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Resumen

Los productos de panaderia, generalmente, se formulan con grasas solidas, como
margarinas y mantecas. Estas grasas tienen un alto contenido en acidos grasos
saturados y trans, por lo que, ejercen efectos negativos sobre la salud humana. En este
estudio, se han desarrollado oleogeles de aceite de girasol y de oliva, empleando como
oleogelificantes hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y goma xantana (XG), con el objetivo
de aplicarlos, como sustitutos de la margarina, en la formulacion de bollos horneados y
al vapor. El efecto de los oleogeles sobre las propiedades fisicas de los panecillos se
evalud analizando la estructura de la miga, el volumen especifico, la altura y la textura.
Ademas, se evalud la digestibilidad de los lipidos mediante estudios de digestion in vitro.
La sustitucion de la margarina por oleogeles produjo bollos al vapor sin diferencias en
la estructura, volumen, altura y textura de la miga; sin embargo, en los bollos horneados,
se produjo una estructura menos porosa y mas dura. La extension de la lipélisis no se
vio afectada cuando la margarina fue reemplazada por oleogeles en los bollos
horneados y al vapor. Los resultados sugieren que el uso de oleogeles en lugar de
margarina en los panecillos podria representar una estrategia interesante para preparar
productos de panaderia mas saludables.

Palabras claves: nhidrocoloides, productos de panaderia, estructuracion de
aceites.

Abstract

Bakery products are usually formulated with solid fats, like margarines and shortenings,
which contain high levels of saturated and trans-fatty acids and have negative effects on
human health. In this study, hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) and xanthan gum
(XG) were used as oleogelators to prepare oleogels, using sunflower and olive oil, as
substitutes for margarine in baked or steamed buns. The effect of oleogels on the
physical properties of the buns was evaluated by analyzing the crumb structure, specific
volume, height, and texture. In addition, lipid digestibility was assessed through in vitro
digestion studies. Replacement of margarine with oleogels produced steamed buns with
no differences in the crumb structure, volume, height, and texture; however, in baked
buns, a less porous and harder structure was produced. The extent of lipolysis was not
affected when margarine was replaced by oleogels in the baked and steamed buns. The
results suggest that using oleogels instead of margarine in buns could represent an
interesting strategy to prepare healthier bakery products.

Key words: hydrocolloids; bakery products; oil structuring.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, muchos alimentos contienen en su formulacién grasas sélidas, con un alto
contenido en acidos grasos saturados (AGS) y trans (AGT). A nivel industrial, las grasas
sblidas son muy utilizadas (Karabulut et al.,, 2003; Nor & Sahri 2007) por sus
aplicaciones tecnoldgicas y porque confieren al alimento propiedades muy apreciadas
por los consumidores (Gebauer & Baer, 2013). Proporcionan una textura, consistencia,
sabor y olor agradable al alimento y una mayor vida Gtil. Esto hace que sea muy dificil
reducir o eliminarlas de la formulacién de los alimentos (Barreto et al., 2020). Sin
embargo, el consumo de este tipo de grasas puede producir problemas de salud, como
enfermedades coronarias ateroscleroéticas, relacionadas con el aumento de los niveles
de colesterol sérico total (Dinicolantonio et al., 2016), y un aumento en la incidencia de
enfermedades, tales como, diabetes tipo Il, sindrome metabdlico y obesidad, entre otras
(Gluhak, 2020). En este sentido, la EFSA (European Food Safety Autority), tras evaluar
los efectos sobre la salud de los AGS y AGT, ha puesto de manifiesto que existe
suficiente evidencia cientifica sobre el potencial efecto negativo del consumo excesivo
de las grasas saturadas y trans, y ha manifestado que es necesario reducir su ingesta,
tanto como sea posible (EFSA, 2016). En su estudio Gluhak, (2020) propone reducir el
consumo de &cidos grasos saturados a menos del 10 % de la ingesta total de energia
por persona y el de acidos grasos trans a menos del 1 %. Instituciones como la WHO
(World Health Organization) tienen como objetivo limitar el consumo de grasas, cambiar
las fuentes de grasas saturadas por grasas insaturadas y prescindir de los AGT en los
alimentos fabricados industrialmente (WHO, 2019). La FDA (Food and Drug
Administration), es un organismo que exige que se proporcione la informacion nutricional
precisa sobre el contenido en acidos grasos para garantizar un uso responsable de las
grasas saturadas, y trans en alimentos y poder llevar una dieta saludable (FDA, 2014).

En la sociedad, la demanda de nuevos alimentos saludables y sostenibles est4, cada
vez, mas presente. El consumidor, ademas, exige que la vida Util y las caracteristicas
organolépticas de estos alimentos no se vean reducidas. Una estrategia, que podria dar
solucion a estas necesidades, es el disefio/reformulacién de alimentos, mediante el
reemplazo de las grasas ricas en AGS y AGT por grasas de alta calidad nutricional,
capaces de mimetizar las propiedades fisicoquimicas y sensoriales que aportan las
grasas plasticas (Gongalves, 2018; Puscas et al., 2020).

Los oleogeles pueden ser una alternativa viable para reemplazar grasas de estructuras
sélidas y reformular alimentos con un perfil nutricional saludable. La oleogelificacion
confiere estructura al aceite liquido y le proporciona textura, caracteristicas reolégicas,
organolépticas y propiedades estabilizantes similares a las aportadas por las grasas
saturadas. Los oleogeles se definen como sistemas gel en los que se inmoviliza una
fase aceite (90%) en una red tridimensional de moléculas autoensambladas con
capacidad de gelificar que actian como estabilizantes (Bascuas et al., 2020a; Patel et
al., 2014a). La elaboracion de oleogeles con aceites ricos en &cidos grasos insaturados,
tanto monoinsaturados como poliinsaturados, es una alternativa prometedora para el
desarrollo de alimentos de alto perfil lipidico (O’Sullivan et al., 2016). El aceite es un
factor esencial porque aporta propiedades térmicas, funcionales, texturales y reoldgicas,
contribuyendo a la estabilidad del oleogel (Ahmadi et al., 2020).

Para la obtencion del oleogel es necesario emplear agentes gelificantes que confieran
estructura al aceite liquido. Atendiendo al tipo de agente gelificante, existen diferentes
métodos de estructuracion; los directos y los indirectos. Los métodos directos consisten
en adicionar el agente estructurante de forma directa en la fase oleosa. Las ceras y la
etilcelulosa, son dos ejemplos de agentes estructurantes empleados en la formacién de
oleogeles de manera directa (Giacintucci et al., 2018; Li et al., 2021). Por otro lado, en
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los métodos indirectos es necesario prehidratar el agente estructurante para atrapar el
aceite (Abdollahi et al., 2019; Patel & Dewettinck, 2015; Urbankova et al., 2021). Una de
las asignhaturas pendientes en el campo de la oleogelificacién en tecnologia de alimentos
es encontrar agentes estructurantes que sean efectivos a bajas concentraciones,
baratos, facilmente disponibles y, lo mas importante, que cuenten con la aprobacion
reglamentaria requerida para su uso en productos comestibles (Patel, 2015; Patel y
Dewettinck, 2016). El empleo de hidrocoloides en la obtencidén de oleogeles para uso en
alimentacién presenta numerosas ventajas; la mas destacada es su larga historia de
utilizacion en alimentos. Asimismo, los hidrocoloides se pueden obtener de fuentes
renovables y de forma respetuosa con el medio ambiente. Uno de los hidrocoloides
empleados para la estructuracion de aceites es la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)
(Ashkar et al., 2019; Zuiiiga et al., 2012).

La HPMC, biopolimero derivado de la celulosa, es empleado como agente
oleogelificante por su capacidad emulsificante, sus propiedades mecanicas, y su bajo
coste (Barcenas & Rosell, 2005; Ding et al., 2015; Rubilar et al., 2015). Asimismo, la
adicion de agentes espesantes como la goma xantana (GX) mejora la viscosidad de la
fase continua e incrementa la estabilidad de la emulsion (Desplanques et al., 2011;
Noshad et al., 2021). El uso de GX en la elaboracién de oleogeles estructurados con
HPMC mejora las propiedades reologicas y la termoestabilidad de los oleogeles
(Bascuas et al., 2020a; Bascuas et al., 2020D).

El método emulsion-template es uno de los métodos indirectos que permite estructurar
aceites gue contienen hidrocoloides (Bascuas et al., 2021). Para ello primero se hidrata
el agente estructurante y posteriormente se elabora la emulsion de aceite en agua en la
que esté contenido el hidrocoloide. A continuacion, se elimina el agua de la emulsion en
estufa para obtener un producto seco donde el aceite se encuentra retenido fisicamente.
Este producto seco se homogeniza para obtener el oleogel (Bascuas et al., 2020a; Patel,
2015).

El pan dulce es un sistema coloidal que consta de componentes hidrofébicos, como
grasas, y componentes hidréfilos, como harina, sal o azucar. En la elaboracién del pan,
los componentes de la masa se entrelazan formando una estructura tridimensional que
retiene el oxigeno (burbujas de aire) en su interior (Cauvain, 2020; Demirkesen & Mert,
2020). La panificacion se puede evaluar en funcion de la composicion de los
componentes y del proceso de elaboracién que consta de las etapas de amasado,
fermentacion y coccién (Andrzej et al., 2020). Cuando la coccidn tiene lugar mediante
horneado, el agua superficial de la masa se evapora, rapidamente, y se forma la corteza
en la superficie del pan. Durante el horneado se producen diversos cambios a nivel fisico
y quimico, tales como, difusion del agua, expansion del volumen, formacion de la corteza
y estructuracién de la miga, gelatinizacién del almidén y desnaturalizacion de proteinas.
Cuando la coccién del pan tiene lugar mediante aplicacién de vapor se forma en la
superficie una delgada capa por la gelatinizacién del almidon (Yue et al., 2020). Los
panes al vapor permiten mejorar sus propiedades, nutricién, textura, sabor, retardar el
envejecimiento y prolongar la vida util (Suo et al., 2020).

De manera tradicional, el pan dulce se elabora empleando grasa saturada como
ingrediente, normalmente margarina. La grasa contribuye en la elaboracién del pan
proporcionando propiedades beneficiosas (Pareyt et al.,, 2011). No obstante, la
sustitucién de esta grasa por oleogeles en la formulacidon permitiria obtener productos
de calidad més saludables.

Debido a las aplicaciones que tienen los oleogeles como sustitutos de grasas sélidas
seria interesante conocer la digestibilidad lipidica in vitro de la grasa de los oleogeles



como una herramienta a tener en cuenta para desarrollar grasas funcionales y
suministrar compuestos bioactivos en los sistemas alimentarios (Calligaris et al., 2020).

La digestion es un proceso complejo que consiste en la degradacion de los alimentos
transformandolos en moléculas mas simples que se pueden absorber en el organismo,
son ampliamente utilizados para estudiar el comportamiento gastrointestinal en
alimentos. En la digestion entran en juego muchos factores importantes como la
composicion, naturaleza, el estado fisico de la matriz alimentaria y de los componentes
que constituyen el alimento (Hur et al., 2009; Hur et al., 2011; McClements & Decker,
2009).

Hay dos tipos de digestiones, in vivo e in vitro. La digestion in vivo presenta una serie
de desventajas relevantes como son, i) elevados costes del equipo y mano de obra, ii)
dificil interpretacion y andlisis de los resultados v iii) el disefio experimental que muestra
limitaciones éticas (Van Buggenhou et al., 2010). La digestién in vitro estatica analiza
los productos resultantes de la digestion de los alimentos y evalla la liberacion de los
macronutrientes del modelo alimentario, tiene ventajas como su robustez, simplicidad,
es relativamente econdmica, facil de evaluar, y reproducible. En los dltimos afios,
INFOGEST (red internacional de excelencia sobre el destino de los alimentos en el
tracto gastrointestinal) ha logrado, ademas de, estandarizar las condiciones
experimentales de los métodos in vitro facilitar la obtencién de resultados reproducibles
en los distintos laboratorios (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014).

La digestion in vitro estética de los lipidos puede verse afectada por diferentes factores.
Entre ellos, uno de gran interés es el componente que esta formando parte de la
interfase, asi como las moléculas que se encuentran cubriendo los glébulos. Estos
componentes pueden favorecer la adsorcién de la enzima a la interfase, que es donde
ésta se localiza para realizar la digestion de los lipidos, o dificultar esta adsorcion,
reduciendo asi la digestion (Mun et al., 2006). Otro factor que afecta el grado de lipdlisis
sera el tamafio que presenten los glébulos de grasa, pues a menor tamafo de los
glébulos, mayor sera el area superficial donde la enzima se puede adsorber para actuar
(Li et al., 2011). Los acidos grasos que se liberan durante la digestion tienden a
colocarse en la interfase, al tratarse éstos de moléculas con una cabeza polar y una
cadena alifatica apolar. La presencia de calcio también influye, debido a que aumenta
el ratio de la digestién al reaccionar con los AGL y reducir la presencia de éstos en la
interfase al crear complejos que precipitan (Hu et al., 2010).

En la figura 1 se pueden apreciar los diferentes procesos que tienen lugar durante el
transcurso de la digestién in vitro de los alimentos.

Digestién de lipidos

Fase de la digestiéon | pHy enzimas | Gl6bulos de la emulsién




\\‘..‘\\n\llllm;,,,/’

pH 5-7 OO 8

Emulsions

BOCA Amilasa salival
1 Depletion
Brideine
P / \ flocculation
: “\
~\

flocculation
% .\\\J.

S !

pH 1-3 - X

i Coalescence % Disruption
ESTOMAGO Pepsina
Opo
Co

Lipasa géstrica

- . ®
o 0". ¥ 3 >. )
. :%:’g; . %\W@. -
. \ o e . S ’@ <
® -~
pH 6-7,5 % 3
Competitive Interfacial layer
Pancreatina adsorption hydrolysis
INTESTINO Bilis =
DELGADO Enzyme adsorption

Lipasa gastrica and activity

r:-- iy Vesicles,
\f .
e micelles

Figura 1. Representacion esquematica de los diversos procesos que pueden ocurrir a los
glébulos grasos de la emulsion bajo unas condiciones determinadas al pasar por el tracto

gastrointestinal basado en Singh et al, (2009).

En la digestién, la fase oral constituye la primera parte, donde la comida reside
Gnicamente unos cuantos segundos. En esta fase, la emulsiéon puede sufrir grandes
modificaciones por la acciéon de enzimas como la a-amilasa, electrolitos, proteinas como
la mucina y los procesos mecanicos como la masticacion y accion de la lengua (Mao &
Miao, 2015). En la siguiente fase, la comida desciende por el eso6fago hasta el estémago,
donde tendra lugar la fase gastrica. En esta fase, la emulsion es sometida a pH acidos,
asi como a la accion de enzimas que actian en el medio acido como la pepsina, a la
influencia de electrolitos y a movimientos de peristalsis (Mao & Miao, 2015). Finalmente,
en la fase intestinal, el pH vuelve a ascender hasta un valor aproximado de 7. En esta
fase la presencia de sales biliares, electrolitos y enzimas como la lipasa pancreética
tiene una gran influencia sobre las emulsiones (Mao & Miao, 2015) y la digestidn de los

lipidos contenidos en éstas.
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2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es estudiar el impacto de la sustitucion de margarina por
oleogeles, elaborados con aceite de oliva o de girasol y estructurados con los
hidrocoloides hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y goma xantana (GX), sobre las
propiedades estructurales y la digestibilidad lipidica in vitro de panes dulces, cocidos al
horno o al vapor.



3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Material

La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC-K4M) fue suministrada por Dow Chemical
Company, (Midland, MI, Estados Unidos) y la goma xantana (GX, Satiaxine CX 931) por
Cargill R&D (Vilvoorde), la margarina de coco fue adquirida de Gramcosa (Catarroja,
Valencia, Spain), el agua utilizada fue agua Bezoya (Segovia, Espafa) y el aceite de
oliva (Coosur, Espafa) y el aceite de girasol (Carrefour, Espafia) fueron comprados en
supermercado. Para la elaboracion del pan se empled harina de trigo (Comercial Gallo
S.A.U., Spain), levadura fresca (Lesaffre Ibérica, Spain), sal (Consum, Spain), aztcar
(Azucarera, Spain) y leche entera (3.6 g/100 ml grasas) (Consum, Spain), adquiridas en
supermercado.

3.2 Preparacion del oleogel

La composicién del oleogel se presenta en la tabla 1. Se elaboraron 200 g de oleogel
mediante el método emulsion-template. Para ello, primero se disolvieron 2 g de HPMC,
lentamente, en 76,8 g de agua fria, en agitacion, a 300 rpm durante 20 min utilizando
una Thermomix (Thermomix TM6, Vorwek. Alemania). A la disolucidon se le afadieron
1,2 g de GX y la mezcla permanecié durante 5 min en agitacion a 300 rpm. A
continuacioén, para preparar la emulsion, se vertieron 120 g de aceite (de oliva o girasol)
y la mezcla se homogenizé durante 5 min a 300 rpm. La emulsién obtenida se introdujo
en una manga pastelera de silicona (Kurtzy, India) con una boquilla de 4,5 cm de
diametro (Carrefour, TESCOMA, Espafia), y se extendié sobre un molde de teflén de
dimensiones 42 cm x 35 cm x 0.13 mm (Pritogo, Alemania), hasta conseguir ldminas
rectangulares de aproximadamente 24 cm x 1.2 cm de lado y un espesor de 0.01 cm.
Las laminas se sometieron a secado a 80 °C durante 3 h 30 min en estufa convencional
(KB115; BINDER, Tuttlingen, Alemania). Finalmente, las emulsiones secadas se
homogeneizaron con una picadora (Moulinex A320R1, Paris, Francia) durante 4 s. Los
oleogeles preparados con el método emulsion-template fueron dos: oleogel de oliva (O)
y oleogel de girasol (G).

Tabla 1. Composicion del oleogel en 200 g.

OLEOGEL
Ingredientes Cantidad (gramos)
Agua 76,8
HPMC 2
Goma Xantana 1,2
Aceite (oliva o girasol) 120

3.3 Elaboracion del pan

Los ingredientes utilizados para la elaboracién de las diferentes formulaciones de panes
dulces se muestran en la tabla 2. Se prepararon 6 panes dulces distintos, empleando
como grasa control, grasa de margarina de coco (C), y oleogeles de aoliva (O) o girasol
(G) como grasa de reemplazo.

La preparacién de la masa se realizé en diferentes etapas en una Thermomix modelo
TM31 (Thermomix, Vorwrek, Wuppertal, Alemania). En la primera etapa, se mezclaron
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la leche y el azdcar a 37 °C durante 2 min a 200 rpm. Posteriormente, se adiciond la
levadura fresca y se mezcl6 en el procesador durante 5 s a 300 rpm. A continuacion, se
adiciond la harina de trigo y la sal y se mezclaron durante 15 s a 1100 rpm. Finalmente,
se adiciond la fraccién grasa (C, O 0 G) y se amasé a 500 rpm durante 3 min. La masa
obtenida se introdujo en moldes de papel de aluminio (0,5 L) (Envasado Alimentario
Alibérico, Espafia) a razon de 150 g de masa por molde y se dejaron reposar durante 1
h. Las muestras se procesaron, en dos condiciones diferentes: en horno (H) (180 °C /
30 min) (Electrolux, modelo EOC3430DOX, Estocolmo, Suecia), y al vapor en una
Thermomix (V) (funcién Varoma / 30 min, previamente desmoldado). Los panes dulces
obtenidos tres mediante coccién por horno (HC, HO, HG) y tres mediante coccién al
vapor (VC, VO y VG) se atemperaron durante 1 h y luego se analizaron.

Tabla 2. Composicién en la elaboracién del pan en un total de 100 g.

Ingredientes Cantidad (gramos)

HC HO HG VC VO VG
Harina 53,5 53,5 53,5 53,5 53,5 53,5
Leche 26,0 26,0 26,0 26,0 26,0 26,0
Grasa 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Azlcar 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Levadura 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Sal 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

3.4 Estructura de la miga

Las muestras se cortaron en rodajas verticales de 15 mm de espesor y se escanearon
(con una resolucién de 300 dpi) usando un escaner de computadora (Epson Perfection
1250, Epson America Inc., Long Beach, CA). La estructura celular de la miga se analizé
utilizando el software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EE.
UU.). La imagen se recortd en una seccion de 2 x 4 cm, en la que se realiz6 el analisis.
La imagen se dividié en canales de color y se mejor6 el contraste; luego, la imagen se
binariz6 después de un umbral de escala de grises. Los parametros calculados fueron
la densidad de las celdas de aire (numero de celdas por campo), el area de las celdas
de aire (mm?), la circularidad de las celdas y el area total de las celdas de aire dentro de
la miga (%). Las mediciones se realizaron por triplicado.

3.5 Volumen especifico y altura

El volumen especifico de las rebanadas de los panes dulces se midi6 a temperatura
ambiente mediante el método de desplazamiento de semillas de colza (AACC método
internacional 10-05.01). La altura méxima del pan se midi6 a partir de la seccion
transversal de la imagen escaneada con el software ImageJ.



3.6 Textura

Se utiliz6 un analizador de texturas TA-TX plus (Stable Micro Systems, Ltd., Godalming,
Reino Unido) con el software Texture Exponent Lite 32 (version 6.1.4.0, Stable Micro
Systems) para determinar las propiedades de textura de las muestras. Las medidas se
realizaron por triplicado en cubos (15 x 15 x 15 mm) tomados de la miga central de cada
pan.

El analisis del perfil de textura (TPA) se realiz6 utilizando una velocidad de prueba de 1
mm/s con una deformacién del 40% de la altura del cubo original y un intervalo de 5 s
entre los 2 ciclos de compresidn con una placa de aluminio de 35 mm de diametro (P/35).
Los parametros obtenidos de las curvas fueron dureza, elasticidad, cohesion y
masticabilidad. Se midieron ocho cubos de cada pan dulce.

3.7 Digestibilidad lipidica in vitro

La digestion in vitro de panes dulces se realiz6 de acuerdo con los procedimientos
descritos por Diez et al. (2021) con algunas modificaciones. Se elaboraron disoluciones
de liquido salival simulado (SSF), liquido gastrico simulado (SGF) y liquido intestinal
simulado (SIF) de acuerdo con las composiciones descritas en el protocolo INFOGEST:
2.0 (red internacional de excelencia sobre el destino de los alimentos en el tracto
gastrointestinal) (Brodkorb et al., 2019). Con el fin de imitar las condiciones fisiologicas
humanas, el analisis se realizé con temperatura controlada (37 °C) y agitacion (150 rpm).

Primero, se molieron 7,5 g de cada muestra de panecillo en una batidora de mano
(Ufesa, modelo BP4566, Barcelona, Espafia) y luego se afadieron 6 ml de SSF + a-
amilasa (Sigma A3176), 27,5 uL de CaCl, y 1,472 mL de agua destilada y todo se mezclo
a mano durante 2 min para simular la masticaciéon. En segundo lugar, en la etapa
gastrica se agregaron 24 mL de SGF + pepsina (Sigma P7000) y 12 yL de CaCl.. El pH
se ajusté a 3 usando HCI 1 M y se afiadi6 el volumen de agua destilada necesario para
un volumen total de 30 ml. La mezcla se incubé a 37 ° C durante 1 h con agitaciéon. En
tercer lugar, para la etapa intestinal, se afiadieron 12 mL de SIF + pancreatina (Sigma
P1750, 4xUSP), 67,5 L de CaCl,, 12 mL de SIF + sales biliares (Sigma B8631) (Gomez
et al., 2017) y 12 mL de SIF + lipasa (Sigma L3126; 2000 U / mL). El pH se ajusté a 7
usando NaOH 1M. La mezcla se incub6 a 37 ° C durante 2 h con agitacion. Una vez
ajustado el pH, se agrego el volumen de agua destilada necesario para un volumen total
de 45 mL; y el pH se reajust6 a 7. Finalmente, las digestiones se llevaron a cabo en un
reactor de vaso de vidrio (1 L de capacidad) a 37 °C. La medicion se realiz6 por
triplicado.
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- Realizar ensayos de actividad enzimatica y bilis.
- Preparar los fluidos SSF, SGF y SIF.
- Experimentar y probar para el ajuste del pH.

Preparacion

«Mezclar muestra triturada con 6 mL de SSF + a-amilasa.

- Se afiade 28,5 uL CaCl2 con SSF.

- Adicionar 1,472 mL de agua destilada.

- Mezclar con cucharilla (2 min, 37 °C, pH 7).

- Verter al reactor y agitacion continua (digestion, 37 °C y 125 rpm).

Fase oral

- Agregar 24 mL de SGF + pepsina.

- Afiadir 12 pL CaClz con SGF.

- Ajustar a pH 3 con HCI 1 M.

- Adicionar agua destilada hasta 30 mL (1 h a 37°C).

Fase gastrica

- Ajustar a pH 7 con NaOH 1 M y afiadir 12 mL de SIF + pancreatina.
- Adicionar 67,5 yL CaClzcon SIF.

- Agregar 12 mL de SIF + bilis y 12 mL de SIF + lipasa.

- Adicionar agua destilada hasta los 45 mL.

- Ajustar a pH 7.

Fase intestinal

- lwm 32 Etapa - Realizar la extraccion de 37,5 mL para valoracion.
u M I .l

Figura 2. Diagrama de flujo donde se pueden ver las etapas de la digestion, y brevemente el
procedimiento.

3.8 Liberacion de acidos grasos libres

La liberacion de acidos grasos libres (AGL) del pan dulce se determiné durante la
digestion in vitro empleando una unidad de titulacion automatica pH-stat (Mettler-toledo
DL 50, Greinfensee, Suiza). El pH se monitoriz6 automéaticamente manteniéndolo a pH
7,0 titulando cantidades convenientes (mL) de solucién de NaOH (0,25 M). Se registré
el volumen de NaOH incorporado a la muestra de pan dulce y se utilizé para calcular la
concentracion de AGL por lip6lisis mediante la posterior ecuacion (1):

NaoH X Myaon X Myipia
Wiipia x 2

AGL (%) = 100 x > )

donde Vnaon €S el volumen de NaOH (L) incorporado durante el proceso de digestiéon
para neutralizar los AGL generados, mnaon €S la molaridad del valorante de NaOH (0.25
M), Mipia €s el peso molecular promedio de la grasa sélida y Wiia €s el peso total de
aceite en el sistema de digestion.

Los datos experimentales de AGL publicados se ajustaron al modelo empirico seguido
por Bellesi et al., (2016):

AGL (%) = 100 x LAGLmax X ] 2
I




donde % AGL y % AGLmax son el % AGL liberado en el momento t y en el “pseudo-
equilibrio”, respectivamente, y B es el tiempo minimo necesario para alcanzar la mitad
del tiempo medio de lipdlisis, es decir, % AGLmax / 2.

La tasa inicial (K) de liberacion de AGL se puede calcular utilizando el siguiente modelo

3):

_ (AGL)ax
k=—%  ©

3.9 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el analisis de varianza
(ANOVA) para estudiar los efectos de la grasa. Las diferencias menos significativas
(LSD) se calcularon a un nivel de significancia P<0,05 utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion XVI.II (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, Estados
Unidos).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de la estructura de la miga

La apariencia de los panecillos se muestra en la figura 3. El panecillo horneado (fig. 1A,
B, C) mostr6é una miga compacta y oscura y una corteza dura, mientras que el panecillo
al vapor (fig. 1D, E, F) presentd una corteza de estructura fina y blanca, acabado
semibrillante y textura ligera. Comparando el pan control horneado (HC) (fig. 1A) y el
pan horneado hecho con oleogel de oliva (HO) u oleogel de aceite de girasol (HG) (fig.
1B y 1C), HC presenté una miga abierta y textura aireada mientras que HO y HG
mostraron una estructura de miga mas densa y compacta, con menor niamero de
cavidades. Sin embargo, estas diferencias en la apariencia no se pudieron observar
entre las muestras cocidas al vapor (fig. 1D, 1E y 1F).

Figura 3. Corte transversal de panes dulces: elaborados al horno (A-C) y al vapor (D-F). A:
control con margarina de coco (HC); B: con oleogel de oliva (HO); C: con oleogel de girasol (HG);
D: con margarina de coco (VC); E: con oleogel de oliva (VO); F: con oleogel de girasol (VG).

La tabla 3 muestra las caracteristicas del panecillo horneado. Se puede observar que
los panecillos horneados elaborados con margarina tuvieron valores significativamente
(P<0,05) méas elevados en el area celular total que los panecillos horneados formulados
con ambos oleogeles. No se pudieron observar diferencias significativas (P>0,05) en las
caracteristicas de la estructura celular, densidad celular y area celular. HC mostr6
diferencias de valores significativamente mas elevados (P<0,05) que las muestras de
HG en la circularidad celular.

Tabla 3. Propiedades del pan dulce al horno.

HC HO HG

Densidad celular 12352 (113) 10452 (140) 10642 (100)
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Area celular (mm?) 0.272(0.06) 0.332(0.06) 0.302(0.01)

Estructura  Cijrcularidad celular 0.85° (0.02) 0.83% (0.01) 0.822(0.01)

delamiga  Area celular total (%) 45" (3) 39.22(0.4) 36.6%(0.7)

*Control de pan dulce horneado elaborado con margarina de coco (HC); pan dulce
horneado elaborado con oleogel de oliva (HO); pan dulce horneado elaborado con
oleogel de girasol (HG). Los valores con diferentes letras minasculas (a, b... z) dentro
de la misma fila son significativamente diferentes (P<0,05) segln la prueba de rango
mdltiple LSD.

Tabla 4. Propiedades del pan dulce al vapor.

VC VO VG
Densidad celular 13292 (87) 11012 (161) 11372 (105)
A 2 a a a
Estructura Area celular (mm?) 0.272 (0.06) 0.272 (0.06) 0.302 (0.01)
de la miga Circularidad celular 0.852 (0.01) 0.822 (0.02) 0.842 (0.01)
Area celular total (%) 444 (4) 372 (6) 432 (2)

*Control de pan dulce vaporizado elaborado con margarina de coco (VC); pan dulce
vaporizado elaborado con oleogel de oliva (VO); pan dulce vaporizado elaborado con
oleogel de girasol (VG). Los valores con diferentes letras mindsculas (a, b... z) dentro
de la misma fila son significativamente diferentes (P<0,05) segun la prueba de rango
multiple LSD.

La tabla 4 muestra las caracteristicas de los panes al vapor. No se pudieron observar
diferencias significativas (P>0,05) en las caracteristicas de la estructura celular
(densidad celular, &rea celular, circularidad celular y area celular total) entre el pan de
control al vapor y el pan al vapor elaborado con oleogeles.

La grasa soélida juega un papel importante en la estabilizacion de la burbuja de aire,
formando una pelicula en la interfaz aire-matriz (Rodriguez et al., 2012). La formacién
de una red estructurada proporcionada por los oleogeles parece ser muy eficaz en la
incorporacion y estabilizacion de las células de aire en los bollos. Esto puede explicar
los valores similares de densidad celular y area celular observados cuando los bollos se
formulan con oleogel o margarina. Sin embargo, esto demuestra la capacidad de los
oleogeles formulados con HPMC y XG para impatrtir una estructura similar para controlar
el pan elaborado con una grasa saturada, al tiempo que mejora el perfil lipidico de la
grasa.

4.2 Volumen especifico y altura

El efecto de la margarina y el oleogel sobre el volumen especifico de panecillo horneado
se investigd como se muestra en la tabla 5. No se encontraron diferencias significativas
(P<0,05) en el volumen especifico y altura entre el pan dulce control horneado y el pan
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horneado hecho con oleogeles. Los hidrocoloides permiten la formacion de una
estructura de redes de gel durante el horneado, mejorando el volumen especifico y las
propiedades de textura al expandir las células de gas sin colapsar (Liu et al., 2018;
Mohammadi et al., 2014). La tabla 6 muestra el volumen especifico y la altura de los
panes vaporizados. Los panes dulces al vapor elaborados con oleogeles no mostraron
diferencias significativas (P<0,05) con el control. Otros autores (Jung et al., 2020)
tampoco encontraron diferencias significativas en el volumen especifico del pan dulce
al reemplazar el 75% de mantequilla por oleogel preparado con cera de candelilla. Por
tanto, la estructura de tipo sélido proporcionada por el oleogel parece ser una excelente
alternativa capaz de simular la funcionalidad de los cristales de grasa que proporcionan
las grasas solidas convencionales, al incorporar y estabilizar las burbujas de aire durante
el desarrollo de la masa.

Tabla 5. Propiedades del pan dulce al horno.

HC HO HG
Volumen especifico (cm®g) 2.72(0.1) 2.542 (0.09) 2.72(0.2)
Altura (cm) 4.75% (0.03) 4.72(0.1) 4.702 (0.06)

*Control de pan dulce horneado elaborado con margarina de coco (HC); pan dulce
horneado elaborado con oleogel de oliva (HO); pan dulce horneado elaborado con
oleogel de girasol (HG). Los valores con diferentes letras minasculas (a, b... z) dentro
de la misma fila son significativamente diferentes (P<0,05) segun la prueba de rango
multiple LSD.

Tabla 6. Propiedades del pan dulce al vapor.

VC VO VG
Volumen especifico (cm3/g) 2.502(0.05) 2.72(0.1) 2.62(0.2)
Altura (cm) 3.92(0.3) 4.02(0.1) 3.82(0.1)

*Control de pan dulce al vapor elaborado con margarina de coco (VC); pan dulce al
vapor elaborado con oleogel de oliva (VO); pan dulce al vapor elaborado con oleogel de
girasol (VG). Los valores con diferentes letras mindsculas (a, b... z) dentro de la misma
fila son significativamente diferentes (P<0,05) segun la prueba de rango multiple LSD.

El volumen especifico es uno de los pardmetros mas criticos para evaluar la calidad de
los productos horneados aireados, ya que influye en la aceptacion del consumidor
(Monteiro et al., 2021). Los lipidos tienen un impacto importante en el volumen de la
masa (Demirkesen y Mert, 2019). La pérdida de volumen, en productos de panificacion,
es una dificultad tecnolégica que hay que superar cuando se reemplaza la grasa
convencional por sustitutos de grasa en la formulacion de este tipo de alimentos. El uso
de los oleogeles desarrollados en este trabajo permiten mantener estos estandares de
calidad en el pan dulce.

4.3 Textura

Las propiedades de textura de los panes dulces horneados preparados con margarina
(HC) o con los oleogeles de oliva (HO) y girasol (HG) se resumen en la tabla 7. Los
panes formulados con oleogeles (HO, HG), presentaron valores significativamente
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(P<0,05) mas elevados de dureza que el control (HC). Oh y Lee (2018) también
encontraron diferencias significativas (P<0,05) en las propiedades de textura, cuando
los muffins se elaboraron con oleogeles de HPMC en lugar de con manteca. Estas
diferencias se atribuyeron a la estructura mas densa con valores mas bajos en el area
celular total en las muestras elaboradas con oleogeles (HO, HG). En cuanto al
parametro elasticidad, los panes elaborados con HC presentaron valores
significativamente (P<0,05) mas elevados que los elaborados con HG. Los valores de
cohesividad no mostraron diferencias significativas (P>0,05) en ninguna de las muestras
estudiadas. Estos resultados concuerdan con el andlisis de volumen especifico, donde
los distintos panes horneados no presentaron diferencias significativas (P>0,05) En
cuanto a los valores de masticabilidad, los elaborados con oleogel de oliva presentaron
valores significativamente (P<0,05) mas elevados que los elaborados con margarina,
sin embargo, no se encontraron diferencias (P>0,05) ni entre los HG y HC, ni entre los
elaborados con los dos oleogeles.

Como se presenta en la tabla 8, los panes dulces al vapor formulados con oleogeles
(VO, VG), no mostraron diferencias significativas (P>0,05) en las propiedades de textura
con respecto a los panes formulados con la grasa control (VC). Estos resultados
mostraron que los oleogeles se pueden utilizar para formular panes dulces de
propiedades estructurales adecuadas.

Tabla 7. Propiedades del pan dulce al horno.

HC HO HG
Dureza 0.92 (0.1) 1.2 (0.2) 1.1° (0.3)
Elasticidad 0.92° (0.02) 0.90 (0.03) 0.82(0.2)

Textura
Cohesion 0.747 (0.02) 0.73% (0.02) 0.747 (0.06)
Masticabilidad 0.642 (0.09) 0.8° (0.1) 0.7% (0.2)

*Control de pan dulce horneado elaborado con margarina de coco (HC); pan dulce
horneado elaborado con oleogel de oliva (HO); pan dulce horneado elaborado con
oleogel de girasol (HG). Los valores con diferentes letras minasculas (a, b... z) dentro
de la misma fila son significativamente diferentes (P<0,05) segun la prueba de rango

multiple LSD.

Tabla 8. Propiedades del pan dulce al vapor.

VvC VO VG
Dureza 0.72(0.1) 0.752 (0.08) 0.72(0.1)
Elasticidad 0.902 (0.03) 0.912 (0.03) 0.9 (0.1)
Textura
Cohesion 0.722 (0.02) 0.722(0.03) 0.742 (0.05)
Masticabilidad 0.482 (0.08) 0.492 (0.05) 0.52(0.1)
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*Control de pan dulce vaporizado elaborado con margarina de coco (VC); pan dulce
vaporizado elaborado con oleogel de oliva (VO); pan dulce vaporizado elaborado con
oleogel de girasol (VG). Los valores con diferentes letras mindsculas (a, b... z) dentro
de la misma fila son significativamente diferentes (P<0,05) segun la prueba de rango
multiple LSD.

4.4 Digestibilidad lipidica in vitro

Como tendencia general, en la figura 4 todas las muestras presentaron una liberacion
rapida de acidos grasos libres (AGL) en los primeros 10 min de la digestion intestinal in
vitro, seguida de un incremento mas gradual de esta liberacion en tiempos mas
prolongados, alcanzando un valor final relativamente constante. Los valores maximos
de AGL alcanzados durante la lipdlisis pueden deberse al hecho de que los AGL y los
productos intermedios de digestion tienen una alta actividad superficial y tienden a
adsorberse en la superficie de la gota de aceite. A una concentracion suficientemente
alta, desplazan las moléculas de lipasa de la interfaz aceite-agua, inhibiendo asi la
actividad de la lipasa (Torcello & Foster, 2016).

A)
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40 -

AGL (%)

30 4

0 20 40 80 80 100 120
Tiempo (min)

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Figura 4. Concentracién de AGL durante la digestion in vitro de A) pan dulce horneado B) pan
dulce vaporizado. Pan dulce control (cuadrados), pan dulce elaborado con oleogel de oliva
(circulos), panes dulces elaborados con oleogel de girasol.
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Las tablas 9 y 10 describen los parametros cinéticos durante el proceso de digestion
lipidica, a lo largo del tiempo, de los panes dulces horneados y al vapor. EI modelo
matematico presenté un R? superior a 0.98 en todos los casos, lo que evidencia el
excelente ajuste entre la férmula y los datos experimentales. La cantidad de AGL
liberada durante la digestion de los panes elaborados con oleogeles de oliva o girasol
estructurados con HPMC y XG fue de alrededor del 35-50%. Este resultado concuerda
con los obtenidos por diferentes autores (Bellesi et al., 2016; Ruiz et al., 2017) que
estudiaron la digestién de emulsiones estabilizadas por HPMC y encontraron valores de
AGL alrededor de 44-51%. La actividad interfacial de la HPMC y el menor grado de
desestabilizacion bajo los fluidos de digestion, juegan un papel importante en la lipdlisis,
dificultando el acceso de la lipasa a la interfaz (Bellesi et al., 2018). Los panes dulces
horneados elaborados con oleogeles (HO, HG), no mostraron diferencias significativas
(P>0,05) en los valores de AGLmax €n comparacion con los panes horneados elaborados
con margarina (HC). Los panes elaborados al vapor (VC, VO, VG), no mostraron
diferencias significativas (P>0,05) en los valores de AGLmax (tabla 10).

Tabla 9. Pardmetros cinéticos que describen la liberacién de 4cidos grasos libres (AGL) de la
digestion final de panes dulces horneados.

Muestra AGL max (%) K (1/min) R?
HC 382(2) 6.5° (1.3) 0,99
HO 482(3) 4.2% (0.7) 0,99
HG 452 (7) 3.72(0.1) 0,98

*Control de pan dulce horneado elaborado con margarina de coco (HC); pan dulce
horneado elaborado con oleogel de oliva (HO); pan dulce horneado elaborado con
oleogel (HG). Los valores con diferentes letras minasculas (a, b... z) dentro de la misma
fila son significativamente diferentes (P<0,05) segln la prueba de rango multiple LSD.

Tabla 10. Parametros cinéticos que describen la liberacion de acidos grasos libres (AGL) de la
digestion final de panes dulces al vapor.

Muestra AGLmax (%) K (1/min) R?
vVC 312 (8) 3.82(0.6) 0,99
VO 35.72(0.4) 5.5% (0.6) 0,99
VG 392 (4) 6.8 (1.4) 0,99

*Control de pan dulce vaporizado elaborado con margarina de coco (VC); pan dulce
vaporizado elaborado con oleogel de oliva (VO); pan dulce vaporizado elaborado con
oleogel (VG). Los valores con diferentes letras minusculas (a, b... z) dentro de la misma
fila son significativamente diferentes (P<0,05) segun la prueba de rango multiple LSD.

La razdn por la que los panes hechos con oleogeles presentaron perfiles de liberacion
de AGL mas altos que los de margarina, a lo largo de la digestion (fig.4) podria ser
debido a que i) la margarina esta formulada con emulsionantes, que inhiben la actividad
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de la lipasa de manera mas efectiva que los hidrocoloides (Borreani et al., 2019), y a i)
la presencia de iones de calcio, procedentes de la digestién y de los alimentos (por
ejemplo de la leche utilizada en la elaboraciéon de los panes) que aumentan el grado de
digestién de los triglicéridos promoviendo la eliminacion de los &cidos grasos de la
interfase aceite-agua para formar jabones de calcio insolubles, que aumentan el grado
de digestibilidad (Devraj et al., 2013; Torcello et al., 2018).

La velocidad inicial de digestion de los panes horneados mostrd diferencias significativas
entre HC y HG (tabla 9) probablemente influenciada por la sustitucion de la grasa de
margarina saturada estabilizada con surfactantes por el oleogel de girasol rico en acidos
grasos monoinsaturados y estabilizado con hidrocoloides. Los panes dulces horneados
formulados con oleogeles de girasol mostraron velocidades iniciales de digestion mas
bajas, lo que indica que los panes control se digirieron mas rapido inicialmente (tabla 9).
La margarina comercial contiene en su formulacion E-471 como tensioactivo, una
mezcla de monoglicéridos y diglicéridos, que probablemente contribuyen como
sustratos a la accion de la lipasa intestinal y generan AGL adicionales e incluso sirven
como emulsionantes que aumentan la eficiencia de la lipdlisis aumentando la velocidad
inicial (Ashkar et al., 2019). No se encontraron diferencias significativas (P>0,05) entre
HO y el resto de las muestras (HC y HG) (tabla 9).

En los panes dulces elaborados al vapor (tabla 10), la velocidad inicial fue
significativamente (P<0,05) mayor en los formulados con oleogel de girasol (VG) que en
los formulados con margarina (VC). No se encontraron diferencias significativas
(P>0,05) entre VO y el resto de las muestras. Este proceso de elaboracion al vapor
supone que el producto final contiene un 14% mas de agua que el horneado. Como se
indicO anteriormente en varias revisiones sobre la influencia de la estructura en la
digestibilidad de los lipidos, la estructura y composicion de la matriz que rodea al lipido
puede afectar a la bioaccesibilidad de la fraccién lipidica (Marze, 2013; McClements et
al., 2009; Michalski et al., 2013; O'Sullivan, 2016). La eliminacion de agua que produce
el proceso de horneado favorece la interaccion entre el polisacarido y la interfase de los
glébulos de grasa. Pero cuando el contenido en agua es mayor, la afinidad entre el
polisacarido y el agua puede competir con su papel emulsionante (Scholten, 2019),
favoreciendo la digestion de los lipidos. Por esta razén, es posible que en las muestras
de VG y VO el agua disponible tienda a diluir parte de los oleogelificantes hidrocoloides
(HPMC y XG) permitiendo que la lipasa ataque mas rapidamente los glébulos de grasa
en estas muestras.
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5. CONCLUSIONES

La sustitucion de margarina, grasa plastica utilizada tradicionalmente en los productos
elaborados horneados, por oleogeles de aceite de oliva o de girasol estructurados con
HPMC y XG, es eficaz para proporcionar caracteristicas fisicas similares en panes
horneados o al vapor. El reemplazo de la margarina por oleogeles produce panes al
vapor sin diferencias en la estructura de la miga, volumen y altura. Sin embargo, los
panes horneados hechos con oleogeles presentan una estructura de miga menos
aireada y son mas duros que los panes horneados formulados con margarina. Con
respecto a la digestibilidad de los lipidos, el grado de digestion, medido a partir de la
liberacion de acidos grasos in vitro, no se ve afectado por el reemplazo de la margarina
por oleogeles. Estos resultados sugieren que la reformulacion de panes con oleogeles
como sustitutos de grasas saturadas podria ayudar a la industria alimentaria a preparar
productos de panaderia saludables.
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