y comunmente se ha empleado para caracterizar la estabilidad de las proteinas en
una solucién (Adal, 2024; Wang et al., 2024). Cabe mencionar que, el potencial zeta de las
dispersiones de okara de tarwi en este estudio se midié a pH 7 con fines de comparacion al
de otros valores reportados en la literatura para dispersiones de proteinas de legumbres, que

comunmente se evallan bajo las mismas condiciones.

La dispersion de okara de tarwi control (OK) exhibié un potencial zeta (-37,3 £ 1,60 mV)
menor en comparacion al de proteinas nativas de legumbres como haba (—40,8 mV) (Adal,
2024) y soya (-43,5 mV) (Hamed et al., 2024). En el caso de las proteinas, se ha sefialado
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que estas moléculas tipicamente estabilizan una solucidn cuando sus cargas superficiales son
altas (por encima de +30 mV o por debajo de -30 mV), mientras que con cargas superficiales
entre £30 mV, las proteinas tienden a agregarse (Hamed et al., 2024). En base a ello, la carga

superficial de OK le permitiria exhibir cierto poder de estabilizacion en soluciones.

La aplicacion de ultrasonido disminuyo significativamente la magnitud del potencial zeta de
las dispersiones de OKS a -29,4 + 1,20 mV. En las proteinas, la reduccion de la carga
superficial significa que el grado de ionizacion de los grupos de superficie fue debilitado
(Adal, 2024; Martinez-Velasco et al., 2018). Este suceso podria extrapolarse a las okaras de
tarwi para explicar la diminucion de su carga superficial después del ultrasonido: la
sonicacion provocO una mayor exposicion de grupos con cargas positiva, los cuales
neutralizaron parte de los grupos con carga negativa en la superficie de las particulas,
demostrando asi finalmente un menor potencial zeta. Por el contrario, Liu et al. (2021)
informaron un aumento en la carga negativa superficial de la okara soya después de la
aplicacion de ultrasonido. Los autores sostuvieron que la ruptura de los enlaces entre la
celulosa y otros polisacaridos en la fibra de okara implico la exposicion de mas grupos
polares libres y la liberacion de fibras solubles cargadas, lo cual condujo a exhibir un
potencial { més alto. El efecto opuesto presentado en el cambio de carga superficial de las
okaras de tarwi y soya en mencién con el tratamiento de ultrasonido se relacioné con factores
intrinsecos determinantes de las propiedades electroquimicas de la superficie de las
particulas. Entre ellos se encuentran la composicion de la matriz, la conformacion de

proteinas y el perfil de aminoacidos presentes (Hamed et al., 2024).

4.23. PROPIEDADES TECNOFUNCIONALES

Los resultados de las propiedades tecnofuncionales evaluadas en las okaras de tarwi se

presentan en la Tabla 8.

a. Capacidad de retencion de agua y aceite

La okara de tarwi control (OK) exhibié una buena capacidad de absorcion de agua (3,32 +

0,03 g/g), comparable a la de concentrados de proteina de soya (3,5 g/g) (de Paiva Gouvéa

46



et al., 2023) y arveja (3,0 g/g) (Wang et al., 2020). En okaras de garbanzo y soya, se han
encontrado valores de 6,0 g/g y 8,3 g/g, respectivamente (Lian et al., 2020). No obstante,
ademas de proceder de otras especies de leguminosas, las propiedades fisicoquimicas de las
okaras en mencion (garbanzo y soya) serian distintas respecto a la okara de tarwi en estudio,

dado que fueron recuperadas mediante otro método (elaboracién de bebidas vegetales).

Tabla 8: Propiedades tecnofuncionales de las okaras de tarwi

Propiedad OK OKS
Capacidad de absorcion de agua (9/g) 3,32 +0,03% 4,30 +£0,04°
Capacidad de absorcion de aceite (g/g) 1,15+ 0,022 1,31 + 0,05°
indice de actividad emulsionante (m?/g) 13,44 + 0,44 16,89 + 0,52°
indice de estabilidad emulsionante (min) 25,12 + 0,512 26,22 + 0,29°
Capacidad de hinchamiento (mL/g) 5,37 +0,21% 7,14 +£0,85°

Los datos se presentan como media + D.S (n=3). Letras diferentes en una misma fila indican
diferencias significativas ( p<0,05).

La capacidad de absorcidn de agua en las okaras de tarwi (OK y OKS) se atribuyé a las
proteinas y fibras presentes en las matrices de composicion. Las proteinas sostienen
propiedades de hidratacion debido a su estructura tridimensional capaz de interactuar con el
agua (de Paiva Gouvéa et al., 2023); mientras que, las fibras poseen una estructura fibrilar
compacta, formada por la red de polisacaridos que las conforman, donde el agua puede
quedar atrapada (Gutéhrlein et al., 2020). En el caso de la capacidad de absorcion de aceite
en OK (1,15 + 0,02 g/g), ésta se asocid especificamente a su contenido de proteinas. Las
numerosas cadenas laterales no polares en las proteinas de origen vegetal son responsables
del atrapamiento fisico de los lipidos, permitiéndoles asi exhibir la propiedad de absorcion
de aceite (Bou et al., 2022).

Las capacidades de absorcion de agua y aceite de OKS se vieron incrementadas frente a OK
en un 30 % y 14 %, respectivamente. La naturaleza contrastante del agua y el aceite pueden
significar un desafio en el intento de promover las habilidades de interaccion de las proteinas
con ambas sustancias de manera simultanea. Ante ello, el uso de tecnologias de asistencia a
los procesos de extraccion alcalina, como el ultrasonido de alta intensidad, han demostrado
conseguir este resultado en las proteinas de legumbres (Huamani-Perales et al., 2024). Los

efectos del ultrasonido de alta intensidad sobre las proteinas en general incluyen la reduccién
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del tamafio de particula y la exposicion de grupos hidrofébicos internos. Esto conduce a la
formacion de una estructura de gel mas firme capaz de retener mas moléculas de agua, y el
aumento de la hidrofobicidad superficial de las proteinas para absorber con mayor eficiencia
las gotas de aceite en la superficie (Bou et al., 2022; Wang et al., 2020; Yu et al., 2024). En
base a ello, se asume que las proteinas en OKS también experimentaron estos efectos en
cierta medida. Ademas, la concentracion del contenido de fibras en OKS también es probable
que haya contribuido al incremento en la capacidad de absorcion de agua. Entre los efectos
del ultrasonido de alta intensidad sobre las fibras, se menciona la desfibrilacion. Este
fendmeno consiste en un relajamiento de la estructura fibrilar compacta acompafiado de un
aumento de microporos y cavidades donde atrapar mas agua (Kumar et al., 2023). El impacto
del tratamiento de ultrasonido sobre los componentes mayoritarios de OKS (fibras y
proteinas) respalda las mejoras en sus propiedades de absorcion de agua y aceite. Ambas
propiedades estan relacionadas con atributos de textura y retencion de sabor en los alimentos;
por lo tanto, juegan un papel importante en una amplia gama de productos, incluidos los

productos de panaderia (Yu et al., 2024).

b. Propiedades emulsionantes

Las proteinas presentes en las okaras de tarwi (OK y OKS) son primordialmente
responsables de sus propiedades de emulsion. El caracter anfifilico de las proteinas
(hidrofilico e hidrofobico) les permite absorberse en la interfaz aceite-agua y crear una capa
protectora en la superficie de la fase dispersa para formar y estabilizar emulsiones (Ampofo
y Ngadi, 2022; Yu et al., 2024). Las propiedades de emulsidon se evaltan mediante diferentes
métodos, uno de ellos se basa en la turbidimetria y se expresa a través de los indices de
actividad emulsionante (EAI) y estabilidad emulsionante (ESI). EI primero representa el area
interfacial estabilizada por unidad de peso de proteina, y el segundo mide la estabilidad de
la emulsion basandose en el cambio de turbidez de la emulsion, como resultado de la
coalescencia después de un determinado tiempo (Huamani-Perales et al., 2024). Los indices
de actividad y estabilidad emulsionante de las okaras de tarwi (OK y OKS) resultaron
proximos y en algunos casos inclusive superiores a los de ingredientes proteicos de
legumbres diversas (EAI 14,03 — 19,39 m?/g y ESI 12,59 — 21,26 min) (Paiva Gouvéa et al.,
2023).
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El tratamiento de ultrasonido promovio los indices de actividad y estabilidad emulsionante
de OKS frente a OK en un 26 % y 4 %, respectivamente. Los efectos de su mecanismo
implican el despliegue parcial de proteinas y la redistribucion de los grupos cargados en la
interfaz. El primero mejora la flexibilidad conformacional de las proteinas para migrar mas
rapido a la interfaz de una emulsién (Yan et al., 2021), y el segundo se refleja a través de
cambios en la hidrofobicidad y la carga superficial (Bou et al., 2022). Este hecho produce
que las proteinas exhiban fuerzas de repulsion electrostatica, lo que dificulta eficazmente la
agregacion de las gotas de emulsién mejorando asi la estabilidad del sistema (Ampofo y
Ngadi, 2022; Yu et al., 2024). Por otro lado, las fibras tienen la capacidad de aumentar la
viscosidad de un sistema disperso debido a sus propiedades de hidratacion (Gutéhrlein et al.,
2020). Consecuentemente, el aumento de la concentracion de fibras en OKS contribuyé a

una mayor estabilidad al sistema, favoreciendo asi a su indice de estabilidad emulsionante.

C. Capacidad de hinchamiento

La capacidad de hinchamiento de las particulas inicia como un fendmeno a nivel superficial
y continua en el interior de la estructura molecular, donde un mayor nivel de absorcion de
agua conduce a una expansion de la matriz (Kumar et al., 2023). Ademas de los almidones,
esta propiedad también es exhibida por otros compuestos como las proteinas y las fibras
cuando se encuentran en condiciones de exceso de agua (Keskin et al., 2022; Kumar et al.,
2023, Lo et al., 2021). Dado que el tarwi es una leguminosa casi sin contenido de almidon
(De-La-Cruz-Yoshiura et al., 2023), la expresion de esta propiedad en ambos tipos de okara
(OK 'y OKS) recae en las proteinas y fibras parte de su composicion. Los valores obtenidos
(5,37 mL/g y 7.14 mL/g) se encontraron dentro del rango de 5,43 mL/g a 7,99 mL/qg,
reportado para okaras de soya nativas obtenidas por el método tradicional (Kumar et al.,
2023; Ostermann-Porcel et al., 2017).

La okara de tarwi sonicada (OKS) exhibi6é un incremento en la capacidad de hinchamiento
del 33%. Fan et al. (2020) también demostraron un incremento de esta propiedad en la okara
de soya alrededor de un 32 % tras la aplicacion de ultrasonido de baja densidad de potencia
(1 - 2 W/mL) alcanzando valores de hasta 7,16 mL/g. Los autores asociaron los resultados
al cambio en los grupos hidréfilos y la apertura de la estructura compacta de las fibras de

okara. Ademas, relacionaron una mayor capacidad de absorcion de agua con un aumento de
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la capacidad de hinchamiento, tendencia que también fue observada en el presente estudio.
Por otro lado, Kumar et al. (2023) informaron que el ultrasonido puede modular eficazmente
las proporciones de fibra soluble e insoluble en frijoles. Las proporciones de fibra en un
material afecta directamente sus propiedades hidratacion, como la capacidad de
hinchamiento. Las fibras solubles, debido a su caracter hidrofilo, han demostrado mayor

capacidad de hinchamiento que las de tipo insoluble (Keskin et al., 2022).

4.3. ANALISIS DE LOS BATIDOS

43.1. PERFIL DE VISCOSIDAD

El perfil de viscosidad de una formulacion mediante la prueba del Analizador Rapido de
Viscosidad (RVA) brinda informacion relevante sobre su rendimiento durante el horneado,
dado que simula las condiciones de calentamiento (Vidaurre-Ruiz et al., 2023). Las

propiedades de pasta de las formulaciones estudiadas se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9: Propiedades de pasta de las formulaciones de pan libre de gluten

Formulacion Mp Nmin Ndescomp. uli Nretrog.
(Pa.s) (Pa.s) (Pa.s) (Pa.s) (Pa.s)
Control 454 0,05 2,92+0,022 158+0,07* 4,23+0,01* 1,31+0,012"
OK3 3,95+0,13° 2,63+0,05° 1,32+0,08° 3,84+0,02°¢ 1,22 +0,03"
OK5 3,96 £0,11° 2,44+0,06° 1,52+0,05*° 3,67+0,07¢ 1,23+0,02°
OKS3 416+0,02° 2,64+0,03° 1,52+0,01*> 3,99+0,04°> 1,350,012
OKS5 4,09+0,03° 2,63+0,02° 1,46+0,05*° 3,88+0,07° 1,25+ 0,05*°

Np, Viscosidad pico; Ny, Viscosidad minima; ngescomp, Viscosidad de descomposicion; mp,
viscosidad final y Merog, Viscosidad de retrogradacion. Los datos se presentan como media + D.S
(n=3). Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas ( p<0,05).

La viscosidad pico indica el punto donde los granulos de almidon se hinchan al maximo
durante el proceso de gelatinizacion (William et al., 2023). Entre los tratamientos evaluados
(formulaciones a base de harina de arroz y almidon de papa), el control presentd la viscosidad
pico mas alta (4,54 Pa.s). En otro estudio, un valor mas bajo (3,34 Pa.s) fue registrado para
una matriz similar a base de almiddn de papa con goma xantana (Vidaurre-Ruiz et al., 2019).

Al respecto, se ha sefialado que la harina de arroz tiene una buena capacidad de retencion de
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agua y capacidad de gelificacion, superior incluso a la harina de trigo (Yang et al., 2024).
Por lo tanto, la incorporacion de este ingrediente habria reforzado las caracteristicas
fisicoquimicas de la matriz base en estudio para alcanzar un mayor grado de gelificacién. El
grado de disminucion de la viscosidad pico en los batidos con OK (~13 %) fue mayor en
comparacion al de los batidos con OKS (8 - 10 %). Este resultado se relacion6 con la
habilidad de absorcion de agua de las okaras de tarwi, donde OKS (4,30 + 0,04 g/g) tuvo
una mayor capacidad frente a OK (3,32 + 0,03 g/g). Lian et al. (2020) sostuvieron que la
viscosidad pico en una mezcla refleja la capacidad de hinchamiento de los granulos de
almidon presentes, asi como, la capacidad de absorcion de agua del almidon y otros
ingredientes. La presencia de otros componentes, como proteinas y fibras, también puede
intervenir en la capacidad de hinchamiento del almidon (Bender y Schénlechner, 2020;
Zhang et al., 2021). Las proteinas interacttan con los almidones formando complejos que
limitan las interacciones almidon-agua y, por lo tanto, la gelatinizacion del almidén (Zhang
et al., 2021). Por otro lado, las fibras compiten con el almidon por el agua debido a sus
propiedades de retencién de agua (Bender y Schonlechner, 2020). EI nivel de proteinas y
fibras en las formulaciones propio de la adicion de okaras de tarwi (OK y OKS) correspondio
con el efecto de disminucion de la viscosidad pico. En mezclas para el desarrollo de
productos que requieren alta resistencia al gel y elasticidad, como los productos de

panificacion, es de caracter idoneo presentar picos altos de viscosidad (William et al., 2023).

La presencia de okaras de tarwi (OK y OKS) en los batidos condujo a una disminucion de
la viscosidad minima entre un 9 % a 16 %, respecto al control. La viscosidad minima
corresponde al estado de mayor descomposicion de los granulos de almiddn, tras haber
experimentado los efectos de la exposicidn al calor y continua agitacion (Vidaurre-Ruiz et
al., 2024). El grado de reduccidn de la viscosidad en este punto generalmente se encuentra
asociado a la lixiviacion de amilosa en la solucion (William et al., 2023). Las interacciones
entre almidones y proteinas pueden reducir la cantidad de amilosa lixiviada durante la
gelatinizacion (Zhang et al., 2021), como fue el caso de los batidos cuyas matrices incluyen
las okaras de tarwi. Respecto a la viscosidad de descomposicion (N, — Nm), l0s batidos
OK5, OKS3 y OKS5 sostuvieron los grados de desintegracion estadisticamente mas
parecidos al control (p>0.05). A pesar de las disminuciones en la viscosidad minima, las
viscosidades de descomposicion de estos batidos reflejan cierto nivel de estabilidad de la

matriz de almidon frente a las fuerzas de corte y tension.
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La viscosidad final es alcanzada con la formacion de una red tridimensional por las cadenas
de amilosa que se liberaron de los granulos de almidén (Vidaurre-Ruiz et al., 2023). Los
batidos con okara de tarwi control (OK3 y OKS5) alcanzaron las viscosidades finales mas
bajas. Las proteinas, predominantemente presentes en OK, interactuaron con el almidén e
impidieron su reordenamiento molecular durante el enfriamiento, lo cual se vio reflejado en
una viscosidad final mas baja (Zhang et al., 2021). Por ultimo, la viscosidad de
retrogradacion se mantuvo similar entre todas las formulaciones, incluido el control. Las
mezclas con alto grado de retorno a la conformacion nativa del almidon son particularmente

recomendables para la elaboracién de panes (William et al., 2023).

4.3.2. PARAMETROS DERIVADOS DEL MODELAMIENTO DEL PERFIL DE
VISCOSIDAD

El modelamiento del perfil de viscosidad de las formulaciones experimentales permitio
obtener parametros cinéticos e indices de consistencia que describen el proceso
de gelatinizacion, descomposicion y retrogradacion de los almidones (Tabla 10). En general,
se observad que cada de las 3 partes de la curva se ajustaron satisfactoriamente con el modelo
matematico propuesto por Vidaurre-Ruiz et al.(2024) (R% 0,992 — 0,999). Los valores de los
coeficientes obtenidos de la Ecuacion de Gompertz en la segunda y tercera parte de la curva

se reportan en el Anexo 5.

La primera parte de la curva sefiala el proceso de gelatinizacion del almiddn. En esta seccion,
el tiempo estimado para alcanzar el 50 % de la viscosidad maxima (parametro R) oscil6 en
el estrecho rango de 3,45 min a 3,61 min, sin diferencias significativas (p>0,05). Ante ello,
se induce que la presencia de okaras de tarwi (OK y OKS) no afect0 la resistividad de los
almidones presentes para ralentizar el tiempo de gelatinizacion durante el calentamiento.
Valores de R mas bajos (2,97 - 3,40 min) se han informado para formulaciones a base de
almidon de papa y harinas de granos andinos, como kafiiwa y tarwi, con goma xantana
(Vidaurre-Ruiz et al., 2024). Asi mismo, en la caracterizacion de almidones provenientes de
maiz, yuca y trigo se han reportado valores mas altos, entre 3,4 a 5,5 min (Palabiyik et al.,
2017).
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Tabla 10: Parametros derivados del modelamiento de las curvas de viscosidad de los batidos de pan libre de gluten
Parametro Control OK3 OK5 OKS3 OKS5
Primera parte de la curva
R (min) 3,61 + 0,03 3,51 + 0,072 3,45 + 0,032 3,45 + 0,05 3,50 + 0,012
S 10,25 + 0,082 8,58 + 0,41a" 8,83 + 0,26%P 9,45 + 0,75%0 8,78 +0,17%P
K rheol (x10* Pa.s?) 43,71 £ 0,222 38,52 + 1,672P 38,47 + 1,443P 40,76 + 0,55%P 37,84 +1,91°
R? 0,996 0,992 0,992 0,993 0,992
Segunda parte de la curva
A1 (min) 5,52 + 0,082 5,70 + 0,082 5,47 + 0,00 5,58 + 0,012 5,52 + 0,05
ul (mPa.s/min) 941,21 + 45,812 771,75+ 17,18° 834,06 + 22,423b 868,38 + 29,1020 786,89 + 6.81°
K rheo2 (x10* Pa.s?) 60,39 + 2,29° 57,47 + 4,012 55,84 + 1,83 59,65 + 4,212 62,96 + 0,06
R? 0,999 0,998 0,998 0,999 0,999
Tercera parte de la curva
A2 (min) 9,21 + 0,032 9,42 +0,07° 9,33 £ 0,042P 9,33 +£0,01%P 9,39 +0,02°
u2 (mPa.s/min) 525,94 + 0,272 519,93 + 6,09° 535,75 + 18,76 554,27 + 24,942 534,32 + 23,43
K rheo3 (x10* Pa.s?) 106,08 + 1,39 92,89 + 0,90°¢ 88,37 + 0,39° 96,09 + 1,50¢ 90,99 + 0,87°¢
R? 0,997 0,998 0,998 0,999 0,998

Donde: R, tiempo estimado para alcanzar el 50% de la viscosidad maxima; S, tasa de hinchamiento del almidon; 1.1, tiempo de retardo la degradacion de los almidones
(min); ul, tasa maxima de degradacion de los almidones; A2, tiempo de retardo en la retrogradacion de los almidones (min); u2, tasa méaxima de retrogradacion de
los almidones; indices de consistencia reomalaxico durante la gelatinizacion (K rheol), la descomposicion (K rheo2) y la retrogradacién (K rheo3). Los datos se
presentan como media + D.S (n=3). Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).



La tasa de hinchamiento de los almidones (parametro S) en los batidos con okaras de tarwi
(OK'y OKS) disminuyo entre 8 % a 16 %, respecto al control. Este resultado se asocio con
una reduccion equivalente (8 — 13 %) observada en la viscosidad pico de los batidos con
okaras de tarwi (OK y OKS). Ciertamente, una menor tasa de hinchamiento corresponde a
un menor nivel de viscosidad pico alcanzado por los almidones presentes. Los valores del
parametro S en este estudio resultaron menores frente a los reportados en la literatura para
matrices a base almidon de papa y harinas de granos andinos con goma xantana (11,92 -
35,29) (Vidaurre et al., 2023). Respecto al indice de consistencia reomalaxico durante la
gelatinizacion (K rheol), solo se presentd diferencia significativa con el batido OKS5
(p<0,05), el cual ademaés alcanz6 el menor valor. La baja consistencia de la formulacion
OKS5 durante la gelatinizacion se explica a traves de la interferencia causada por la
significativa presencia de fibras en la capacidad de hinchamiento de los granulos de almidon
en esta etapa (Lian et al., 2020).

La segunda parte de la curva hace referencia a la descomposicion del almidon gelatinizado.
En esta etapa, un mayor tiempo de retardo (A1) se asocia con una mayor estabilidad del
sistema (Vidaurre-Ruiz et al., 2024). No hubo diferencias significativas en este pardmetro
entre todos los batidos (p>0,05). Respecto a la tasa méxima de ruptura de los almidones
(umax1), los batidos OK5 y OKS3 presentaron los valores més parecidos al control (p>0,05).
Una misma tendencia también se expresé en las viscosidades de descomposicion para los
mismos batidos (OK5 y OKS3), cuyos valores no mostraron diferencias significativas frente
al control (Tabla 9). Estos resultados sugirieren que los almidones gelatinizados en OK5 y
OKS3 se descomponen gradualmente a una velocidad que les permite conservar su
viscosidad en mejor medida al final del proceso de ruptura. Con relacién al indice de
consistencia reomalaxica alcanzado durante esta etapa (K rheo2), no se observo cambios
significativos entre los batidos (p>0,05), es decir, los batidos con okaras de tarwi, incluso
en ausencia de hidrocoloide (goma xantana), presentaron cierto grado de estabilidad para

mantener en lo posible su consistencia al final del proceso de descomposicion (K rheo2).

La tercera parte de la curva describe la retrogradacion del almidén también a través de los
parametros del tiempo de retardo (A2) y la tasa maxima (umax2) exhibida en este proceso.
La formulacion control sostuvo el menor A2, el cual se prolongd estrechamente hasta en un

2 % en los batidos con okaras de tarwi (OK y OKS). En contraste, los valores de umax2 no
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presentd diferencias significativas entre los batidos (p>0,05). Pese a las ligeras
modificaciones en los parametros cinéticos A2 y umax2, el indice de consistencia
reomaléxica durante la retrogradacion (K rheo3) evidencié diferencias relevantes entre cada
batido. La consistencia en esta etapa disminuy6 en los batidos con okaras de tarwi (OK 'y
OKS) entre 9 % a 17 %, donde OKS3 conservd el valor més alto. En general, los batidos con
okaras de tarwi sonicadas (OKS3 y OKS5) tuvieron una mejor consistencia tras la

retrogradacion (K rheo3) que sus respectivos analogos (OK3 y OK5).

La Figura 11 (a, b y ¢) muestra las curvas promedio de las repeticiones realizadas para cada
uno de los 5 tratamientos evaluados en el andlisis de viscosidad. A partir de ellas, se puede
observar que los batidos con adicion de okara de tarwi sonicada (OKS3 y OKS5) exhibieron
perfiles de viscosidad mas semejantes al control con respecto a sus batidos anélogos (OK3
y OK5) (Figura 11ay 11b). Ademaés, las diferencias entre los perfiles de viscosidad e los
batidos OKS3 y OKS5 se encontraron sustancialmente en la seccién | correspondiente a la

gelatinizacion de los almidones (Figura 11c).

4.3.3. PERFIL DE TEXTURA

Las propiedades texturales de las masas son indicadores del comportamiento de las masas
durante su manipulacién (Burbano et al., 2022); por lo tanto, se encuentran estrechamente
relacionadas con la calidad fisica de los panes sin gluten (Encina-Zelada et al., 2019). Las
propiedades texturales de los batidos analizados mediante el método de Back extrusién se

reportan en la Tabla 11.

Tabla 11: Propiedades texturales de los batidos de pan libre de gluten

Formulacion Firmeza Consistencia Cohesividad ind. Viscosidad
(N) (N.s) (N) (N.s)
Control 5,16 + 0,11° 155,61 + 4,25P 4,15 +0,03? 103,34 + 2,60°
OK3 1,79 + 0,08¢ 56,05 * 3,25¢ 1,30 + 0,05° 35,84 + 2,22¢
OK5 5,27 +0,19° 154,95 + 2,41° 4,14 + 0,04 96,45 + 1,56°
OKS3 2,82 0,12 97,07 + 2,41° 2,02+0,11° 51,01 + 1,79¢
OKS5 9,03 + 0.29° 237,71 + 7,222 n.d. n.d.

Donde: n.d., no determinado. Los datos se presentan como media £ D.S (n=5). Letras diferentes
en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 11: Perfiles de viscosidad de las formulaciones de pan libre de gluten

a) Formulaciones con OK y OKS al 3%, b) Formulaciones con OK y OKS al 5%, ¢) Formulaciones

con OKS al 3% y 5%.



La firmeza de los batidos oscild entre 1,79 N y 9,73 N. En la literatura, también se ha
encontrado amplios rangos de variacion de firmeza segin la composicion de las
formulaciones. Batidos a base almidon de papa con sustitucion por harina de quinua y harina
de tarwi y goma xantana (0,5 %) sostuvieron firmezas entre 2,07 N y 29,63 N (Vidaurre-
Ruiz et al., 2021). De igual manera, batidos a base de harina de arroz (50 %), harina de maiz
(30 %) y harina de quinua (20 %) con diferentes niveles de goma xantana (1,5 - 3,5 %)
sostuvieron firmezas entre 5,52 N y 14,06 N (Encina-Zelada et al., 2019). De estas
investigaciones, se observé que los aumentos en el contenido de ingredientes ricos en
proteinas 0 goma xantana, componentes con buenas propiedades de absorcion de agua,
condujeron al aumento de la fuerza maxima en la curva de Back extrusion. Por ello, se indujo
que OKS y su alta capacidad de absorcion de agua incremento la firmeza de los batidos en

mayor medida en comparacion aquellos que incluian OK a un mismo nivel de incorporacion.

Los batidos con el menor nivel de incorporacion de okara de tarwi (OK3 y OKS3) exhibieron
menor firmeza que el control. Una misma tendencia se observd para los indices de
consistencia de estos batidos (OK3 y OKS3). Al respecto, Burbano et al. (2022) sefialaron
que los batidos con baja consistencia son capaces de crecer rapidamente, perdiendo burbujas
de aire lo que da lugar a horneados de bajo volumen; en contraste, los batidos con una
consistencia muy alta limitan la expansion de la pieza, lo que lleva a menores volimenes.
Esta reflexion llevo a los autores a sostener que existir una consistencia optima para lograr

horneados con gran volumen.

En referencia a lo anteriormente expuesto, la alta consistencia del batido OKS5 (237,71 £+
7,22 N) no permitio que la muestra complete la prueba de una sola compresion antes de la
aparicion de un punto fractura; por lo tanto, no se registraron valores de cohesividad e indice
de viscosidad para este tratamiento. En los batidos OK3 y OKS3, tanto la cohesividad como
el indice de viscosidad experimentaron una disminucién significativa (>50 %) respecto al
control. Finalmente, en base los resultados obtenidos, se afirma que el batido OKS5 fue aquel
que presentd un perfil de textura mas semejante al control. El efecto conjunto de las
propiedades de los componentes mayoritarios en la okara control (proteinas, carbohidratos
y fibras) y a un determinado nivel (5 %) permitié sostener caracteristicas texturales

balanceadas para su posterior manipulacion.
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4.4, CARACTERIZACION DE LOS PANES LIBRES DE GLUTEN

4.4.1. ANALISISFISICO

Los resultados de su caracterizacion fisica de los panes libres de gluten correspondientes a
los tratamientos evaluados se reportan en la Tabla 12. Cabe mencionar que, el aspecto

general de los panes referidos se observa en el Anexo 6.

Tabla 12: Caracterizacion fisica de los panes libres de gluten

Formulacion ~ Volumen especifico ~ Pérdida por horneado Aw
(mL/g) (%)

Control 1,89 + 0,05° 16,44 + 0,29 0,9706 + 0,00072¢

OK3 1,79 + 0,02° 17,32 £ 0,37° 0,9693 #+ 0,00072°

OK5 1,82 + 0,022P 18,27 +0,17¢ 0,9680 + 0,0005"

OKS3 1,83 + 0,022P 17,52 + 0,41° 0,9683 + 0,0003"

OKS5 1,66 + 0,06° 17,26 + 0,38° 0,9712 + 0,0006°

Los datos se presentan como media + D.S (n=3). Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas (p<0,05).

Un atributo de calidad determinante en la aceptabilidad de los panes libres de gluten por
parte de los consumidores es el volumen especifico (Ammar et al., 2022). Asimismo, desde
un enfoque de rendimiento en produccion, tambien es deseable una elevada relacion de
volumen por peso (Encina-Zelada et al., 2019). El volumen especifico de los panes oscilo
entre 1,66 mL/g a 1,89 mL/g, encontrandose dentro del rango comdn en panes libres de
gluten diversos de 1,31 mL/g a 2,92 mL/g (Repo-Carrasco-Valencia y Vidaurre-Ruiz, 2022).
En el pan control, la inclusion de goma xantana fortalecio las propiedades viscoelasticas del
batido y evitd el escape del gas durante la fermentacion y horneado, llevandolo a exhibir el

volumen mas alto.

El volumen especifico de los tratamientos OK5 y OKS3 no mostrd diferencias significativas
en comparacion con el control (p>0,05). Moscoso Ospina et al. (2023) también demostraron
un impacto positivo sobre este atributo con la adicién de okaras de soya nativa y sonicada al
2 %y 3 % en panes libres de gluten. Los autores atribuyeron este resultado al aporte de
proteinas y fibras a través de la okaras de soya. La incorporacion de fibras en panes libres

de gluten ha evidenciado diversos efectos respecto al volumen especificos. Estos efectos se
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encuentran altamente influenciado por la cantidad y el tipo de fibra agregada; asi como, el
volumen de agua (Bird et al., 2017; Chockchaisawasdee et al., 2023; Hryhorenko et al.,
2023). Las fibras solubles son capaces de crear una red que estabiliza y retiene el gas
producido, mientras que, las fibras insolubles promueven puntos de éxtasis que hacen que el
gas se escape y conduzcan al colapso estructural (Chockchaisawasdee et al., 2023). En las
okaras de tarwi, se asume que las fibras de su composicién son mayoritariamente del tipo
insoluble, tal como se presenta en la matriz de origen (harina de tarwi) (Repo-Carrasco-
Valencia y Vidaurre-Ruiz, 2022). La combinacion de un alto contenido de proteinas (42,71
+0,80 %) y un bajo contenido de fibra (16,95 + 0,21 %) en la composicién de OK, le permitid
sostener un buen desemperio en términos de volumen, siempre y cuando, el nivel de adicion
de fuera del 5% en la formulacién. A un nivel méas bajo (3%), el batido no presento la
consistencia suficiente para mantener el volumen al final del horneado. Una tendencia
opuesta se evidencié en los panes con OKS. A mayor nivel de OKS menor volumen
especifico. Las propiedades hidratantes y de emulsion mejoradas en OKS hicieron que al
menor nivel de ensayo (3%) se lograra un equilibrio adecuado para el desarrollo de matriz
con buena capacidad para retener las burbujas de gas. El incremento de OKS en la matriz
afecto esta capacidad debido a la competencia por el agua entre la fibra y las proteinas,
reflejado finalmente en un menor volumen.

Los menores volimenes también se asociaron con menores pérdidas por horneado, a
excepcioén del control. Las pérdidas por horneado dependen principalmente del contenido de
agua en la masa (Bird et al., 2017). En el pan control, la menor pérdida de peso correspondio
con la presencia de goma xantana y su capacidad para sostener una red capaz de retener
suficiente agua (Vidaurre-Ruiz et al., 2019). Por el contrario, en los tratamientos con okaras

de tarwi (OK y OKS), las pérdidas de peso se incrementaron entre un 5 % a 11%.

En cuanto a la actividad de agua, todas las formulaciones se encontraron dentro del estrecho
rango de 0,9680 a 0,9712, similar al de panes sin gluten con adicién de okara de soya (0,9715
—0,9744) (Moscoso-Ospina et al., 2023). En general, los panes libres de gluten suelen tener
mayor actividad acuosa correspondiente a su mayor contenido en las formulaciones en
comparacion a los panes con gluten (Smidovéa y Rysova, 2022). Sin embargo, durante su
almacenamiento, este pardmetro experimenta una reduccion asociada a su vez con el

incremento de dureza de la miga (Mir et al., 2016).
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442. ESTRUCTURA ALVEOLAR DE LA MIGA

La estructura alveolar de la miga se caracteriz6 a través de tres pardmetros comunes como
la fraccion vacia, el area celular media y la densidad celular. Los resultados de este analisis

se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13: Caracterizacion de la estructura alveolar de la miga de los panes

libres de gluten

Formulacion Fraccion de vacio Densidad alveolar Area alveolar media
(%) (alveolos/cm?) (mm?)
Control 26,18 + 0,407 39,42 +1,13° 0,67 + 0,067
OK3 15,88 + 0,63° 49,92 +1,70° 0,27 + 0,06°
OK5 22,99 + 0,83° 39,58 + 2,81° 0,63 + 0,06°
OKS3 23,58 + 0,75° 45,50 + 1,39° 0,53 + 0,06%P
OKS5 16,49 + 0,96° 36,00 * 2,46° 0,47 +0,06°

Los datos se presentan como media + D.S (n=3). Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas (p<0,05).

La fraccion de vacio en la miga representa un valor estimado de la proporcion de burbujas
de gas en el area total de una rebanada de pan. Los resultados muestran que la fraccion de
vacio oscilo en paralelo con el volumen especifico de los panes. Las migas con mayor
fraccion de vacio correspondieron a los panes control (26,18 + 0,40 %), seguido de OKS3
(23,58 + 0,75%) y OK5 (22,99 £ 0,83 %). Moscoso-Ospina et al. (2023) reportaron mayores
fracciones de vacio (41- 50 %) en migas de pan con okara de soya nativa y sonicada al 2 %
y 3 %. Ante estos resultados, se hace referencia al efecto de la proporcién de grasa en una
formulacidn, debido a que este componente actia como un lubricante para contrarrestar el
efecto de las fibras y contribuir a la estabilidad de las células gaseosas (Vidaurre-Ruiz et al.,
2021). El nivel de grasa incluido en las formulaciones con okara de soya fue mayor (en un

4 % aproximadamente) en comparacion con el presente estudio.

Las migas de OK5 y OKS3, ademas de presentar entre las fracciones de vacio mas altas,
también exhibieron los tamafios promedio de alveolos mas similares al control (p<0,05).

Esto refleja la buena capacidad de extensibilidad de sus matrices para permitir el crecimiento
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estable de las burbujas de gas. Por el contrario, la elevada consistencia del batido OKS5
debido a la significativa presencia de fibras condujo a una red rigida que impidio el
crecimiento de los alveolos reflejado en una miga con bajo tamafio promedio celular (0,47
+ 0,06 mm?). En el caso de la miga de OK3, su menor area alveolar promedio (0,27 + 0,06
mm?) se asoci6 con un mayor nimero de células de gas por unidad de area (49,92 + 1,70
alveolos/cm?). En resumen, las migas de OK5 y OKS3 alcanzaron los parametros de
estructura alveolar mas semejantes al control, lo cual se observé en las imagenes binarias

obtenidas del analisis (Figura 12).

443. COLORDECORTEZAY MIGA

El color de la corteza de pan es resultado de las reacciones de Maillard y caramelizacion,
que tienen lugar durante el horneado (Vela et al., 2023). La reaccion de Maillard ocurre en
presencia de un grupo amino libre y un grupo carbonilo (como el presente en los azlcares
reductores); mientras que, la caramelizacién es resultado de la descomposicion térmica de
los azlcares (Correa et al., 2021). Los compuestos formados de estas reacciones no
enzimaticas son los principales responsables de los atributos sensoriales en los productos
horneados (Hryhorenko et al., 2023). La composicion de la masa y las condiciones de
horneado son factores modulares del nivel de expresion de estas reacciones y, por lo tanto,

del color (Chockchaisawasdee et al., 2023).

La incorporacion de okaras de tarwi (OK y OKS) afectd significativamente los parametros
de color en la corteza (Tabla 14). Las cortezas mas oscuras Y rojizas a la vez se mostraron
en los panes OK5 y OKS5. Durante el horneado de los batidos correspondientes, el mayor
contenido de proteinas y fibras conllevé a un incremento de los sustratos disponibles para
llevar a cabo las reacciones de Maillard y caramelizacion, asi como, una reduccion del agua
disponible para concentrar los compuestos reactantes (Vela et al., 2023). Ademas, cabe la
posibilidad que las fibras en la okara de tarwi sonicada se hayan descompuesto en
oligbmeros mas pequerios, los cuales favorecen la velocidad de estas reacciones tal como
fue observado en el caso de fibras de cascara de habas afadidas en panes libres de gluten
(Chockchaisawasdee et al., 2023).
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Figura 12: Distribucidn alveolar en la miga de panes libres de gluten



En el interior del pan, las reacciones de Maillard y caramelizacion tienden a ser mas lentas
en el interior del producto debido a una menor temperatura y mayor actividad de agua que
en la superficie (Hryhorenko et al., 2023). Por lo tanto, el color de la miga se ve
principalmente influenciado por los colores propios de los ingredientes utilizados. La miga
del control presentd parametros a* y b* cercanos a los reportados para harina de arroz (L*
93,55, a* 1,45 y b* 4,63) (Ammar et al., 2022). En la mayoria de los casos, las fibras
utilizadas, especialmente las de subproductos como céscaras de habas, no tienen un color
neutro y pueden contribuir al color de los productos horneados (Chockchaisawasdee et al.,
2023). En este estudio, se sugiere que el postratamiento aplicado en las okaras hiumedas
(lavados en agua y remojos en isopropilico) habria reducido el contenido de compuestos
pigmentantes otorgandoles una apariencia méas clara, la cual fue ligeramente mas
pronunciada en OKS. Este efecto se asocié con un mayor oscurecimiento de la miga en los
panes con OK, en comparacion con la miga de los panes con OKS.

Tabla 14: Parametros de color en la corteza y miga de panes libres de gluten

Formulacion a* b* IP L
Corteza

Control 8,54 £ 0,122 34,52 +0,32°¢ 84,58 + 1,45 63,89 + 0,30°
OK3 11,38 +£0,19° 34,70+0,32°  105,23+1,64> 56,36 + 0,44°
OK5 13,06 +0,12° 33,94+0,19*  112,61+0,36° 53,46 +£0,17¢
OKS3 11,40 +0,17°  34,05+0,23*®  102,98+1,36° 59,29 +0,27°
OKS5 13,20 +0,11° 34,66 +0,17° 110,16 +0,65° 55,39 + 0,24°
Miga

Control 1,45 +0,10° 6,63 + 0,272 8,78 + 0,42 65,49 + 0,29
OK3 1,39 + 0,05 8,69 + 0,33° 12,93 +0,61° 62,56 + 0,12
OK5 1,37 £ 0,03%P 10,96 + 0,15° 18,09 + 0,39° 59,63 + 0,28¢
OKS3 1,47 + 0,04 8,31 +0,28" 12,42 + 0,55° 61,29 + 0,29°
OKS5 1,24 + 0,07 11,47 +£0,32° 18,42 + 0,56° 62,11 £0,13°

Donde: IP, indice de pardeamiento; L: luminosidad. Los datos se presentan como media + D.S
(n=3). Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas ( p<0,05).

Un parametro importante para caracterizar los cambios generales en el color de productos
alimenticios que contienen azlcar, como los productos de panificacién, es el indice de

pardeamiento (IP). Los resultados mostraron que la expresion del pardeamiento vario en
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paralelo con la luminosidad tanto en la corteza como en la miga. El pardeamiento mas
pronunciado, tanto en la corteza como la miga, se presento en los tratamientos OK5 y OKSS5,

lo cual coincide con los cambios en los pardmetros de color anteriormente descritos.

Asimismo, el tiempo prolongado (50 min) y alta temperatura (200 °C) de horneado también
se consideran haber influido en los altos valores alcanzados para este indice, especialmente
en la corteza (Helou et al., 2016; Kinner et al., 2021). En general, se ha relacionado la
presencia de tonos mas intensos del color marron en la corteza de pan con una mayor

preferencia de los consumidores (Ammar et al., 2022).

4.4.4. ANALISIS DEL PERFIL DE TEXTURA

Los resultados del andlisis de textura de miga de los panes evaluados se presentan en la Tabla
15. La dureza indica la méxima fuerza que se registra durante la primera compresién del
ensayo, es decir, representa la fuerza de mordida. Se considera un atributo textural
importante que, junto con la humedad de la miga, se relaciona con la frescura del producto.
Entre los tratamientos evaluados, el control presento la miga mas suave (4,64 £ 0,31 N);
mientras que, OKS5 presentd la miga mas dura (10,13 + 0,27 N). Ademas, se observo que
los valores de dureza obtenidos variaron en paralelo con el volumen especifico, a través de

una relacion inversa.

La dureza de la miga se incremento significativamente con la adicion de okaras de tarwi (OK
y OKS) entre un 17 % a 118 %, respecto al control. Esta tendencia se acentué en mayor
medida con la presencia en particular de OKS. Moscoso-Ospina et al. (2023) demostraron
un efecto contrario con la adicion de okara de soya sonicada, la cual condujo a migas mas
suaves que la okara de soya control. Las diferencias encontradas pueden explicarse a través
de la composicion de las okaras empleadas y los niveles de incorporacion. El tratamiento de
ultrasonido afect6 de distinta manera las proporciones de proteinas y fibras en la okara de
soya sonicada (38 % proteina y 48 % fibra) y la okara de tarwi sonicada (31 % proteina y 33
% fibra). Ademas, los menores niveles de adicién de okara de soya (al 2 y 3 %) no
comprometieron mayores efectos deshidratacion de la red de almidon para acelerar el
endurecimiento. En otro estudio, la adicion de okaras de soya (18 % proteina 'y 57 % fibra)

y garbanzo (10 % proteina 'y 43 % fibra) al 4 % incremento la dureza de la miga hasta en un
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45 % (Lian et al., 2020). En consecuente, se observa que altos contenidos de fibra en una
formulacién de pan conduce a la formacion de masas mas compactas sostenida por una fuerte
red, cuyas paredes rigidas rodean los alveolos de gas dificultando su crecimiento
(Ostermann-Porcel et al., 2017; Vidaurre-Ruiz et al., 2021).

La miga de los panes con okaras de tarwi (OK y OKS) sostuvieron una cohesividad reducida
en comparacion al control, y sin mostrar diferencias significativas entre ellas (Tabla 15). La
cohesividad caracteriza el grado en que un material puede deformarse antes de romperse, y
se relaciona con la fuerza de los enlaces internos dentro de una matriz alimentaria (Hamdani
etal., 2024). Las fibras, ademas de conducir al desarrollo de estructuras mas densas, también
son capaces de interferir con la habilidad de los almidones y las proteinas en formar una
estructura mas cohesiva (Chockchaisawasdee et al., 2023). Es deseable una miga con alta
cohesividad puesto que logra formar un bolo, en lugar de desintegrarse durante la
masticacion; mientras que, una miga con baja cohesividad indica una mayor susceptibilidad

del pan a fracturarse o desmoronarse (Encina-Zelada et al., 2019).

Tabla 15: Propiedades texturales de la miga de los panes libres de gluten

Formulacion Dureza Cohesividad Elasticidad Masticabilidad
(N) (N)
Control 4,64 +0,31° 0,24 + 0,012 0,90 +0,01? 0,97 +£0,03°
OK3 5,41 +0,22° 0,18 £0,01° 0,87 +0,012P 0,86 + 0,05¢
OK5 5,83 +0,28°¢ 0,16 +0,01° 0,84 +£0,02° 0,85 + 0,04¢
OKS3 6,06 + 0,13° 0,18 +0,01° 0,87 + 0,012P 0,88 + 0,04"¢
OKS5 10,13 + 0,27¢ 0,17 £0,01° 0,85 +0,03° 1,41 + 0,05

Los datos se presentan como media + D.S (n=3). Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas ( p<0,05).

Respecto a la elasticidad de la miga, los tratamientos OK3 y OKS3 no mostraron diferencia
significativa respecto al control y en el caso de los otros tratamientos (OK5 y OKS5), solo
sostuvieron una ligera disminucion (~7 %). Los valores de elasticidad de las migas de pan
con okaras de tarwi (0,84 — 0,87) se encontraron dentro de un rango muy similar (0,84 —
0,88) reportado para migas de panes a base de una mezcla de harinas de arroz, maiz y quinua
(50:30:20) con distintos niveles goma xantana (1,5 - 3,5 %) (Encina-Zelada et al., 2019).

Finalmente, la masticabilidad, obtenida como un producto de la dureza, cohesion y
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elasticidad, representa la energia necesaria para masticar un alimento hasta convertirse en
bolo. Se ha sefialado que los alimentos con menor masticabilidad demuestran mejores
propiedades de sabor y aceptabilidad (Hamdani et al., 2024). A excepcion de OKSS5, las
migas de OK3, OK5 y OKS3 redujeron la masticabilidad del control enun 9 a 12 %. En su
mayoria, la disminucion en la cohesion y la elasticidad parece haber compensado el aumento
de la dureza en estos tratamientos para reflejar un conjunto un efecto de mejora en la
masticabilidad.

Finalmente, cabe mencionar que un resumen de los principales resultados obtenidos hasta
etapa de la investigacion fue presentado a través de la categoria péster en el Congreso
Internacional de Cereales y Panes (Edicion N° 17), el cual fue llevado a cabo en abril del

presente afio (Ver Anexo 7).
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvieron okaras de tarwi en su forma nativa (control) y modificada por
ultrasonido de lata intensidad (sonicada). La aplicacion de este tratamiento tuvo un
impacto significativo sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la okara de tarwi.
Los principales cambios se encontraron en los contenidos de proteinas (disminucion
del 11,44 %) y fibras (aumento del 16,11 %) a nivel de composicion, y en la carga
neta superficial (disminucion de -37,30 a -29,40 mV). Estas modificaciones, a su
vez, se asociaron con una mejora en las propiedades tecnofuncionales de la okara
de tarwi (hasta en un 40 %), como la capacidad de absorcion de agua y aceite, la

capacidad de hinchamiento y las propiedades emulsionantes.

Las okaras de tarwi en los batidos de pan libre de gluten afectaron las propiedades
texturales y de pasta en distinta manera segun el tipo (control o sonicada) y el nivel
de adicion (3 0 5 % p/p). En términos de textura, los batidos con okara de tarwi
control al 5 % (p/p) u okara de tarwi sonicada al 3 % (p/p) presentaron las
consistencias méas adecuadas para su manipulacién (97,07 — 154,95 N.s). Por otro
lado, con relacion a las propiedades de pasta, los batidos con okara de tarwi
sonicada, independientemente del nivel de adicion, exhibieron los perfiles de
viscosidad mas comparables al batido control que fue elaborado con goma xantana.

Los panes de molde libres de gluten con okara de tarwi sostuvieron estructuras
estables en la miga, con distinta capacidad de extensibilidad para retener las
burbujas de gas producidas durante el horneado. Ademas, incrementaron los indices
de pardeamiento, una cualidad comdnmente apreciada en este tipo de productos.
Particularmente, los panes con okara de tarwi control al 5 % u okara de tarwi
sonicada al 3 % (p/p) exhibieron los mejores atributos de calidad tecnoldgica a

través de volimenes especificos relativamente altos (1,82 — 1,83 mL/qg), estructura



alveolar de la miga semejante al control (39,58 — 45,50 alveolos/cm?), y mejora en
la masticabilidad de la miga (0,85 — 0,88 N). En este contexto, se apoya la hipotesis
de que el ultrasonido favorece la eficiencia de la okara de tarwi como ingrediente
mejorador de la calidad tecnoldgica en panes de molde libres de gluten, al lograr
resultados satisfactorios con un menor nivel de adicion respecto a su forma nativa

(okara control).
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VI. RECOMENDACIONES

Profundizar la caracterizacion de los batidos con analisis como microcopia confocal
de barrido laser a fin de lograr una mayor comprension sobre las interacciones entre

los principales componentes de las matrices (almiddn, proteinas y fibras).

Realizar un analisis proximal de los panes libres de gluten de los tratamientos OK3

y OKS5 para conocer el perfil nutricional de los mismos.

Realizar un estudio de analisis sensorial de los panes libres de gluten de los
tratamientos OK3 y OKS5 para evaluar la aceptabilidad del producto en personas

con problemas de celiaquia e intolerancia al gluten.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: FLUJO GRAFICO DEL PROCESO DE RECUPERACION DE
OKARA DE TARWI HUMEDA

sy i
Preparacién de la disolucién Alcalinizacion de la disolucion
de la harina de tarwi de harina de tarwi

Homogeneizacién en caliente Centrifugacion de disoluciéon
de la disolucién alcalina alcalina homogeneizada

Recuperacion de la fraccidén
insoluble (okara himeda)

Figura 1: Flujo fotografico de la recuperacion de okara de tarwi humeda



a.

ANEXO 2: RESUMEN DEL ANALISIS ESTADISTICO PARA LOS
TRATAMIENTOS DE OKARAS DE TARWI

CONTENIDO DE PROTEINA

Analisis de varianza ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
Entre grupos 196.883 1 ]196.883 421.35 0.0000
Intra grupos 1.86907 4 10.467267
Total (Corr.) 198.752 5
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Tratamiento Casos  |Media  |Grupos Homogéneos
OKS 3 31.2633 |A
OK 3 42.72 B
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
OK - OKS * 11.4567 1.54963
* indica una diferencia significativa.
b. CONTENIDO DE FIBRA
Andlisis de varianza ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
Entre grupos 418.836 1 ]418.836 5022.02 0.0000
Intra grupos 0.3336 4 10.0834
Total (Corr.) 419.17 5

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos  |Media  |Grupos Homogéneos
OKS 3 16.95 A

OK 3 33.66 B

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
OK - OKS * -16.71 0.654678

* indica una diferencia significativa.
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C.

POTENCIAL Z

Anadlisis de varianza ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
Entre grupos 93.615 1 [93.615 46.34 0.0024
Intra grupos 8.08 4 12.02
Total (Corr.) 101.695 5
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Tratamiento Casos |Media  |Grupos Homogéneos
OKS 3 -37.3 A
OK 3 -29.4 B
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
OK - OKS * -7.9 3.22196
* indica una diferencia significativa.
d. CAPACIDAD DE ABSORCION DE AGUA
Anélisis de varianza ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.42107 1 |1.42107 1332.25 0.0000
Intra grupos 0.00426667 4 10.00106667
Total (Corr.) 1.42533 5

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos  |Media  |Grupos Homogéneos
OKS 3 3.32 A

OK 3 429333 |B

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
OK - OKS * -0.973333 0.0740388

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 3: RESUMEN DEL ANALISIS ESTADISTICO PARA LOS
TRATAMIENTOS DE PANES LIBRES DE GLUTEN EVALUADOS

a. VOLUMEN ESPECIFICO

Analisis de varianza ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |[Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.13528 4 10.03382 35.29 0.0000
Intra grupos 0.014375 15 |0.000958333

Total (Corr.) 0.149655 19

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos  |Media  |Grupos Homogéneos
OKS5 4 1.645 A

OK3 4 1.79 B

OK5 4 1.8275 BC

OKS3 4 1.83 BC

Control 4 1.89 C

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Control - OK3 * 0.1 0.0678344
Control - OK5 0.0625 0.0678344
Control - OKS3 0.06 0.0678344
Control - OKS5 * 0.245 0.0678344
OK3 - OK5 -0.0375 0.0678344
OK3 - OKS3 -0.04 0.0678344
OK3 - OKS5 * 0.145 0.0678344
OKS5 - OKS3 -0.0025 0.0678344
OKS5 - OKS5 * 0.1825 0.0678344
OKS3 - OKS5 * 0.185 0.0678344

* indica una diferencia significativa.

b. AREA ALVEOLAR MEDIA

Analisis de varianza ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F  |Valor-P
Entre grupos 0.304 4 10.076 22.80 0.0001
Intra grupos 0.0333333 10 |0.00333333

Total (Corr.) 0.337333 14
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Pruebas de Multiple Rangos

C.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media  |Grupos Homogéneos

OK3 3 0.266667 |A

OKS5 3 0.466667 | B

OKS3 3 0.533333 | BC

OK5 3 0.633333 | C

Control 3 0.666667 | C

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

Control - OK3 * 0.4 0.155157

Control - OK5 0.0333333 0.155157

Control - OKS3 0.133333 0.155157

Control - OKS5 * 0.2 0.155157

OK3 - OK5 * -0.366667 0.155157

OK3 - OKS3 * -0.266667 0.155157

OK3 - OKS5 * -0.2 0.155157

OKS5 - OKS3 0.1 0.155157

OKS5 - OKS5 * 0.166667 0.155157

OKS3 - OKS5 0.0666667 0.155157

* indica una diferencia significativa.

DUREZA

Analisis de varianza ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |[Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos 73.6972 4 118.4243 294.35 0.0000
Intra grupos 0.9389 15 |0.0625933

Total (Corr.) 74.6361 19

Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control 4 4.64 A

OK3 4 5.41 B

OK5 4 5.835 BC

OKS3 4 6.06 C

OKS5 4 10.13 D
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d.

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Control - OK3 * -0.77 0.548221
Control - OK5 * -1.195 0.548221
Control - OKS3 * -1.42 0.548221
Control - OKS5 * -5.49 0.548221
OK3 - OK5 -0.425 0.548221
OK3 - OKS3 * -0.65 0.548221
OK3 - OKS5 * -4.72 0.548221
OKS5 - OKS3 -0.225 0.548221
OKS5 - OKS5 -4.295 0.548221
OKS-3 - OKS5 * -4.07 0.548221

* indica una diferencia significativa.

MASTICABILIDAD

Andlisis de varianza ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |[Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.89343 4 10.223357 113.76 0.0000
Intra grupos 0.02945 15 ]0.00196333

Total (Corr.) 0.92288 19

Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos  |Media  |Grupos Homogéneos
OK5 4 0.8525 |A

OK3 4 0.86 A

OKS3 4 0.885 AB

GX 4 0.9725 B

OKS5 4 1.41 C

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Control - OK3 * 0.1125 0.0970932
Control - OK5 * 0.12 0.0970932
Control - OKS3 0.0875 0.0970932
Control - OKS5 * -0.4375 0.0970932
OK3 - OK5 0.0075 0.0970932
OK3 - OKS3 -0.025 0.0970932
OK3 - OKS5 * -0.55 0.0970932
OKS5 - OKS3 -0.0325 0.0970932
OKS5 - OKS5 * -0.5575 0.0970932
OKS3 - OKS5 * -0.525 0.0970932

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 4: CALCULOS DEL ENSAYO CALORIMETRO PARA DETERMINAR
LA POTENCIA DE ULTRASONIDO

Los parametros constantes utilizados para los calculos del ensayo calorimétrico se presentan
enla Tabla 1.

Tabla 1: Parametros del sistema de trabajo en el ensayo calorimétrico

Parametro Simbolo  Valor Unidad
Volumen de agua \Y/ 200 mL
Densidad del agua p 996,02  kg/m®
Masa de agua m 0,199 kg
Calor especifico del agua Cp 4,185 KJ/kg°C
Tiempo total At 1200 S
Diametro de la sonda D 12,5 mm
Diametro del vaso de precipitado Dy, 70 mm
Ratio D/Dy, 0,18

Los valores registrados de temperatura del agua en funcion del tiempo durante la aplicacion
del tratamiento de ultrasonido se presentan de manera promedio en la Figura 1 y el detalle
por repeticion en la Tabla 2.
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Figura 1: Temperatura del agua en funcion del tiempo durante el

tratamiento de ultrasonido - Curva promedio a partir de las repeticiones
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Tabla 2: Valores de temperatura del agua registrados durante el

tratamiento de ultrasonido (Resumen por intervalos de 30 segundos)

Tiempo () Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

1 29,50 28,30 28,10
30 30,70 29,60 29,20
60 31,50 30,40 30,00
90 32,80 31,30 30,80
120 33,70 31,90 31,60
150 35,00 32,80 32,40
180 35,70 33,40 33,10
210 36,70 34,20 33,90
240 37,40 34,90 34,60
270 38,30 35,70 35,30
300 38,90 36,20 36,00
330 39,90 37,00 36,70
360 40,40 37,60 37,30
390 41,30 38,30 38,00
420 41,80 38,80 38,60
450 42,70 39,50 39,30
480 43,20 40,10 39,80
510 44,10 40,70 40,50
540 44,60 41,20 41,10
570 45,40 41,90 41,70
600 45,80 42,40 42,20
630 46,60 43,00 42,90
660 47,10 43,40 43,40
690 47,90 44,10 44,10
720 48,40 44,50 44,50
750 49,20 45,10 45,20
780 49,60 45,60 45,60
810 50,40 46,10 46,30
840 50,80 46,50 46,70
870 51,40 47,10 47,30
900 51,80 47,50 47,70
930 52,30 48,00 48,30
960 52,70 48,40 48,70
990 53,20 48,90 49,30
1020 53,50 49,30 49,60
1050 53,90 49,80 50,20
1080 54,20 50,10 50,50
1120 54,70 50,30 50,60
1150 55,10 50,70 51,00
1180 55,40 51,00 51,20
1200 55,40 51,30 51,60
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a. Célculo de la potencia del ultrasonido o potencia real

Los valores del cambio de temperatura (AT) registrado en el ensayo calorimétrico, junto a

los datos constantes del sistema (m, Cp, At), se introdujeron en la Ecuacién 1 para el calculo

de la potencia del ultrasonido en unidades Watts.

Tabla 3: Resultados de la determinacion de la potencia de ultrasonido

N°  T.inicial  T. final AT At m Cp Potencia de
(°C) (°C) (°C) (s) (kg) (KJ/kg°C) ultrasonido

(W)

29,5 55,4 25,9 1200 0,199204 4,185 17,99

28,3 51,3 23,0 1200 0,199204 4,185 15,98

28,1 51,6 23,5 1200 0,199204 4,185 16,33

Promedio 16,77

D.S. 1,08

b. Calculo de la intensidad del ultrasonido y densidad energética

A partir de los valores de potencia de ultrasonido obtenidos se calcularon los parametros de

intensidad y densidad energética a través de las Ecuaciones 2 y 3, respectivamente.

Tabla 4: Resultados de la determinacion de la intensidad de ultrasonido y

densidad energética

N°  Potencia de Didmetro de Volumen Intensidad del Densidad
ultrasonido sonda (cm?3) ultrasonido Energética
(W) (mm) (W/cm?) (W/cm?)
17,99 12,5 200 14,66 0,09
15,98 12,5 200 13,02 0,08
16,33 12,5 200 13,30 0,08
Promedio 13,66 0,08
D.S. 0,88 0,01
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ANEXO 5:

Tabla 1: Coeficientes de la Ecuacion de Gompertz obtenidos del modelamiento

de la segunday tercera parte de la curva de viscosidad

COEFICIENTES OBTENIDOS DEL MODELAMIENTO
MATEMATICO DE LAS CURVAS DE VISCOSIDAD

Coeficientes

A B C

Segunda parte de la curva

Control 1781,79 + 55,44 1,44 + 0,02 6,22 + 0,09
OK3 1469,70 £ 94,10 143+0,12 6,40 + 0,02
OK5 1679,85 + 40,50 1,35+ 0,00 6,21 + 0,00
OKS3 1676,03 + 17,70 1,41 +0,03 6,29 + 0,03
OKS5 1602,08 + 80,45 1,34 +0,08 6,27 £ 0,01
Tercer parte de la curva

Control 1443,61 + 11,15 0,99 £0,01 10,22 + 0,03
OK3 1324,97 + 50,33 1,07 £ 0,05 10,36 £ 0,03
OK5 1331,10 £ 9,90 1,09 + 0,03 10,24 + 0,02
OKS3 1484,93 + 29,89 1,02 £ 0,07 10,32 £ 0,05
OKS5 1366,07 + 50,56 1,06 + 0,01 10,33 £ 0,02
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ANEXO 6: GRAFICOS DE LOS PANES OBTENIDOS CORRESPONDIENTES
A LOS TRATAMIENTOS EVALUADOS

Figura 3: Pan con okara de tarwi control al 5 % (OK?5)
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Figura 5: Pan con okara de tarwi sonica al 5 % (OKS5)
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INTRODUCTION

Tarwi (L. mutabilis) is an important source of
protein and fat that has recently attracted
increasing interest [1]. The extraction of fats and
proteins from tarwi generates a residue called
“okara” due to its analogy with the residue
obtained from the processing of soybeans [2].
Modifying plant by-products through green
technologies such as ultrasound is aligned with
efforts to add added value to these products
and reduce the environmental impact of their
disposal.

OBJETIVE

This research aimed to i) describe the changes
of high-intensity ultrasound on tarwi okara in
terms of composition and techno-functional
properties and then ii) evaluate the effect of
adding control (OK) and sonicated (SOK) tarwi
okara at levels of 3% and 5% in bread
formulation on the physicochemical
characteristics of final products.

METODOLOG

The process to recover and apply the high-
intensity ultrasound is described bellow.
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Evaluation of gluten-free bread treatments
included the following analyses: specific
volume by a  topographic  scanner
(BVM6630,Perten) [A], crumb firmness was
tested using the Texture Profile Analysis
methodology [B], and crumb structure was

measured using ImageJ 1.51 software [C].

Note: A control bread with xanthan gum (GX) at
0.5% was made for comparison purposes.
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RESULTS

The composition (Figure 1) and technological functional properties (Table 1) of tarwi okaras
were determined. These results reflect that ultrasound treatment caused changes in the
physicochemical properties of the matrix.

Table 1. Composition and technofuntional properties

OKT OKTS
= Protein Water absorption capacity (g/g) 3.32 = 0.03=  4.30 + 0.04b
Flber 179 33% Oil absorption capacity (g/g) ~ 1.15 = 0.022  1.31 = 0.05b
Carbohydrates
Others Emulsién activity index (m2/g)  13.44 x 0.44= 16.89 x 0.52b
o8 2% Emulsion stability index (min) 2512 = 0.51% 26.22 = 0.29
14% 14% Swelling capacity (mL/g) 537 £0.212 7.14 = 0.85b
OKT OKTS

Figure 1. Composition of tarwi okaras (%bh}

The specific bread volume was not affected in the OK5 and OKS3 treatments (Figure 2).
Regarding the crumb texture, the hardness increased with the levels of okara addition
(Table 2); however, chewiness improved in all treatments (except OKS5) (Figure 3). In the
alveolar structure of the crumb, the average size of the air cells and the void fraction
showed significant differences compared to the control bread (Figure 4), with less impact
in the treatments with greater specific volume.

Tabla 2. Texture analysis of bread crumbs

i b ab ab 5 Hardness (N) Cohesiveness  Springiness
& - a I CGX 4.64 = 0.312 0.24+0.01>  0.90+0.012
OK3 5.41+0.22b 0.18x0.01>  0.87 £0.07a0
OKS 5.83+0.28>c 0.16=0.01> 0.84 =0.02>
OKs3 6.06+0.13<  0.18+0.01> 0.87 =0.012°
OKS5 10.13£0.03¢  0.17 £ 0.01b 0.85 £ 0.03%
GX OK3 OK5 OKS3 OKSS
Figure 2. Specific volume on gluten free bread ‘
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Figure 3. Chewiness on gluten free bread

treatment F»gure 4. alveolar structure of the crumb

CONCLUSION

The composition and techno-functional properties of tarwi okara were affected by high-intensity
ultrasound technology, improving its hydration and emulsification properties, which are
essential in baking. Gluten-free bread treatments with 5% control okara and 3% sonicated okara
showed satisfactory results comparable to the control. This fact supports the hypothesis that
sonication improves the efficiency of tarwi okara performance as an improver of technological
quality in gluten-free bread.
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