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RESUMEN

El almidon es el constituyente mayoritario en una gran mayoria de
alimentos, incluyendo productos de panaderia. Una practica comun en
tecnologia de alimentos es la utilizacién de la congelacion/descongelacion
para incrementar la vida util de los alimentos. El objetivo del estudio ha sido
evaluar el impacto de distintos aditivos y enzimas de uso alimentario sobre
las propiedades del almidon cuando se somete a tratamientos térmicos. Se
evalué el impacto de dichos aditivos y enzimas sobre las propiedades
viscosimétricas del almidon de trigo, la microestructura y textura de los geles
y los parametros calorimétricos durante la congelacion/descongelacion. La
viscosidad del gel de almidén se incrementd al adicionar goma guar y goma
xantana, mientras que el SSL retraso la gelatinizacion. El analisis de imagen
permitié identificar las diferencias estructurales de los geles obteniendo un
area de poro menor con goma xantana y mayor con SSL; aunque todos ellos
fueron méas blandos que el control, especialmente con SSL. La gelatinizacién
del almidén fue retrasada por el dextrano y trehalosa, mientras que goma
guar, goma xantana y glicerol disminuyeron la temperatura de transicion
vitrea, y junto con el SSL incrementaron la entalpia de congelaciéon. La
trehalosa y la goma xantana originaron los geles que presentaron menor
sinéresis tras el almacenamiento en congelacién. Los aditivos/enzimas
estudiados modificaron la funcionalidad del almidén, siendo necesario la
profundizacibn en el estudio para comprender el efecto en matrices
complejas.

Palabras clave: almidén, aditivos, gelatinizacién, congelacion, estructura.
RESUM

El midé és el constituent majoritari en una gran majoria d'aliments,
incloent productes de fleca. Una practica comuna en tecnologia d'aliments és
la utilitzacié de la congelaci6/descongelacié per a incrementar la vida Uutil
dels aliments. L'objectiu de l'estudi ha sigut avaluar l'impacte de diferents
additius i enzims d'Us alimentari sobre les propietats del midé quan se
sotmet a tractaments termics. Es va avaluar l'impacte d'aquests additius i
enzims sobre les propietats viscosimetiques del midé de blat, la
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microestructura i textura dels gels i els parametres calorimétriques durant la
congelacid/descongelacié. La viscositat del gel de midé es va incrementar en
addicionar goma guar i goma xantana, mentre que el SSL va retardar la
gelatinitzaci6. L'analisi d'imatge va permetre identificar les diferéncies
estructurals dels gels obtenint una area de porus menor amb goma xantana i
major amb SSL; encara que tots ells van ser més blans que el control,
especialment amb SSL. La gelatinitzacid6 del middé va ser retardada pel
dextrano i trehalosa, mentre que goma guar, goma xantana i glicerol van
disminuir la temperatura de transicio vitrea, i juntament amb el SSL van
incrementar l'entalpia de congelacié. La trehalosa i la goma xantana van
originar els gels que van presentar menor sineresis després de
'emmagatzematge en congelacié. Els additius/enzims estudiats van
modificar la funcionalitat del mido, sent necessari lI'aprofundiment en I'estudi
per a comprendre I'efecte en matrius complexes.

Paraules clau: midd, anticongelants, gelatinitzacio, congelacio, estructura.
ABSTRACT

Starch is the main constituent in many foods, particularly from bakery. A
common practice in food technology is the use of freezing/thawing for
extending the shelf-life of the foods. The aim of this study was to evaluate the
impact of different additives and enzymes of food grade, on the starch
properties when subjected to thermal treatments. It was evaluated the impact
of those additives and enzymes on the viscosimetric profile of wheat starch,
the microstructure and texture of the gels, and the calorimetric parameters
during freezing/thawing. The viscosity of the starchy gel increased when
adding guar gum and xanthan gum, whereas SSL delayed the gelatinization.
The image analysis revealed structural differences of the gels, having lower
pore area that containing xanthan gum and higher with SSL. The starch
gelatinization was delayed by dextran and trehalose, and guar gum, xanthan
gum and glycerol decreased the temperature of vitreous transition, and
besides SSL increased the freezing enthalpy. The trehalose and xanthan
gum led to gels with lower syneresis after frozen storage. The study
confirmed that the additives/enzymes evaluated affected the starch
functionality, but further studies are needed to understand their effect in
complex matrixes.

Key words: starch, additives, gelatinization, freezing, structure.

INTRODUCCION

El almidén es uno de los constituyentes mayoritarios de los alimentos,
especialmente de los productos fermentados y horneados, en los cuales se
ha extendido la aplicacion de las tecnologias de congelacién vy
descongelacion, bien para alargar la vida media de los productos o bien para



proporcionar productos “frescos” a cualquier hora del dia en el caso de las
tecnologias de la coccién en diferido (bake-off) o los precocidos congelados.

El almidén es uno de los principales polisacaridos presentes en la
naturaleza, en forma de granulos compuestos por amilosa y amilopectina.
Este compuesto, cuando se somete a temperatura de calentamiento y en
presencia de agua sucede el fendbmeno conocido como gelatinizacion del
almidon, donde los granulos de almidon se hinchan, pierden el orden
molecular, las cadenas de amilosa se solubilizan y se forma un gel de
almidon, siendo éste digerible. Por otra parte, al enfriarse, el gel experimenta
cambios que causan una estructura parcialmente cristalina dando lugar al
almidon retrogradado. De otra manera, este proceso consiste en que las
cadenas de amilosa solubilizadas en la gelatinizacién se unen y forman
dobles hélices cristalinas estabilizadas por puentes de hidrégeno, las cuales
se agregan para formar estructuras cristalinas tridimensionales. Asimismo, la
retrogradacion de la amilosa es un proceso rapido porque se produce en
pocas horas, en cambio la retrogradacion de la amilopectina sucede a largo
plazo como son dias o semanas. Finalmente, la retrogradacion esta
relacionada en la formacion de cristales, es decir, el fendmeno de nucleacion
(Garcia-Alonso et al., 1999). Al mismo tiempo, el almidén forma parte de una
gran variedad de productos alimentarios como ingrediente debido a sus
caracteristicas y funcionalidad en estos. Este puede actuar como
estabilizador, espesante, endurecedor, tiene una alta capacidad de retencion
de agua, lo que mantiene y mejora las propiedades de textura de los
productos alimentarios. Por este motivo el control de las propiedades del gel
es importante, ya que las propiedades reolégicas de las dispersiones de
almidon pueden proporcionar informacion necesaria sobre su estructura y el
comportamiento durante el procesamiento de alimentos en diferentes
condiciones empleadas. Ademas, los geles de almidon se conocen como
materiales viscoelasticos, es por ello por lo que la capacidad gelificante del
almidén es una caracteristica importante y que debe ser estudiada en el
procesado de alimentos (Irani et al., 2019).

En las masas congeladas se ha descrito que el proceso de congelaciéon
consta de tres etapas: i. fase de enfriamiento inicial, consiste en disminuir la
temperatura hasta el punto de congelacién; ii. etapa de transicion de fase
donde el agua se transforma en cristales de hielo debido a la eliminacién del
calor latente, esta fase es importante para la eficacia del proceso de
congelacion; iii. la tltima etapa consiste en el atemperado donde se reduce
la temperatura de la masa hasta temperatura ambiente (Kiani y Sun, 2011).
Asimismo, en la masa congelada, la cristalizacion del hielo se produce
cuando el agua experimenta la nucleacion del hielo, la cual consiste en la
agregacion de moléculas de agua de manera cristalina cuando el estado de
energia libre del agua pura se supera, sucediendo esto en la primera etapa
de la congelacion citada anteriormente. Ademas, la nucleacion del hielo y la
ubicacion de los cristales formados se ve influenciada por la velocidad de
enfriamiento inicial, es decir, a una mayor velocidad de enfriamiento los
cristales de hielo formados son mas pequefios que a una velocidad inferior
donde los cristales de hielo son mas grandes (Omedi et al., 2019). También,



el crecimiento de los cristales de hielo ocurre a temperaturas cercanas al
punto de congelacion (Delgado y Sun, 2001). En consecuencia, la calidad en
los productos congelados se puede ver influenciada tanto por la nucleacion,
como por el crecimiento del hielo. Durante el almacenamiento en
congelacion se generan fluctuaciones en las temperaturas que como
consecuencia producen la fusion de los cristales de hielo pequefios, dando
lugar a la formacion de cristales de hielo mas grandes en la superficie o que
afecta a la calidad del producto. Es por ello que algunos estudios han
mencionado que la recristalizacion de hielo es uno de los principales factores
que afectan a las condiciones Optimas de estos productos (Eckardt et al.,
2013).

Particularmente, el almidén, tanto en forma de granulo como en gel,
modifica su funcionalidad cuando se somete a congelacion. Por un lado, Tao
et al., (2015) observd que al aumentar el numero de ciclos de congelacion y
descongelacién habia un mayor impacto sobre la estructura del almidén de
trigo, causando dafios en los granulos de almidén y la lixiviacion de la
amilopectina. Otros estudios indican que la congelaciéon induce a la
reorganizacion del almidon, puesto que evidenciaron que se disminuye el
estado amorfo y aumenta la cristalinidad de los granulos de almidén a causa
de la disociacion entre el complejo amilosa-lipido. Por otra parte, los
granulos de almidon pueden verse afectados por la congelacion de diferente
forma atendiendo a su morfologia inicial. Los granulos de almidén como los
de trigo o de patata que muestran una distribucién del tamafio bimodal
(grandes y lenticulares o pequefios y esféricos) son afectados por los ciclos
de congelacion y descongelacion de manera distinta en funcién de su
tamafio. De hecho Tao et al., (2016a) observaron que los granulos pequefios
fueron mas sensibles a los dafios ocasionados por los ciclos de congelacion
y descongelacién, debido a que tienen mayor afinidad por el agua como
consecuencia de su morfologia (mayor area superficial).

Otro de los efectos estudiados por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) en el almidon ha sido la disminucién de la entalpia de gelatinizacion al
incrementar los ciclos de congelacién/descongelacion. Lo cual podria estar
relacionado con los dafios causados en los granulos y la pérdida de amilosa
debido a los tratamientos de congelacion/descongelacién, que pueden
retrasar la difusion del agua en el almidon. En cambio, tras el
almacenamiento en refrigeracion la entalpia de retrogradacion de la
amilopectina aumenta, puesto que requeria mayor energia para fundir los
cristales formados durante el almacenamiento (Tao et al., 2018; Tao et al.,
2016b). Por ello, algunos estudios se centran en la comparacion de la
entalpia de un pan recién horneado con un pan elaborado a partir de masa
congelada (Wang et al., 2015). Observaron el incremento en la entalpia de
retrogradacion debido la presencia de granulos de almidén dafados en la
masa congelada.

La creciente demanda de este tipo de productos ha tenido como
consecuencia el desarrollo de técnicas que permitan controlar la
cristalizacion y recristalizacion del hielo con la finalidad de obtener productos



de mayor calidad. Hoy en dia, se utilizan aditivos como son: los
hidrocoloides, las proteinas anticongelantes (AFP) o las proteinas
estructuradoras de hielo (ISP), los agentes de nucleacion del hielo (INA) y
nuevos productos de fermentacion y enzimas que alteran las caracteristicas
de los cristales de hielo. Las proteinas estructurantes del hielo son aisladas
de fuentes como las plantas o microorganismos con la finalidad de mejorar la
tolerancia a la congelacion de las masas congeladas. En un estudio se
determiné el efecto de la proteina anticongelante de la cebada que tras los
ciclos de congelacion/descongelacion se observd un aumento del calor
especifico aparente de la masa, aumento la temperatura de congelacion y
disminuyo la entalpia de fusion y el contenido de agua congelable (Ding et
al., 2015). En otro estudio, se adicionaron proteinas estructuradoras del hielo
extraidas de las hojas de una planta, conocida como privet chino, lo que
causO una disminucion en el contenido de agua libre y en la entalpia del
hielo (AH), mejorando la microestructura, capacidad de fermentaciéon y las
propiedades de coccion de las masas congeladas (Jia et al., 2012). Por otra
parte, los agentes nucleantes del hielo tienen como objetivo minimizar el
grado de sobreenfriamiento e inhibir la formacién de cristales de hielo
grandes. En un estudio se emplearon peliculas de nucleacion de hielo
basadas en zeina para envolver la masa congelada, los cuales se
prepararon inmovilizando los nucleadores biogénicos de hielo, en la
superficie de las peliculas de zeina se consiguié aumentar la temperatura de
nucleacion del hielo del agua alrededor de 8°C y reducir la pérdida de agua
durante el almacenamiento de congelacion (Shi et al., 2013).

Existen numerosos aditivos con distinta funcionalidad utilizados en la
industria de la alimentacion. En el caso de los hidrocoloides su funcion
principal es la de formar complejos con el gluten y el agua, aumentando asi
la capacidad de retencién de agua de la masa, lo que altera la migracién de
humedad pudiendo minimizar el dafio en la red de gluten causada por la
recristalizacion del hielo. Se ha estudiado que la incorporacion de estos en
panificacion mejora la calidad del pan, ya que disminuye la dureza de la
miga y aumenta la capacidad de absorcion de agua, mejorando asi las
caracteristicas sensoriales y presentando una menor dureza (Barcenas y
Rosell, 2007; Gharaie et al., 2015). Ademas, otros estudios apuntan el
posible caracter protector frente a los efectos negativos de la
congelacién/descongelacién y almacenamiento congelado de productos con
base de almidén (Barcenas et al., 2004; Hejrani et al., 2017). También, se
hace referencia a que dichos compuestos disminuyen la retrogradacion de la
amilopectina mejorando asi la estabilidad de los productos durante el
almacenamiento (Barcenas y Rosell, 2007; Eduardo et al., 2016).

Por otra parte, los emulgentes, son capaces de mejorar las
caracteristicas durante el procesado de los alimentos, puesto que pueden
interaccionar con las grasas, el almidon o el gluten. De esta forma, su
adicién ayuda al aireamiento de las emulsiones 0 masas, proporciona una
mejor textura y esponjosidad a los alimentos. Existen estudios que han
demostrado sus efectos sobre una mejora en la elaboracion del pan, debido
a su caracter anfifilico que permite la formacion de complejos del almidon



con las proteinas (Gémez et al., 2013; Gomez et al., 2004a). Asimismo, se
han estudiado otros aditivos como el glicerol, utilizado por la industria por su
efecto humectante y emulgente, por su posible capacidad crioprotectora,
mejorando la formacién de cristales de hielo durante la congelacion y el
almacenamiento (Huang et al., 2011). Finalmente, las enzimas se han
empleado para minimizar los dafios en la red de gluten y en la viabilidad de
la levadura, durante la congelacion y el almacenamiento. En el caso de las
enzimas transglutaminasa y glucosa oxidasa se han utilizado principalmente
por su capacidad de reticulacion de las proteinas, funcion que podria
aplicarse en las masas congeladas para reducir los dafios causados por la
cristalizacion del hielo (Steffolani et al., 2012).

Como se ha comentado anteriormente, son numerosos los aditivos que
se utilizan en la industria alimentaria con distintos propdsitos. Sin embargo,
hasta donde los autores han investigado, no existe un estudio previo que
realice la comparativa de distintos aditivos sobre el comportamiento del
almidén en procesos de congelacién/descongelacién. Asi pues, el objetivo
de este estudio es evaluar el impacto de aditivos y enzimas de uso
alimentario sobre las propiedades del almidon al someterse a tratamientos
térmicos.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

El almidon de trigo (Natilor Chamtor, Pomacle, Francia) fue utilizado
como ingrediente de referencia, el cual se combiné con diferentes
compuestos utilizados en alimentacién, con posible efecto durante la
congelacion, como: HPMC K4M de grado alimentario (Dow Chemical
Company, Mindland, Michigan), goma guar, goma xantana (Grupo
Desarrollo, Valencia, Espafia), dextrano (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA),
Estearoil Lactilato de Sodio (SSL), glicerol (EPSA, Valencia, Espafa),
trehalosa (PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania), glucosa oxidasa
(Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) y transglutaminasa (BDF Natural
Ingredientes, S.L, Girona, Espafia), utilizando en los ensayos agua Mili-Q.

Propiedades de formacion de pastay preparacion de los geles

Las muestras se gelatinizaron mediante el método estandar de formacién
de pasta (ICC 162). Se utilizd un analizador rapido de viscosidad (RVA-
4500) (Perten Instruments, Macquarie Park, Australia). Para la realizacion de
este ensayo, primero se determiné el contenido de humedad del almidon de
trigo mediante el método rutina de referencia, norma espafola ISO
712:2009. Después, se mezcld almidén y agua adicionando a cada muestra
el aditivo correspondiente, las cuales se sometieron a una temperatura de 50
°C durante 1 min, luego se calentaron de 50 a 95 °C, y se mantuvieron a



esta temperatura durante 2 min 30 s, enfriandose de nuevo a 50 °C. Los
geles obtenidos durante el ensayo fueron los utilizados para el resto de los
analisis realizados. Tanto el registro del perfil de viscosidad como la
preparacién de geles se realizaron por duplicado.

Dureza del gel

El estudio de la dureza de los geles se llevo a cabo mediante un
texturometro TA.XT-Plus (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido). Se
colocaron 4 gramos de cada uno de los geles en recipientes de cristal
(diametro: 1,8 cm; altura: 3 cm) y se almacenaron a 4 °C durante 24 horas.
Después, las muestras estuvieron a 25 °C durante una hora y se colocaron
perpendicularmente en el equipo donde se realiz6 un ensayo de compresion
empleando una célula de carga de 5 kg y una sonda cilindrica de aluminio de
10 mm a una velocidad de 10 mm/s. El analisis se realiz6 por duplicado.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con el fin de estudiar las diferencias encontradas en los distintos geles,
se congelaron durante 7 dias y posteriormente se liofilizaron. Las muestras
liofilizadas se cortaron y se colocaron en soportes, las cuales se recubrieron
con oro en un evaporador de vacio durante 120 segundos (JEE 400, JEOL,
Tokio, Japdén). Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio
electronico de barrido (SEM, S-4800, Hitachi, Ibaraki, Japon). Todas las
micrografias se registraron a un voltaje de aceleracion de 10 kV y con un
aumento de 100x%, 150% 300x.

Se analizé la microestructura de las muestras mediante el software Fiji
ImageJ. Las imagenes se guardaron en formato tiff, fueron mejoradas en
cuanto a contraste/brillo para poder aplicar un umbral que diferenciase las
zonas a medir y el fondo, finalmente se realiz6 un analisis de particulas. Los
parametros de las imagenes obtenidos fueron el area media (um?) y la
porosidad (%).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se analizaron las propiedades de gelatinizacién, congelacién vy
retrogradacion del almidon de trigo junto con los distintos aditivos/enzimas
con la finalidad de conocer las transiciones térmicas que sufre el almidén
con los distintos coadyuvantes estudiados. El ensayo se realizo mediante el
equipo DSC Q200 (TA Instruments, Newcastle, DE). Para ello se colocé en
capsulas de acero inoxidable de gran capacidad 40 mg con una relacion
1:0,8 (almidon+aditivo : agua). Las temperaturas y gradientes utilizados en
cada una de las etapas se describen en la Tabla 1. Después de la
congelacion y antes de la retrogradacion de las muestras, éstas se
almacenaron a temperatura de refrigeracion durante 3 dias. A partir de los
valores registrados en el termograma se obtuvieron los siguientes



parametros: la temperatura de inicio (To), temperatura de transicion vitrea
(Tg), incremento de la entalpia (AH) expresada como joule por gramo, la
diferencia de tiempos (tiempo total que tarda la muestra en finalizar la
congelacion) y la diferencia de temperaturas (incremento de temperatura
debido a la reaccion exotérmica producida por la nucleacién del hielo) en la
etapa de congelacion. Todas las muestras se hicieron por triplicado.

TABLA 1. Etapas establecidas para la calorimetria diferencia de barrido.

Etapas Proceso Temperaturas Gradiente
12 Gelatinizacion 25°C / 125°C 10°C/min
22 Congelacién 25°C / - 40°C 5°C/min
32 Retrogradacion 25°C / 125°C 10°C/min
Sinéresis

La sinéresis se analiz6 sometiendo las muestras descongeladas a una
centrifugacion en la centrifuga Eppendorf 5415 R, (Eppendorf, Alemania). A
partir del gel resultante del RVA se colocdé 1 g en cada eppendorf y se
almacenaron en congelacion durante distintos tiempos (3, 7 y 10 dias). El dia
de la determinacion las muestras eran descongeladas durante 2 horas a 25
°C y se centrifugaban a 25 °C y 3000 g (rcf) durante 10 minutos. Tras
someter las muestras a una centrifugacién, el agua libre se elimind,
expresandola como porcentaje de cantidad de agua liberada de los geles. El
andlisis se realizé por cuadriplicado para cada muestra y dia de
almacenamiento.

Analisis de datos

Los resultados experimentales obtenidos se analizaron mediante un
analisis multiple de las variables para comprobar las diferencias encontradas
para cada uno de los tipos de compuesto empleado en cada una de las
variables estudiadas. También, se realiz6 un andlisis de componentes
principales (PCA) teniendo en cuenta las variables que mas significativas
para determinar el efecto producido por los compuestos utilizados. Los datos
fueron analizados mediante el Software estadistico del Startgraphics
Centurion XVL.I (Statistical Graphics Corporation, UK).



RESULTADOS Y DISCUSION
Propiedades de formacion de pasta (RVA)

Los efectos de los distintos coadyuvantes tecnolégicos sobre la
capacidad de la formacion de pasta del almidon de trigo se observan en la
Figura 1. En general, la incorporacion de estos compuestos no modificé el
perfil viscosimétrico del almidén de trigo, detectandose el pico de viscosidad
correspondiente a la gelatinizacion del almidén durante el calentamiento y el
incremento de viscosidad durante el enfriamiento, derivado este de la
gelificacion del almidén. Respecto a los valores obtenidos, los aditivos no
modificaron la viscosidad maxima durante el calentamiento, obteniendo unos
valores de viscosidad de pico alrededor de 2700 cP, a excepcién de la goma
guar y la goma xantana (3019 y 3056 cP, respectivamente). Ademas, estos
dos hidrocoloides aumentaron también la viscosidad final tras el
enfriamiento. Se ha descrito en otros estudios realizados con almidon de
arroz el debilitamiento de las estructuras de los geles tras la incorporacion de
hidrocoloides (Rosell et al., 2011). Segun estos autores, la mezcla de
hidrocoloides con el almidon puede provocar la interaccion de la amilosa
lixiviada y la amilopectina de bajo peso molecular con los hidrocoloides
durante el proceso de gelatinizacién y dar lugar a estructuras distintas que
alteran la formacién de pasta y las propiedades reoldgicas, lo cual depende
del tipo de hidrocoloide y de la concentracion empleada.

El estearoil lactilato de sodio (SSL) incrementé la viscosidad final y el
“setback”, valor que define la diferencia entre la viscosidad final y el pico mas
bajo de la curva. Los emulgentes son compuestos tensoactivos, cuya
estructura quimica posee fracciones hidrofilicas e hidr6fobas, generando asi
un caracter anfifilico que posibilita la formacion de complejos con almidén y
proteinas. Gomez et al., (2004a) observaron un aumento en el tiempo de
amasado al preparar panes de trigo con la adicién de emulgentes, como el
SSL. Dicho efecto lo atribuyeron a la capacidad de los mismos para formar
complejos con las proteinas, induciendo la agregacion proteina-proteina que
podria retrasar el desarrollo de la masa. Sin embargo, también podrian influir
en la formacion de complejos lipido-amilosa modificando asi la viscosidad
del almidén de trigo (Gémez et al., 2013).
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FIGURA 1. Impacto de los distintos coadyuvantes sobre la capacidad de
formacion de pasta del almidon de trigo.

Dureza del gel

Los geles resultantes de la gelatinizaciéon del almidéon de trigo en
presencia de distintos coadyuvantes tecnolégicos mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) con el gel control (Figura 2). Todos
los aditivos evaluados disminuyeron la dureza del gel control (275 @),
destacando el gel que contenia SSL con un valor de dureza de 139 g. Kamel
y Hoover (1992) observaron que la sustitucion de manteca por un emulgente
como el SSL, incrementaba la incorporacién de aire en la masa panaria
durante el mezclado. Por otra parte, Gomez et al., (2004b) observaron que la
adicion de SSL en la elaboracion de pan, origin6 panes méas blandos
comparados con el control. Dichos efectos podrian estar relacionados con la
capacidad de los emulgentes para formar una estructura laminar en la
interfaz proteina-almidén, que mejoraria la capacidad de las proteinas para
formar una estructura reticular capaz de retener las burbujas de aire durante
la formacién del gel con SSL vy, por lo tanto, originar geles con una menor
dureza.
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FIGURA 2. Representacion de la dureza de los geles obtenidos. Diferentes
letras sobre las barras indican diferencias significativas al 95% de confianza
entre los distintos coadyuvantes tecnolégicos (P<0,05).

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con el objetivo de observar los cambios que podian inducir los distintos
aditivos en la microestructura de los geles formados, las muestras liofilizadas
se analizaron mediante microscopia electronica de barrido y cuantificaron los
cambios posteriormente (Figura 3 y Figura 4). La adicion de los distintos
coadyuvantes estudiados origin6 estructuras con diferente aspecto, en
cuanto a porosidad y homogeneidad de las muestras. Los geles con una
estructura mas abierta fueron goma guar, control y SSL, siendo la goma guar
la que originé una estructura menos organizada y mas fragil (Figura 3). En
cambio, las muestras que contenia goma xantana, trehalosa o HPMC
presentaron una estructura mas cerrada, con poros mas pequefos, Yy
homogénea.
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FIGURA 3. Imagenes de las muestras obtenidas mediante SEM (aumento
100x).

Una vez cuantificados los cambios originados por los distintos
coadyuvantes en la estructura de los geles (Figura 4), se confirmé que el gel
conteniendo goma xantana originé poros de menor tamafo, lo cual pudo
estar relacionado con el aumento de viscosidad de pico observado durante
el ensayo de las propiedades de formacién de pasta. La goma xantana, al no
recubrir totalmente los granulos de almiddn, facilita su hinchamiento durante
la gelatinizacion. Sin embargo, esto no fue asi en el caso de la goma guar,
que también obtuvo una viscosidad elevada (Figura 1). No obstante, la
muestra que mostré mayor mediana en el area de poro fue el SSL, lo cual
pudo estar relacionado con la caida observada en el perfil de viscosidad tras
el calentamiento, esta menor consistencia permitio la formacion de burbujas
de aire de mayor tamafio a expensas de la coalescencia de las burbujas de
menor tamafio formadas inicialmente. Ademas, estos mayores poros en la
estructura de los geles explicarian la menor dureza de los geles, es decir,
pese a que obtuvo la mayor viscosidad final, los geles obtenidos fueron
menos firmes. Por otra parte, se analiz6 la porosidad de las muestras lo cual
proporciona informacion sobre la estructura, especialmente sobre el grosor
de las paredes de las muestras. En la Figura 4 las muestras con mayor
porosidad después de la muestra control, fueron glucosa oxidasa y HPMC,
respectivamente. Las muestras que contenian SSL, goma guar, dextrano y
transglutaminasa presentaron una porosidad menor, indicando geles con
una estructura de paredes mas gruesas. Estos resultados podrian estar
relacionados con los encontrados en fideos de trigo por Niu et al., (2017),
gue observaron estructuras mas irregulares con la incorporacion de glucosa
oxidasa; sin embargo, la adicion de transglutaminasa mostré pasta con una
estructura mas gruesa y compacta asociada a la mayor resistencia y
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estabilidad de la masa, como la observada en los geles obtenidos durante el
estudio.

20000
18000
16000

58,5 48,4 30,9 44,7 36,6 27,1 42,1 44,6 49,7 39,6

14000 . e o °
12000
10000

o ]

o o o o
]
]

Area (um?)

8
8

8000 :

6000 W ; ( ( W_
4000 X 4( (

X > ~ X »

2000 L

I —Tr T LT = — L

- —
Control  HPMC Goma Goma Dextrano SSL Glicerol  Trehalosa Glucosa Transgluta-
K4aM Guar Xantana Oxidasa minasa

oo ©

FIGURA 4. Representacion del area (um?) de las muestras. El nimero
indicado en la parte superior de cada una de las cajas corresponde al
porcentaje de porosidad calculado para cada una de las muestras.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Con el objetivo de comprender los cambios que puede sufrir el almidon
tras su calentamiento, congelacion y almacenamiento en presencia de los
distintos aditivos y enzimas evaluados, se obtuvieron distintos termogramas
mediante calorimetria diferencial de barrido. Con ello, se adquirieron valores
referentes a la gelatinizacion (To, AH); congelacion (Tg, AH, diferencia de
temperaturas, diferencia de tiempos); y retrogradacién de la amilopectina
(AH) (Tabla 2). Tras llevar a cabo dicho andlisis, se obtuvieron valores con
diferencias estadisticamente significativas (Valor de P<0,05) a excepcién del
parametro diferencia de tiempos.

En general, en la etapa de gelatinizacién se observo un incremento en la
temperatura inicial, a excepcién de la muestra con glucosa oxidasa, mas
acusado en las muestras conteniendo aditivos con grupos -OH, como la
trehalosa, glicerol e hidrocoloides. Peng et al., (2017) observé que la
temperatura de gelatinizacion del almidon de trigo con trehalosa fue mayor,
lo que podia deberse a una gelatinizacién parcial del almidén debido a los
enlaces de hidrogeno formados entre la trehalosa y el agua disponible. En
relacion con la entalpia, el SSL y glicerol obtuvieron valores mas elevados,
posiblemente asociado a la estabilizacion de la estructura de los granulos de
almidon. En relacion a la congelacion, la temperatura de transicion vitrea
(Tg), valor en el cual las moléculas pierden su organizacién y el polimero
cambia de estado, el mayor valor absoluto se observo con la glucosa
oxidasa, dextrano y trehalosa, pero las diferencias no fueron significativas
respecto al control. Por el contrario, los menores valores absolutos se
observaron en presencia de goma guar, goma xantana y glicerol. En cuanto
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a la entalpia durante la congelacion, goma xantana, goma guar obtuvieron
los valores superiores, seguido de los emulgentes como el glicerol y SSL.
Huang et al., (2011) investigd la posible actividad crioprotectora de la
trehalosa y de los emulgentes, observando que la adicion de glicerol evito la
formacion de cristales durante el tiempo de congelacion y el almacenamiento
aumentando la calidad del pan. Ademas, la levadura mejoré la capacidad de
fermentacion de la masa y la tolerancia al estrés por la congelacion/
descongelacién. Esto podria ser debido a que el glicerol es un poliol soluble
en agua que protege de la cristalizacion masiva del hielo, uniendo el agua a
sus grupos hidroxilos a través de enlaces de hidrégeno y asi reducir el punto
de congelacion del agua.

En el andlisis calorimétrico de las muestras, se observé que durante la
congelacion experimentaban un calentamiento a causa de la reaccion
exotérmica originada al formarse los cristales de hielo. El intervalo de
temperatura en el que se produjo fue distinto dependiendo de las muestras,
pudiendo estar relacionada con la velocidad de nucleacion de los cristales de
hielo, siendo la goma xantana la que mostré6 mayor temperatura y la muestra
control menor temperatura. Ademas, los geles obtenidos con goma xantana
obtuvieron una estructura regular, y con un area de poro inferior al resto de
muestras, asi como, unos Vvalores de sinéresis bajos durante el
almacenamiento. Esto puede ser indicativo de que la goma xantana modifica
la estructura, afectando a la etapa de congelacion, lo que produce una
reaccion exotérmica durante la congelacion mayor que el resto de los
aditivos estudiados. Sin embargo, las diferencias observadas entre las
muestras durante en el tiempo empleado para la congelaciéon total de las
muestras fueron menos acusadas, siendo el control la muestra que necesitd
mas tiempo para terminar el cambio de estado. Este resultado indicé que la
adicion de los aditivos y enzimas seleccionados puede estar favoreciendo
una congelacion mas rapida, lo que implicaria la formacion de cristales mas
pequefios.

Tras la descongelacion y almacenamiento en refrigeracion de las
muestras, se observd un pico de envejecimiento endotérmico como
resultado de la entalpia de fusion de la amilopectina recristalizada. Los
hidrocoloides, glicerol, trehalosa y transglutaminasa incrementaron
significativamente la entalpia de retrogradacién de la amilopectina, respecto
al control. Eduardo et al., (2016) observaron que la adicion de un emulgente
redujo la retrogradacion de la amilopectina en el pan sin gluten, que se
relacion6 con la formacién de un complejo amilosa-emulgente, que evitd la
retrogradacion de la amilopectina. En el presente estudio no se observo
dicho efecto, posiblemente la presencia de otros ingredientes, u otro tipo de
almidon podria explicar las diferencias. En cuanto a los hidrocoloides,
Tebben y Li (2019) no observaron modificaciones en la retrogradacion
cuando se afadi6 goma xantana, atribuido a una disminucion de la
formacion de complejos lipido-amilosa.
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TABLA 2. Media + desviacion estandar sobre las propiedades térmicas en funcion del coadyuvante empleado. Las letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95% de confianza entre los distintos coadyuvantes

(P<0,05).
MUESTRA Gelatinizacién Congelacion Retrogradacién
To (°C) Entalpia (J/g) Tg (°C) Entalpia (J/g)  Diferencia temperatura  Diferencia Tiempos Entalpia (J/g)
°C) (min)

Control 58,48 +0,272 0,95+0,052 -27,32+1,933¢ 70,12 +5,67 2 -0,46 £ 0,34 ¢ 1,86+0,16° 1,53+0,112
HPMC K4M 60,10+0,09¢ 0,93+0,038 -25,17+1,55bcde 68,09 + 3,992 -2,78+0,812 1,33+0,112 1,89 + 0,03 b¢
Goma Guar 60,93+0,10% 1,37+0,12°¢ -23,63+1,30% 95,65+ 3,10"° -2,64£0,34 3 1,63+0,10 2 1,89 + 0,05 ¢
Goma Xantana 60,60 +0,12¢9 1,35+0,12°¢ -23,17+0,55¢ 96,69 +5,36 ¢ -3,02+£0,352 1,53+0,313 1,89 + 0,05 ¢
Dextrano 61,41+0,23F 122+0,12° -27,63+0,722 73,54+5,022 -1,63+£0,23°¢ 1,50 £ 0,10 @ 1,83 +0,06°
SSL 59,62+0,40° 169+0,19¢ -24,82+2,28¢¢ 88,15+5729° -1,93 + 0,29 b¢ 1,68 +0,32 2 1,72 £0,34 2
Glicerol 60,14+0,11¢ 1,63+0,08¢9 -2436+1,979% 89,81 +5,22"b -1,76 £0,14 ¢ 1,63+ 0,38 3 1,92 + 0,06 b¢
Trehalosa 61,29+0,01¢ 1,12+0,022% -2721+1,683° 73,16+4,302 -1,91 + 0,55 bc 1,76 £0,18° 1,78 +£0,07°
Glucosaoxidasa  58,17+0,322% 1,07+0,08% -28,34+0,732 70,82 +3,032 -1,60+0,25¢ 1,70 £ 0,05 @ 1,72 +0,17 2
Transglutaminasa 59,91+0,10%¢ 1,25+0,14% -26,04 +0,923%d 70,99 + 4,252 -1,83+£0,23°¢ 1,65 +0,13 a 2,08+0,03°¢

P-valor 0,0000 0,0000 0,0031 0,0000 0,0001 0,3662 0,0076




Sinéresis

Tras la congelacion y posterior descongelacion de los geles se produce la
liberacion de agua desde la red polimérica formada, lo cual se conoce como
sinéresis, que se ha relacionado con la capacidad del almidon para retener
agua y su tendencia a retrogradarse, especificamente la amilopectina. Tras
el almacenamiento en congelacion los valores de sinéresis de los geles
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) segun el
aditivo adicionado. Los valores mas bajos se observaron en presencia de
goma xantana y trehalosa. En general, no se observaron diferencias
significativas durante el almacenamiento hasta 10 dias en congelacion,
excepto en el caso del HPMC y el dextrano experimentaron un incremento
progresivo durante el tiempo de almacenamiento. Observando todas las
muestras en conjunto, cabe destacar que la mayor diferencia encontrada en
el décimo dia de almacenamiento lo present6 la que contenia HPMC (Figura
5). Las muestras que contenian goma xantana y trehalosa obtuvieron unos
resultados de sinéresis menores, lo que podria indicar que tienen facilidad
para retener el agua. Se ha reportado que la presencia de trehalosa
incrementa la capacidad de retenciéon de agua (Peng et al., 2017). Esto
podria relacionarse con los grupos hidroxilos que posee este compuesto,
gue causa la unién del hidrégeno con el agua y con ello limita la movilidad de
la molécula de agua durante el almacenamiento. El efecto observado con la
goma xantana también se podria ser atribuido a la presencia de grupos
hidroxilo, aunque no se observd en otros hidrocoloides como el HPMC.
Horstmann et al., (2018) evaluaron el efecto de distintos hidrocoloides sobre
masas de trigo, observando que el HPMC y goma guar formaron una
pelicula gruesa que se expandia sobre los granulos de almidén, generando
una especie de red. Por el contrario, la incorporacion de goma xantana
mostré un menor recubrimiento con particulas que cubrian la superficie de
los granulos. Es por ello que esta diferencia en el tipo de recubrimiento
podria explicar la distinta sinéresis observada entre la goma xantana y los
otros hidrocoloides evaluados.
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FIGURA 5. Representacion de la sinéresis de cada gel durante los diversos
dias de almacenamiento. Las letras diferentes indican diferencias
significativas al 95% de confianza para todas las muestras en funcién del
periodo de almacenamiento (3,7 y 10 dias) (P<0,05).

Analisis de componentes principales (PCA)

Con el fin de comprender el efecto global de los aditivos y enzimas
evaluados sobre el almidén de trigo y las diferencias o semejanzas entre
ellos, se llevd a cabo un anadlisis de componentes principales (Figura 6).
Para ello sélo se tuvieron en cuenta los parametros mas representativos de
cada uno de los ensayos realizados. EI PCA de los datos experimentales
obtenidos dio como resultado que dos componentes principales explicaron el
36% y 24% de la variacion de los datos. Por lo tanto, el modelo explicé el
60% de la variacion de los datos. El componente 1 (PC1) fue definido por la
temperatura de inicio en la formacion de pasta, la sinéresis del dia 7 y el
calentamiento en la congelacién en el eje positivo, y la entalpia de
congelacion, gelatinizacion, viscosidad final y area media de los poros en el
eje negativo. El componente 2 (PC2) fue definido por la viscosidad minima,
la entalpia de retrogradacién, temperatura de inicio de gelatinizacién, pico de
viscosidad, Tg, dureza y porosidad relativa. Por tanto, el estudio realizado
permitié6 discriminar la funcionalidad de los aditivos/enzimas utilizados.
Primero goma guar, goma xantana y glicerol siendo los que mas difieren de
la muestra control. En segundo lugar, SSL debido al 4rea media de los
poros. Las muestras conteniendo transglutaminasa, trehalosa, dextrano,
HPMC y glucosa oxidasa fueron agrupadas en base a la dureza de los geles
y la porosidad relativa de los mismos.
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FIGURA 6. Analisis de componentes principales.

CONCLUSIONES

Al evaluar la funcionalidad de distintos aditivos y enzimas utilizados en la
industria alimentaria sobre la congelacion/descongelacion de geles de
almidén de trigo se observd que dichos compuestos modificaron la
estructura de los geles obtenidos, afectando ademas los procesos de
congelacion y descongelacion de los geles. La viscosidad y dureza de los
geles se afectaron principalmente por la goma guar, goma xantana y SSL.
La trehalosa y la goma xantana fueron los aditivos que redujeron la sinéresis
de los geles, indicando una mayor capacidad para retener el agua durante el
almacenamiento en congelacion. La microestructura de los geles se modificd
dependiendo del aditivo utilizado y esta se relacion6 tanto con en el perfil de
viscosidad como con la dureza de las muestras. Las propiedades térmicas
del almidén de trigo se vieron modificadas en funcion del tipo de aditivo,
originando diferencias estadisticamente significativas, destacando la
reduccion de la temperatura de transicion vitrea producida por la goma guar,
goma xantana y glicerol. Sin embargo, se requieren estudios adicionales,
gue permitan conocer el caracter crioprotector en matrices alimentarias mas
complejas.
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