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Resumen:

Los productos rebozados y posteriormente fritos, que tradicionalmente eran productos de
elaboracion tipicamente casera, han pasado a ser lo que se podrian denominar “productos
estrella” dentro de la produccién industrial agroalimentaria, ya que su demanda se ha visto
incrementada notablemente, debido fundamentalmente a la facilidad para su
almacenamiento doméstico en congelacién y a la rapidez con que son cocinados para su
consumo inmediato. Actualmente, todos estos productos rebozados se preparan a escala
industrial y se comercializan en congelacién, por lo que el consumidor solamente ha de
someterlos a una fritura doméstica final. Esto supone una serie de operaciones en la
industria, como son una prefitura industrial del producto recién rebozado, seguida de una
congelacién que se mantendra durante el transporte, venta, etc. hasta su consumo. La
fritura, o inmersion del alimento en aceite caliente durante distintos periodos de tiempo, es
un proceso que ha de lograr que los alimentos queden con la textura y el color adecuados,
que éstos absorban la cantidad adecuada de aceite y que dicho aceite se mantenga dentro
de unos limites aceptables de calidad organoléptica y sanitaria. En este trabajo, como
substrato estandar, se toma anilla de calamar y se ensayan cinco formulaciones distintas
para la capa de rebozado. Los objetivos son el estudio de los aspectos microestructurales
que influyen en las caracteristicas macroscopicas, el estudio de la textura de los productos
obtenidos y reologia de las pastas empleadas en el rebozado y el estudio de las
modificaciones de los componentes quimicos fundamentales: fraccidon proteica y fraccion
lipidica de los productos elaborados con distintas formulaciones.

Los resultados obtenidos a nivel microestructural muestran que la absorcion de
grasa se produce no sélo por parte de la capa de rebozado, sino que el aceite de fritura
también penetra hasta el alimento substrato. Ademas durante la penetracién, el aceite
arrastra con él otros componentes de la masa, como el almidon, sobre todo cuando se
emplea la formulaciéon que contiene impulsor y genera alvéolos por los que se produce el
intercambio entre el alimento y el medio de fritura. Los productos elaborados con la
formulacion que presenta impulsor como ingrediente son los que muestran un deterioro
menor de la fraccion lipidica, lo que esta en relacidon con el enorme intercambio alimento-
medio de fritura que se produce; esto demuestra ademas la importancia que tiene el uso de
aceite de buena calidad en la fritura. Ademas esta formulacién con impulsor es la que
mantiene mejores caracteristicas texturales transcurrido determinado tiempo tras la fritura
doméstica. Se obtiene un buen grado de adherencia entre el alimento substrato y la capa
de rebozado elaborada con las cinco formulaciones ensayadas, lo que facilita la
manipulacion y posterior comercializacion del producto final. Por otro lado se observa que
no solo las proteinas de la capa de rebozado (que estan en contacto directo con el aceite)
se degradan durante el proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados sino
que el alimento substrato también presenta alteraciones en su fraccién proteica.
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Resum:

Els productes arrebossats i posteriorment fregits, que tradicionalment eren productes
d'elaboracié6 tipicament casolana, han passat a ser el que es podrien denominar “productes
estrel.la” dins de la produccio industrial agroalimentaria, ja que la seua demanda s'ha vist
incrementada notablement, degut fonamentalment a la facilitat per al seu
emmagatzemament domestic en congelacié i a la rapidesa amb qué son cuinats per al seu
consum immediat. Actualment, tots estos productes arrebossats es preparen a escala
industrial i es comercialitzen en congelacid, per el que el consumidor només ha de
sotmetre'ls a un fregit domeéstic final. A¢d suposa una série d'operacions en la industria,
com son un prefregit industrial del producte acabat d'arrebossar, seguida d'una congelacio
que es mantindra durant el transport, venda, etc. fins al seu consum. El fregit, o immersi6 de
I'aliment en oli calent durant distints periodes de temps, és un procés que ha d'aconseguir
que els aliments queden amb la textura i el color adequats, que aquests absorbisquen la
quantitat adequada d'oli i que aquest oli es mantinga dins d'uns limits acceptables de
qualitat organoléptica i sanitaria. En aquest treball, com a substrat estandard, es pren anella
de calamar i s'assagen cinc formulacions distintes per a la capa d'arrebossat. Els objectius
sén l'estudi dels aspectes microestructurals que influixen en les caracteristiques
macroscopiques, l'estudi de la textura dels productes obtinguts i la reologia de les pastes
emprades en l'arrebossat i l'estudi de les modificacions dels components quimics
fonamentals: fraccid proteica i fraccio lipidica dels productes elaborats amb distintes
formulacions.

Els resultats obtinguts a nivell microestructural mostren que I'absorcié de greix es produix
no sols per part de la capa d'arrebossat, siné que I'oli de fregir també penetra fins a I'aliment
substrat. A més durant la penetracié, I'oli arrossega amb ell altres components de la massa,
com el mido, sobretot quan s'utilitza la formulacié que conté impulsor i genera alvéols per
qué es produix l'intercanvi entre I'aliment i-l’oli. Els productes el.laborats amb la formulacio
que presenta aquest ingredient sén els que mostren un grau de deteriorament menor de la
fraccio lipidica, lo que esta en relacid amb I'enorme intercanvi aliment-mig de fregir que es
produix; ago demostra a més a més la importancia que té I'is d'oli de bona qualitat al fregir.
A més aquesta formulacié amb impulsor és la que manté millors caracteristiques texturales
transcorregut determinat temps després de fregir el producte. S'obté un bon grau
d'adheréncia entre l'aliment substrat i la capa d'arrebossat elaborada amb les cinc
formulacions assajades, lo que facilita la manipulacié i posterior comercialitzacié del
producte final. D'altra banda s'observa que no sols les proteines de la capa d'arrebossat
(que estan en contacte directe amb I'oli) es degraden durant el procés d'elaboracié de
calamars arrebossats congelats sin6 que I'aliment substrat també presenta alteracions en la
seua fraccio proteica.
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Abstract:

Home-made fried battered products have traditionally been consumed. The situation has
developed, and they have now become “star products” for specialised industrial food
production. Demand for frozen battered foods has increased considerably, basically owing
to the ease with which they can be stored domestically in the freezer and subsequently
cooked rapidly for immediate consumption. At the moment, all these battered products are
prepared in factories and commercialised under freezing conditions, so the consumer only
has to fry them at home. For this reason, a number of operations must be done in the
factories, like industrial prefrying of the battered product, followed by freezing which must be
maintained during the transport, the sale, etc. until their consumption. Frying, or immersion
of food in hot oil during different periods of time, is a process that must achieve that foods
get an optimal texture and colour. Besides, fried foods must absorb the appropriate quantity
of oil and frying oil maintain its quality among the organoleptic and sanitary limits. Squid
rings are taken as the standard substrate for the development of the present work, and five
different formulations are assayed to elaborate the batter. The objectives of this work are the
study of the microstructural aspects that influence the macroscopic characteristics, the study
of the texture of the products and the rheology of the batters, and the study of the
modifications of the main chemical components: proteins and lipids of the products
elaborated with different formulations.

The results obtained at a level microestructural show that the fat absorption during frying
takes place not only in the layer of batter, but also penetrate into squid ring. Also during the
penetration, the oil draws with it other components of the batter, such as the starch
granules, mainly when the formulation with leavening agent is used. This ingredient
generates gas cells through which frying oil and water are interchanged. The battered
products with leavening agent in their formulation show a lesser oxidation, which might be
connected with the high absorption of oil during deep fat frying. For this reason, the use of
good quality oil during frying has a big importance. The formulation with leavening also
maintains textural characteristics during more time after the domestic frying. A good level of
adhesion is obtained between the squid and the layer of batter elaborated with the five
formulations, what facilitates the manipulation and later commercialisation of the final
product. On the other hand, it is observed that not only the proteins of the layer of batter
(that are in direct contact with the frying oil) are degradated during the elaboration of frozen
battered squids but rather the proteins of squid present alterations.
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Introduccioén

1. INTRODUCCION

1.1. LOS CALAMARES REBOZADOS CONGELADOS.

Los productos rebozados y posteriormente fritos han sido tradicionalmente
muy consumidos y constituyen un elemento importante dentro de la dieta de
muchas familias espafiolas. Actualmente la situacion ha evolucionado, y lo que
antes eran productos tipicamente de elaboracion casera, han pasado a ser lo que
se podrian denominar “productos estrella” dentro de la produccién industrial
agroalimentaria, ya que su demanda se ha visto incrementada considerablemente,
debido fundamentalmente a la facilidad para su almacenamiento doméstico en
congelacién y a la rapidez con que son cocinados para su consumo inmediato. El
consumidor espera un producto cada vez de mayor calidad y en el mercado se
suceden una serie de nuevos lanzamientos, ya que las empresas intentan mejorar

al maximo sus caracteristicas.

En este mercado, el calamar rebozado congelado es uno de los productos
de mayor demanda por parte del consumidor; la venta de estos productos se
incrementd considerablemente en la década de los 90 desde 23000 Tm en el afio
1993, hasta 39000 Tm en 1996, y la tendencia de consumo sigue en alza (I.N.E.,
1998). Por este motivo, los calamares rebozados congelados pueden considerarse
un producto de referencia en el estudio de alimentos rebozados congelados en

general.

Espafia es el segundo pais consumidor del mundo y el mayor mercado de
calamares después de Japdn. El consumo anual medio de cefalépodos es de
aproximadamente 200000 Tm. Los principales paises que exportan calamar a
Espafia son Marruecos, Taiwan e India. En Espafia, los datos de produccion de
calamar congelado en el 2001 se sittan en 130985 miles de Tm (FAO, 2001), de
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los cuales buena parte se destinan a la elaboracion de calamares rebozados

congelados.

El calamar congelado ha empezado a competir con el calamar fresco en
estos ultimos afos. El desarrollo producido en el campo de la distribucion y del

marketing hace que se obtenga un producto con garantias para el consumidor.

Entre las variedades de calamar mas consumidas destacan: Loligo pealei,
lllex illecebrocus e lllex Argentinus aunque se conocen mas de 270 especies. La
variedad Loligo es la mas valorada comercialmente (Sikorski y Kolodziejska,
1986). El consumidor compra grandes cantidades de calamar preparado, como
anillas de calamar congeladas o como producto precocinado sin importarle la

variedad de la que procede el alimento.

La composicion quimica de la carne del manto del calamar y los tentaculos
es similar a cualquier pescado magro (Sikorski y Kolodziejska, 1986). El contenido
es: 75-84% agua, 13-22% proteinas, 0.1-2.7% lipidos y 0.9-1.9% minerales. Por
tanto el calamar como substrato para la preparacion de un alimento rebozado, es
una fuente importante de proteinas, contiene poca cantidad de lipidos y alto

contenido en minerales.

La capa de rebozado estda compuesta mayoritariamente por harina de
cereal, por lo que supone un aporte de gran cantidad de almidén y en menor
proporcion de proteinas. En el apartado 1.2, se explican mas exhaustivamente los

ingredientes habituales de un rebozado.

A estos ingredientes hay que anadirles el aceite que absorbe el producto
durante el proceso de fritura al que se somete antes de ser finalmente consumido,
por lo que la calidad de este aceite es fundamental desde el punto de vista
nutricional. Es sabido que los polimeros lipidicos de alto peso molecular son

indigeribles, por lo que tienen poca importancia respecto a la nutricion y salud;

2
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pero los compuestos mas cortos, mondémeros y dimeros, si que son absorbidos
por la pared intestinal, y repercuten en la salud del consumidor. Algunas
sustancias generadas por el tratamiento térmico de los lipidos estan reconocidas
como toxicas o potencialmente cancerigenas, como es el caso del benzopireno

producido por ciclacion del colesterol (Monferrer y Villalta, 1993a).

La fabricacion industrial de los alimentos rebozados congelados consta de

las siguientes etapas:

1. Mezclado de los ingredientes de la formulacién para rebozar y el agua. En

esta etapa se obtiene una adecuada humectacion de todas las particulas

para optimizar la funcionalidad de los ingredientes (Suderman, 1990).

2. Enharinado. Se realiza para obtener una adhesién mayor entre el alimento

substrato y la pasta de rebozado.

3. Rebozado. Se sumerge el alimento que se va a rebozar o substrato en un
recipiente que contiene la pasta para rebozar. La cantidad de pasta que se
adhiera debe ser la adecuada y su distribucion homogénea por toda la
superficie del alimento substrato, ya que este hecho influye en la
apariencia del producto final y en la apreciacion que tenga el consumidor

de este producto.

4. Prefritura. En esta etapa se coagula la pasta de rebozado sobre el
alimento substrato, con la cual adquiere la consistencia adecuada para
una posterior manipulacion industrial. Normalmente el alimento se
sumerge en aceite a 180°C durante un periodo de tiempo corto, de unos
30 s; y se denomina prefritura, porque una vez comercializado el producto
rebozado congelado, debera someterse a una fritura final doméstica de

entre 2 y 3 min antes de su consumo.
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5.

Congelacién. Conviene someter al alimento a una corriente de aire frio
para que disminuya la temperatura del producto recién terminada la etapa
de prefritura. Luego se procede a la congelacion, que puede ser durante
mas tiempo a temperatura baja (-46.5°C) o menos tiempo a temperatura
mucho mas baja (-73.3°C hasta -128.9°C). Normalmente se utiliza el
primer método si el alimento ha sido previamente cocinado ya que su
temperatura interna no suelen ser menor de 10°C. Es un proceso gradual
en el que se produce migracion de agua y grasa entre el rebozado y el
substrato y también cambios estructurales en la matriz del rebozado
(Loewe, 1990). En el segundo método, se emplean gases como N, y CO,
para congelar el alimento. Sin embargo, la congelacion no se completa,
sobre todo si las porciones del alimento tiene gran tamafo. La capa de
rebozado sufre fracturas y esto puede afectar a la calidad del producto

final.

Envasado y almacenamiento. Un envasado defectuoso o fallos en el

almacenamiento en congelacién pueden ser cruciales en la calidad del

producto final.

1.2. EL PAPEL DE LOS INGREDIENTES EN LA FORMULACION
DE REBOZADOS.

Se pueden establecer dos categorias para clasificar estos productos:

rebozado de adhesién o interfacial y rebozado tipo tempura (Loewe, 1993).

En el rebozado de adhesion o interfacial, se afade pan rallado para

aportar granulosidad, color, sabor y crujibilidad al producto final; ademas, sirve

como capa adhesiva entre el rebozado y la superficie del alimento. La aceptacién

del producto final por parte del consumidor viene determinada por la uniformidad y
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espesor del rebozado, que se relaciona con la viscosidad de la pasta.
Logicamente, a mayor viscosidad se obtendra un rebozado mas grueso, en
cambio una pasta con mayor contenido en agua aportara un rebozado mas fino.
Este tipo de pastas contiene un alto porcentaje de trigo y/o almidén de maiz, que
puede ser quimica o térmicamente modificado para mejorar sus propiedades

adhesivas, y no lleva agente impulsor.

El rebozado tipo tempura, constituye por si mismo la capa externa del
producto, y en él las harinas de trigo y de maiz juegan un papel importante. Este
tipo de pasta lleva impulsor, que es el responsable del desarrollo de la capa
exterior esponjosa del alimento. El rebozado tipo tempura requiere una etapa de
prefritura industrial con el fin de conseguir la consistencia necesaria para su

manipulacion posterior.

Algunas de las caracteristicas mas destacables de estos productos son:
color, crujibilidad, adhesion y sabor. El color depende de la absorcién de aceite, de
la densidad de la pasta, y de las reacciones de pardeamiento no enzimatico que
se producen durante la fritura. Este atributo puede controlarse modificando la
temperatura y el tiempo de calentamiento, las condiciones del aceite de fritura y la
composicién de los ingredientes que constituyen la capa de rebozado. El producto
final debe presentar una crujibilidad ideal tal que resista el primer mordisco pero
que luego desaparezca en la boca. La adhesién es una cualidad muy valorada
sobre todo en la etapa de almacenamiento por congelacién y de transporte, ya que
es fundamental que permanezcan unidos el alimento substrato y la capa de
rebozado. El sabor depende del método de cocinado, tiempo y temperatura de

coccién, composicién y caracteristicas del aceite de fritura.

La funcionalidad de las harinas de trigo es imprescindible para entender
la estructura del alimento rebozado. Los componentes mas importantes de la
harina son las proteinas y el almidon. En el mezclado, ya sea a temperatura

ambiente o en refrigeracion, la viscosidad aumenta debido al desarrollo del gluten
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a costa de las proteinas fundamentalmente; dependiendo de la cantidad y de la
calidad del gluten y del nivel de agua disponible, la estructura puede ser la de una
masa para pan o una pasta para rebozar. En los rebozados tipo tempura, las
proteinas del gluten ayudan a retener los gases generados por efecto del agente
impulsor. Se obtiene una pasta para rebozar aireada y con poros, que

posteriormente dara lugar a una textura y crujibilidad adecuadas.

En cuanto al almidén, este componente es el responsable de la capacidad
de absorcién de agua que tenga la pasta. El dafio que puedan sufrir los granulos
de almidén durante el proceso de molienda afecta a las propiedades funcionales
de la harina, ya que estos granulos danados tienen una mayor capacidad de
absorcion de agua que los granulos intactos.

La harina de maiz se utiliza en la formulacion de alimentos rebozados
(Burge, 1990) ya que proporciona color amarillo por su contenido en caroteno;
variando las proporciones de harina de trigo y de maiz en los sistemas de
rebozados se pueden obtener una apariencia 6ptima. El sabor del maiz ayuda a
minimizar el gusto a almidén que va asociado a algunos rebozados que contienen
grandes cantidades de harina de trigo o almidén. Ademas, la adicion de maiz
incrementa la crujibilidad, lo que se atribuye al efecto de dilucion del maiz sobre el
gluten del trigo. Burge (1990) encontré que si se incrementa la harina de maiz en
la formulacién para pescados rebozados se obtiene un marcado aumento de
caracter crujiente. Por otro lado, la harina de maiz mejora la adhesion del alimento
substrato a la capa de rebozado. Este ingrediente es fundamental en el estudio de
la viscosidad de la pasta del rebozado. La harina de maiz sirve de control para
evaluar la cantidad de agua que puede absorber una formulacién quedando con la
consistencia adecuada. La viscosidad de la pasta es clave para controlar la
cantidad de pasta que queda adherida al alimento (recubrimiento o pickup) y asi la
manera de obtener una pasta que fluya sobre el alimento substrato antes de ser
sometido a fritura. Esto produce una apariencia deseada en la superficie del

rebozado. Los granulos de almidon gelatinizados proporcionan una estructura

6
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mayor a la pasta. Desde que se produce la gelatinizacion de los granulos de
almidon vuelve a haber agua disponible en el sistema, produciéndose la
gelatinizacion completa en pastas con elevada capacidad de retencion de agua
(Davis, 1983). Si se incrementa la harina de maiz en la formulacion se obtiene un
aumento en la humedad del producto prefrito y un decremento en la absorcién de
aceite (Burge, 1990). La harina de maiz mejora la adhesion del alimento substrato
a la capa de rebozado debido al efecto de dilucion del maiz sobre el gluten del
trigo que puede reblandecer el rebozado cuando se utiliza altos niveles de dicho

ingrediente.

El impulsor contribuye al desarrollo de la estructura aireada de la capa de
rebozado al proporcionar CO,, Esta formado por un acido y un dador de CO,. Se

puede elegir entre un gran numero de acidos segun su valor de neutralizacion.

La sal se afade para realzar el sabor del producto al igual que los
saborizantes, pero puede llegar a competir por el agua y ralentizar la hidratacién
de las proteinas en sistemas con limitacion de agua. Esto no suele ser un
problema en la elaboracion de pastas para rebozar convencionales que
normalmente incorporan una suficiente cantidad de agua. La concentracion de sal
y saborizantes viene marcada por el sabor y por la estabilidad del producto ante el
posterior procesado y manipulacién. En el estudio de otros productos como son
crackers elaboradas con pescado, almiddn, sal, y otros ingredientes, Cheow y Yu
(1997) observaron que con una concentracion de sal de 20 g/kg se incrementaba
la temperatura de gelatinizacion de la mezcla pescado-almidén en 4-5°C. También
el azucar y el glutamato monosédico tenia un ligero efecto sobre la gelatinizacion
del almidén en el sistema. Concretamente si se incrementaba el contenido en

pescado en la mezcla pescado-almidon decrecia la temperatura de gelatinizacion.
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1.3. LA FRITURA.

La fritura, o inmersién del alimento en aceite caliente en presencia de aire
durante distintos periodos de tiempo, es un proceso que ha de lograr que los
alimentos queden con la textura y color apropiados, que éstos absorban la
cantidad adecuada de aceite, que dicho aceite se mantenga dentro de unos limites
aceptables de calidad organoléptica y sanitaria y, que ademas, sea lo mas

rentable posible (Prats y Diaz, 1996).

Este proceso se extiende cada vez mas para la preparacion industrial de
alimentos en todo el mundo debido fundamentalmente a que se trata de una forma
de cocinar muy rapida y a que al sumergir el alimento en aceite caliente, éste
comunica una caracteristica de flavor que mejora su calidad gustativa, gracias al
aceite que penetra en el alimento y a la potenciacién de las caracteristicas

organolépticas del aceite calentado.

La fritura vive en la actualidad un desarrollo paralelo a las industrias
dedicadas a la produccion de productos fritos y prefritos, en respuesta a la

demanda de la sociedad, y que emplea grandes cantidades de grasas y aceites.

La preparacion de los alimentos por medio de este procedimiento ha
influido en el desarrollo de una nueva tecnologia, que lanza al mercado freidoras
de tipo doméstico o industrial, en las cuales una gran cantidad de aceite es
calentado repetidamente, a veces, durante largos periodos de tiempo de forma

distinta al sistema clasico de la sartén.

Una de las ventajas de la fritura frente a los demas procedimientos
culinarios reside sin duda en el calentamiento rapido y uniforme del producto, esta
rapidez es fundamental en las sociedades industrializadas actuales. Por otra parte,
el alimento preparado asi resulta mas atractivo, tiene mayor palatabilidad y

6ptimas condiciones organolépticas.
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El aceite actia como medio transmisor del calor. Las altas temperaturas
empleadas “sellan” la superficie del producto y evitan, en cierta manera, que se
desprenda el vapor rapidamente, facilitan asi la coccion del interior del alimento y
permiten que quede mas jugoso. Al mismo tiempo, esta superficie sufre procesos
de tostado, caramelizacién y pardeamiento no enzimatico (reacciones de Maillard)
y aparecen colores entre dorados y pardos que dan un aspecto agradable al
producto. Estas mismas reacciones desarrollan los sabores deseados en los

productos fritos.

Como ya se ha comentado anteriormente, al introducir un alimento en
aceite caliente para freirlo, tienen lugar una serie de procesos y reacciones que
producen cambios importantes en el producto. Los cambios que se producen en el
alimento durante el proceso de fritura afectan a la textura (los productos se
vuelven mas crujientes y mas agradables por su textura y sonido al ser mordidos),
a la apariencia externa (los alimentos tienen un color dorado uniforme y brillante),
potencia y matiza sabores y aromas (debido al desarrollo de nuevos compuestos
después de someterse el alimento a las altas temperaturas), varia el contenido en
grasa del producto (en general, los productos pierden humedad y ganan grasa; si
bien algunos alimentos muy ricos en grasa pueden perder parte de ésta durante el

proceso de fritura).

1.3.1. PARAMETROS QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE FRITURA

Se pueden distinguir entre los parametros que dependen del proceso y los

que dependen del alimento.
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1.3.1.1. Parametros que dependen del proceso

a. Temperatura

La temperatura produce en las grasas diversas alteraciones que se
acentuan a partir de los 200°C. Las altas temperaturas aceleran el proceso de
fritura, pero también el de la descomposicion del aceite empleado en el proceso.
Las temperaturas bajas desarrollan colores mas claros, pero producen una mayor
absorcion de aceite y ralentizan el proceso de produccion. Por ello, es necesario
encontrar una relacién 6ptima entre la temperatura y el tiempo de fritura (Monferrer
y Villalta, 1993b).

b. Tiempo y tipo de calentamiento

Un incremento en la duracion de la fritura produce una mayor alteracion
del aceite y del alimento que se frie. Ademas, el tiempo de calentamiento
disminuye la estabilidad del aceite y produce la formacion de diferentes

compuestos de alteracion.

El tipo de calentamiento también es decisivo, ya que si éste es discontinuo
produce mayor degradacion en la grasa que el continuo. Repetidos calentamientos
y enfriamientos del aceite aceleran su deterioro en comparaciéon con un
calentamiento continuo, durante tiempo prolongado y a elevada temperatura (170-
180°C) (Pokorny y Reblova, 1999). Esto es debido principalmente a que a una
temperatura elevada las reacciones oxidativas se desarrollan en la superficie en
contacto con el aire, mientras que durante el enfriamiento aunque disminuye la
velocidad de las mismas, se favorece la entrada de aire, el cual provoca una
mayor formacion de hidroperdxidos y radicales libres al calentarse nuevamente el

aceite (Cuesta y Sanchez-Muniz, 1991).
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c. Grado de renovacion

El grado de renovacion es la proporcién de aceite por hora que se debe
reponer para compensar las pérdidas producidas por arrastre/absorcion de aceite

por parte del producto.

También se define el grado de renovacidon como el tiempo necesario para
que el volumen de aceite afiadido para compensar las pérdidas, sea igual al
volumen total de aceite en la freidora. En este caso, el grado de renovacion

recomendado es de 10 horas (Monferrer y Villalta, 1993b).

d. Nivel de produccién

El nivel de produccion por hora debe ser lo mas alto posible, con el fin de
aumentar el grado de renovacién de aceite y disminuir el tiempo en que éste se
halla sometido a altas temperaturas. Por ello, es mejor realizar producciones
maximas en periodos cortos, que mantener la freidora en funcionamiento durante

periodos largos a temperaturas bajas (Monferrer y Villalta, 1993b).

1.3.1.2. Parametros que dependen del alimento

a. Estado en que se encuentra el alimento

El proceso de fritura depende del estado en que se encuentre el alimento,
bien sea congelado o fresco. La fritura de alimentos congelados debe ser mas
lenta, para dar tiempo a que se funda el hielo en el nucleo y alcance una
temperatura de 70-80°C. Si es muy rapida se puede quemar la superficie y quedar

el nucleo congelado (Aleixandre y Garcia, 1999).

1"
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b. Preparacion

La preparacion del alimento es otro factor a considerar; éste puede ser
rebozado en harina, adicionado de sal, etc; todo lo cual condiciona el tiempo util
de un aceite, y también la penetracion del mismo dentro del alimento. Por otra
parte, la penetracion del aceite dentro del alimento, es diferente si el alimento se
frie directamente con una delgada cubierta de harina (enharinado) o rebozado.
Cuesta y Sanchez-Muniz (1991) observan en tiras de pescado, que la penetraciéon
de grasa es menor cuando éstas estan rebozadas que cuando estan solamente
enharinadas. El rebozado del alimento retarda el desplazamiento de la grasa hacia
su interior al someterse al proceso de fritura (Makinson et al., 1987) y proporciona
un incremento considerable del contenido calérico del producto debido a los

hidratos de carbono que constituyen el rebozado (Augustin et al., 1989).

c. Tamano de la pieza

Las piezas de mayor espesor requieren menor temperatura de fritura y

mayor tiempo, para que el calor pueda alcanzar el centro de la pieza.

d. Intercambio de grasa entre el alimento y el aceite

El aceite de fritura interacciona, entre otros, con los componentes lipidicos
de los alimentos que se someten al proceso de fritura, y con sus productos de
reaccion como los hidroperoxidos y otros compuestos polares. Es sabido ademas
que durante la fritura se produce un intercambio entre el medio de fritura y el
alimento. Pérez-Camino et al. (1991) indican que en patatas fritas hasta un 90%

de su grasa procede del aceite de fritura.

e. Contenido en agua

La absorcién de aceite por el alimento depende del contenido en agua de

éste.
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1.3.2. ALTERACION DEL ACEITE DE FRITURA

1.3.2.1. Fundamentos quimicos de la alteracion del aceite de fritura

Los aceites y las grasas durante la fritura, sufren alteraciones que dan
lugar a cambios de sabor, aromas extrafios y a la formacién de compuestos

toxicos.

Todos los procesos quimicos se aceleran al aumentar la temperatura. Se
sabe que la velocidad de las reacciones, dentro de unos limites, se duplica al
aumentar 10°C la temperatura. Por este motivo es facil comprender que una grasa
calentada tiende a degradarse bastante rapidamente, en especial si en ella hay
sustancias o residuos que actian como catalizadores o potenciadores de la

alteracion.

En el proceso de fritura, el alimento esta en contacto con el aire caliente
en presencia de O, durante distintos periodos de tiempo. El producto acabado
contiene en general de un 5 a un 30% de aceite absorbido (Prats y Diaz, 1996).
Por eso la fritura tiene el mayor potencial para producir cambios quimicos en la
grasa, mas que cualquier otro proceso habitual o manipulacién a la que se someta

a los alimentos que contienen lipidos.

Las alteraciones que tienen lugar en la grasa durante la fritura son:

1.3.2.1.1. Hidrdlisis

Los triglicéridos (TG) del aceite en contacto con humedad ambiental o con

agua procedente del producto a freir, se descomponen en diglicéridos (DG) y

monoglicéridos (MG), y liberan cadenas de acidos grasos (AG). Los triglicéridos
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esterificados con acidos grasos de cadena corta son mas sensibles a la hidrdlisis

que los que presentan cadenas mas largas.

Durante el proceso de fritura, a temperaturas de 180-190°C, el proceso de
hidrélisis tiene una gran importancia, dado que la humedad que se elimina en
forma de vapor, es una cantidad que oscila entre 0.5-1.5%. Las mayores
variaciones ocurren si existe humedad en el mometo de calentar o enfriar el aceite
(menor 100°C) y durante el almacenamiento del mismo, puesto que el agua no se

evapora.

TG+H,O0 —» DG +AG
DG + H,O —» MG + AG

El resultado de la hidrdlisis es la aparicion de acidos grasos libres, que

aumentan la acidez del aceite.

1.3.2.1.2. Autooxidacion

La autooxidacién o enranciamiento quimico es una alteracion de gran
importancia comercial por las pérdidas que produce en grasas, aceites y
componentes grasos de los alimentos. La accion del O, atmosférico sobre las
cadenas alifaticas poliinsaturadas de acidos grasos y acilglicéridos, da lugar a
sabores y olores tipicos, fuertes y desagradables, asi como a la formacién de

compuestos nocivos.

La autooxidacion es un proceso oxidativo no enzimatico, el mas frecuente
en los procesos de fritura, caracterizado por la oxidacion de los acidos grasos en
presencia del oxigeno del aire, para dar compuestos intermedios inestables de tipo
hidroperdxidos o peréxidos que produciran la formacién de radicales libres. Este

proceso se ve favorecido y potenciado por la incidencia de la luz, que actia como
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catalizador, y por la presencia de sustancias fotosensibles en el medio, como la
riboflavina y la eritrosina. Los acidos grasos insaturados son mas sensibles a la

oxidacién que los saturados.

Las grasas que han sufrido un proceso de oxidacion tienden a
oscurecerse, aumentar la viscosidad, incrementar la formacion de espuma y
desarrollar gustos y olores anémalos.

En este proceso se distinguen tres fases:

1. Fase de iniciacién o induccion :

En ella se forman fundamentalmente los radicales libres ROO" y R’, a
partir de un hidroperéxido ROOH o de un acido graso RH. Este proceso esta
favorecido por las altas temperaturas, la luz o la presencia metales con facilidad

para variar de valencia. Por ejemplo:

hv
RH — R +H

Metal
ROOH — ROO™ +H’

Metal
ROOH — RO’ +OH’

2. Fase de propagacion o continuacion:

Los radicales libres formados en la fase anterior, dada su gran reactividad,
reaccionan con el oxigeno (O,) o con otros acidos grasos, provocando de esta

forma una reaccién en cadena.
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R"+0, —» ROO’
ROO"+RH — ROOH +R’
RO"+RH — ROH+R’

3. Fase de terminacion o finalizacion :

Cuando los radicales libres se encuentran pueden reaccionar entre si, con

lo que la reaccion en cadena se cierra.

R"+ROO" —» ROOR
R"+R" - R-R
ROO’+ ROO" — ROOR + O,

Todos estos productos primarios procedentes de la autooxidacion son
inodoros e insipidos (hidroperoxidos del acido linoleico). La calidad de un alimento
comienza a alterarse cuando se producen compuestos volatiles secundarios a los
cuales pertenecen sustancias con gran intensidad aromatica, que inclusive a las
pequefas concentraciones en que normalmente se encuentran modifican muy
fuertemente el olor y el sabor (Belitz y Grosch, 1997). Entre los productos
secundarios destacan: compuestos monocarbonilo volatiles, hexanal, aldehido

maldénico, derivados del furano y compuestos oxo, epoxido y trihidroxi.
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Compuestos carbonilo volatiles (aldehidos y cetonas)

H H
A o - - - _ O\ |
O OHTOHT O CRETCR, Se—(CH);—C

OH H

Os _H
G—(CHy)s—CS
OH

Aldehido maldnico

Os _0
'C—CH,—C?
H

Hexanal

CHy— (CH,), —cC

Derivados del furano

CH;—(CH,) (CH,),, ~COOH
Para el gusto agradable a frito tienen gran importancia ciertas lactonas no
saturadas tales como la lactona del &cido 4-hidroxi-2-nonenoico.
H,C—(CH,),—CH— CH=— CH
0

Un buen indicador de la oxidacion en aceites de fritura es la formacion y
evolucioén de los acidos grasos de cadena corta durante la oxidacion. Se cuantifica
analizando los compuestos polares por cromatografia gaseosa, ya que existe una

correlacién entre éstos y el contenido en acidos grasos de cadena corta (Marquez-
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Ruiz y Dobarganes, 1996). Otros métodos utilizados para la determinacién de la
oxidacién de lipidos son la prueba del acido tiobarbiturico (determina numerosos
productos de la peroxidacion lipidica), absorcion en el ultravioleta (a 232 y a 270

nm), etc.

Finalmente durante el proceso de autooxidacion van apareciendo cambios
sensoriales (alteracion del sabor, palatabilidad, oscurecimiento), fisicos (aumento
de la viscosidad) y quimicos (formacién de polimeros y compuestos volatiles)
(Monferer y Villalta, 1993a).

1.3.2.1.3. Polimerizacion

Los radicales libres tienden a combinarse entre ellos o con otros acidos
grasos y forman compuestos lineales, mas o menos largos y ramificados, o
compuestos ciclicos, especialmente en el caso de que existan dobles enlaces
(Monferrer y Villalta, 1993a). La dimerizacion y la polimerizacion generalmente van
acompafados de una disminucion del indice de iodo y de un aumento del peso

molecular, de la viscosidad y del indice de refraccion.

Por calentamiento, durante el proceso de fritura, los dobles enlaces de los
acidos grasos pasan a posiciones en los que se encuentran conjugados y
mediante cicloadicion 1,4 dan los llamados aductos de Diels- Alder (Belitz y
Grosch, 1997).

Isomerizacion

7
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Cicloadicion

Las cadenas laterales de los derivados ciclohexeno tetrasustituidos
formados en la reaccién anterior se acortan por oxidacion. El ciclohexeno se
aromatiza facilmente con lo cual pueden formarse también compuestos derivados

del acido benzoico.

Los radicales acido graso o triacilglicerol, que se forman por sustraccién
de un atomo de H, pueden mediante reaccién posterior con oxigeno, dimerizarse y
después ciclarse.

2R— CH :CH—CHZ—CH —CH—R

Dimerizacion l
R
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En presencia de oxigeno se forman también polimeros, con enlaces de
éter y peroxidos que también contienen grupos hidroxi, oxo 6 epoxi (Belitz y
Grosch, 1997).

H

R—CH—CH—CH—CH—R

)

R—CH—CH:CHAfH—R

0]

5
R—CH:CHAéH—R

T
R—CH— CH—CH—CH=—CH—R

R—CH—CH—CH—CH—=CH—R
OH

Tales compuestos no son deseables porque disminuyen de modo
persistente el gusto del aceite y ademas, debido a la presencia de los grupos —OH,

son sustancias tensoactivas que producen espuma.

En general, estos polimeros, al ser de mayor tamafo y peso molecular,
tienden a aumentar la viscosidad del aceite, lo que, por un lado favorece la
formacion de espuma (Belitz y Grosch, 1997) y por lo tanto la oxidacion, y por otro,
producen un arrastre mayor de aceite por parte el producto frito debido a que
gotea con mas dificultad.
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1.3.2.1.4. Isomerizacion.

Durante el proceso de fritura también tienen lugar reacciones de
isomerizacion. Por un lado, se producen isomerizaciones cis-trans y por otro,
también se producen isomerizaciones isoleno-conjugueno, lo que permite la
deteccion de los nuevos dobles enlaces conjugados creados por

espectrofotometria en la zona del ultravioleta.

Isomerizaciones cis-trans

H3C\/\/\/\/:\/\/\/\/COOH
H C\/\/\/\/\/\/\/\/\
° N COOH

Isomerizaciones isoleno-conjugueno

B
P
H
—CH=— CH—\ C —LCH=CH—
|

—CH=—=CH—CH=—=CH— CH,—

1.3.2.2. Factores que influyen en el deterioro del aceite durante la fritura
A la vista de los fundamentos quimicos de la alteracion del aceite de

fritura, y que se ha presentado mas arriba, se resumen a continuacion los

principales factores que influyen en dicho deterioro:
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a. Luz

La presencia de luz es determinante en el proceso de autooxidacion del

aceite, como ya se ha indicado en el apartado 1.3.2.1.2.

b. Oxigeno del aire

El deterioro del aceite durante el proceso de fritura es acelerado por el
oxigeno del aire (también ha sido comentado en el apartado 1.3.2.1.2). Por este
motivo, el equipo de fritura debe estar disefiado de forma que la superficie del
aceite esté cubierta con una capa de vapor procedente del alimento que se esté
friendo (la humedad influye en las reacciones de hidrdlisis, véase apartado
1.3.2.1). Ademas siempre que sea posible, la fritura ha de llevarse a cabo en serie
para poder mantener esta superficie completamente cubierta; el aceite todavia es
mas sensible a su deterioro cuando esta a la temperatura de fritura y no hay

ningun alimento friéndose.

c. Metales pesados

La presencia de metales pesados acelera la degradacién del aceite de
fritura (como ya se ha comentado en el apartado 1.3.2.1), por este motivo el

material mas utilizado en la construccion de freidoras es el acero inoxidable.

d. Residuos

La contaminacion del aceite por la presencia de algunos residuos de
alimentos que permanecen en la freidora y continian calentandose hasta que
llegan a carbonizarse, favorece el deterioro del aceite. Esto puede evitarse en gran
parte con el uso de freidoras provistas de una zona fria, en la cual se separan los

restos de los alimentos, evitando el contacto prolongado de éstos con las altas
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temperaturas de fritura. Aun cuando se disponga de una zona fria, es importante

tamizar vy filtrar a menudo el aceite para evitar su deterioro.

e. Temperatura elevada

El efecto principal de la temperatura demasiado elevada del aceite de
fritura, es la aparicion de gustos y olores desagradables. La sustancia que irrita los
ojos cuando el aceite se sobrecalienta es la acroleina, producto de la degradacién

de la glicerina liberada tras la hidrdlisis de los triglicéridos.

CH,OH-CHOH-CH,OH » CH,=CH-CHO + 2H,0

Glicerina Acroleina

f. Presencia de antioxidantes naturales

Las grasas y aceites tienen antioxidantes naturales (como por ejemplo,
carotenoides, tocoferoles y otros compuestos fendlicos) que los protegen contra la
oxidacion. En el proceso de fritura, la concentracién de estos componentes va

disminuyendo.

1.3.3. ESTUDIO DE LA FRACCION LIPIDICA EN DISTINTOS
PRODUCTOS FRITOS.

Como ya se ha explicado en apartados anteriores, los aceites y grasas de
fritura se descomponen por reacciones de hidrdlisis, oxidaciéon y polimerizacion.
Este hecho, unido al gran intercambio de grasas que se produce entre el alimento
y el medio de fritura hacen que la fraccion lipidica de distintos productos fritos ya
sean rebozados o no, haya sido objeto de estudio de algunos trabajos de

investigacion.
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Un producto rebozado, muy popular en USA, es el aro de cebolla; Hansen
(1999) estudio la influencia de las condiciones de fritura en las caracteristicas de
este producto y vi6é que la humedad, la jugosidad y el color desarrollado tenian alta
correlaciéon con la temperatura de fritura. Ling et al. (1998) evaluaron la calidad de
aros de cebolla rebozados fritos y determinaron el contenido graso y la humedad
entre otros parametros; concluyeron que con mayores tiempos de fritura retenian
mayores niveles de humedad de la cebolla mientras que disminuia en mayor
medida la del rebozado. Este hecho lo atribuian al endurecimiento de la capa
externa del rebozado que producia una disminucion en la cantidad de aceite de

fritura que podia absorber la cebolla a través de la capa de rebozado.

Makinson et al. (1987) se centraron en la absorcion de aceite por parte de
diferentes alimentos, tanto rebozados como no, y su conclusion mas interesante
fué que la mayor cantidad de grasa absorbida se encontraba en los productos
vegetales, que inicialmente tenian mayor cantidad de agua en su composicion.
También, al comparar productos rebozados con otros que no lo estaban, vieron
que el rebozado si que retrasaba la penetracién de grasa en el alimento substrato
durante la fritura. Ademas, en todos los alimentos que absorbian grasa, esta
absorciéon era mayor durante los 10 primeros segundos de fritura, del mismo
modo que la mayor pérdida de agua también se producia en este intervalo de
tiempo. Los factores que influyen en la usualmente menor alteracion del contenido
lipidico de los alimentos fritos de origen animal frente a los de origen vegetal son:
una menor cantidad de agua inicial generalmente, un mayor contenido graso y
diferencias notables en cuanto a la textura y estructura celular (Makinson et al.,
1987). Flick et al. (1989) estudiaron el efecto de la temperatura en la absorcion de
grasa en porciones de pescado rebozado y concluyeron que al aumentar la

temperatura de fritura disminuia el contenido en grasa de la capa de rebozado.

Como se ha explicado al principio de este apartado, actualmente todos
estos productos rebozados se preparan a escala industrial y se comercializan en

congelacién, por lo que el consumidor solamente ha de someterlos a una fritura
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domeéstica final. Esto supone una serie de operaciones en la industria, como son
una prefitura industrial del producto recién rebozado, seguida de una congelacion
que se mantendra durante el transporte, venta, etc... hasta su consumo. Las
modificaciones en la fraccion lipidica de productos sometidos a estas operaciones

industriales también ha sido evaluado en distintos trabajos.

En este sentido, Aust y Thompson (1981) estudiaron la composicion
lipidica de patatas prefritas, del aceite de fritura y de las patatas fritas finalmente;
observaron que la composicién en acidos grasos de las patatas fritas finales se
parecia mas a la del aceite de fritura que a la de las patatas prefritas; esto sugiere
un intercambio importante de los lipidos entre la patata y el aceite de fritura
durante la fritura final.

Pokorny y Reblova (1999) también estudiaron la transferencia de grasa del
aceite al producto frito, y concluyeron que la prefritura, el rebozado, o el
precalentamiento de los productos pueden ser buenos métodos para la inhibicién
de la absorcion de aceite.

En cambio, la congelaciéon hace que aumente el contenido total de lipidos
debido a una hidrdlisis parcial de lipoproteinas (El-Dashlouty et al., 1984). Sin
embargo, una congelacion parcial de la superficie del alimento puede ser una
medida efectiva para disminuir la absorcién de aceite por parte del producto tal y

como demuestran Toma et al. (1986) en estudios realizados con patatas fritas.

Ademas, los productos prefritos y congelados tienen unas caracteristicas
especiales (Dobarganes et al., 2000). Por un lado, contienen cantidades
importantes de aceite, de composicion desconocida que ha sido absorbido durante
la prefritura y cuya calidad depende de las variables de esta etapa (temperatura,
tiempo de calentamiento,...). Por otro lado, dicho aceite es adsorbido
preferentemente en las capas externas del alimento y estara en contacto con el

aceite de fritura durante la fritura final.
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Pokorny (1980) estudia la adsorcion preferencial de acidos grasos y
compuestos de oxidacidon en las capas externas de algunos productos frescos
sometidos a fritura y observa que esta adsorciéon es mayor en estas capas que en
el resto del alimento. Posiblemente la adsorcion de compuestos polares se
produce durante la etapa de prefritura (Pérez-Camino et al., 1991), y asi queda
inactivada la superficie del alimento para la absorciéon de aceite de fritura durante

la posterior fritura final.

En cuanto a calamares rebozados congelados, Coll y Rueda (1991 a y b)
estudiaron las modificaciones en la fraccion lipidica del calamar fresco rebozado
durante una etapa prolongada de fritura doméstica, y verifican que se produce un
intercambio de componentes entre el aceite del bafo de fritura (aceite de semillas
en la mayoria de los ensayos) y el alimento que se frie en dicho proceso; sin
embargo, no hay informacion disponible en bibliografia sobre la absorciéon de
aceite durante el proceso industrial de elaboracién de calamares rebozados

congelados, ni de las posibles modificaciones de su fraccion lipidica.

La tendencia actual de los estudios en este campo se orienta a conseguir
productos bajos en calorias. En esta linea Rayner et al. (2000), Mallikarjunan et al.
(1997), Balasubramaniam et al. (1997) y Chinnan et al. (1995) estudian films
comestibles de hidrocoloides, que combinados con proteina de soja o de maiz,
limitan la absorcién de aceite durante el proceso. Asi, seleccionando el film
comestible adecuado, la grasa transferida entre el medio de fritura y el alimento

puede ser controlada y producir un alimento final con las caracteristicas deseadas.

Otra opcidon puede ser variar los ingredientes de la formulacion, por
ejemplo, introducir harina de arroz, que incrementa el contenido de amilosa del
almidon y disminuye la cantidad de aceite absorbido mientras incrementa el

contenido en proteinas (Shih y Daigle, 1999).
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1.4. MICROESTRUCTURA DE PRODUCTOS REBOZADOS
CONGELADOS Y FRITOS

La microestructura de un alimento muestra la organizacién de sus
elementos estructurales y la interaccion entre ellos. Durante el procesado de un
alimento, su microestructura puede modificarse, destruirse, reconstruirse, etc...
Estos cambios en la estructura se pueden visualizar por distintas técnicas
microcépicas, que permiten entender mejor la relacién entre la estructura y las

propiedades de los alimentos (Aguilera et al., 2000).

Asi, los alimentos pueden tener similar composicion quimica y manifestar
comportamientos totalmente diferentes dependiendo de la estructura que se le

haya impartido a través de su procesado (Aguilera y Stanley, 1999).

Por este motivo, la descripcion estructural de los tejidos frescos resulta
imprescindible para el analisis comparativo de las alteraciones estructurales
causadas por distintos tratamientos, por ejemplo, altas o bajas temperaturas
(Otwell y Giddings, 1980).

1.4.1. FUNDAMENTOS DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA

Cuando un haz de electrones de un microscopio electrénico incide sobre
una muestra, se producen una serie de interacciones que, por una parte, son
responsables del contraste de imagenes observadas, y por otra, originan distintas
radiaciones secundarias que pueden utilizarse para obtener una informacién
suplementaria. Esto permite combinar observacién y analisis, dando lugar a
diferentes tipos de microscopios y a distintas técnicas de microanalisis. En la figura
1.1 se representan las emisiones procedentes de la muestra. Si la muestra es
suficientemente delgada, una gran fraccion de electrones incidentes la

atravesaran, sin apenas cambios en su trayectoria y energia, dando lugar al haz
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transmitido (1). Parte de los electrones incidentes pueden ser dispersados,
originando haces dispersados (2), y haces retrodispersados (3), con variaciones
de energias (AeV). Como resultado de este impacto o del haz retrodispersado,
algunos electrones de la superficie de la muestra pueden escapar produciéndose
un nuevo haz de electrones secundarios con energias de unos pocos eV (4). Los
electrones Auger (5), con energias de hasta 2 keV, se producen por la interaccion
de un electron incidente con un electron de las capas internas de los atomos de la
muestra. El haz incidente da lugar también a rayos X (6), con energias
caracteristicas de los elementos que forman la muestra y en muchos materiales a
la emisiéon de luz como catodoluminescencia (7). Finalmente, la corriente
absorbida por la muestra (8) permite el estudio de la estructura interna, de los

semiconductores (Gonzalez, 1991).

HAZ DE ELECTRONES PRIMARIOS INCIDENTES

7 4

6 3

\/ 5

Muestra >
—_ 8
Particulas
T cargadas
NN Fotones 2 v 2
1

1. Electrones transmitidos; 2. Haces dispersados; 3. Haces retrodispersados; 4. Haz de electrones
secundarios; 5. Haz de electrones Auger; 6. Haz de rayos X; 7. Haz de luz.

Fuentes: Gonzalez, R. (1991)

Figura 1.1. Principales resultados de la interaccion del haz de electrones primarios con la
muestra.
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1.4.1.1. Microscopia electrénica de transmision

En el microscopio electronico de transmision (TEM), un haz fijo de
electrones primarios, con voltajes de aceleracion mayores de 60 kV, incide sobre
una muestra extremadamente fina (5 ym). La imagen se forma con los electrones
transmitidos que la atraviesan. La claridad de un area de la imagen es
proporcional al niumero de electrones transmitidos a través de la muestra. Se

puede alcanzar una resolucion de hasta 0,2 nm (Aguilera y Stanley, 1999).

En TEM hay que preparar la muestra para poder obtener cortes
adecuados para que los electrones puedan atravesar un espesor ultrafino
compatible con el poder de resoluciéon del microscopio. La preparacion de las
muestras en TEM puede dividirse en las siguientes etapas principales: fijacion
primaria, lavado, fijacion secundaria, deshidratacién, contraste, infiltracién,

inclusion con resina y polimerizacion.

La fijacion con reactivos quimicos especiales permite preservar la
estructura morfolégica de la muestra. A partir de 1963 (Sabatini et al.) se
desarroll6 el protocolo de fijaciéon primaria con glutaraldehido y fijaciéon secundaria
con tetréxido de osmio. Para conseguir un adecuado contraste en muestras
biolégicas hay que crear opacidades con la introduccion de metales pesados como
Pb, O, etc. La infiltracién consiste en sustituir el disolvente deshidratante por el
medio de inclusion. Mediante la inclusidon se aporta la suficiente consistencia a la
muestra para someterla a un posterior corte. Al final del proceso, el tejido esta

exento de agua y fijado de una manera estatica dentro de una matriz de resina.
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1.4.1.2. Microscopia electronica de barrido

Los fundamentos del microscopio electrénico de barrido (SEM) se asientan
en 1935, cuando Knoll construye el primer microscopio de barrido con una
resolucion del orden de 100 um. Sin embargo, hasta 1965 no se dispuso del

primer microscopio electrénico de barrido comercial, de resolucién 25 nm.

En un microscopio de barrido, un haz de electrones con una cierta energia
entre 5y 50 kV, se hace incidir sobre la muestra, en condiciones de alto vacio para
no alterar la trayectoria de los electrones por interacciones con otros atomos o
moléculas distintas a las de la muestra objeto. Este haz electrénico de 2 a 3 nm
barre la superficie de la muestra punto a punto y linea a linea. Como resultado de
la interaccidn de los electrones incidentes con la muestra, se produce una serie de
fendmenos, entre los que destacan la emisién de electrones secundarios con
energias de unas pocas decenas de eV y la reflexion de los electrones primarios
que dan lugar a un haz de electrones retrodispersados de alta energia. La
intensidad de la emisién de estos dos haces depende fuertemente del angulo de
incidencia del haz de electrones sobre la superficie del material, esto es, la
topografia de la muestra. Cada tipo de corriente electronica emitida por la muestra
se puede recoger con ayuda de un detector adecuado y amplificar; las variaciones
en la intensidad, a medida que el haz incidente barre la superficie, se utilizan para
variar la intensidad de la traza en un tubo de rayos catédicos que barre en
sincronia con la sonda de barrido de la muestra. De este modo se establece una
correspondencia directa entre las posiciones de la sonda en la superficie de la
muestra y la imagen fluorescente en el tubo de rayos catddicos. Actualmente en la
microscopia electronica de barrido se puede alcanzar una resolucién entre 3 y 6

nm (Aguilera y Stanley, 1999).
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Los microscopios electrénicos de barrido estan configurados por
elementos basicos:

1. El sistema de iluminacion formado por el canén de electrones, un
conjunto de lentes condensadoras y el sistema de deflexion

responsable del barrido del haz electrénico.
2. El portamuestras.
3. Los sistemas de deteccion de las diferentes emisiones.

4. El sistema de visualizacion de la imagen.

1.4.2. ESTRUCTURA Y MICROESTRUCTURA DEL CALAMAR.

Dado que en el presente trabajo se utiliza calamar como elemento
substrato para elaborar el producto rebozado, a continuacion se detalla la

estructura de este cefalopodo.

La estructura del manto de calamar estd compuesta por cinco capas,
(Lluch et al., 2001). La capa central y mas gruesa esta formada por tejido muscular
fibroso que se encuentra rodeado por dos capas de tejido conectivo (tunicas
externa e interna); estas dos tunicas a su vez estan recubiertas por otras dos
capas también de tejido conectivo, (cubierta externa y cubierta interna o visceral,
respectivamente). La figura 1.2 presenta un esquema explicativo de su estructura
(Lluch et al., 2001). Tanto la cubierta como la tinica externa se eliminan al pelar el
calamar (Kugino y Kugino, 1994). Las fibras musculares estan agrupadas en
bandas en disposicion perpendicular: las bandas circunferenciales se sitian
dibujando la circunferencia del cono del calamar y las radiales conectan las dos
tunicas de tejido conectivo. Estas fibras musculares tienen un tamafio aproximado
de 3.6 ym de diametro y presentan forma triangular (Stanley y Smith, 1984). Cada

fibora a su vez esta formada por estructuras mas pequeias denominadas
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miofibrillas, de forma estriada, que se disponen oblicuamente alrededor del

sarcoplasma central.

TUNICA CAPA TUNICA INTERNA

EXTERNA MUSCULAR FIBRAS
CUBIERTA RADIALES
VISCERAL

CUBIERTA
EXTERNA

FIBRAS
CIRCUNFE-
RENCIALES
FIBRAS

CIRCUNFE-

FIBRAS RENCIALES

RADIALES

Figura 1.2. Estructura del calamar (adaptado de Lluch et al., 2001).

La estructura de una fibra muscular consta del sarcoplasma central, que
aloja principalmente a mitocondrias, nucleos y otros organulos sarcoplasmicos;
esta recubierta por el sarcolema (Moon y Hulbert, 1975; Otwell y Hamann, 1979).
En la fibra también se encuentra un sistema reticular sarcoplasmico complejo

(Moon y Hulbert, 1975) que esta compuesto por tres tipos de tubulos:

-Los tubulos periféricos que estan en contacto directo con el sarcolema.
-Los tubulos radiales que separan las miofibrillas.

-Los tubulos centrales que estan en contacto con el sarcoplasma central.

La tunica visceral es la parte del manto mas sensible al calor. La parte
externa es mas resistente; sin embargo, con un tratamiento térmico a 100°C
durante 1 min la cubierta externa gelatiniza; si aumenta la duracion del tratamiento
se produce también gelatinizaciéon de la tunica externa de tejido conectivo. Las

alteraciones de las fibras musculares del calamar debidas a tratamientos térmicos

32



Introduccioén

se observan a nivel microestructural como una pérdida de la diferenciacion
miofibrilar, que se evidencia ya a 50°C. Un incremento de temperatura en estas
fibras causa la coagulacion de las proteinas sarcoplasmaticas, con la consiguiente
desintegracion del sarcoplasma, el encogimiento y deshidratacion de las fibras e
incluso la desintegracion del sarcolema (Otwell y Hamann, 1979; Kugino y Kugino,
1994).

Otwell y Giddings (1980) estudiaron por SEM los cambios producidos en la
estructura del calamar durante la coccién y la congelacién, y describieron que en
el calamar sometido a coccidén las tunicas de tejido conectivo se observan
gelatinizadas y las fibras musculares se muestran mas densamente
empaquetadas que en el calamar crudo. La congelacion produce alteraciones
estructurales sobre las fibras musculares que sugieren una deshidratacion y un
endurecimiento de éstas. El mejor método para la congelacion del calamar segun
Otwell y Giddings (1980) seria una congelacion rapida que minimice la formacién

de cristales de hielo y la consecuente pérdida de humedad.

1.43. ESTRUCTURA Y MICROESTRUCTURA DE DISTINTOS
PRODUCTOS REBOZADOS

Los ingredientes de la capa de rebozado sobre el alimento substrato, en
combinacién con las condiciones del procesado determinan la microestructura del
producto final, que influye en la apariencia, textura, percepcion al gusto y
estabilidad (Autio y Laurikainen, 1997).

Parte de los ingredientes de los alimentos rebozados proceden de los
cereales. El grano de cereal posee una estructura perfectamente organizada
aunque hay algunas caracteristicas como grosor de la pared celular, tamafo de
células, estructura del granulo de almidén, estructura y distribucion de proteinas,

cantidad y tamafio de glébulos de grasa y su distribucién, etc, que varian segun el
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cereal e incluso entre variedades. El procesado del grano, que incluye
operaciones como la molienda, el mezclado, el amasado, etc... también causa
cambios microestructurales en la célula y en las estructuras tisulares, tanto en los
componentes de la pared celular como en los componentes del protoplasto,

cuerpos proteicos, granulos de almidén (Autio y Salmenkallio-Marttila, 2001).

El componente mayoritario en la elaboracion de rebozados es la harina de
trigo. La microestructura de los principales componentes, almidén y gluten, ha sido
estudiada durante la elaboracién del pan (Rojas et al., 2000). En este sentido Hug-
Iten et al. (1999) observaron que en la masa cruda se produce una segregacion
parcial del almidon de la matriz proteica y en la elaboracion del pan el almidén esta
gelatinizado y forma una red continua. Los polimeros que forman el almidon se
encuentran separados tras la panificacion, en concreto la amilosa se visualiza
acumulada en el centro de los granulos de almidon. El gluten es el responsable de
la formacion de la masa panaria; la proteina forma una matriz, que tras el
amasado, podra englobar el CO, generado por las levaduras y dar las
caracteristicas adecuadas al pan. Esta matriz se destruye si se somete a un

excesivo amasado (Betchel et al., 1978).

La influencia de los ingredientes que conforman el rebozado es importante
en el estudio microestructural. Las modificaciones en la estructura de un alimento
a base de pescado por efecto de la sal y otros ingredientes han sido estudiadas
por Cheow et al. (1999). La microestructura de las miofibrillas permanecen intactas
en la elaboracion de crackers a base de pescado sin sal, en cambio desaparece

cuando a la mezcla se le afiade sal en proporcion 30 g/kg.

Sin embargo, no existen estudios acerca de la microestructura de la capa

de rebozado en alimentos de este tipo.
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1.4.4. ESTRUCTURA Y MICROESTRUCTURA DE DISTINTOS
PRODUCTOS FRITOS

La fritura induce grandes cambios estructurales en la superficie de los
alimentos debido al tratamiento térmico y a la absorciéon de aceite. La mayoria de
estos cambios tienen lugar en las capas mas externas del producto. Los productos
fritos mas estudiados son las patatas. Bouchon y Aguilera (2001) describieron la
gelatinizacion de granulos de almidon, el ablandamiento de paredes celulares, la
rapida deshidratacion de tejidos, la formacion de poros y la salida de vapor en la

fritura de patatas mediante la utilizacién de microscopia confocal.

Aguilera y Gloria (1997) estudian por microscopia optica la microestructura
de patatas fritas y observan dos zonas diferenciadas. La primera zona
corresponde a la corteza externa (1.2 mm) que estd formada por células
deshidratadas que contienen la mayor parte del aceite. La segunda zona
corresponde con la zona central de la patata frita que estd formada por un
apretado paquete de células hidratadas intactas parecidas a las de la patata

cocida. El aceite se encuentra en forma de gotas (50-100 um de tamafio).

Se han realizado estudios microestructurales de otro producto frito muy
consumido en América, como son las tortillas. Lujan-Acosta y Moreira (1997)
estudiaron la influencia de diferentes métodos de secado en la microestructura de
estos productos. Determinaron que como consecuencia del secado la estructura
se colapsaba pero durante la fritura se produciria la expansion de sus
componentes estructurales. Ademas observaron que la temperatura del aire de
secado también influia en la microestructura: aumentando la temperatura del aire,

la superficie de los productos a nivel microestructural se hacia mas blanda.
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1.5. MODIFICACIONES EN LAS PROTEINAS DEL CALAMAR
SOMETIDO A DISTINTOS PROCESOS

No se han encontrado referencias acerca de las posibles modificaciones
que pueden sufrir las proteinas en los productos rebozados congelados. Sin
embargo, si que existen algunos estudios acerca de las proteinas del calamar,
alimento substrato empleado en este trabajo, y sus modificaciones segun distintos

tratamientos.

El calamar representa una fuente abundante de proteinas que tiene
diferente valor comercial segun la especie. Las ventajas del musculo del
cefalopodo incluyen un alto rendimiento después del procesado y un bajo
contenido graso, un sabor agradable y una carne muy blanca. Ademas, el musculo
de calamar tiene una gran actividad proteolitica (Pérez-Mateos et al., 2002).
Rodger et al. (1984) y Kolodziejska et al. (1987) demostraron que una proteasa del
manto del calamar causaba la degradacién de la miosina y sugirieron que la

protedlisis podria influir en la calidad textural de la carne de calamar cocido.

Kolodziejska et al. (1992) trataron musculo de calamar con extracto de
higado. Las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares se hidrolizaron dando lugar a
fracciones de menor peso molecular, lo que condujo a un ablandamiento en el

producto cocido.

Se ha estudiado que durante largos periodos de congelacion disminuye
ligeramente la extraccién de proteinas miofibrilares (Ho et al., 1991). Las
principales proteinas de calamar congelado solubilizadas con SDS corresponden a
las proteinas miofibrilares, como la cadena pesada de miosina (MHC),
paramiosina, actina y proteinas de bajo peso molecular como tropomiosina y

troponina (Pérez-Mateos et al., 2002).
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1.6. TEXTURA DE PRODUCTOS REBOZADOS CONGELADOS.

Los ingredientes que forman la capa de rebozado tienen un papel
fundamental en la textura de los productos rebozados. Son responsables de
caracteristicas importantes para la aceptacion de estos productos por parte del

consumidor (dureza, crujibilidad,...).

En algunos productos rebozados, como son los aros de cebolla fritos, se
produce una gran migracién de agua desde el alimento-substrato a la capa de
rebozado; por este motivo disminuye la crujibilidad del rebozado y la cebolla
presenta menor jugosidad (Gennadios et al., 1997). Este problema se puede
solucionar reformulando la pasta para rebozar, mediante el empleo de
ingredientes capaces de formar una barrera potente que no permita salir el vapor
de agua y asi permanezca la humedad adecuada dentro del producto para
conservar su jugosidad y no disminuir la crujibilidad del rebozado. Ling et al.
(1998) comprobaron en aros de cebolla rebozados y fritos que al aumentar la
temperatura del bafio y los tiempos de fritura aumentaba la dureza de la capa de
rebozado. En pollo rebozado y frito, Olewnick y Kulp (1993) analizaron que la

crujibilidad aumenta al adicionar harina de trigo al rebozado.

Si se afiaden ingredientes en la formulacién del rebozado como son la
dextrina o el huevo liofilizado las cualidades texturales se ven afectadas. Baixauli
et al. (2003) demuestran que la textura de un producto rebozado vy frito mejora al
introducir dextrina entre los ingredientes del rebozado y perduran estas cualidades
texturales durante mas tiempo en el caso de que contenga huevo. Sin embargo,
no hay bibliografia sobre la textura del rebozado en calamares rebozados

congelados empleando distintos ingredientes para su formulacion.
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1.7. REOLOGIA DE LAS PASTAS EN LA ELABORACION DE
PRODUCTOS REBOZADOS CONGELADOS.

Diversos trabajos analizan las caracteristicas de la harina de trigo y
destacan la enorme influencia de este ingrediente sobre la adhesion de la pasta
sobre el alimento substrato y que posteriormente serd sometido a fritura
(Cunningham y Tiede, 1981; Hsia et al., 1992). Este parametro aumenta cuando al

alimento substrato se le enharina antes de ser rebozado.

La viscosidad aparente, el recubrimiento y la adhesion son parametros
destacables en la reologia de las pastas, muy influenciados por la composicién de
éstas, sobre todo si contienen como ingrediente un hidrocoloide (Hsia et al., 1992).
La viscosidad aparente esta correlacionada con la adhesidon de la pasta al
producto como también lo esta el rendimiento en la etapa de rebozado. También
influyen de manera importante en las propiedades reoldgicas de la pasta de
rebozado la velocidad y el tiempo de mezclado. Olewnick y Kulp (1993) estudian
las variaciones que se producen en las propiedades reoldgicas de las pastas y su
comportamiento durante la fritura segun las caracteristicas de la harina de trigo
utilizada en las formulaciones de alimentos rebozados. Estos autores relacionan
un mayor contenido en a-amilasa en la harina con una menor viscosidad de la

pasta para rebozar.

Sanz et al. (2004a) estudian la influencia de la temperatura en la
preparaciéon de pastas para rebozar calamares rebozados congelados que
contienen metilcelulosa en su formulacion. La consistencia y la capacidad de
retencion de agua de las pastas que contienen metilcelulosa aumentan cuando se
emplean temperaturas bajas para la preparacion de los ingredientes. No se ha
encontrado bibliografia sobre la reologia de las distintas pastas empleadas para

rebozar calamares rebozados congelados.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

Se plantea como objetivo general del presente trabajo el “Estudio de las
principales modificaciones quimicas y microestructurales que se producen a

lo largo del proceso de elaboracién de calamares rebozados congelados”.

Para alcanzar este objetivo general, se proponen los siguientes objetivos

parciales:

1. Estudio de los aspectos microestructurales que influyen en las
caracteristicas macroscopicas de calamares rebozados congelados.

2. Estudio de la textura de los productos obtenidos y reologia de las pastas
empleadas en el rebozado.

3. Estudio de las modificaciones de los componentes quimicos

fundamentales: fraccién proteica y fraccion lipidica.
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3. PLAN DE TRABAJO

Para alcanzar los objetivos anteriormente citados, el plan de trabajo programado

es el siguiente:

1. Obtencion, a escala laboratorio, de muestras en las distintas etapas de la
elaboracién de calamares rebozados congelados: calamar, pasta, calamar
rebozado, calamar prefrito, calamar prefrito congelado, calamar frito final,
aceite de fritura. Se utilizara anilla de calamar, distintos ingredientes en la
formulacion de la masa para rebozar (harina de diferentes cereales y
complementos panarios) y aceite de girasol rico en oleico como medio de
fritura. En paralelo se elaborara un calamar frito control obtenido directamente

sin prefritura ni congelacion.

2. Descripcion del impacto del proceso y de la influencia de la formulacion del
rebozado en la microestructura de las distintas muestras. Las técnicas a
utilizar seran: Microscopia Electronica de Barrido a bajas temperaturas (Cryo-
SEM), Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Microscopia Optica (LM)

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y Analisis de Imagen.

3. Caracterizacion de la textura de los productos obtenidos con las distintas

formulaciones de rebozado y de la reologia de las pastas empleadas.
4. Caracterizacion de la fraccion proteica por electroforesis (SDS-PAGE) durante
el proceso de elaboracién de calamares rebozados congelados. Estudio de la

influencia de la formulacion del rebozado en la evolucién de las proteinas.

5. Estudio de la evolucién de la humedad y de la grasa en las distintas muestras

obtenidas a lo largo del proceso de elaboracion de calamares rebozados
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congelados y estudio de la influencia de la formulacion del rebozado sobre

ambos parametros.

6. Estudio de la degradacion de la fraccién lipidica durante el proceso de
elaboracién de los calamares rebozados congelados: indice de acidez, indice
de iodo, absorcion especifica en el ultravioleta visible (Kyo vy Kazo).

Determinacion de la influencia de la formulacién del rebozado.

7. Determinacion de los indices de calidad del aceite de fritura: indice de acidez,

indice de iodo, absorcion especifica en el ultravioleta visible (K23, y Kazo).
8. Estudio comparativo de algunas marcas comerciales importantes en el sector:
contenido en humedad y grasa, calidad de la fraccion lipidica y

microestructura.

9. Tratamiento estadistico de los datos e interpretacion de resultados.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIA PRIMA

4.1.1. CALAMAR

Las anillas de calamar congeladas se compran en un supermercado local
(Carrefour, Valencia) y se almacenan en congelador a temperatura constante

(—18°C) hasta su utilizacion.

4.1.2. ACEITE

Las etapas de prefritura y fritura se realizan con aceite de semillas de girasol
refinado. Este aceite presenta un elevado contenido en acido oleico (70%), una
acidez maxima de 0.2°, antiespumante (E-900, polidimetilsiloxano) y antioxidante
(E-306, extracto rico en tocoferoles). Su uso esta indicado para freiduria industrial

alimentaria.

4.1.3. FORMULACIONES

Para preparar las formulaciones para rebozar se utilizan los siguientes
ingredientes: harina de trigo, harina de maiz, sal de mesa, impulsor
(1.32% NaHCO3; / 1.78% NayH,P,0O;) y saborizante (glutamato monosddico). Las

proporciones de los ingredientes de las distintas formulaciones (b.s.) son:

FORMULACION | : 100% harina de trigo

e FORMULACION Il : 97% harina de trigo, 3% harina de maiz

e FORMULACION Il : 94% harina de trigo, 6% harina de maiz

e FORMULACION IV : 88.5% harina de trigo, 6% harina de maiz, 5.5% sal

e FORMULACION V: 84.8% harina de trigo, 6% harina de maiz, 5.5% sal,

3.1% impulsor, 0.6% saborizante.
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En la tabla 4.1 se detalla la composicion de los ingredientes

constituyen cada una de las formulaciones empleadas para rebozar.

Tabla 4.1. Composicién de las distintas formulaciones.

que

DESCRIPCION

COMPOSICION

Formulacion |

Mezcla de harinas de trigo

14,9% harina de panificacion
14,7% harina de fuerza

70,4% harina tratada térmicamente*®

Formulacion Il

Mezcla de harinas de ftrigo y

harina de maiz

97% mezcla de harinas de trigo

3% harina de maiz

Formulacion Il

Mezcla de harinas de ftrigo y

harina de maiz

94% mezcla de harinas de trigo

6% harina de maiz

Formulacioén IV

Mezcla de harinas de trigo,

harina de maiz, sal

88.5% mezcla de harinas de trigo
6% harina de maiz,
5.5% sal

Formulaciéon V

Mezcla de harinas de trigo,
harina de maiz, sal, impulsor,

saborizante

84.8% mezcla de harinas de trigo

6% harina de maiz

5.5% sal

3.1% bicarbonato y pirofosfato sédico

0.6% glutamato monosédico

*Tratamiento térmico 90°C/ 30min.

Las formulaciones se preparan mezclando los ingredientes secos con agua

(1/1.2 wiv) con ayuda de una mezcladora Kenwood Major Classic a la velocidad 2

durante 2 minutos.

4.2,

PROCESO DE

REBOZADOS CONGELADOS.

ELABORACION

DE

CALAMARES

El diagrama de flujo del proceso de elaboracién se indica en la figura 4.1.
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Anilla de calamar (descongelada y seca) (C)

Enhari

nado Pasta (P)

Inmersién en masa para rebozar (CR)

Escurrido (5 min)

v

Prefritura industrial (180°C/30 s) (PF)

v

Enfriamiento (20 °C/30 min)

v

Congelacion (-40°C)

A

Almacenamiento (-18

°C/1 semana) (RC)

Comercializacion

Fritura final (180°C/3 min) (Ff) Fritura control (180°C/3 min) (Fc)

Figura 4.1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracién de calamar rebozado congelado.

D Etapas del proceso donde se procede a la toma de muestras.

C Anilla de calamar.
CR Calamar rebozado
P Pasta

PF Prefritura

RC Congelacion

Ff Fritura final

Fc Fritura control
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Las anillas de calamar se secan en papel de filtro, se enharinan segun la
formulacion correspondiente, se sumergen en la pasta durante 10 s y se dejan
escurrir en un plato durante 5 s. A continuacion se prefrien en freidora doméstica
durante 30 s en aceite a 180°C. Luego, se dejan escurrir sobre papel de filtro y
enfriarse a temperatura ambiente (20°C) durante 30 min. Posteriormente, se
congelan a —40°C en arcon congelador (Dycometal) y se almacenan a —18°C en
congelador doméstico durante una semana. Al cabo de este tiempo, se lleva a
cabo la fritura final, durante 3 min en aceite a 180°C. Paralelamente, se realiza una
fritura control; para ello anillas de calamar rebozadas y escurridas se frien

directamente a 180°C durante 3 min (sin prefritura, ni congelacion).

Se extraen muestras de calamar y de aceite en cada una de las etapas
sefaladas en el esquema (figura 4.1). Ademas se lleva a cabo un calentamiento
del aceite durante los mismos tiempos, pero sin producto para freir, con el fin de

estudiar su alteracion térmica.

4.3. TECNICAS MICROSCOPICAS.

La caracterizacion de la microestructura se lleva a cabo con las técnicas
de Microscopia Electronica de Barrido a bajas temperaturas (Cryo-SEM),
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Microscopia Optica (LM) Microscopia

Electréonica de Transmision (TEM) y Analisis de Imagen.

4.3.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO A BAJAS
TEMPERATURAS (CRYO-SEM)

Para ser observadas por Cryo-SEM, se obtienen muestras de la capa de

rebozado, de la anilla de calamar y también de la interfase entre ambas.
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Las muestras recién obtenidas, se sumergen en N, nieve a temperatura
< -210°C, y se transfieren rapidamente a un Cryo-Trans CT1x500C de Oxford
Instruments acoplado a un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM 5410
(figura 4.2), que trabaja en condiciones de congelacion (T< -130°C) a vacio
(1 kPa). En el Cryo-Trans la muestra se fractura a -180°C con ayuda de un
pequefio punzoén. Opcionalmente, la muestra se introduce en la camara del
microscopio para ser sublimada a -90°C, con el fin de eliminar el posible exceso
de escarcha superficial que pueda enmascarar la adecuada observacion de la

muestra.

Figura 4.2. Cryo-Trans CT1x500C de Oxford

Instruments acoplado a un microscopio electrénico de

Finalmente, antes de proceder a su estudio, la muestra se recubre con Au
en el mismo Cryo-Trans (0.2 kPa y 40 mA). Una vez metalizada, se introduce en el
microscopio para ser observada a 15 kV y distancia de trabajo de 15 mm donde se
procede a la obtencién de imagenes. El protocolo seguido se muestra en la figura
4.3.
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MUESTRA
(2-3 mm?®)

A 4

CONGELACION
N nieve/ T <-210°C

FRACTURA
- 180°C

v

SUBLIMACION
-90°C /30 min

l

METALIZACION
Au /0.2 kPa/40 mA

A 4
OBSERVACION Cryo-SEM
T<-130°C /1 kPa/15kV /15

Figura 4.3. Esquema de la preparacién de muestras para su observacion por
Cryo- SEM.
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4.3.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Se cortan cubos de muestra de 2-3 mm?® con una hoja de acero inoxidable
y se introducen en disolucion fijadora (glutaraldehido al 2% en tampdn fosfato
0.025M, pH 6.8) a 4°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se elimina la
disolucion fijadora mediante lavados sucesivos en disolucién de tampén fosfato
0.025M (pH 6.8), que se renueva cada hora hasta 5 veces. A continuacion, se
sumergen en disolucion fijadora de tetroxido de osmio al 2% en tampon fosfato
0.05M, pH 6.8. Esta disolucién también se elimina con 5 lavados en tampdn
fosfato 0.025M (pH 6.8) de 15 minutos cada uno. Se deshidrata la muestra en una
serie de disoluciones acuosas de etanol (10, 20, 40, 60, 80%) cada 20 minutos, y
en etanol al 100% (3 cambios de 20 minutos). Finalmente, las muestras se
ultradeshidratan por la técnica de punto critico con CO, en un equipo Polaron
E3000. Antes de su observacion por SEM, las muestras se montan sobre soportes
adecuados, con ayuda de plata coloidal, y se metalizan con oro en un equipo
BALTEC SCD 005 (figura 4.4) a vacio (10° kPa) con una corriente de ionizacion
de 40 mA durante 90 s.

Figura 4.4. Metalizador Baltec SCDOO5.
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Una vez metalizadas, las muestras estan preparadas para ser observadas
en el microscopio electrénico de barrido JEOL 6300 (figura 4.5) a 15 kV y distancia

de trabajo de 15 mm. El esquema de la metodologia se muestra en la figura 4.6.

Figura 4.5. Microscopio electronico de barrido JEOL 6300.
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MUESTRA
(2-3 mm3)

A 4

FIJACION
2% glutaraldehido en tampon fosfato 0.025M
(pH 6.8), 4°C/24 h

A 4

LAVADOS
tampon fosfato 0.025M

A 4

FIJACION
2% Os04 en tampon fosfato 0.05M, 4°C/1.5h

v

LAVADOS
tampon fosfato 0.025M

A4

DESHIDRATACION
etanol (10-20-40-60-80-100%)

A 4

PUNTO CRITICO
CO: liquido / 7600 kPa / 31.5°C

MONTAJE

METALIZACION
Au/10° kPa/ 40mA

A 4
OBSERVACION SEM
1kPa/15kV /15 mm

Figura 4.6. Esquema de preparacion de muestras para su observacion por SEM.
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4.3.3. MICROSCOPIA OPTICA (LM)

Para ser observadas por LM, se obtienen muestras de aproximadamente 1-
2 mm>. A continuacion se someten a un proceso de fijacién con glutaraldehido
(2%) en tampon fosfato 0.025M y tras su lavado con dicho tampén (figura 4.7), se
postfijan con tetroxido de osmio (2%) en tampodn fosfato 0.05M, se deshidratan con
series graduales de etanol, se contrastan con acetato de uranilo (4%), se infiltran y

se incluyen en resina ULV (65.5°C, 3 dias).

Con ayuda de un ultramicrotomo (REICHERT-JUNG ULTRACUT) se cortan
los bloques para obtener secciones semifinas (1.5 uym), que se tifien con distintos
agentes de tincion para visualizar los diferentes componentes de las muestras:
azul de toluidina al 1% para la observacion de proteinas, lugol al 10% para
granulos de almidon, sudan Il al 2% para la fraccion lipidica. Tras la tincion, las
muestras se secan y se fijan en un portaobjetos de vidrio. Se observan por la
técnica de campo claro en un Microscopio Optico Nikon Eclipse E 800.

4.3.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Para su observacion por TEM, la preparacion de las muestras (figura 4.7) es
la misma que para LM. Sin embargo para TEM, los bloques se cortan por
ultramicrotomia (REICHERT-JUNG ULTRACUT) en secciones ultrafinas de
aproximadamente 0.05 um de espesor. Estas secciones se recogen sobre rejillas
de cobre y se tifien con citrato de Pb (4%) y acetato de uranilo (2%). Las muestras
se observan en un Microscopio Electrénico de Transmisién Philips EM 400 a 80
kV.

51



Material y métodos

MUESTRA
(1-2 mm?®

y
FIJACION

2% glutaraldehido en tampon fosfato 0.025M
(pH 6.8), 4°C/24 h

A 4

LAVADOS
tampon fosfato 0.025M

A

FIJACION
2% 0OsO4 en tampon fosfato 0.05M, 4°C/1.5h

A

LAVADOS
agua destilada

A

DESHIDRATACION
etanol (30-50-70%)

CONTRASTE
acetato de uranilo 4%

DESHIDRATACION
etanol 96 y 100%

INFILTRACION

\ 4
INCLUSION EN MOLDES
(65.5°C / 3 dias)

\ 4

Secciones semifinas LM ULTRAMICROTOMIA | Secciones ultrafinas TEM

Figura 4.7. Esquema de la preparacion de muestras para su observacion por TEM y LM.
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4.3.5. ANALISIS DE IMAGEN.

Se realiza el analisis de imagen en micrografias obtenidas por Microscopia
Electronica de Barrido a bajas temperaturas (CryoSEM) mediante el paquete
informatico AUTOCAD 2000. Se miden los diametros mayor y menor de los
granulos de almiddn en las distintas formulaciones y en cada etapa del proceso de
elaboracién de calamares rebozados congelados. A partir de estas dimensiones se

calcula la excentricidad de dichos granulos mediante la siguiente formula:

1
e:(1-§}2 (Ec. 4.1)

o a= diametro mayor (J/m)
o b= didmetro menor (LIm)
También se obtienen medidas del area de la elipse imaginaria a la que se

adapta la forma de cada granulo de almidén:

Area(um?)=Ttrxaxb (Ec.4.2)

4.4. DETERMINACION DE LA TEXTURA. ENSAYOS DE
PENETRACION.

La determinacion de la textura se lleva a cabo sobre la capa de rebozado,
para ello y se divide en 4 partes (20 x 10 mm, y 2 mm de espesor). Los ensayos
de textura se realizan en un texturometro TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro
Systems) con el programa de analisis de datos Texture Expert version 1.11. Las
muestras se situan en una plataforma con un orificio de 5 mm de diametro y se
atraviesan con un émbolo cilindrico de base plana de 4 mm de diametro. La
velocidad de bajada del émbolo es de 1 mm/s y la distancia de penetracion de 10
mm. Se mide el pico de fuerza maxima de las muestras inmediatamente después

de su fritura y transcurridos 15 min y 30 min tras ésta.
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4.5. ENSAYOS DE REOLOGIA.

Para los ensayos de reologia se utiliza un redmetro Physica Rheolab
MC120 (Para Physica) equipado con geometria cono-plato (2°, 5 cm de diametro).
Las medidas se realizan a 20°C. El hueco entre platos es de 1 mm. Se aplica
parafina liquida sobre las superficies en contacto con la muestra para prevenir la

evaporacién de agua y proteger de la deshidratacion.

Un parametro importante para el industrial que fabrique este producto
rebozado es el indice de recubrimiento. Este indice es la cuantificacion de la
cantidad de pasta de rebozado que queda adherida al alimento substrato respecto
del peso final del producto. El indice de recubrimiento se calcula segun la formula
siguiente:

peso del producto rebozado —peso del substrato inicial “
peso del producto rebozado

indice de recubrimiento = 100

Donde los pesos se expresan en base humeda.
> Comportamiento al flujo.

El esfuerzo de cizallamiento es funcién de la velocidad de cizallamiento (0.5-
s™). Las constantes reologicas k (indice de consistencia, Pa.s) y n (indice de
100 s™). L tant l6gi k (indice d istencia, Pa.s) (indice d

flujo) se calculan siguiendo la ecuacion de Ostwald:

t=kxy" (Ec. 4.3)
Donde:
e 1=tension de cizalladura (Pa)"

e y=velocidad de deformacion (s'1)".
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> Comportamiento viscoelastico.

Se llevan a cabo ensayos dinamicos con cizallamiento oscilatorio (amplitud
de la deformacion= 0.07%, T= 65°C). Los ensayos preliminares presentaron un
area de deformacion que indicé que la deformacion seleccionada no tenia region

lineal viscoelastica.
> Efecto de la temperatura.

Las muestras se calientan desde 20°C hasta 85°C a una velocidad de
0.5°C/min y una frecuencia fija de 1 Hz. El médulo de almacenamiento (G,
unidades Pa) se corresponde con la componente en fase con la onda de la
deformacion por cizallamiento y el médulo de pérdidas (G”, unidades Pa) con la
componente desfasada de dicha deformacion. El médulo de almacenamiento esta

expresado en funcion de la temperatura.

4.6.ESTUDIO DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES QUIMICOS

4.6.1. FRACCION PROTEICA

4.6.1.1. Extraccién y cuantificacioén de proteinas

La muestra se fritura con un robot (Moulinex moultinex 2) y se liofiliza
(TELSTAR Lioalfa-6) durante 24 h a 1 kPa y -45°C. A continuacion, se desengrasa
mediante una extraccion en continuo durante 16 h utilizando n-hexano como
disolvente; el n-hexano de la muestra se elimina por evaporacion a vacio. La
muestra se somete a una trituracién mas fina con un molino IKA M20 a 20000 rpm

durante 3 min. La preparacién de la muestra, tanto para su posterior cuantificacion
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por espectrofotometria como para su estudio por electroforesis se lleva a cabo
segun Etienne et al. (2001) con algunas modificaciones. A 300 mg de muestra
previamente liofilizada y desengrasada se anade 4 mL de disoluciéon extractora
(2% dodecil sulfato sodico (SDS), 0.1 M ditiotreitol (DTT), 60 mM tris-HCI, pH 7.5)
y se homogeneiza con Ultraturrax T-25 de IKA a una velocidad de 8000 min™ a
100°C de temperatura durante 2 min. Luego, se centrifuga (Medifriger-BL
SELECTA) a una velocidad de 20 000 g durante 15 min a 20°C.

Para la cuantificacion de las proteinas de las muestras se utiliza el
procedimiento “OD,gy”. Esta determinacion esta basada en el principio de que la
absorbancia de una disolucion de proteina de 1 mg/mL a A=280 nm es 1. Los
extractos problema, una disolucion estandar de seroalbumina bovina (BSA) (10
mg/mL en 0.2 % SDS) y una disolucion sin proteina (disolucion extractora) se
diluyen 20 veces con 0.2% SDS. Se mide la absorbancia a 280 nm en un
espectrofotometro (CECIL serie 1020) usando cubetas de cuarzo (Hellma 100QS,
10mm). El contenido proteico de las muestras se calcula con la siguiente ecuacion:

P=(Ap—Ag)x20 (Ec. 4.4)
Donde:
e P=concentracion de proteina (mg/mL)
e A, =Absorbancia de la muestra problema.

o Ag=Absorbancia de la disolucion sin proteina (disolucién extractora).
A modo de control se mide la absorbancia de la disolucion estandar de BSA

y la de la disolucion de 0.2% SDS. La diferencia entre la absorbancia de ambas

disoluciones debe ser 0.33.
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4.6.1.2. Estudio de la evolucioén de la fraccion proteica por electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

4.6.1.2.1. Disoluciones empleadas.

¢ Disolucién 1: 10 mM tris-HCI pH 8, dodecil sulfato sédico SDS 2%, 0.1M
ditiotreitol DTT, 0.01% azul de bromofenol.

¢ Disolucién 2 o disolucion fijadora: 100 ml de acido acético, 400 mL de

etanol y se afora hasta 1 L con agua destilada.

¢ Disolucion 3 o disolucion lavadora: 250 mL de etanol, 80 mL de acido

aceético y se afora hasta 1 L con agua destilada.

¢ Disolucion 4 o disolucidon de tincién: se adiciona 1 tableta de azul de
Coomassie (Pharmacia Biotech) a 400 mL de la disolucion 3, se calienta

a 60°C y se filtra antes de usar.

¢ Disoluciéon 5 o disolucion de conservacion: 25 mL de glicerol al 87%

(w/v) y se afora hasta 250 mL con la disolucion 3.

e Tampén Laemli: 4.8% SDS, 1mM &cido etilendiamino tetracético EDTA,
0.1M DTT, 20% dglicerol, 125 mM tris-HCI pH 6.8, 0.05% azul de

bromofenol.

4.6.1.2.2. Preparacién de la muestra.

La concentracion de proteinas de las muestras, extraidas segun se explica

en el apartado 4.3.3, se ajusta a 2 mg/mL con tampon Laemli.
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4.6.1.2.3. Preparacion del patron.

Para la calibracion se utilizan patrones de bajo peso molecular (Kit de
calibracién de bajo peso molecular para electroforesis SDS-PAGE, Amersham
Pharmacia Biotech). Se disuelve el contenido de un envase comercial en 200 uL

de la disolucion 1.

Tabla 4.2. Proteinas patrén.

PROTEINA Pm (Dalton)
Fosforilasa b 97 000
BSA 66 000
Ovoalbumina 45 000
Anhidrasa carbénica 30 000
Inhibidor tripsina 20100
a-Lactoalbumina 14 400

4.6.1.2.4. Equipo y condiciones electroforéticas.

Se utiliza un equipo Multiphor Il Electrophoresis System (Pharmacia
Biotech) provisto de un circulador termostatico Multi Temp Il de la misma casa,
que permite fijar la temperatura a 15°C. Este equipo esta acoplado a la fuente de
alimentacion Electrophoresis Power Supply EPS 3500 XL (Pharmacia Biotech). Se
emplea un gel de poliacrilamida de las siguientes caracteristicas: ExcelGel SDS
Homogeneous, 15% polimeros totales (T), 3% polimeros entrecruzadores (C),
intervalo de separacion 4-170 kDa (Pharmacia Biotech). Se deposita sobre cada
pocillo del gel 8 (L de las disoluciones problema o patron. Las condiciones de
desarrollo electroforético son las siguientes: 600 V, 20 mA y 20 W durante 2h 20

min.
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4.6.1.2.5. Revelado y secado de geles.

Los geles se fijan con la disoluciéon 2 durante 30 min y a continuacion se
tinen durante 10 min por inmersién en la disolucion 4, previamente calentada a
60° C. Se procede al lavado del gel con la disolucién 3 hasta que las bandas se
vean nitidas. Por ultimo, se sumerge el gel en la disolucién 5 durante 30 miny se
envuelve en una hoja de celofan empapada en la misma disolucion. Se deja secar

al aire.

4.6.1.2.6. Analisis de los geles obtenidos por densitometria.

Los geles obtenidos se analizan en un densitometro Intelligent Dark Box |l
Fujifilm LAS 1000 (Fujiflm) acoplado a un ordenador, que emplea para la
interpretacion de los resultados el programa Multi Gauge (Fujifilm) y proporciona
los densitogramas para cada una de las carreras electroforéticas o

electroforegramas.

4.6.2. HUMEDAD

La humedad de la muestra se determina en capsulas de vidrio por
evaporacién hasta peso constante en estufa a 105°C durante 24 h. Se utilizan 5 g

de muestra.

La humedad (%H) se expresa en base humeda (bh):

(Mq =M, )x 100

%Humedad =
(M~ M)

(Ec. 4.5)

Donde:
e M, = peso inicial de la capsula con la muestra (g)
e M, = peso final de la capsula con la muestra (g)

e M, =peso de la capsula (g)
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4.6.3. FRACCION LIPIDICA

4.6.3.1. Extraccion y cuantificacion de la fraccion lipidica.

La muestra se tritura en robot Moulinex moultinex 2, se liofiliza en un equipo
TELSTAR Lioalfa-6 (figura 4.3), a 1 kPa y —45°C, durante 24 h. Posteriormente, se
somete a extraccidon continua durante 16 h en equipo Soxhlet SBS, de 6 baterias
en serie, a 70°C, utilizando éter de petréleo como disolvente. Luego, se elimina el
disolvente hasta peso constante, con un Rotavapor Heidolph P Selecta VV 1 (105-
38 W, 40-290 U/min), en un bafo de agua a 70°C. Se realiza este procedimiento
para cada una de las muestras.

La cantidad de grasa (b.h) se expresa como:
% grasa extraida = (I\G/I_EJ x100 (Ec. 4.6)
T
Donde:
e  Gg = peso de la grasa extraida (g)

e My = peso de la muestra en base humeda (g)

Figura 4.8. Liofilizador Lioalfa-6.
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4.6.3.2. indices de calidad de la fraccion lipidica.

4.6.3.2.1 indice de acidez. Grado de acidez.

La acidez de las muestras se determina segun la norma UNE 55-011.

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se introducen 50 mL de una mezcla,
en partes iguales, de alcohol etilico de 96 ° y éter etilico, y se le adiciona 5 mL de
disolucion alcohdlica de fenoftaleina al 1 %. La mezcla, adicionada al indicador, se

neutraliza con disolucién de KOH 0.01 N, hasta viraje incipiente del indicador.

En otro matraz Erlenmeyer igual al anterior, se pesan 2 g de aceite. El
disolvente neutralizado, preparado segun se indica anteriormente, se vierte en el
matraz y se agita, hasta conseguir la disolucién completa de la grasa.
Seguidamente, se valora con disolucién de KOH 0.01 N. La adicion de KOH se
hace agitando constantemente; la valoracién termina cuando la adicién de una
sola gota produce un viraje débil, pero definido, que persiste durante unos
segundos. Se procura que el matiz de color del punto final sea lo mas parecido

posible al obtenido en la neutralizacién del disolvente.

El indice de acidez se expresa como:

56.11xV xN

. (Ec.4.7)

indice de acidez =
El grado de acidez o porcentaje de A.G. libres, expresado como acido
oleico, viene dado por la expresion:

Grado de acidez (acido oleico, %) = w (Ec. 4.8)

Donde:
e V =Volumen consumido de la disoluciéon de KOH (mL).
e N = Normalidad de la disolucion de KOH.

e P =Peso de la muestra de aceite (g).
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4.6.3.2.2. indice de iodo

El indice de iodo es una expresion cuantitativa del grado de insaturacion
de la grasa, que representa convencionalmente los gramos de |, fijados por cada

100 g de aceite. El indice de lodo se determina segun la norma UNE 55-013.

Se introducen 0.2 g de muestra en un matraz Erlenmeyer esmerilado. Se
agregan 10 mL de CCl, y 25 mL de reactivo de Hanus (0.02 g/mL Brl/CH;COOH),
exactamente medidos. Se tapa el matraz, se homogeneiza el contenido mediante
un suave movimiento de rotacion y se deja en reposo en la oscuridad durante 1
h.

Transcurrido el tiempo indicado, se afiaden 20 mL de disolucién de IK al
10% y 100 mL de agua destilada, y se valora el |, libre con Na,S,0O3; 0.1 N,
empleando una disolucién indicadora de almidén (1%), que debe agregarse poco
antes del punto final.

Paralelamente se realiza un ensayo testigo, sin aceite.

El indice de iodo se calcula mediante la férmula:

(12.69 xNx (V- V},))
P

indice deiodo =

(Ec. 4.9)

Donde:

e V =Volumen de Na,S,0; consumido en el ensayo testigo (mL).

¢ Vp =Volumen de Na,S,0; consumido en la valoracion problema (mL).
¢ N = Normalidad de la disolucion de Na,S,0s.

e P =Peso de la muestra de aceite (g).
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4.6.3.2.3 Absorcion especifica en la zona del ultravioleta: indices Ka;, y Ka7g

Esta determinacion se lleva a cabo segun la norma UNE 55-047-73.

Se pesa exactamente en un matraz aforado de 10 mL una cantidad de
aceite comprendida entre 0.10 g y 0.02 g. La muestra se disuelve en ciclohexano
quimicamente puro y se completa hasta el enrase. Se mide la absorbanciaa 232
nm y a 270 nm, en un espectrofotometro (CECIL INSTRUMENTS LIMITED
SERIES 1020). Se utilizan cubetas de cuarzo de 1 cm de paso. La absorbancia de
todas las muestras se mide frente a un patron de comparacion, que en este caso

es ciclohexano. Los coeficientes especificos Kuzo y Kazo (K)) se calculan como:

K, :%x100 (Ec. 4.10)

Donde:
. A, = Absorbancia leida en espectrofotometro a 232 6 270 nm.

J p = Peso de la muestra (mg).

4.7. TRATAMIENTO ESTADISTICO.

El analisis estadistico de los resultados se lleva a cabo mediante analisis de
la varianza (ANOVA) y se calculan diferencias minimas significativas (LSD) al nivel
de significacion < 0.05. Se emplea el programa estadistico asistido por ordenador

Statgraphics 5.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ESTUDIO MICROESTRUCTURAL DE LOS PRODUCTOS
OBTENIDOS EN EL PROCESO DE ELABORACION DE
CALAMARES REBOZADOS CONGELADOS.

La caracterizacion microestructural permite una explicacion fina de las
observaciones macroscépicas y de las modificaciones quimicas que sufren los
alimentos durante su procesado. Es evidente que cualquier tratamiento térmico, ya
sea altas como bajas temperaturas, modifica la microestructura del alimento, y
varia sus propiedades como producto final (Stanley y Smith, 1984; Kugino y
Kugino, 1994).

En el presente apartado se aborda, mediante la utilizacion conjunta de
distintas técnicas microscopicas, el estudio de las principales modificaciones que
tienen lugar en la microestructura de los productos obtenidos en la elaboracion de
calamares rebozados congelados. Se obtiene informacion complementaria a partir
de las técnicas de Microscopia Electronica de Barrido a bajas temperaturas (Cryo-
SEM), Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Microscopia Optica (LM),

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y Analisis de Imagen.

Antes de proceder a la descripcion de la microestructura de los productos
elaborados, es necesario realizar un estudio microscépico preliminar de las
principales materias primas utilizadas, lo que resulta fundamental para entender

mejor la relacién entre la estructura y la funcionalidad de los distintos ingredientes.

5.1.1. ESTUDIO DE LAS MATERIAS PRIMAS.

Calamar

Como ya se ha explicado en el apartado 4.1.1, se emplea calamar como

alimento substrato en la preparacion de un producto rebozado congelado. El
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calamar presenta una estructura y composicién diferente a otras especies marinas

que se ha detallado previamente en el capitulo de introduccion.

La figura 5.1.1 muestra las fibras de calamar fresco en seccién
longitudinal, observadas por Microscopia Electrénica de Barrido a bajas
temperaturas (Cryo-SEM). Estas fibras estan recubiertas de agua que no ha sido
totalmente sublimada durante la preparacion de la muestra, ya que el calamar es
un producto de alto contenido en humedad (83.50g H,O/ 100g producto). Se
puede apreciar que las fibras musculares de este cefaldopodo tienen un diametro
aproximado de 3.5 pm, muy inferiores a los valores de 90-100 ym propios de las
fibras musculares de la carne. El diametro de las fibras musculares del calamar
incluso esta dentro del orden de tamafio de las miofibrillas de los mamiferos

(1-2 ym), por ejemplo, del conejo (Pérez-Munuera et al., 1999; Sotelo et al., 2004).

La técnica de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) permite observar
la disposicion del tejido muscular del calamar fresco (figuras 5.1.2, 5.1.3 y 5.1.4)
en bandas perpendiculares de fibras radiales y circunferenciales, lo cual
concuerda con las observaciones realizadas por Otwell y Hamann (1979). Esta

distribucién de fibras se puede observar mejor en las figuras 5.1.5, 5.1.6, 5.1.7 y

5.1.8 mediante la técnica de Microscopia Optica (LM).

; L[] e ed

Figura 5.1.1. Cryo-SEM. Calamar fresco. Figura 5.1.2. SEM. Calamar fresco.
Seccion longitudinal. Disposicion de las fibras en el tejido
muscular.
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Figura 5.1.3. SEM. Calamar fresco. Figura 5.1.4. SEM. Calamar fresco. Detalle
Disposicion de las fibras en el tejido de disposicion de las fibras en el tejido
muscular. muscular.

Figura 5.1.5. LM (azul de toluidina). Figura 5.1.6. LM (azul de toluidina). Calamar
Calamar fresco. Seccidn longitudinal del fresco. Seccion longitudinal del tejido
tejido muscular. 20x muscular. 100x

Figura 5.1.7. LM (azul de toluidina). Figura 5.1.8. LM (azul de toluidina). Calamar
Calamar fresco. Secciéon transversal del fresco. Seccion transversal del tejido
tejido muscular. 20x muscular. 100x
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La figura 5.1.9 muestra, en seccion transversal, una fibra de calamar
fresco en la que se aprecia el sarcoplasma central rodeado por miofibrillas. Cada
fibra esta rodeada por una red de tejido conjuntivo. Esta estructura se visualiza
con mas detalle por la técnica de Microscopia Electronica de Transmision (TEM)
en cortes transversales (figuras 5.1.10, 5.1.11 y 5.1.12). La figura 5.1.10 muestra
la ultraestructura de las células de calamar en las que se observa ademas del
sarcoplasma central, el complejo sistema de reticulo sarcoplasmico compuesto por
tres tipos de tubulos: los tubulos periféricos que contactan directamente con el
sarcolema; los tubulos radiales que separan miofibrillas y los tibulos centrales que
contactan directamente con el sarcoplasma central. Este sistema fue descrito por

Moon y Hulbert (1975), que lo relacionaron con el movimiento muscular.

La forma triangular de las fibras de calamar fresco se aprecia en la figura
5.1.11 donde también se puede observar las miofibrillas separadas por espacios
intermiofibrilares. La figura 5.1.12 presenta un detalle del sarcoplasma central que
contiene mitocondria y nucleo; Otwell y Giddings (1980) descubrieron la estructura
del sarcoplasma y determinaron la existencia en él de numerosas mitocondrias y al

menos un nucleo.

Figura 5.1.9. SEM. Calamar fresco. s: Figura 5.1.10. TEM. Calamar fresco. Detalle

sarcoplasma central, t: tejido conjuntivo. de fibra muscular. s: sarcoplasma central,
m: miofibribllas, f: tibulo periférico, d: tubulo
radial, e: tubulo central. 4640x
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Figura 5.1.11. TEM. Calamar fresco. Detalle Figura 5.1.12. TEM. Calamar fresco. Detalle

de fibra muscular. Espacio intermiofibrilar de fibra muscular. s: sarcoplasma central, n:

(flecha). 4640x nucleo, mt: mitocondria, f: tubulo periférico.
10400x
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Ingredientes empleados en la formulacion de la masa

Los ingredientes utilizados en las formulaciones de las pastas para
rebozar el alimento substrato, son mayoritariamente harinas de trigo y de maiz
(véase apartado 4.1.3). Hug-lten et al. (1999) y Autio y Salmenkallio-Marttila
(2001) observaron que el procesado de los cereales, incluyendo la molienda,
produce grandes cambios microestructurales en sus proteinas, componentes de la
pared celular y almidén, que pueden alterar la calidad del producto final. Por este
motivo, se estudian primero los granos de trigo y de maiz y posteriormente, las
harinas obtenidas a partir de estos granos. De este modo, se puede diferenciar los
distintos componentes de los granos antes y después de la molienda y apreciar si

este proceso afecta su estructura.

La figura 5.1.13 muestra una micrografia del endospermo de un grano de
trigo. Se puede observar la estructura formada por granulos de almidon en la
matriz citoplasmatica. Los granulos de almidén de trigo se agrupan por tamafio en
dos poblaciones diferentes: los granulos mas grandes son lenticulares y presentan
un diametro de 12-21 ym, y los granulos mas pequefos (3-6 um de diametro) son
de forma redondeada. En la figura 5.1.14, se puede apreciar el hilum de un grano
de almidoén.

En la figura 5.1.15 se observa una micrografia del endospermo de un
grano de maiz. Se visualiza la red proteica citoplasmatica envolviendo vy
cementando los granulos de almidén; también se observa la pared celular. Los
granulos de almidén del maiz son poligonales (figura 5.1.16) y presentan un

tamafio aproximado de 3.5 um.
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Figura 5.1.13. Cryo-SEM. Grano de trigo. Figura 5.1.14. Cryo-SEM. Detalle del hilum
Distintas poblaciones de granulos de de un granulo de almidén de trigo
almidon.

-

Figura 5.1.15. Cryo-SEM. Grano de maiz. Figura 5.1.16. Cryo-SEM. Grano de maiz.
Restos de pared celular. Forma poligonal de los granulos de almidén
del maiz.

En las figuras 5.1.17, 5.1.18 y 5.1.19 se presenta la estructura de la
mezcla de harinas de trigo y de maiz. En la figura 5.1.17 se diferencian las dos
poblaciones de granulos de almidén de trigo y los granulos de almidén de maiz
con forma poligonal. Las proteinas de ambos cereales constituyen la matriz amorfa
que cementara todos los componentes de la masa, entre los que se encuentran
los granulos de almiddn. En la harina (figuras 5.1.18 y 5.1.19), se puede observar
fragmentos de paredes celulares del endospermo y partes de capa de aleurona
que la etapa de molienda no ha logrado romper; aunque se trata de harina blanca,

a nivel microscoépico se observa que todavia tiene cierta cantidad de fibra en su
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composicion. La figura 5.1.20 ilustra el deterioro que sufren algunos granulos de

almidon durante la molienda de los granos.

Figura 5.1.17. Cryo-SEM. Mezcla de Figura 5.1.18. Cryo-SEM. Mezcla de
harinas de trigo y de maiz. harinas de trigo y de maiz. Detalle de pared
celular.

Figura 5.1.19. Cryo-SEM. Mezcla de Figura 5.1.20. Cryo-SEM. Detalle de
harinas de trigo y de maiz. Detalle de capa granulos de almidon deteriorados tras la
de aleurona. etapa de molienda.
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5.1.2. INFLUENCIA DEL PROCESO DE ELABORACION EN LA
MICROESTRUCTURA.

Se realiza el estudio de la microestructura de los productos obtenidos a lo
largo del proceso. Las etapas observadas por las distintas técnicas microscépicas
son la etapa pasta (mezcla de los distintos ingredientes que constituyen la
formulacion del rebozado con agua), prefritura (30 s en aceite a 180°C),
congelacién (1 semana a —-18°C), fritura final (fritura 3 min a 180°C de los
productos que han sufrido prefritura y congelacion) y fritura control (3 min a
180°C, sin prefritura ni congelacion) segun la figura 4.1 del apartado 4.2. La
formulacion elegida para el seguimiento de la microestructura es la formulacion V
(harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) y las principales diferencias encontradas
a nivel microestructural entre los productos obtenidos empleando las distintas

formulaciones descritas en el apartado 4.1.3 se descubriran en el apartado 5.1.3.

5.1.2.1. Microestructura de las pastas crudas.

En la figura 5.1.21 se observa por Cryo-SEM la pasta utilizada para
rebozar; se pueden apreciar granulos de almidén de trigo, y en menor proporcion
de maiz, homogéneamente distribuidos tras el mezclado de la harina con el agua y
cementados por las proteinas de ambos cereales. También se puede apreciar en
la pasta (figuras 5.1.22 y 5.1.23) la existencia de restos de paredes celulares; el
efecto del mezclado no es lo suficientemente drastico como para degradar los
componentes de la fibra en las pastas que constituyen el rebozado. En la figura
5.1.23, los elementos constituyentes de la pasta aparecen sueltos, debido a que el
agua que los liga se elimina durante la preparaciéon de la muestra para su

observacion por SEM.
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Figura 5.1.21. Cryo-SEM. Pasta. Distintas Figura 5.1.22. Cryo-SEM. Pasta. Paredes
poblaciones de granulos de almidon. celulares.

P R/

Figura 5.1.23. SEM. Pasta.

5.1.2.2. Microestructura de los productos obtenidos tras la etapa de
prefritura.

Tras la etapa de prefritura, los granulos de almidéon se encuentran
parcialmente gelatinizados e inmersos en la matriz continua que forman las
proteinas desnaturalizadas; la gelatinizacién de los granulos de almidon asi como
la desnaturalizacién de la matriz proteica son consecuencia del calor al que son
sometidos estos componentes durante la etapa de prefritura. La figura 5.1.24
corresponde a la zona de interfase entre el calamar substrato y la capa de
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rebozado; en la zona de la micrografia donde se observa el calamar se aprecia el
clasico artefacto eutéctico inherente a la técnica de preparacion de muestras para
Cryo-SEM. Este artefacto se hace mas patente en muestras con mayor contenido
en agua; el agua constituyente del calamar sélo se ha evaporado un 25% (véase
apartado 5.5) durante el proceso de prefritura que somete a la muestra a
calentamiento durante un periodo relativamente corto (30 s), por lo que el calamar
sigue teniendo un contenido en agua elevado, que da lugar a la aparicion del
artefacto. Un hecho relevante en el producto prefrito es que hay fuertes
interacciones en la zona de interfase entre la capa de rebozado y calamar, de
modo que los componentes de ambos se encuentran intimamente imbricados
(figura 5.1.24). Presumiblemente, el periodo tan corto de prefritura no es
suficiente para que el vapor de agua formado durante el calentamiento produzca

una separacion entre ambas capas.

En la zona de la capa de rebozado mas cercana al medio de fritura (figura
5.1.25), se puede observar que los componentes estructurales de la pasta estan
recubiertos por aceite. El aceite no sélo alcanza la capa de rebozado (figura
5.1.26) sino que también penetra hasta las zonas del calamar cercanas al
rebozado (figura 5.1.27). Durante la penetracion del aceite de fritura, se produce
un arrastre de otros componentes microestructurales de la pasta como los
granulos de almidoén (figura 5.1.28), deformados por el tratamiento térmico de la
etapa de prefritura. En las muestras que corresponden a capas mas profundas de
calamar, alejadas de la capa de rebozado, no se observa esta penetracion masiva

de grasa y almidén (figura 5.1.29).
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Figura 5.1.24. Cryo-SEM. Prefritura. Zona Figura 5.1.25. SEM. Prefritura. Capa de
de interfase. C: calamar; r. capa de rebozado.
rebozado.

Figura 5.1.26. SEM. Prefritura. Capa de Figura 5.1.27. SEM. Prefritura. Superficie
rebozado. Glébulos de grasa (flecha). del calamar en contacto con la capa de

rebozado. G: glébulos de grasa, C: fibras de
calamar.
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Figura 5.1.28. SEM. Prefritura. Superficie Figura 5.1.29. SEM. Prefritura. Zona del
del calamar en contacto con la capa de calamar mas alejada de la masa. Ausencia
rebozado. Granulos de almidén (flecha). de glébulos de grasa.
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La técnica de Microscopia Optica (LM) permite visualizar el grado de
deterioro de los granulos de almidén sometidos a tratamiento térmico. La tincidon
con lugol (figuras 5.1.30 y 5.1.31) muestra los granulos de almidén muy
deformados; lo que también ha sido observado durante la fritura de patatas por
Bouchodn y Aguilera (2001). Las figuras 5.1.32 y 5.1.33 corresponden a muestras
tefiidas con sudan lll, que colorea las membranas lipoproteicas que rodean los
granulos de almidon. De este modo, se puede apreciar que muchos granulos de

almidon presentan sus membranas parcialmente dafadas, lo que permite la salida

de sus componentes (amilosa y amilopectina) al exterior del granulo.

Figura 5.1.30. LM (lugol). Prefritura. Capa Figura 5.1.31. LM (lugol). Prefritura. Capa
de rebozado. Granulos de almidon. 40x de rebozado. Granulos de almidon. 100x

Figura 5.1.32. LM (sudan Ill). Prefritura. Figura 5.1.33. LM (sudan Ill). Prefritura.

Capa de rebozado. Granulos de almidén. Capa de rebozado. Detalle de granulos de

40x almidén con paredes deterioradas (flecha).
100x
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Por otro lado, tras la prefritura, el calamar substrato mantiene su
disposicion perpendicular de fibras formando bandas (figura 5.1.34), aunque
aparecen huecos formados entre las fibras que no se observan en el calamar
fresco. Estos huecos aparecerian como consecuencia de la contraccion de las
fibras del manto del calamar por calor durante la etapa de prefritura, contraccion
que ha sido observada por Kugino y Kugino (1994) en calamares cocidos en agua
durante distintos tiempos. La figura 5.1.35 muestra estos huecos a mayor

aumento.

Tanto el sarcoplasma como las miofibrillas se desdibujan durante la
prefritura (figura 5.1.36), este fendmeno se debe a la desnaturalizacion de
proteinas (Otwell y Giddings, 1980). Ademas, los espacios intermiofibrilares que
estaban presentes en el calamar fresco (figura 5.1.11) practicamente no se
aprecian. Ando et al. (1999) relacionan estos cambios estructurales durante los
tratamientos térmicos con el ablandamiento del musculo del calamar. Por otro
lado, el paquete miofibrilar se separa del sarcolema (figura 5.1.37), dejando
espacios que se visualizan por la técnica de Microscopia electrénica de
Transmisién (TEM). Todo ello evidencia una degradaciéon importante de la red
sarcoplasmica. Stanley y Smith (1984) también detallan la destruccion de dicha

red en algunas zonas de muestras de calamar cocido.
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Figura 5.1.34. LM (azul de toluidina). Figura 5.1.35. LM (azul de toluidina).
Prefritura. Calamar substrato. 20x. Prefritura. Calamar substrato. Huecos
(flecha). 100x.

F

Figura 5.1.36. TEM. Prefritura. Calamar Figura 5.1.37. TEM. Prefritura. Calamar
substrato. 4640x. substrato. Detalle fibra. 7740x.
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5.1.2.3. Microestructura de los productos obtenidos tras la etapa de
congelacion.

La figura 5.1.38 y 5.1.39 muestran la capa de rebozado tras la etapa de
congelacion. Se observan los granulos de almidén gelatinizados y deformados
inmersos en una matriz proteica degradada por el efecto de la congelacion; la
visualizacion de la matriz proteica es posible debido a que las muestras se han
tefiido con azul de toluidina. En la figura 5.1.40, se puede observar el mismo tipo
de muestra tefida con lugol lo que permite observar el contenido de los granulos
de almidoén; aun después de la etapa de congelacion se pueden apreciar en la
parte inferior de la micrografia la presencia de células intactas. Las muestras
tefiidas con sudan lll (especifico de grasas) permite observar algunos granulos de
almidén totalmente tefiidos; esto seria debido a la posible penetracién de aceite
hacia el interior del granulo a través de su membrana dafiada durante la prefritura
(figura 5.1.41).

Figura 5.1.38. LM (azul de toluidina). Figura 5.1.39. LM (azul de toluidina).
Congelacién. Capa de rebozado. Granulos Congelacién. Capa de rebozado. Detalle
de almidon. 40x granulos de almidén. 100x
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Figura 5.1.40. LM (lugol). Congelacion. Figura 5.1.41. LM (sudan Ill). Congelacién.
Capa de rebozado. Detalle granulos de Capa de rebozado. Detalle granulos de
almidon. 100x almidon. 100x

Cuando se observa por Cryo-SEM el calamar substrato tras la etapa de
congelacion (figura 5.1.42) se aprecian “islotes” o zonas mas artefactadas. Estas
zonas donde se hace mas patente la aparicion del artefacto eutéctico,
corresponderian a zonas mas ricas en agua y en solutos, que se irian acumulando
durante la sublimacién de la muestra. Este hecho podria ser debido a que durante
la formacion de los cristales en el proceso de congelacion podrian producirse
roturas de los elementos estructurales del producto, que abririan huecos a los que
migraria preferentemente gran cantidad de agua que contiene el producto. Por
otro lado, la formacién de artefactos a modo de islotes también podria ser reflejo
de la propia estructura heterogénea del calamar, en el cual las fibras se disponen
a modo de paquetes longitudinales y transversales. Sin embargo, en las figuras
5143 y 5.1.44 se puede ver todavia la disposicion de las fibras tras la
congelacion, a pesar de los huecos tan grandes que se forman y que dan idea
del gran deterioro sufrido en la estructura del producto. Otwell y Giddings (1980)
estudiaron que la congelacion lenta y los prolongados periodos de congelacion
son responsables de la deshidratacion y compresion de fibras debido al
crecimiento de los cristales de hielo. El almacenamiento en congelacion provoca
deshidratacién parcial de los espacios intermiofibrilares permitiendo que los

miofilamentos se compacten, se endurezcan y se entrecrucen, lo que se observa a

81



Resultados y discusion

nivel ultraestructural en la figura 5.1.45. En la figura 5.1.46, se puede observar que
el espacio entre dos fibras aumenta tras esta etapa por degradacion del tejido
conjuntivo que originalmente habia entre ellas y del sarcolema. También Stanley y
Hultin (1982) evidenciaron la pérdida de sarcolema durante la congelacion en

musculo de calamar.

Figura 5.1.42. Cryo-SEM. Congelacion.
Calamar substrato.

&S
-

Figura 5.1.43. LM (azul de toluidina). Figura 5.1.44. LM (azul de toluidina).
Congelacion. Calamar substrato. 20x Congelacion. Calamar substrato. 100X
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Figura 5.1.45. TEM. Congelacion. Calamar Figura 5.1.46. TEM. Congelacion. Calamar
substrato. 6040x. substrato. 12500x

Otras estructuras microscépicas, como los microtubulos, mitocondrias, etc
que se visualizan en el calamar fresco (5.1.10-5.1.12), no es posible detectarlos en
esta etapa debido a la desnaturalizacion que se produce en la prefritura y en la

congelacion.

83



Resultados y discusion

5.1.2.4. Microestructura de los productos obtenidos tras la etapa de fritura
final.

Las figuras 5.1.47 y 5.1.48, correspondientes a las técnicas de Cryo-SEM
y SEM, respectivamente, muestran la zona correspondiente a la capa de rebozado
tras la etapa de fritura final. En ellos aparecen los granulos de almidon
masivamente gelatinizados y contraidos después del tratamiento térmico al que
son sometidos. La figura 5.1.49 muestra en seccion transversal los granulos de
almidéon completamente achatados y compactados entre ellos y con la matriz
proteica, aunque estas zonas mas compactadas coexisten con otras donde se han
generado alvéolos por los que preferentemente se produciria la penetracion del
aceite. Este aceite que penetra durante el proceso de fritura final se observa
entremezclado con el resto de componentes de la capa de rebozado frita en la
figura 5.1.50.

El lugol, como se ha comentado anteriormente, tifie los componentes del
almidon y permite distinguir la integridad del granulo. En la figura 5.1.51 se
observan granulos de almidén que han vertido al exterior gran parte de sus

componentes, por lo que indican un alto grado de gelatinizacion.

2]

Figura 5.1.47. Cryo-SEM. Fritura final. Figura 5.1.48. SEM. Fritura final. Capa de
Capa de rebozado. Granulos contraidos y rebozado. Granulos deformados.
deformados.
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Figura 5.1.49. SEM. Fritura final. Capa de Figura 5.1.50. SEM. Fritura final. Capa de

rebozado. A: granulos de almidén. L: rebozado. A: Granulos de almidon. G:
Alvéolos. Glébulos de grasa.

Figura 5.1.51. LM (lugol). Fritura final.
Capa de rebozado. Granulos de almidén.
100x

En cuanto al calamar substrato, tras la etapa de fritura final no se ha
producido penetracion masiva de aceite en las zonas mas internas (figuras 5.1.52
y 5.1.53), pero si se observan modificaciones en su tejido muscular. Las fibras
aparecen mas encogidas que en el calamar crudo (véase figura 5.1.9), con los
sarcoplasmas centrales visibles pero alterados, ya que se ha producido la

coagulacion de las proteinas sarcoplasmicas que lo componen.
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Figura 5.1.52. SEM. Fritura final. Calamar Figura 5.1.53. SEM. Fritura final. Calamar
substrato. Seccion transversal de fibras substrato. Seccidn transversal de fibras

musculares. musculares. Detalle

A nivel ultraestructural, lo mas destacable es la pérdida de parte del
paquete miofibrilar (Otwell y Giddings, 1980), asi como el evidente deterioro del
tejido conjuntivo, que entre algunas fibras es practicamente inexistente. Por otra
parte, hay que resaltar (figura 5.1.55) que aunque todavia se aprecian restos del
sarcolema tras la fritura final, éste se observa completamente separado de las
miofibrillas por retraimiento de todo el contenido celular. Estas modificaciones en
la estructura del calamar por efecto del cocinado ya han sido descritas por Otwell y
Giddings (1980) en calamar cocido por inmersién en agua a 100°C durante 1
minuto. Ademas, también se observa que en el calamar frito se produce un
empaquetamiento de las fibras por contraccion como consecuencia de la
evaporacion de agua durante la etapa de fritura. Esta evaporacién de agua se
hace muy evidente por la técnica de LM ya que los abundantes huecos que se
observaban tras la etapa de congelacion se minimizan durante la fritura final
(comparese figuras 5.1.43 y 5.1.44 correspondientes a la etapa de congelacion
con 5.1.56 y 5.1.57 correspondientes a la fritura final). Cabe destacar que todavia
se mantiene la disposicion original de las fibras del calamar (figura 5.1.56) que tras
la congelacion se observaba con dificultad (5.1.43). Esta pérdida de agua a lo
largo del proceso de elaboracion del calamar rebozado también ha sido observada

en este trabajo a nivel macroscoépico (apartado 5.5.2).
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Figura 5.1.54. TEM. Fritura final. Calamar Figura 5.1.55. TEM. Fritura final. Calamar
substrato. Deterioro de fibras. 4600x substrato. Detalle. 6000x

Fritura final. Calamar substrato. Huecos. final. Calamar substrato. 100x
20x
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5.1.2.5. Microestructura de los productos obtenidos tras la etapa de fritura
control.

Como ya se ha explicado en el apartado 4.2, con el objetivo de tener un
producto de referencia, se estudia un control (calamar sometido a fritura
inmediatamente tras su rebozado). Tras esta etapa de fritura, la capa de rebozado
aparece invadida por globulos de grasa (figura 5.1.58); no se observa un aspecto

diferente a la capa de rebozado sometida a la etapa de fritura final.

Sin embargo, por la técnica de LM, se puede apreciar una diferencia
importante entre fritura final y fritura control en el grado de deterioro de los
granulos de almidon. La figura 5.1.59 correspondiente a fritura control muestra,
mediante tincion con lugol, el contenido de los granulos de almidon casi
completamente recluido en el interior de éstos mientras que en la fritura final

(véase figura 5.1.51) se apreciaba la salida de los componentes del almidén al

exterior del granulo.

ML Sy,

Figura 5.1.58. SEM. Fritura control. Capa Figura 5.1.59. LM (lugol). Fritura control.
de rebozado. Penetracién masiva de aceite. Capa de rebozado. Granulos de almidén.
L: alvéolos, G: glébulos de grasa. 100x

El calamar substrato sometido a fritura control (figura 5.1.60) presenta un
nivel de deterioro semejante al frito final (figuras 5.1.52 y 5.1.53). Este hecho

también se evidencia por la técnica de LM, al comparar las figuras 5.1.61 y 5.1.62
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(fritura control) con las figuras 5.1.56 y 5.1.57 (fritura final). Sin embargo, a nivel
ultraestructural se aprecia un deterioro mas visible en el producto que ha sido
sometido a prefritura y congelacion (ver figura 5.1.55 correspondiente a fritura

final) que en los productos de referencia o fritos control (figura 5.1.63).

P e i P SR

Figura 5.1.60. SEM. Fritura control. Figura 5.1.61. LM (azul de toluidina). Fritura

Calamar substrato. control. Calamar substrato. 20x
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Figura 5.1.62. LM (azul de toluidina). Figura 5.1.63. TEM. Fritura control.
Fritura control. Calamar substrato. 100x Calamar substrato. 2200x

Las estructuras que conforman el sarcoplasma central, mitocondrias y
nucleo, no se visualizan con claridad tanto en el calamar frito final como en el
calamar frito control debido a la coagulacion de las proteinas como consecuencia

del tratamiento térmico al que es sometido el alimento.
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5.1.3. INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS FORMULACIONES EN LA
MICROESTRUCTURA

A continuacién, se compara el efecto que tiene el empleo de las distintas
formulaciones en la microestructura, atendiendo a algunas caracteristicas
importantes de los productos rebozados. Las formulaciones estudiadas son
formulacion | (sélo harina de trigo), formulacion Il (harina de trigo y de maiz
(3%)), formulacion lll (harina de trigo y de maiz (6%)) formulacién IV (harina de
trigo, de maiz y sal) y formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor)

segun la tabla 4.1 en el apartado 4.1.3.

Una de las cualidades a mejorar en calamares rebozados congelados es
la obtencion de un producto prefrito que tenga total adherencia entre la capa de
rebozado y el alimento substrato. La adherencia capa de rebozado-substrato es
fundamental para la posterior manipulacion y comercializacion en congelacion del
alimento. A modo de ejemplo, en la figura 5.1.64, se observa para un producto
prefrito la interfase entre la capa de rebozado y el calamar substrato cuando se
emplea la formulacion Il (harina de trigo y harina de maiz); las dos capas
aparecen totalmente imbricadas. La figura 5.1.65 presenta la interfase de un
producto elaborado con la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e
impulsor), en la cual también se aprecia la union entre las dos capas, aunque no
hay un grado de interaccién tan alto entre rebozado y substrato, como en el caso
de la formulacién Il. El impulsor presente en la formulacién V no llega a producir
la separacion entre las dos capas. Todas las formulaciones estudiadas tras la
etapa de prefritura presentan un grado de adherencia bueno entre la capa de

rebozado y el calamar lo que garantiza una manipulacion sencilla del producto.
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Figura 5.1.64. Cryo-SEM. Prefritura. Zona Figura 5.1.65. Cryo-SEM. Prefritura. Zona
interfase. Formulaciéon Il. C: calamar; r: interfase. Formulacion V. C: calamar; r:
capa de rebozado. capa de rebozado.

La figura 5.1.66 muestra la zona correspondiente a la capa de rebozado
de un producto frito final elaborado con la formulacion V (harina de trigo, de maiz,
sal e impulsor). Se distingue la presencia de alvéolos formados durante el proceso
de fritura a causa del impulsor que lleva la masa en su formulacion (figura 5.1.67).
La pérdida de agua a través de los alvéolos junto con la consolidacién del conjunto
de los elementos estructurales, fundamentalmente de la matriz proteica que se
produce durante la fritura, se traducirian en la aparicion de un atributo de calidad
tipico de los rebozados congelados, como es la crujibilidad. EI CO, formado a
partir del impulsor durante la fritura, junto con el vapor de agua desprendido darian
lugar a estos canales, lo que macroscopicamente se traduce en la aparicion de
algunos atributos texturales tipicos de los rebozados, como la esponjosidad a la
que el consumidor esta habituado y asocia como caracteristica de calidad.
Ademas por estos canales se produce una mayor penetracion de aceite que se
traduce en el sabor caracteristico de un producto frito y por tanto, en una mayor

aceptacion por parte del consumidor.

Precisamente, otra caracteristica importante de los productos rebozados

es el contenido en grasa lo que a nivel microestructural se relaciona con la
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observacion de la penetracién de aceite de fritura. La penetracion del aceite se
puede evaluar, tras fijacion con tetroxido de osmio a nivel microestructural por la
técnica de SEM; lo que se muestra en las figuras 5.1.68, 5.1.69, 5.1.70, 5.1.71
para las formulaciones |, I, lll y IV, respectivamente. En ellas se observa que la
penetracion del aceite de fritura no es tan masiva como en el producto elaborado
con la formulacion V, que contiene impulsor y genera alvéolos, canales de
entrada del medio de fritura. El aceite no sélo alcanza la capa de rebozado (figura
5.1.67), sino que cuando se utiliza la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal
e impulsor) alcanza hasta el alimento substrato (figura 5.1.72). En la figura 5.1.73,
se presenta a modo de ejemplo, la zona de calamar-substrato elaborado con la
formulacion | (solo harina de trigo), en la que apenas hay penetracion de aceite;
lo mismo sucede con el resto de formulaciones Il (harina de trigo y de maiz

(3%)), I (harina de trigo y de maiz (6%)) y IV (harina de trigo, de maiz y sal).

Figura 5.1.66. SEM. Fritura final. Capa de Figura 5.1.67. SEM. Fritura final. Capa de
rebozado. Formulacién V. G: glébulos de rebozado. Formulacién V. G: glébulos de
grasa. L: alvéolos. grasa. L: alvéolos.
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Figura 5.1.68. SEM. Fritura final. Capa de Figura 5.1.69. SEM. Fritura final. capa de
rebozado. Formulacion I. G: glébulos de rebozado. Formulacién Il. G: glébulos de
grasa. L: alvéolos. grasa. L: alvéolos.
o PRI R AP L : = : .f“&' : &ff“"'-"‘,ﬁ

- v S . il Y

Figura 5.1.70. SEM. Fritura final. Capa de Figura 5.1.71. SEM. Fritura final. Capa de
rebozado. Formulacién lll. G: glébulos de rebozado. Formulacion IV. G: glébulos de
grasa. L: alvéolos.

grasa. L: alvéolos.

Figura 5.1.72. SEM. Fritura final. Calamar Figura 5.1.73. SEM. Fritura final. Calamar
substrato. Formulaciéon V. G: glébulos de substrato. Formulacion |. G: glébulos de
grasa. grasa.
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Asi como la presencia del impulsor (formulacion V) es determinante para
la generacion de alvéolos, lo que se traduce en una mayor penetracion del medio
de fritura, la presencia de sal (formulacion IV) ejerce un efecto notable en la
estructura de la matriz proteica. La figura 5.1.74 presenta un producto congelado
elaborado con la formulacion IV que presenta sal entre sus componentes;
destaca el estado de la matriz proteica, parcialmente desnaturalizada vy
solubilizada por el efecto de la sal. Los granulos de almidon aparecen sueltos y no
estan unidos a dicha matriz (figura 5.1.75). Este efecto puede estar magnificado

por el tratamiento térmico al que esta sometido el producto en esta etapa.

Figura 5.1.74. LM (azul de toluidina). Figura 5.1.75. LM (azul de toluidina).

Congelacion. Capa de rebozado. Congelacion. Capa de rebozado.
Formulacién IV. A: granulos de almidéon. Formulacion IV. A: granulos de almidén.
20x 100x
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5.14. ENOLUCJON DE LAS DIMENSIONES DE LOS GRANULOS DE
ALMIDON. ANALISIS DE IMAGEN.

Se realiza el estudio de las dimensiones de los granulos de almidon que
se visualizan en imagenes obtenidas por la técnica de microscopia electrénica de
barrido a bajas temperaturas (Cryo-SEM). Los datos se procesan mediante un
analisis de la varianza (ANOVA) en el que se evaluan dos factores: factor etapa
del proceso y factor formulacion. El factor formulacion presenta cuatro niveles:
formulacion | (sélo harina de trigo), formulacion Il (harina de trigo y de maiz
(3%)), formulacién IV (harina de trigo, de maiz y sal) y formulacién V (harina de
trigo, de maiz, sal e impulsor). El factor etapa presenta cinco niveles: pasta (P),
prefritura (PF), congelacion (RC), fritura final (Ff) y fritura control (Fc). Las
variables respuesta estudiadas son: diametro mayor (a) y diametro menor (b) de
distintos granulos de almidon. A partir de estas variables se calculan otros

parametros como son la excentricidad y el area.

Adicionalmente se ha realizado también un estudio de las dimensiones de
los granulos de almidén de las materias primas con la intencién de obtener unos

datos de partida.

5.1.41. Estudio de las dimensiones de los granulos de almidon en las
materias primas de las distintas formulaciones.

Se estudian las harinas de trigo y de maiz como materias primas utilizadas
para preparar las formulaciones utilizadas para rebozar. El trigo contiene granulos
de almidon de distinto tamano (figura 5.1.76); se diferencian dos poblaciones cuyo
tamafio estimado como area es de 635 ['m? para la poblacion grande y de 70 Om?
para la poblacion pequena. La harina de trigo es el componente mayoritario en

todas las formulaciones (véase tabla 4.1). La harina de trigo utilizada esta formada
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por una mezcla de harinas: harina de panificacion (HP), harina de fuerza (HF) y
harina tratada térmicamente (HTT); los tamanos de las poblaciones de sus

granulos de almiddn se presentan igualmente en la figura 5.1.76.

El maiz también contiene granulos de almidén de distinto tamafio; la
poblacion grande presenta un area de 501.9 im? y la poblacion pequefia de 48.4
JIm® Aunque los granulos de almidén aportados por la harina de maiz (figura
5.1.76) tienen unas dimensiones medias algo inferiores a los de las harinas de
trigo, estadisticamente no presenta diferencias significativas. Por este motivo, en
los estudios de la evolucion de los granulos de almidén en las distintas etapas de
elaboracién de rebozados congelados, a partir de aqui no se realizara una
distincién entre su origen (trigo o maiz) pero si entre el tamafio de sus poblaciones

(poblacién grande o poblacion pequefia).
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@ Poblacién grande 13,9 16,5

O Poblacién pequeria 4,8 4,8

W=

H3trigos

@ Poblacion grande 11,4 12,3

O Poblacién pequena 3,4 4,2

1,0

0,5 |

0,0 |
H3trigos

@ Poblacién grande 0,47 0,55

O Poblacién pequefia 0,59 0,38

p"2) 1000

L

Hmaiz | H3trigos
@ Poblacién grande 501,9 635,4
O Poblacién pequefia 48,4 70,0

Figura 5.1.76. Dimensiones de los granulos de almidén de las harinas empleadas como
materias primas en las formulaciones destinadas a la elaboraciéon de calamares rebozados
congelados. Hmaiz: harina de maiz; H3trigos: mezcla de HP, HTT, HF; HP: harina de
panificacién; HTT: harina tratada térmicamente; HF: harina de fuerza.
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5.1.4.2. Influencia del proceso en las dimensiones de los granulos de
almidén

En la figura 5.1.77, se presentan los valores medios de los diametros a y
b, excentricidad y area para la formulacion | (s6lo harina de trigo) en las
distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.
Las dos poblaciones que forman los granulos de almidon (que ya se comentaron
en apartado 5.1.4.1) siguen distinguiéndose a lo largo del proceso. Sin embargo, a
la poblacién pequena no parece afectarle tanto el proceso como a la poblacion
grande. Se observa que el diametro mayor (a) disminuye al ser sometida la
muestra a prefritura, que produce una contraccién en los granulos de almidén de
ambas poblaciones. Dicho fendmeno se atribuye a una pérdida masiva de agua
acompafiada de un arrastre de solutos, cuando se introduce el alimento en aceite
caliente. Al congelar la muestra este parametro aumenta, que puede ser debido a
una desnaturalizacion de proteinas que hace que aumente el volumen del granulo.
Durante la fritura final, se produce una ligera disminucion del diametro mayor (a).

El producto frito control sufre una mayor contraccion.

Aunque la dimensién b evoluciona en el mismo sentido que la a no
parecen afectarle tanto los cambios de temperaturas a los que se someten las
muestras en el proceso de elaboracion, y es también la dimension menor.

La excentricidad (véase apartado 4.3.5) es funcién de los valores de a 'y
de b; cuando un granulo es totalmente esférico, la excentricidad alcanza valores
préximos a 0, si el granulo presenta una forma achatada la excentricidad esta mas
cercana a 1. Asi pues, un aumento de los valores de la excentricidad hacia la
unidad se podria considerar como un estimador de la deformacién de los granulos
de almidon. Dado que no es posible realizar una medida tridimensional de los
granulos de almidon a partir de las micrografias, se considera que el area
determinada a partir de los diametros mayor (a) y menor (b) es un estimador del

tamafio de dichos granulos.

98



Resultados y discusion

Como muestran los resultados, la muestra sometida a prefritura posee los
granulos de almidon mas excéntricos, mas deformados, que los valores que
presenta la etapa pasta. La congelacion aumenta la excentricidad, y
particularmente en la poblacion pequefia de los granulos. Los granulos de almidén
del producto frito control son algo menos deformes. Hay diferencias significativas
entre la etapa pasta y el resto de etapas. Los granulos de almidon del producto
frito final siguen deformados aunque los del producto frito control presentan un
nivel menor de deformacion y también un menor tamano estimado a través de su
area. Asi pues, el procesado influye decisivamente en la deformacion y en el

tamafio de los granulos de almidén.

Los valores medios de los parametros estudiados para la formulacion Il
(harina de trigo y de maiz) se presentan en la figura 5.1.3. Los granulos de
almidon de la formulacién Il (harina de trigo y de maiz) se comportan de forma
similar que los de la formulacién | (sélo harina de trigo) durante las distintas
etapas del proceso de elaboraciéon de calamares rebozados congelados. En la
etapa de fritura final, los granulos recuperan su forma inicial, haciéndose mas
redondeados. El producto frito final presenta unos valores del diametro mayor y del
diametro menor del mismo orden que el producto frito control. Al igual que
sucede con la formulacién | (s6lo harina de trigo), la poblacién de granulos
pequefnos presenta menos diferencias entre las muestras de las distintas etapas

que la poblacion de granulos grandes.

En la figura 5.1.4, se pueden observar los valores medios de las
dimensiones de los granulos de almidén para la formulacién IV (harina de trigo,
de maiz y sal). En el producto elaborado con dicha formulacion, al contener sal, es
de esperar que se produzca una disolucion de compuestos lipoproteicos de la
membrana que recubre el granulo de almidén. En este sentido, se entiende que la
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prefritura produzca mayor deformacién que en las otras formulaciones y que la
fritura final tampoco ayude a la recuperacién de las dimensiones iniciales.

En la figura 5.1.5, se presentan los resultados obtenidos para la
formulacion V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor). El efecto del agente
impulsor no tiene un impacto notable en la deformacion y el tamafio de los
granulos de almidon y presenta una pauta de evolucion analoga a la de la

formulacion IV (harina de trigo, de maiz y sal).
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30 -
20 -
10 4 -
0 il |
Pl PFI
@ Poblacién grande 13,96 11,93
0O Poblacién pequena 4,64 3,04

PFI
@ Poblacién grande 10,50 6,46
O Poblacion pequefia 4,21 2,79

0,0 ~

@ Poblacién grande 0,59 0,83
O Poblacién pequefia 0,31 0,27

1000 -

500 -
B -_,
Pl PFI RCI
@ Poblacion grande 458,70 255,13 513,70

O Poblacién pequefia 62,19 27,33 32,48

Figura 5.1.77. Dimensiones de los granulos de almidon de la formulacién | en las distintas
etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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PFIl
@ Poblacién grande 16,5 231
0O Poblacion pequefia 5,5 52

PFIl
@ Poblacion grande 10,2 12,9
O Poblacién pequeria 4,0 3,9

1,0
0,5
0,0 -
Pl PFII
@ Poblacién grande 0,76 0,77
0O Poblacion pequeiia 0,68 0,51

@ Poblacién grande 538,5

0O Poblacion pequefia 79,9

Figura 5.1.78 Dimensiones de los granulos de almidon de la formulacion Il en las distintas
etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados congelados
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30

20 -

10 4

0 i
PIV PFIV
@ Poblacién grande 22,28 22,50
O Poblacién pequena 6,06 3,39

@ Poblacién grande

18,78

17,86

0O Poblacion pequefia

5,44

3,21

0,5
0,0
PIV PFIV
@ Poblacion grande 0,44 0,72
0O Poblacion pequefia 0,31 0,85

2) 1000 -
500

0 i
PIV PFIV
@ Poblacion grande 1348,56 1301,52
O Poblacién pequefia | 107,43 34,86

Figura 5.1.79. Dimensiones de los granulos de almidén de la formulaciéon IV en las
distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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@ Poblacion grande 16,0 35,4
O Poblacion pequefia 6,5 5,8

@ Poblacién grande 9,7 9,5

0O Poblacién pequefia 4,5 4,0

0,0 -
PV PFV
@ Poblacion grande 0,73 0,95
0O Poblacion pequefia 0,70 0,54

PV PFV
@ Poblacion grande 478,6 1033,8
O Poblacion pequena 102,0 75,1

Figura 5.1.80. Dimensiones de los granulos de almidén de la formulacién V en las
distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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5.1.4.3. Influencia de la formulacion en las dimensiones de los granulos de
almidén

En la figura 5.1.81, se presentan los valores de las dimensiones de los
granulos de almidon de la etapa pasta para las cuatro formulaciones ensayadas
en la elaboracién de calamares rebozados congelados. Destacan los altos valores
alcanzados por la formulacién IV (harina de trigo, de maiz y sal) en a, b y area,
asi como su menor excentricidad. Estos datos difieren significativamente de los
obtenidos por las distintas formulaciones en esta etapa del proceso. La presencia
de la sal podria explicar este comportamiento diferente debido a la posible
disolucion de componentes lipoproteicos de la membrana de estos granulos, lo
cual permitiria la relajacion de su estructura. A la poblacidon de granulos pequefios

no le influye tanto ni la formulacion ni la etapa del proceso.

En la figura 5.1.82, se observan las dimensiones de los granulos de
almidon de la etapa prefritura; los valores de a para la formulacién V (harina de
trigo, de maiz, sal e impulsor) son mayores significativamente frente al resto de
formulaciones. Las formulaciones Il (harina de trigo y de maiz) y IV (harina de
trigo, de maiz y sal) presentan valores intermedios. La formulacién | (sélo harina

de trigo) posee granulos de almidon mucho mas pequefios.

El diametro menor (b) sigue una pauta andloga a a excepto con la
formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) que da valores inferiores
a las formulaciones Il (harina de trigo y de maiz) y IV (harina de trigo, de maiz y
sal). Posiblemente, el incremento tan notable de a en la formulaciéon V impida una

evolucion paralela de la dimension b.

La excentricidad de la etapa prefritura presenta valores altos para todas
las formulaciones ensayadas; los granulos aparecen deformados, en mayor

medida los pertenecientes a la formulaciéon V (harina de trigo, de maiz, sal e
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impulsor). Este hecho parece razonable ya que al contener impulsor en su
formulacion, genera alvéolos que facilitan la penetracion de aceite caliente a

través de la capa de rebozado y favorece la degradacion de dichos granulos.

Las formulaciones Il (harina de trigo y de maiz), IV (harina de trigo, de
maiz y sal) y V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) presentan areas similares,
en cambio la formulacion | posee granulos mas pequefios. Burge (1990)
describen mayor capacidad de retencion de agua para los granulos de almidén de
maiz que para los del trigo. Esto también se traduce en un aumento del area de
los granulos de almidén, que se ha observado a nivel microestructural y también

en el apartado 5.5.1.

La etapa de congelacion (figura 5.1.83) se caracteriza por ejercer un
efecto mayor sobre las dimensiones de los granulos de la formulacion V (harina
de trigo, de maiz, sal e impulsor) donde a, b y el area presentan valores mayores.
Es posible que la presencia de los alvéolos generados por el impulsor en la
formulacién V facilite la circulacion de materiales (agua y solutos) y magnifique el
efecto de los cambios térmicos (bajas temperaturas por congelacién, altas

temperaturas por inmersion en aceite caliente).

En la etapa de fritura final (figura 5.1.84), destaca la disminucion del
tamafio de los granulos para todas las formulaciones que podria estar relacionado
con la deshidratacién brusca producida por el impacto térmico que supone la
inmersion en aceite de fritura. En la etapa de fritura control (figura 5.1.85), se
sigue una pauta de comportamiento similar a la etapa de fritura final. Es de
destacar que la formulacion Il (harina de trigo y de maiz) es la que mayor area

presenta tanto en la etapa de fritura control como en la de fritura final.

A modo de ejemplo, se ha representado la forma de un granulo de almidén
y su evoluciéon en cada una de las etapas del proceso de elaboracion (figura
5.1.86).
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@ Poblacion grande 13,97

O Poblacién pequefa 4,64

40 1
30
20 1
10 .

0,

PI

@ Poblacion grande 10,50
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Figura 5.1.81. Dimensiones de los granulos de almidon de las distintas formulaciones y en
la etapa pasta del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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@ Poblacién grande

O Poblacién pequefia 3,04 52

30
20 ~
10
04

PFI PFII
@ Poblacién grande 6,47 12,89
0O Poblacién pequefia 2,81 3,88

1,01

0,5
0,0 |
PFI PFII PFIV PFV
m Poblacién grande 0,83 0,77 0,72
O Poblacién pequefa 0,28 0,51

ol HE_

PFI

@ Poblacién grande 255,14

O Poblacién pequefia 27,34

Figura 5.1.82. Dimensiones de los granulos de almidon de las distintas formulaciones en la
etapa de prefritura del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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@ Poblacién grande 18,49

O Poblacion pequefa 3,80

@ Poblacion grande

O Poblacion pequefia 2,72
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0,5
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@ Poblacién grande 0,85
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O Poblacion pequefia | 32,48

368,29
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Figura 5.1.83. Dimensiones de los granulos de almidén en las distintas formulaciones en la
etapa de congelacion del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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Ffl
m Poblacion grande 15,63
O Poblacion pequefia 3,30
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Figura 5.1.84. Dimensiones de los granulos de almidon en las distintas formulaciones en la
etapa de fritura final del proceso de elaboracién de calamares rebozados congelados
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Figura 5.1.85. Dimensiones de los granulos de almidén en las distintas formulaciones en la
etapa de fritura control del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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Etapa prefritura

()

Etapa de congelacion

&

Etapa de fritura final/ fritura control
Figura 5.1.86. Evolucion de la deformacion de un granulo de almidéon en cualquier
formulacion en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados
congelados
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5.1.4.4. Analisis estadistico de la interaccion entre el factor “formulacion” y
el factor “etapa” sobre los granulos de almidén.

En las figuras 5.8.87, 5.8.88, 5.8.89, 5.8.90, se pueden observar los
intervalos LSD del diametro mayor (a), del diametro menor (b), de Ila
excentricidad y del area correspondiente a los distintos niveles del factor
formulacion (para cualquier etapa del proceso) de los granulos de almidén vy
correspondiente a los distintos niveles del factor etapa (para cualquier
formulacion). También se representan los diagramas de interaccion entre ambos

factores para cada parametro estudiado.

La adicion de cualquier ingrediente en la formulacion influye siempre en la
dimensién de a en cualquiera de las dos poblaciones (figura 5.8.87). La
formulacion | (s6lo harina de trigo) presenta diferencias significativas con el resto
de formulaciones, con valores menores. La formulacion V (harina de trigo, de
maiz, sal e impulsor) posee los granulos de almidon mayores que las demas.
Respecto al diagrama del factor etapa en la poblacién grande, destaca la etapa de
prefitura, que posee valores mayores que el resto de etapas y la etapa de fritura
control con los valores menores, granulos mas contraidos. Estas dos etapas
presentan diferencias significativas con el resto de etapas. En la poblacion
pequefia, la etapa mas relevante es la congelacion sea cual sea la formulacion. La
dimensién b (figura 5.8.88) tiene un comportamiento similar a a para el factor
formulacion. Respecto al factor etapa, b disminuye conforme avanza el proceso

industrial.

La figura 5.8.89 muestra que los granulos de almidén de las formulaciones
| (s6lo harina de trigo) y V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) son mas
excéntricos, estdn mas deformados que los de las formulaciones Il (harina de trigo
y de maiz) y IV (harina de trigo, de maiz y sal). La excentricidad es menor en la
etapa pasta que en el resto de etapas, presentando diferencias significativas con

la prefritura, la congelacion y la fritura control. Es légico que no se produzca
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deformacion en la etapa pasta en la que el producto no ha sido sometido a ningun
tratamiento. La prefritura presenta los valores mas altos de excentricidad. En la
poblacion pequena no hay diferencias significativas entre las excentricidades de
las distintas formulaciones. Cualquier tratamiento térmico (congelacion o inmersion
en aceite caliente) influye respecto de la pasta. Este tratamiento térmico sigue

influyendo aunque es menos manifiesto en la prefritura.

La figura 5.8.90 muestra que los granulos de almidén de la formulacién |
(solo harina de trigo) tienen menor tamafio que el resto de las formulaciones y
presenta diferencias significativas con las demas. Las otras formulaciones no
presentan diferencias significativas pero los valores de la formulacién V (harina
de trigo, de maiz, sal e impulsor) son mayores. La etapa de prefritura presenta
diferencias significativas frente al resto de etapas, aunque no es detectable en la

poblacion pequena.

En los préximos capitulos se hacen algunos comentarios que relacionan

estas observaciones con aquellos resultados.
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Figura 5.8.87. Dimensiones de a e intervalos LSD de poblaciones grande y pequefia de
granulos de almidon en las distintas formulaciones y en las distintas etapas del proceso de
elaboracion de calamares rebozados congelados
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elaboracion de calamares rebozados congelados.
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de calamares rebozados congelados
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5.2. TEXTURA DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS EN EL
PROCESO DE ELABORACION DE CALAMARES REBOZADOS
CONGELADOS

La determinacion de la textura en productos fritos es dificil en general
(Segnini et al., 1999). Una de las caracteristicas mas apreciadas en productos
rebozados y fritos es que la corteza sea crujiente pero sin ser dura, y es deseable
que esta caracteristica textural perdure durante un periodo de tiempo suficiente

después de la fritura.

La determinacion instrumental de la textura se realiza mediante ensayos
de penetracion con un émbolo cilindrico de 4 mm de diametro en muestras fritas
control y final. Los perfiles obtenidos en funcion del tiempo permiten tener
informacion acerca de la dureza de la muestra (fuerza necesaria para penetrar la
muestra) y de su fragilidad o gomosidad (mayor o menor valor de la pendiente de
la curva de penetracion). La crujibilidad se determina por la presencia de multiples
picos en el perfil de la curva de textura. En este apartado se realiza un estudio
textural para las formulaciones | (sélo harina de trigo), Il (harina de trigo y harina
de maiz (3%)), lll (harina de trigo y harina de maiz (6%)), IV (harina de trigo, de
maiz y sal) y V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor), solamente en las etapas
de fritura control y fritura final. Los valores de fuerza maxima, pendiente y area
de la curva determinados en muestras fritas control se presentan en la tabla
5.2.1.

En cuanto a los valores obtenidos para muestras recién fritas (t=0 min) se
puede observar que la adicion de maiz tanto al 3% como al 6% (formulacién Il y
lll) disminuye los valores de los parametros texturales estudiados. Aunque Loewe
(1993) observé que un nivel alto de harina de maiz en la formulacion aumentaba la
crujibilidad, de los resultados obtenidos se deduce que para producir aumentos en
la crujibilidad, seria necesaria la adiciéon de cantidades de harina de maiz

superiores al 6%.
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También se puede apreciar que la presencia de impulsor en la formulacién
(formulacién V) hace que los valores de fuerza obtenidos sean significativamente
mas bajos que en el resto de las formulaciones. Este ingrediente genera alvéolos
en el interior de la masa debido a la produccién de CO,, lo cual hace que las

formulaciones que lo contienen sean mas esponjosas y por tanto, menos duras.

Tabla 5.2.1. Valores medios de fuerza maxima, pendiente y area en ensayos de
penetracion de capa de rebozado de calamares rebozados fritos control a diferentes
tiempos después de su fritura.

t=0 min t=15 min t=30 min
Fuerza Pend Area Fuerza Pend Area Fuerza Pend Area
(N) (N/s)  (Ns) (N) (N/s) (Ns) (N) (N/s) (Ns)
Formulacién | 18.57 10.97  11.87 12.77 7.3 11.1° 11.6™ 5.7¢ 9.3°
(5.7)  (2.8)  (3.1) (3.1)  (1.8)  (3.1) (3.6)  (2.0) (2.5
. 12.8°  7.0° 10.6° 9.9° 6.0 8.7% 7.4% 43 760
Formulacion |1 (5.6) (3.3) (4.0) 27 (2.2) (1.9 (2.6)  (1.1) (3.0
. 15.1°°  9.0°°  10.8° 10.2°  6.8°°  11.7° 9.8 3.8 920
Formulacion Il (3.4)  (2.3)  (4.0) (3.0)  (2.6) (2.5 (3.4) (1.2)  (1.6)
Formulacion 1v 2215 14.5° 15.1° 11.7°  86° 8.8 11.4° 7.8  9.1°
(8.0)  (6.0)  (3.8) (5.6) (4.2)  (3.0) (4.0) (2.1) (3.7
- 7.3° 5.4° 5.1° 7.2° 5.1° 5.7° 6.5° 4.5° 6.1°
Formulacién V (2.4) (21 (2.2) (3.0) (2.00  (2.0) (2.5 (1.9)  (3.0)

* Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.

2 b os valores que tienen la misma letra como supraindice en la misma columna no presentan
diferencias significativas entre ellos.

Como ya se ha explicado anteriormente, en la elaboracién de productos
rebozados congelados a nivel industrial, se realiza una prefritura de pocos
segundos con el objetivo de fijar la estructura del producto antes de la
congelacién. Por este motivo, se estudian las caracteristicas texturales del
muestra frita final que previamente fue sometido a prefritura y congelacién. Los

resultados obtenidos se presentan en la tabla 5.2.2.

Del tratamiento estadistico realizado se determina que entre los distintas
formulaciones de la tabla 5.2.2, los resultados de fuerza, pendiente y area en las
muestras fritas final inmediatamente tras su fritura (t=0 min) siguen, en general,

una pauta muy similar a las muestras fritas control, comentadas con anterioridad.
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Tabla 5.2.2. Valores de fuerza maxima, pendiente y area en ensayos de penetracion de
capa de rebozado de calamares rebozados fritos final a diferentes tiempos después de la
fritura.

t=0 min t=15 min t=30 min
Fuerza Pend Area Fuerza Pend Area Fuerza Pend Area
(N) (N/s) (Ns) (N) (Nls) (Ns) (N) (N/s) (Ns)
Formulacion | 13.0°  11.4° 11.0° 9.1™ 38 8.8 10.0°  51°  83°
(3.4) (3.6)  (2.7) (2.2) (0.7) (1.8) (27) (1.2)  (2.0)
Formulacion I 102  51°°  96° 8.3% 41 98° 83%  4.0° 9.4™
(2.6) (1.5) (1.7) (2.6) (1.9 (2.4 (3.0)  (1.4) (2.5
. 11.6° 6.0° 9.2° 8.9 417 90° 74 38 14°
Formulacion i (49)  (21) (28) _(41) (1.7) (3.2) (16) (1.0 (1.7)
Formulacion IV 215" 208" 156" 12.9° 7.3 12.3° 13.8° 85 11.2°
(4.8) (8.7) (4.9 (2.9) (35) (4.7 (6.2) (3.1)  (3.1)
F lacion V 7.6° 47°  6.0° 8.8° 48 58 6.3° 397 48
ormulacion (3.0) (1.8) (2.7) (3.0) (1.1)  (2.5) (1.8) (1.7) _ (1.6)

* Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.

@ b os valores que tienen la misma letra como supraindice en la misma columna no presentan
diferencias significativas entre ellos.

Sin embargo, la comparacion entre los valores obtenidos en las tablas
5.2.1 y 5.2.2 permite estudiar la influencia del procesado industrial en las
caracteristicas texturales del producto. En general, los valores de fuerza maxima
obtenidos inmediatamente después de la fritura son menores en el producto frito

final que en el producto frito control; aunque solamente resultan significativas las
diferencias en el caso de la formulaciéon | (sélo harina de trigo). No existen

diferencias significativas para los valores de pendiente y area entre las muestras

fritas final y fritas control para ninguna de las distintas formulaciones.

Las figuras 5.2.1 y 5.2.2 muestran, a modo de ejemplo, los perfiles de
penetracion obtenidos con las formulaciones | (s6lo harina de trigo) y Il (harina
de trigo y 6% de harina de maiz) inmediatamente después de someter las
muestras al proceso de fritura en muestra frito control (figura 5.1) y muestra frito
final (figura 5.2).
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Figura 5.2.1. Perfiles de penetracion de la Figura 5.2.2. Perfiles de penetracion de la
formulacién | (A) y formulacion lll (B) en formulacion | (A) y formulacién Il (B) en
muestra frita control. muestra frita final.

Asi mismo, en la figura 5.2.3 se muestran los perfiles de penetracion
correspondientes a la formulacion IV (harina de trigo, de maiz y sal) y a la
formulacion V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) tanto en muestra frita
control (figura 5.2.3) como en muestra frito final (figura 5.2.4). El perfil de la
curva de la formulacion V corresponde al de un producto crujiente que sufre
multiples fracturas antes de ser perforado por el cilindro (la curva tiene mas de 1
pico). Este cambio en la textura se puede apreciar visualmente ya que la
formulacion V es la Unica que presenta una capa esponjosa, mientras que las
otras formulaciones simplemente forman una corteza mas dura, mucho mas
resistente a la penetracion. Microestructuralmente también se ha observado la
formacion de enormes alvéolos que hacen que los productos elaborados con esta
formulacion presenten una estructura mas esponjosa (apartado 5.1.3). Desde el
punto de vista funcional, el agente leudante contribuye al desarrollo de la textura
final del producto, en mayor medida que la harina de trigo, harina de maiz o sal.
En la figura 5.2.4, se observan los perfiles de las muestras fritas finales; si se
comparan con los obtenidos con los del control (figura 5.2.3) la diferencia mas
importante es que la formulaciéon V en el frito final obtiene el valor de fuerza

maxima mas tarde que en el frito control.
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Figura 5.2.3. Perfiles de penetracion de la Figura 5.2.4. Perfiles de penetracion de la
formulacion IV (A) y la formulacion V (B) en formulacion IV (A) y la formulaciéon V (B)
muestra frita control. en muestra frita final.

Una de las cualidades mas apreciadas en productos rebozados vy fritos es
su crujibilidad y que ésta permanezca durante el mayor tiempo posible después de
la fritura. Por este motivo, se estudian los perfiles texturales en las distintas
formulaciones, pasados 15 y 30 min después de la fritura. El analisis estadistico en
muestras control (tabla 5.2.1) indica que conforme transcurre el tiempo después
de la fritura, la fuerza va disminuyendo. Tras los primeros 15 min, la disminucién
es significativa para todas las formulaciones excepto para la formulacion V (con
impulsor); sin embargo, no existen diferencias significativas entre los 15 y los 30
min después de la fritura para cualquiera de las formulaciones ensayadas. Los
valores de pendiente y del area también disminuyen al pasar el tiempo. Todos
estos cambios son indicativos de la pérdida del caracter crujiente de la capa de
rebozado con el paso del tiempo.

Las muestras fritas final (tabla 5.2.2) siguen una pauta muy semejante a
las muestras fritas control en los parametros texturales estudiados. Si se
comparan las muestras fritas control y final entre si transcurridos 15 min tras la
fritura, la Unica muestra que sigue presentando diferencias significativas en la

fuerza es la formulacién | (s6lo harina de trigo); sin embargo, estas diferencias no
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se mantienen pasados 30 min desde la fritura para todos los parametros
estudiados.

Sin embargo, la degradacion de la textura a lo largo del tiempo no tiene la
misma magnitud para todas las formulaciones. EI cambio mas dramatico se
observa en la formulacion [; la figura 5.2.5 muestra el perfil de penetracion de
esta formulacién en funcion del tiempo transcurrido tras la fritura en muestra frita
control y la figura 5.2.6 los perfiles de esta formulacién a lo largo del tiempo en
muestra frita final. En la muestra control, conforme transcurre el tiempo tras la
fritura, la capa de rebozado se hace mas blanda y pierde fragilidad. La etapa de
compresién (antes de que se produzca la rotura de la muestra) es mas larga en la
muestra C (tras 30 min de fritura) y alcanza un desplazamiento del cilindro de mas
de 3 mm. Ademas durante la realizacién del ensayo, no se produce una
perforaciéon limpia de la muestra durante su penetracion, la base del cilindro
empuja fuera un trozo de masa desgarrada mas que cortada. En la figura 5.2.6, no
se observan tantas diferencias entre los distintos tiempos, que se amortiguan a
causa de la prefritura y congelaciéon previas a las que se sometié a la muestra

antes de su fritura final.
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Figura 5.2.5. Perfil de penetracion de la Figura 5.2.6. Perfil de penetracién de la
formulacién | en funcion del tiempo formulacién I en funcién del tiempo después
después de la fritura (A: t=0 min; B: t=15 de |a fritura (A: t=0 min; B: t=15 min; C: t=30
min; C: t=30 min) en muestra frita control.  min) en muestra frita final.
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La textura de la formulacién V muestra un cambio mucho menor cuando
transcurre un tiempo después de la fritura tanto en muestra frita control (figura
5.2.7) como en muestra frita final (figura 5.2.8). La presencia de varios picos en
las curvas indica que la muestra no pierde crujibilidad. Los perfiles no se alteran
drasticamente con el tiempo (aunque la fuerza a 30 min es menor). En el producto
frito final (figura 5.2.8), los perfiles presentan numerosos picos y muy
puntiagudos, lo cual indica que claramente la muestra es mas crujiente, aun
transcurrido un tiempo después de la fritura. La inclusién de impulsor en la
formulacion parece ser determinante para el mantenimiento de la textura
transcurrido determinado tiempo tras la fritura. De hecho, los principales cambios
microestructurales se observan con la presencia de impulsor, ya que éste genera
grandes alvéolos por donde puede circular mejor el agua y el aceite de fritura. Asi
en los siguientes capitulos se vera que por este motivo se produce una mayor
deshidratacion, mas ganancia de grasa y mayor solubilizacion de proteinas
cuando se utiliza la formulacion V. Las formulaciones II, lll y IV muestran un

comportamiento intermedio.
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Figura 5.2.7. Perfil de penetracién de la Figura 5.2.8. Perfil de penetracion de la
formulacion V en funcion del tiempo formulaciéon V en funcion del tiempo
después de la fritura (A: t=0 min; B: t=15 después de la fritura (A: t=0 min; B: t=15 min;
min; C: t=30 min) en muestra frita control.  C: t=30 min) en muestra frita final.
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5.3. REOLOGIA DE LAS PASTAS EMPLEADAS EN EL PROCESO
DE ELABORACION DE CALAMARES REBOZADOS
CONGELADOS

La calidad de un producto rebozado depende en gran medida de la
cantidad de masa que queda adherida al alimento substrato. Esta cantidad de
masa determina el espesor de la capa de rebozado, asi como algunas
caracteristicas texturales y el rendimiento en la produccién, lo que es de gran
importancia a nivel industrial. En el procesado industrial de los alimentos
rebozados, la viscosidad aparente se utiliza como indice para predecir el

comportamiento que tendra determinada masa durante la operacién de rebozado.

La comparacion de la viscosidad aparente (tabla 5.3.1) para la formulacion
con so6lo harina de trigo (formulacién 1) con las formulaciones que llevan
adicionado harina de maiz (formulaciones Il y Illl) muestran que no hay
diferencias significativas entre ellas, mientras que las dos formulaciones que
contienen sal (IV y V) presentan valores significativamente mas pequefios. Con
respecto a la relacidon entre los valores de viscosidad aparente y los indices de
recubrimiento obtenidos, hay una relacién directa entre ambos. Asi la pasta de
menor viscosidad es también la que muestra un menor indice de recubrimiento.
Sin embargo, hay que sefialar que la variacién en la cantidad de masa adherida al

alimento substrato (indice de recubrimiento) llega al 10% en ningun caso.
Sanz et al. (2004b) y Fiszman y Salvador (2003) obtienen indices de

recubrimiento ligeramente menores en formulaciones para la elaboracion de

calamares rebozados congelados que incorporan metilcelulosa como ingrediente.
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Tabla 5.3.1. Valores de viscosidad aparente para las 5 formulaciones.

Formulacion Viscosidad Indice recubrimiento

(mPas) (%)

| 671802 70.02
(721) (3.1)

Il 663402 68.02
(1994) (4.9)

1] 61670? 68.0%
(1046) (4.1)

v 41175° 65.0°
(955) (3.7)

\% 33915° 61.4°
(912) (4.4)

* Los valores entre paréntesis son las desviaciones estandar.

2 -+ os valores que tienen la misma letra como supraindice en la misma columna no presentan
diferencias significativas entre ellos.

Todas las formulaciones se preparan con la misma proporcion
sélidos:agua; por tanto, la viscosidad aparente de cada formulacion puede ser
indicativa de la contribucién funcional de cada uno de los ingredientes a la mezcla.
De hecho, la consistencia mas débil que presentan las formulaciones que
contienen sal (formulaciones IV y V) se refleja en una aplicacion mas facil sobre
el alimento, aunque con un indice de recubrimiento menor. Sin embargo, todas las
masas se pueden aplicar al substrato sin dificultades, y en todos los casos la
calidad de la capa de rebozado es buena y no presenta defectos visibles.

5.3.1. COMPORTAMIENTO AL FLUJO.

El aumento de la fuerza de cizallamiento con la velocidad de cizallamiento
indica un comportamiento pseudoplastico para todas las formulaciones (figura
5.3.1), que se ajusta, en el intervalo de velocidades de cizallamiento estudiado, al

modelo de Ostwald-de Waale:
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T=kxy"
Donde k es el indice de consistencia (Pa.s"), n es el indice de flujo, tes la tension

de cizalladura (Pa) y y es la velocidad de deformacion (1/s)".

400 -

—e— formulacion |
—a— formulacion Il
—a— formulacion lll
—— formulacion V

—e— formulacion V

fuerza de cizallamiento (Pa.s")

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
velocidad de cizallamiento (1/s)"

Figura 5.3.1. Curvas de flujo de las distintas formulaciones del rebozado.

Se observa un incremento en el indice de consistencia (tabla 5.3.2),
cuando se afiade harina de maiz a la formulacion (formulaciones Il y lil).
Ademas, la concentracién mas alta de harina de maiz (formulacién Ill) coincide
con el indice de consistencia mas alto. Burge (1990) afiaden concentraciones
crecientes de maiz a un sistema para rebozar pescado y obtienen indices de
consistencia cada vez mayores. La adicién de sal produce un descenso en el
indice de consistencia (formulaciones IV y V) que se podria atribuir al efecto de la

solubilizacién de las proteinas, principalmente del gluten, que produce la sal.
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Tabla 5.3.2. Constantes reoldégicas de las diferentes formulaciones.

Formulaciones Indice f‘:onsistencia Indice de flujo Cgeficiente regresion
k (Pas) n R

1 24.24 0.54 0.998

| 27.20 0.53 0.995

mn 32.12 0.51 0.992

v 27.31 0.53 0.991

Vv 28.15 0.48 0.989

Con respecto al comportamiento pseudoplastico, no hay diferencias
importantes en el indice de flujo entre las distintas formulaciones, excepto en la
formulacién V (con impulsor) que es mas bajo, lo que indica la existencia de un
comportamiento mas pseudoplastico (indice de flujo mas alejado de 1). Otros
autores han estudiado la influencia de la adiciéon de sal en el comportamiento
reolégico de distintas masas. Changala Reddy et al. (1989) afiaden este
ingrediente a masas elaboradas con harina de judias y observan una disminucion
en el indice de consistencia y un aumento en el indice de flujo. Es importante
resaltar que la sal, que en principio se afiade como mejorante del sabor, modifica
las propiedades reolégicas en las masas de rebozado incluso cuando se incluye
en la formulacién en cantidades pequefas. Esto puede tener consecuencias
tecnoldgicas en el indice del recubrimiento, rendimiento y textura del producto
obtenido.

5.3.2. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO VISCOELASTICO LINEAL A
65°C.

Las sustancias viscoelaticas son aquellas que presentan un

comportamiento reoldgico segun el cual deben clasificarse en una zona entre
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liquidos y sélidos. Son, en diferente medida, tanto elasticas como viscosas, por lo
que reciben el nombre de viscoelasticas (Schramm, 1994). El estudio del
comportamiento viscoelastico lineal se lleva a cabo en las distintas formulaciones
de las pastas a la temperatura de 65°C mediante ensayos de cizallamiento
oscilatorio de baja amplitud también conocidos como ensayos dindmicos. En estos
ensayos la muestra se somete a un esfuerzo o a una deformacién de cizalla
oscilatoria que garantice la existencia de comportamiento viscoelastico lineal y se

mide el esfuerzo o la deformacion resultante.

Los ensayos dinamicos permiten la determinacién de funciones
viscoelasticas del material como son el médulo de almacenamiento (G’) y el
modulo de pérdidas (G”) que estan relacionados con el comportamiento elastico y

viscoso del material respectivamente.

Las figuras 5.3.2, 5.3.3 y 5.3.4 presentan los valores del mdédulo de
almacenamiento (G’) y del médulo de pérdidas (G”) en funcion de la frecuencia
(espectro mecanico), a valores de amplitud del esfuerzo que garantizan la

existencia de comportamiento viscoelastico lineal.

En la figura 5.3.2 se muestra el espectro mecanico correspondiente a las
formulaciones |, Il y lll a la temperatura de 65°C. En las tres formulaciones se
observa la existencia de valores de G’ y G” muy parecidos y con una evolucion
similar con la frecuencia similar. En el intervalo de frecuencias estudiado, G’ es
siempre superior a G”, y ambos mddulos son practicamente independientes de la
frecuencia, lo que refleja la existencia de un comportamiento tipo gel de las pastas

a esta temperatura.
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1000000

—e— G' formulacion |

@ 100000
o

W —o— G" formulacion |

—a— G' formulacion Il

o —a— G" formulacion I
1000 | ; , . —a— G' formulacion 11l
0,01 0,1 1 10 100 | —=—G" formulacion lll

Frecuencia (Hz)

Figura 5.3.2. Espectros

mecanicos en las formulaciones I, Il y lll a 65°C.

La influencia de la sal en las propiedades dinamicas se puede observar en

la figura 5.3.3 que muestra los espectros mecanicos de las formulaciones lll y IV,

entre las cuales la unica diferencia es la adicién de este componente. Se observa

que la adicion de sal produce una disminucién en ambas funciones viscoelasticas,

lo que se podria interpretar como consecuencia de la interferencia de la sal en el

proceso de gelatinizacion del almidon, que se comenta a continuacion en el

apartado 5.3.3.

1000000 -

——— G' formulacion il

100000

G', G" (Pa)

1000

—— G" formulacioén llI

—e— G' formulacion IV
10000 , —o— G" formulacién IV

0,01

Frecuencia (Hz)

Figura 5.3.3. Espectros

mecanicos de las formulaciones lll y IV a 65°C.

La figura 5.3.4 muestra el espectro mecanico de la formulacion V cuya

Unica diferencia con la formulacién IV es la presencia de impulsor.

El

comportamiento de ambas muestras es muy similar por lo que se puede concluir
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que el impulsor no modifica las propiedades reolégicas de la pasta a esta

temperatura.
1000000

s 100000 -
?"’ —e— G' formulacién V
w— 10000 - —o— G" formulacion V
o

1000 ‘ : ‘ ‘

0,01 0,1 1 10 100

Frecuencia (Hz)

Figura 5.3.4. Espectro mecanico de la formulacion V a 65°C.

5.3.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA MEDIANTE ENSAYOS
DINAMICOS

La gelatinizacion de los granulos de almidon en agua caliente es un
fendmeno bien conocido en el cual se produce la ruptura de los granulos de
almidon con salida de parte de las moléculas que los constituyen al medio acuoso
y formacion de una disolucion. Como consecuencia de este cambio, las pastas de
almidon desarrollan una viscosidad, que las hace técnicamente muy utiles como
ingredientes de las masas de rebozados. Por esto, se estudia el proceso de
calentamiento de las masas elaboradas con las cinco formulaciones distintas y el
comportamiento del almidén en dicho proceso mediante ensayos de reologia

dinamicos.

La figura 5.3.5 muestra que las formulaciones con sal (IV y V) presentan
una temperatura de gelatinizaciéon del almidén mas alta (70°C) en comparacion
con las formulaciones | (harina de trigo) o la lll (harina de trigo y harina de maiz)

(60°C). Este incremento en la temperatura de gelatinizaciéon debido a la presencia
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de sal en la formulacién, ya fue observado por Ganz (1965) en masas de almidon
de maiz y por Evans y Haisman (1982) en almidén de patata. Aunque la sal puede
aumentar la solubilizaciéon de la membrana lipoproteica del granulo de almidén, lo
que disminuiria la temperatura de gelatinizacion, puede producirse una posible
competencia de la sal por el agua de hidratacion necesaria para la gelatinizacién
de los granulos de almidén (efecto salting out); este efecto aumentaria la

temperatura de gelatinizacion de los granulos de almidon.

60000

50000

40000 —+— Formulacién |

g —a— Formulacion I
< 30000

—a— Formulacion IV

20000 —x— Formulacién V

10000

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 5.3.5. Médulo de almacenamiento (G’) en funcion de la temperatura (T) de las
distintas formulaciones.
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5.4. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA FRACCION PROTEICA
DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS EN EL PROCESO DE
ELABORACION DE CALAMARES REBOZADOS CONGELADOS.

En el presente apartado se aborda el estudio de las principales
modificaciones que tienen lugar en la fraccion proteica de los productos obtenidos
en la elaboracion de calamares rebozados congelados. Las etapas del proceso
estudiadas (véase figura 4.1, apartado 4.2) son la etapa pasta (mezcla de los
distintos ingredientes que constituyen la formulaciéon del rebozado con agua),
rebozado (la anilla de calamar recubierta con la pasta), prefritura (30 s en aceite
a 180°C), congelacion (1 semana a —18°C), fritura final (fritura 3 min a 180°C de
los productos que han sufrido prefritura y congelacion) y fritura control (3 min a
180°C, sin prefritura ni congelacion). Para la cuantificacion de la fraccion proteica
que se lleva a cabo en el apartado 5.4.1, se estudia sélo la formulacion V por ser
la mas completa en ingredientes, mientras que en el estudio fino de proteinas por
SDS-PAGE (apartado 54.2 y 54.3) las formulaciones estudiadas son:
formulacién | (sélo harina de trigo), formulacién Il (harina de trigo y de maiz
(3%)), formulacion IV (harina de trigo, de maiz y sal) y formulaciéon V (harina de
trigo, de maiz, sal e impulsor); la formulaciéon Ill no se ensaya, ya que
experimentos previos no indicaron diferencias importantes al modificar el

contenido de maiz que se incorpora a la formulacion.

La extraccién de la fraccidn proteica se lleva a cabo con SDS ya que las
proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares de especies marinas desnaturalizadas por
efecto del calor se solubilizan con este agente (Etienne et al., 2000). Ademas, se
obtienen rendimientos mas elevados que con agua y que con disoluciones de urea
(Etienne et al. 2001); el mayor poder de solubilizacion del SDS que de la urea
también ha sido demostrado por An et al. (1989) en proteinas desnaturalizadas de

camaron crudo y cocido.
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5.4.1. CUANTIFICACION DE LA FRACCION PROTEICA

Tal y como se ha explicado en el apartado 4.3.3 se procede a la
cuantificacion de proteinas por el método OD,gy (Etienne et al., 2001). Este
método se basa en la deteccién y cuantificacion de los aminoacidos aromaticos
triptéfano, tirosina y fenilalanina cuyos maximos de absorcién se encuentran en

torno a los 280 nm.

En este apartado, se cuantifica la fraccion proteica de los productos
obtenidos en las distintas etapas del proceso con la formulaciéon V, por ser la mas
completa en ingredientes y con el fin de tener unos valores orientativos en cuanto
a las cantidades de proteinas totales que pueda aportar un calamar rebozado

congelado como alimento. Los valores obtenidos se presentan en la tabla 5.4.1.

Tabla 5.4.1. Concentracion de proteinas (mg/ mL de extracto) de los productos obtenidos
en las distintas etapas del proceso con la formulacién V.

Etapas Proteinas
(mg/ mL extracto)

Calamar 85.20+4.26
Pasta 11.54+0.96
Rebozado 27.13x1.15
Prefritura 25.52+2.01
Congelacién 24.32+3.54
Fritura final 29.63+£1.98
Fritura control 23.60+2.20

No existen diferencias significativas entre las distintas etapas excepto para
la pasta y para la fritura final. La concentracion de proteinas en la etapa pasta es
mucho menor que en el resto de etapas ya que todavia no se le ha incorporado el
calamar, que tiene una elevada concentracion de proteinas. Después de las
etapas de prefritura y de congelacion, se aprecia una ligera disminucion en el
contenido proteico que aunque no es estadisticamente significativa, podria ser

debida a la accion de la temperatura sobre las proteinas. Concretamente, durante
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la congelacion, se producen dafos en las fibras musculares, debido a la
formacién de cristales de hielo, y se dan agregaciones entre proteinas que pueden

afectar a su cuantificacion (Ueng y Chow, 1998).

Los valores de concentracion de proteinas obtenidos coinciden con los
determinados por Etienne et al. (2001) para distintas especies de pescado
congelado rebozado como bacalao, abadejo, merluza y salmoén para los cuales

obtienen concentraciones aproximadas de 16-17 mg proteina/ mL extracto.

Llama la atencion que el contenido en proteinas del calamar frito final es
mayor que el del calamar frito control por lo cual habria que profundizar en este

estudio para obtener una explicacién consistente.

5.4.2. INFLUENCIA DEL PROCESO EN LA FRACCION PROTEICA
(SDS-PAGE)

Las proteinas extraidas, como se ha explicado en el apartado 4.6.1.1, se
analizan por la técnica SDS-PAGE. Los geles correspondientes a las cuatro
formulaciones ensayadas se presentan en las figuras 5.4.1, 54.2, 543 y 54.4.
Como se ha indicado en el apartado 5.4, las formulaciones estudiadas son I, II, IV
y V; la formulacion lll no se presenta dado que no se observan diferencias entre
la formulacion Il (harina de trigo y de maiz (3%)) y formulacion Il (harina de trigo
y de maiz (6%)). Las bandas identificadas en las distintas carreras de las que

consta cada gel se presentan en la tabla 5.4.2.
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Tabla 5.4.2. Bandas identificadas en los distintos geles obtenidos para cada una de las

formulaciones.

Bandas

Pm (kDa)

160

137

111

95

66

55

42

40

O o|IN|ofa|bh|W|DN

37

-
o

20

-
-

17

=
N

13

En las figuras 5.4.5, 5.4.6, 5.4.7 y 5.4.8 se presentan los correspondientes

densitogramas.
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Figura 5.4.1. Electroforegrama correspondiente a los productos elaborados con la
formulacion I. P1: pasta, CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacién, Ff: fritura final, Fc:
fritura control, p: patron. Los pesos moleculares de las bandas estudiadas son: 1: 160 kDa,

2: 137 kDa, 3: 111 kDa, 4: 95 kDa, 5: 66 kDa, 6: 55 kDa, 7: 42 kDa, 8: 40 kDa, 9: 37 kDa,
10: 20 kDa, 11: 17 kDa, 12: 13 kDa.
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Figura 5.4.2. Electroforegrama correspondiente a los productos elaborados con la
formulacion Il. P2: pasta, CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacién, Ff: fritura final,
Fc: fritura control, p: patrén. Los pesos moleculares de las bandas estudiadas son: 1: 160

kDa, 2: 137 kDa, 3: 111 kDa, 4: 95 kDa, 5: 66 kDa, 6: 55 kDa, 7: 42 kDa, 8: 40 kDa,
9: 37 kDa, 10: 20 kDa, 11: 17 kDa, 12: 13 kDa.
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P4 P4 CR CR PF PF p RCRC Ff Ff Fc Fec
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Figura 5.4.3. Electroforegrama correspondiente a los productos elaborados con la
formulacion IV. P4: pasta, CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacién, Ff: fritura final,
Fc: fritura control, p: patron. Los pesos moleculares de las bandas estudiadas son: 1: 160
kDa, 2: 137 kDa, 3: 111 kDa, 4: 95 kDa, 5: 66 kDa, 6: 55 kDa, 7: 42 kDa, 8: 40 kDa,
9: 37 kDa, 10: 20 kDa, 11: 17 kDa, 12: 13 kDa.
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Figura 5.4.4. Electroforegrama correspondiente a los productos elaborados con la
formulacion V. P5: pasta, CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacion, Ff: fritura final,
Fc: fritura control, p: patrén. Los pesos moleculares de las bandas estudiadas son: 1: 160
kDa, 2: 137 kDa, 3: 111 kDa, 4: 95 kDa, 5: 66 kDa, 6: 55 kDa, 7: 42 kDa, 8: 40 kDa,
9: 37 kDa, 10: 20 kDa, 11: 17 kDa, 12: 13 kDa.
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Figura 5.4.5. Densitogramas correspondientes a los productos elaborados con la
formulacioén I. P: pasta. CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacién, Ff: fritura final, Fc:
fritura control.
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Figura 5.4.6. Densitogramas correspondientes a los productos elaborados con la
formulacion Il. P: pasta. CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacién, Ff: fritura final, Fc:
fritura control.
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Figura 5.4.7. Densitogramas correspondientes a los productos elaborados con la
formulacion IV. P: pasta. CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacion, Ff: fritura final, Fc:
fritura control.
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Figura 5.4.8. Densitogramas correspondientes a los productos elaborados con la
formulacion V. P: pasta, CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacion, Ff: fritura final, Fc:
fritura control.
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Tabla 5.4.3. Porcentaje de area de cada banda del densitograma correspondiente a los
productos elaborados con la formulacion I. CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacion,
Ff: fritura final, Fc: fritura control.

CR1 PF1 RC1 Ff1 Fc1

1 14.04 10.62 14.37 16.70 13.52
2 6.04 6.88 7.76 10.34 7.89
3 10.00 10.22 9.85 11.21 10.47
4 9.65 8.03 8.40 8.77 8.24
5 6.38 6.19 7.30 5.92 8.10
6 7.75 7.92 7.86 6.08 7.92
7 16.47 20.47 16.88 17.46 16.58
8 11.73 12.84 11.38 9.41 11.35
9 5.36 6.48 5.89 6.22 7.04
10 3.27 5.17 2.98 2.64 2.92
11 3.64 2.49 3.67 217 2,97

12 5.66 2.70 3.66 3.07 3.01

Tabla 5.4.4. Porcentaje de area de cada banda del densitograma correspondiente a los
productos elaborados con la formulacién Il. CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacion,
Ff: fritura final, Fc: fritura control.

CR2 PF2 RC2 Ff2 Fc2
1 10.69 6.93 8.14 10.27 13.06
2 5.99 5.60 7.48 8.11 9.19
3 11.14 11.10 7.82 9.55 10.38
4 9.38 10.12 8.76 9.24 7.89
5 5.20 4.27 5.91 6.42 5.01
6 6.97 6.69 7.04 6.08 6.12
7 18.45 20.15 2112 19.38 16.74
8 12.37 11.21 12.58 9.00 11.80
9 7.28 7.41 6.03 5.13 5.88
10 4.49 4.20 4.80 4.97 3.92
1" 3.39 6.14 4.21 5.12 4.56
12 4.67 6.18 6.11 6.71 5.45
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Tabla 5.4.5. Porcentaje de area de cada banda del densitograma correspondiente a los
productos elaborados con la formulacién IV. CR: rebozado, PF: prefritura, RC:
congelacién, Ff: fritura final, Fc: fritura control.

CR4 PF4 RC4 Ff4 Fc4
1 9.46 10.73 12.22 11.51 12.70
2 6.51 7.65 8.37 9.47 8.13
3 9.70 9.09 8.87 9.24 9.37
4 9.24 8.58 9.21 8.70 8.56
5 9.63 7.52 8.05 7.82 7.17
6 9.83 7.74 8.02 7.93 7.57
7 12.88 13.66 13.60 15.45 15.00
8 11.80 11.65 11.78 10.25 10.11
9 5.64 8.42 4.66 5.05 5.05
10 5.16 3.57 5.27 5.36 5.94
11 5.38 5.46 6.36 6.23 6.58
12 4.76 5.94 3.58 3.01 3.82

Tabla 5.4.6. Porcentaje de area de cada banda del densitograma correspondiente a los
productos elaborados con la formulacién V. CR: rebozado, PF: prefritura, RC: congelacion,
Ff: fritura final, Fc: fritura control.

CR5 PF5 RCS Ff5 Fc5

1 12.09 12.76 14.00 13.66 11.16
2 8.86 7.58 8.03 9.10 9.23
3 10.85 8.92 10.23 8.70 8.25
4 8.79 8.51 8.85 9.28 8.28
5 7.12 6.98 7.30 7.34 6.39
6 8.15 7.60 7.39 6.89 6.49
7 17.09 17.35 14.46 17.99 18.29
8 11.23 12.84 11.54 11.10 10.34
9 5.84 7.59 6.02 5.57 5.13
10 3.64 3.37 4.26 2.41 6.44
1" 2.80 3.46 4.48 4.36 4.89

12 3.56 3.05 3.46 3.59 5.11
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Se identifican las principales bandas que aparecen en las distintas etapas,
cualquiera que sea la formulacion empleada (figuras 5.4.1, 5.4.2, 54.3 y 5.4.4).
Los densitogramas correspondientes se presentan el las figuras 5.4.5, 5.4.6, 5.4.7
y 5.4.8; la interpretacién de los picos correspondientes a cada una de las bandas
permite obtener un valor que se corresponde con el contenido orientativo de cada
una de las fracciones proteicas, por lo que se debe hablar de una
semicuantificacién. Los porcentajes de area obtenidos para cada uno de los

electroforegramas se presentan en las tablas 5.4.3, 5.4.4,5.4.5y 5.4.6.

Se puede observar que aparece muy marcada la banda 1 (160kDa) que
corresponde a la cadena pesada de la miosina (MHC) correspondiente al calamar.
Rodger et al. (1984) y Nagashima et al. (1992) estudian que en el musculo del
calamar hay una gran actividad proteolitica que conduce a la degradacion de la
miosina con la consiguiente aparicion de la cadena pesada de la miosina de
160 kDa (MHC).

La banda 2 (137 kDa) se identifica con la M-proteina y la C-proteina
(Claeys et al., 2002) que se encuentran entre un intervalo de pesos moleculares
de 160-140 kDa y que corresponden a un conjunto de proteinas de origen animal

de tipo miofibrilar.

La banda 3 (111 kDa) corresponde a la paramiosina. Esta proteina ha sido
relacionada por Sano et al. (1986) con cambios en la rigidez del manto del

calamar.

La banda 4 (95 kDa) se visualiza en el calamar rebozado y también en la
etapa pasta, puede corresponder a algun mondémero de glutenina de alto peso
molecular. Los monémeros mas abundantes de esta fraccion de gluten tienen

pesos moleculares entre 67 y 88 kDa; sin embargo, los célculos basados en su
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movilidad electroforética en geles de poliacrilamida dan valores habitualmente mas
altos, entre 82-115 kDa, segun describen Payne et al. (1981).

La banda 5 (66 kDa) aparece tenue en el calamar rebozado, sin embargo se
puede observar siempre en las carreras correspondientes a las distintas pastas.
Podria identificarse segun Shewry (2003) como algun agregado de gliadinas de
elevado peso molecular o algun mondmero de glutenina de bajo peso molecular

de la fraccion proteica del trigo.

La banda 6 (55 kDa) se muestra bastante marcada en el calamar rebozado. Los
autores que estudian modificaciones en la fraccién proteica del calamar como
Kolodziejska et al. (1992) o Nagashima ef al. (1992) no identifican estas bandas.
En cambio si que aparece en las carreras referentes a las pastas, por tanto, debe
corresponderse con alguna proteina procedente de los cereales. Podria
identificarse como las gliadinas w (50-60 kDa) pertenecientes a la fraccion proteica
del trigo (Shewry, 2003).

La banda 7 (42 kDa) se identifica con la actina y la banda 8 se
corresponde con la tropomiosina (40 kDa) aportadas por el aparato contractil del

calamar.

La banda 9 corresponde con una proteina de peso molecular 37 kDa. Esta
banda aparece siempre en las carreras correspondientes a las pastas de las
distintas formulaciones, y podria identificarse como las gliadinas a, B y y del trigo
cuyos pesos moleculares oscilan entre 30-45 kDa (Cheftel et al, 1989) o

mondmeros de glutenina de bajo peso molecular (Shewry, 2003).

Las bandas 10, 11 y 12 podrian corresponden a las cadenas ligeras de la
miosina (13-20 kDa) también identificadas por Kolodziejska et al. (1992). Sin
embargo, las bandas 10 y 12 también se observan en las carreras

correspondientes a la pasta. Coincidiendo con el intervalo de pesos moleculares
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de la banda 10 también podria solaparse con la proteina del maiz a-zeina, que es
identificada a 19-22 kDa por Coleman y Lerkins (1999). Esta banda se observa en
los densitogramas correspondientes a las formulaciones Il (harina de trigo y maiz
(3%)), IV (harina de trigo, de maiz y sal) y V (harina de trigo, de maiz, sal e
impulsor), pero no en el correspondiente a la formulacion | (sélo harina de trigo),
que carece de harina de maiz. Por otro lado, en cuanto a la banda 12 (13 kDa)
claramente diferenciada en la pasta y que también se identifica en la totalidad de
las muestras del proceso, no hay suficiente informacién bibliografica que permita

asegurar con garantia a que tipo de proteina corresponde.

A continuacién, se procede a la descripcién de los cambios que se
producen en las distintas proteinas identificadas anteriormente durante la
elaboracién de calamares rebozados congelados fabricados con las distintas
formulaciones, para lo cual se hara referencia a los ya citados resultados de la
semicuantificacién (tablas 5.4.3, 5.4.4,5.4.5y 5.4.6).

El porcentaje de area correspondiente a la cadena pesada de la miosina
MHC (banda 1) disminuye en la etapa de prefritura para las formulaciones l y Il y
se mantiene practicamente constante para las formulaciones IV y V. Tras la
etapa de congelacion, el porcentaje de area aumenta en todas las formulaciones;
la formacion de enlaces cruzados entre distintos productos procedentes de la
degradacion proteica que debe de sufrir el producto durante la prefritura y la
congelacion puede hacer que se extraigan proteinas de elevado peso molecular
en el método SDS-PAGE usado. Ueng y Chow (1998) describen agregaciones
proteicas durante la etapa de congelacién en calamar congelado. Tras la fritura
final, esta proteina aumenta para las formulaciones | y Il y disminuye para las
formulaciones IV y V. Tras la fritura control, la banda 1 disminuye en las

formulaciones | y V y aumenta en las formulaciones Il y IV.

Las bandas 2 y 3 aumentan conforme transcurre el proceso, ambas se

comportan de manera similar durante las distintas etapas.
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En conjunto, las tres bandas anteriores (bandas 1, 2 y 3) sufren
alteraciones a lo largo del proceso. Estas alteraciones se atribuyen principalmente
al tratamiento térmico. Niwa et al. (1980) describen deterioros en la molécula de
miosina al someter a distintas especies marinas a las temperaturas de
calentamiento necesarias para la elaboracion de surimi. Lee et al. (1990) también
describen cambios en la MHC durante el tratamiento térmico de merluza y lo
relacionan con la capacidad de entrecruzamiento de proteinas en la elaboracién

de geles.

La banda 4 no parece demasiado afectada por el proceso; practicamente
se mantiene constante tras las etapas de fritura final y de fritura control. Parece

que se trata de una proteina especialmente resistente a los tratamientos de calor.

Las bandas 7, 8 y 9 presentan un porcentaje de area mayor tras la etapa
de prefritura, aunque en la banda 8 no es tan marcado. Mientras que tras la etapa
de congelacion se produce un descenso en las formulaciones | y V, en las
formulaciones Il y IV se observa un incremento; la agregacion de proteinas que
se produce durante la congelacion (Ueng y Chow, 1998) podria explicar estas
alteraciones. En la fritura final, todas las formulaciones disminuyen ligeramente

su contenido en dichas proteinas.

El efecto del calor parece degradar las proteinas identificadas como
bandas 10, 11 y 12, sobre todo en la formulacién | ya que se observa una

disminucion del area correspondiente a estos picos en los densitogramas.

A la vista de todos estos resultados, se puede concluir que no sélo las
proteinas de la capa de rebozado, que estan en contacto directo con el aceite de
fritura, son las que se degradan durante el proceso de elaboraciéon de rebozados
congelados, sino que el calamar substrato también presenta alteraciones en su

fraccion proteica, sobre todo en lo que a las proteinas miofibrilares se refiere. Este
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hecho indica que el aceite de fritura penetra hasta el alimento substrato, lo que
concuerda con lo que ya se habia evidenciado a nivel microscépico en el apartado
5.1.

5.4.3. INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS FORMULACIONES EN LA
FRACCION PROTEICA (SDS-PAGE)

Lo mas destacable al estudiar la influencia de los distintos ingredientes
sobre la fraccion proteica se atribuye a dos ingredientes: a la sal y al impulsor. Por
un lado, en la formulacién IV (harina de trigo, de maiz y sal), que contiene
5.5 g sal/ 100g producto, se puede apreciar que las bandas 3 y 4 estan mas
atenuadas en todas las etapas del proceso que en las formulaciones que no
incorporan este ingrediente (formulaciones |y IlI). Aunque la sal se incorpora a la
capa de rebozado, podria difundir a lo largo del proceso de elaboracion hasta el
calamar substrato produciendo degradacion de algunas proteinas miofibrilares
como la paramiosina. El efecto de la solubilizacion de proteinas ha sido estudiado
por Gémez-Guillén et al. (1997) en la elaboraciéon de geles de surimi utilizando
como materia prima calamar gigante; este fendmeno se traduce en una
disminucién de la rigidez del tejido muscular, lo que resulta interesante para

mejorar la calidad del producto.

Por otro lado, la incorporacion del impulsor (formulacién V) supone la
creacion de alvéolos en la estructura de la capa de rebozado (véase apartado 5.1)
que permitiria una mayor penetracion del aceite de fritura hasta el calamar. Por
este motivo, algunas proteinas de la fracciéon miofibrilar del calamar estdan mas
degradadas cuando se emplea esta formulacién, por ejemplo, las bandas 1
(cadena pesada de la miosina, 160 kDa), 3 (paramiosina, 111 kDa). Otro hecho a
destacar seria que coincidiendo con la disminucién de bandas de alto peso

molecular, aparecen aumentadas las bandas 10, 11 y 12 de menor peso
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molecular. En estas ultimas podrian acumularse los productos de degradacion de

las proteinas de alto peso molecular.
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5.5. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA HUMEDAD DE LOS
PRODUCTOS OBTENIDOS EN EL PROCESO DE ELABORACION
DE CALAMARES REBOZADOS CONGELADOS.

Se lleva a cabo un estudio del contenido en humedad de los productos
obtenidos en las distintas etapas del proceso de elaboraciéon de calamares
rebozados congelados preparados con 5 formulaciones diferentes. Las etapas
estudiadas en este apartado son las siguientes: pasta (P), rebozado (CR),
prefritura (PF), congelacion (RC), fritura final (Ff) y fritura control (Fc). Las
formulaciones empleadas son: formulacién | (sélo harina de trigo), formulacioén Il
(harina de trigo y de maiz (3%)), formulacién lll (harina de trigo y de maiz (6%)),
formulacién IV (harina de trigo, de maiz y sal) y formulacién V (harina de trigo,
de maiz, sal e impulsor). Se incluye también la humedad del calamar (C) utilizado

como substrato para rebozar.

5.5.1. INFLUENCIA DEL PROCESO EN LA HUMEDAD.

Los resultados de humedad de la anilla de calamar (C), antes de ser
sometida a los procesos de rebozado y fritura, presentan un elevado contenido en
agua (83.49 g agua/ 100 g calamar), porcentaje similar al obtenido por Sikorski y

Kolodziejska (1986) para calamar fresco.

Las figuras 5.5.1, 552, 553, 554 y 555 muestran que
independientemente de la formulacién utilizada para la elaboracién, se produce
una disminucion en el contenido de humedad tras la etapa de prefritura (PF). Sin
embargo, no existen diferencias significativas (95%) en el contenido en agua entre
la prefritura (PF) y la congelacion (RC).
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Figura 5.5.1. Evoluciéon de la humedad de los productos elaborados con la formulacién |
en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.

= 80 =
s 60 ¥
=2
o
S 40 -
Q
£ 20 -
2
0
Pl c CRI | PFIl | RCI |
OFORMULACION Il | 58,25 | 83,50 | 70,08 | 59,95 | 5¢

Figura 5.5.2. Evolucion de la humedad de los productos elaborados con la formulacion Il
en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.
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Figura 5.5.3. Evolucion de la humedad de los productos elaborados con la formulacion lil
en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.
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Figura 5.5.4. Evolucion de la humedad de los productos elaborados con la formulacion IV
en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.
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Figura 5.5.5. Evolucion de la humedad de los productos elaborados con la formulacién V
en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.

Cuando el calamar rebozado congelado (RC) se frie durante 3 min a
180°C y se obtiene el frito final (Ff), el contenido en agua disminuye con respecto
al producto rebozado prefrito (PF) y al producto rebozado congelado (RC) en
todas las formulaciones. Esto indica que, como era de suponer, durante la etapa
de fritura se produce una importante evaporaciéon de agua que hace que la

humedad en el producto frito final (Ff) descienda.

Para las formulaciones | (sélo harina de trigo), Il (harina de trigo y de
maiz(3%)), lll (harina de trigo y maiz (6%)) y IV (harina de trigo, de maiz y sal), el
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mayor contenido en humedad del frito control (Fc) que del frito final (Ff) podria
ser debido a que este ultimo ha sido sometido a congelacién, proceso que puede
generar grietas y poros que hacen que el agua se evapore mas rapidamente
durante la fritura. La generacion de grietas durante la congelacion de productos
rebozados congelados ha sido confirmado mediante microscopia electrénica por
Llorca et al. (2001).

Esta evaporacién es todavia mayor en la fritura doméstica final antes de
su consumo. Y asi, al comparar el contenido en humedad del producto frito final
(Ff) con el producto frito control (Fc) se encuentran contenidos superiores en el
primero, con diferencias significativas para todas las formulaciones excepto para la
formulacion V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor). Este hecho seria debido
a que esta formulacion lleva impulsor, que genera muchos alvéolos (véase
apartado 5.1.3), y puede ser el responsable de una evaporacién de agua muy
drastica tanto en la etapa de fritura final como en la de fritura control, lo cual

igualaria los contenidos en humedad en ambos casos.

De este modo el Ff pierde mas humedad que el Fec respecto del CR inicial
de partida para cada una de las formulaciones, lo cual puede observarse
cuantificado en la tabla 5.5.1 donde en la 12 columna se observan las mayores

pérdidas de humedad de Ff y en la 22 columna la pérdida de humedad de Fc.

Tabla 5.5.1. Pérdidas de humedad del Ff y del Fc con respecto al CR inicial para cada una
de las formulaciones (g H20O/ 100g de CR inicial en cada formulacion).

Formulacion i CR&;Ffi <100 CRéI;FCi <100
Formulacion | 35.57 26.56
Formulacioén Il 29.58 24.99
Formulacién lli 33.44 25.97
Formulacion IV 34.65 30.32
Formulacién V 40.6 39.59
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5.5.2. INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS FORMULACIONES EN LA

HUMEDAD.

En este apartado, se estudia el efecto de las 5 formulaciones empleadas

sobre la humedad de cada uno de los productos obtenidos en las distintas etapas

del proceso.

La humedad de las pastas elaboradas con las distintas formulaciones se

presenta en la figura 5.5.6. Como es ldgico, no hay diferencias significativas entre

ellas, ya que todas han sido elaboradas con la misma proporcion agua/ resto de

ingredientes.
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OPasta| 58,41 58,25 58,76 58,26

Figura 5.5.6. Humedad de la pasta (P) elaborada con las distintas formulaciones

Tampoco aparecen diferencias significativas tras la etapa de rebozado

(CR) y de prefritura (PF) tal y como muestran las figuras 5.5.7 y 5.5.8,

respectivamente.
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Figura 5.5.7. Humedad de los productos elaborados con las distintas formulaciones
obtenidos tras la etapa de rebozado (CR).
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Figura 5.5.8. Humedad de los productos elaborados con las distintas formulaciones
obtenidos tras la etapa de prefritura (PF).

Sin embargo, la disminuciéon de humedad que se aprecia durante la etapa
de prefritura, no es de la misma intensidad para las 5 formulaciones, aunque los

valores son muy cercanos.

A la vista de los resultados, destaca que la formulacion que mas agua
pierde durante la prefritura es la V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) lo que
se relaciona con la presencia de impulsor que genera alvéolos que facilitan la
salida de agua durante esta etapa de impacto térmico, tal como ha quedado

mostrado en el estudio de la microestructura (apartado 5.1.3).
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No existen diferencias significativas tras la etapa de congelacion para los
productos rebozados congelados (RC) preparados con las formulaciones | (sélo
harina de trigo), Il (harina de trigo y de maiz (3%)) y lll (harina de trigo y de maiz
(6%)) (figura 5.5.9). En cambio, el RC elaborado con la formulacion IV (harina de
trigo, de maiz y sal) presenta mayor contenido en agua; esto podria ser debido al
efecto solubilizador de la sal sobre las proteinas que hace que esta masa retenga

mas agua.

2 80 -
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E = 60 - £ T =5
g S 40 +— |l
£
Q 20 +— -
T
L) 0
RC I RC Il RC Il RC IV
o Congelacion 60,67 59,08 60,20 63,06

Figura 5.5.9. Humedad de los productos elaborados con las distintas formulaciones
obtenidos tras la etapa de congelacién (RC).

Las figuras 5.5.10 y 5.5.11 presentan los resultados correspondientes al
producto frito final (Ff) y el producto frito control (Fc), respectivamente. La figura
5.5.10 muestra que el contenido en humedad depende de los componentes de las
formulaciones; asi cuando se afiade maiz (formulaciones Il y Ill) aumenta el
contenido de agua tanto en Fc como en Ff. Precisamente el empleo de este
ingrediente en las formulaciones hace que la capacidad de retencion sea mayor;
Burge (1990) describen mayor capacidad de retencién de agua para los granulos
de almidon de maiz que para los del trigo. Esto también se traduce en un aumento
del area de los granulos de almidon, que se ha observado a nivel microestructural
(ver apartado 5.1.4.3). Otro hecho a destacar es la existencia de diferencias

significativas entre la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) y el
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resto de las formulaciones. La disminucién de la humedad en la formulaciéon V es

debido a la presencia de impulsor, como ya se ha explicado anteriormente.
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Ffl Ffll Ff 1l FfIV

O Fritura final 43,91 49,35 47,19

Figura 5.5.10. Humedad de los productos elaborados con las distintas formulaciones
obtenidos tras la etapa de fritura final (Ff).

Los resultados correspondientes al producto frito control (Fc) muestran
que solo existen diferencias significativas en la formulacién V (harina de trigo, de

maiz, sal e impulsor).
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Figura 5.5.11. Humedad de los productos elaborados con las distintas formulaciones
obtenidos tras la etapa de fritura control (Fc).
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5.5.3. ANALISIS ESTAD[STICO DE LA INTERACCION ENTRE EL
FACTOR “FORMULACION” Y EL FACTOR “ETAPA” SOBRE LA
HUMEDAD.

En la figura 5.5.12 se presentan los intervalos LSD de la humedad
correspondientes a los distintos niveles del factor formulaciéon (para cualquier
etapa del proceso) y correspondientes a los distintos niveles del factor etapa (para
cualquier formulacion). También se representan los diagramas de interaccién entre

ambos factores para el parametro humedad.

En el estudio de la humedad segun la formulacién empleada, destaca que
los valores de la humedad de los productos elaborados con la formulacién V
(harina de trigo, de maiz, sal e impulsor), son menores que para el resto de las
formulaciones. Este hecho parece légico, ya que esta formulaciéon contiene
impulsor que genera alvéolos que facilita la deshidratacién en todo el proceso de
elaboracién de productos rebozados congelados. La formulacion V presenta
diferencias significativas con el resto de formulaciones excepto con la formulacion
I (s6lo harina de trigo). Las formulaciones Il (harina de trigo y de maiz (3%), lll
(harina de trigo y de maiz (6%) y IV (harina de trigo, de maiz y sal) no presentan

diferencias significativas entre ellas.

En el estudio de la humedad segun el proceso, destacan la etapa de
rebozado con los valores mas altos, ya que el producto substrato posee un 83 %
de agua; y también la etapa de fritura final con los valores menores de todo el
proceso. La etapa de fritura control presenta valores un poco mayores que los
correspondientes a la etapa de fritura final. Las etapas de prefritura y de

congelacion no presentan diferencias significativas entre ellas.

160



Resultados y discusion

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Figura 5.5.12. Humedad e intervalos LSD en las distintas formulaciones y en las distintas
etapas del proceso de elaboracién de productoes rebozados congelados
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5.6. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA FRACCION LIPIDICA
DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS EN EL PROCESO DE
ELABORACION DE CALAMARES REBOZADOS CONGELADOS.

5.6.1. EVOLUCION DEL CONTENIDO EN GRASA.

Se lleva a cabo un estudio del contenido en grasa de los distintos
productos obtenidos en las distintas etapas del proceso de elaboracién de
calamares rebozados congelados preparados con las 5 formulaciones diferentes.

Las etapas y las formulaciones estudiadas son las mismas que en el apartado 5.5.

5.6.1.1. Influencia del proceso en el contenido en grasa.

Se estudia la variacion del contenido en grasa en las distintas etapas del

proceso para cada una de las formulaciones.

Las figuras 5.6.1, 5.6.2, 5.6.3, 5.6.4 y 5.6.5 presentan la evolucion del
contenido en grasa de los productos obtenidos al elaborar los calamares
rebozados congelados con las formulaciones | (sélo harina de trigo), Il (harina de
trigo y de maiz (3%)), lll (harina de trigo y de maiz (6%)), IV (harina de trigo, de
maiz y sal) y V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor), respectivamente.
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Figura 5.6.1. Evolucion del contenido en grasa de los productos elaborados con la

formulacion | en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.2. Evolucion del contenido en grasa de los productos elaborados con la
formulacion Il en las distintas etapas del proceso de elaboraciéon de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.3. Evolucion del contenido en grasa de los productos elaborados con la
formulacion lll en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.4. Evolucion del contenido en grasa de los productos elaborados con la
formulacioén IV en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.5. Evolucion del contenido en grasa de los productos elaborados con la
formulacion V en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados
congelados.

Se observa que las pastas (P) contienen una cantidad muy pequefa de
grasa (0,39 g grasa /100 g pasta); la anilla de calamar fresca (C) presenta
también un bajo contenido lipidico (2.5 g grasa/ 100 g calamar fresco).

El contenido en materia grasa se eleva considerablemente durante el
proceso de prefritura para todas las formulaciones empleadas. Logicamente, la
fritura incrementa aun mas el contenido en grasa. Si se compara el contenido
lipidico del producto frito final (Ff) con el producto frito control (Fc), se observa
que el Ff tiene un contenido en grasa significativamente mas elevado que el Fc
s6lamente para la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor). Esta
diferencia, que se atribuye al procesado industrial, puede ser en parte debida a
que el producto elaborado con la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e
impulsor) ya haya absorbido gran cantidad de grasa durante la prefritura. Ademas,
durante la congelacion se producen grietas, tanto en el producto substrato como
en la capa de rebozado (Llorca et al. 2003); estas grietas o huecos que ya se han
descrito en el apartado 5.1, se producirian como consecuencia del crecimiento de
cristales de hielo durante la congelacién y favorecerian la consecuente salida de
agua y penetracion de grasa durante la fritura.
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5.6.1.2. Influencia de la formulacién en el contenido en grasa.

En este apartado se estudia el efecto que tiene la formulacion sobre el

contenido en grasa a lo largo del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.

Como se observa en la figura 5.6.6, el contenido en grasa de las pastas

elaboradas con las distintas formulaciones es muy bajo y no presenta diferencias

significativas entre ellas. Tampoco se aprecian diferencias significativas en los

resultados obtenidos en la etapa de rebozado para las diferentes formulaciones

(figura 5.6.7).

o
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=] 10
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" 5
o
2 0
Pl P Pl
[oPasta| 0,39 0,39 0,38

Figura 5.6.6. Contenido en grasa de la pasta (P) elaborada con las distintas formulaciones.
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0O Rebozado 1,21 1,38 1,42

Figura 5.6.7. Contenido en grasa de los productos elaborados con las distintas
formulaciones tras la etapa de rebozado (CR).
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En las figuras 5.6.8 y 5.6.9 se presentan los datos correspondientes al
contenido graso tras la prefritura (PF) y la congelacion (RC) en las distintas
formulaciones.

g
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2] 0
—= PF | PF Il PF 1l PF IV
‘D Prefritura 6,32 4,24 4,57 4

Figura 5.6.8. Contenido en grasa de los productos elaborados con las distintas
formulaciones tras la etapa de prefritura (PF).
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Figura 5.6.9. Contenido en grasa de los productos elaborados con las distintas
formulaciones tras la etapa de congelacion (RC).

Tras la etapa de prefritura, el contenido graso de los productos elaborados
con las formulaciones lll (harina de trigo y de maiz (3%)) y IV (harina de trigo, de
maiz y sal) no presentan diferencias significativas (figura 5.6.8). Sin embargo, la
sustitucion parcial de la harina de trigo por harina de maiz (formulacién II)
disminuye la cantidad de grasa absorbida lo que podria estar relacionado con la

disminucion en el contenido de gluten de dicha formulacion. Burge (1990)
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encuentra una relacién inversa entre la absorcion de grasa y el nivel de maiz
afiadido en la formulacién de rebozado para “fish and chips” y lo relaciona con la
mayor capacidad de retencion de agua del almidéon de maiz durante su
gelatinizacion en la etapa de prefritura. Los productos prefritos elaborados con la
formulacion V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) son, légicamente, los que
sufren un mayor aumento del contenido lipidico debido a la presencia de impulsor
en dicha formulacion que facilitaria la penetracion de grasa. Se puede observar los
incrementos en grasa que se produce entre el producto prefrito (PF) y el producto
rebozado (CR), elaborados con las distintas formulaciones. Nétese el enorme
incremento producido en la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e
impulsor).

La observacion de los resultados correspondientes a las etapas de fritura
final y control (figuras 5.6.10 y 5.6.11) muestra que la sustitucién de parte de
harina de trigo por harina de maiz (formulacion Il y lll) disminuye la absorcién de
grasa tanto en la fritura final (Ff) como en la fritura control (Fc), tal y como se ha
observado también en la etapa de prefritura. La adicién de sal (formulacién V)
contrarresta esta reduccién en el contenido graso tanto en el Ff como en el Fec. Por
un lado, la reduccion en la cantidad de gluten en la formulacion Il (harina de trigo
y de maiz (3%)) y por otro la disolucion de las proteinas funcionales por efecto de
la sal (formulacion IV) podrian explicar este fendmeno contradictorio. Como es de
suponer el contenido en grasa de la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e
impulsor) es notablemente elevado ya que esta formulacién es la que contiene
impulsor, que genera alvéolos y canales por donde facilmente penetra el aceite de
fritura.
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Figura 5.6.10. Contenido en grasa de los productos elaborados con las distintas
formulaciones tras la etapa de fritura final (Ff).
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Figura 5.6.11. Contenido en grasa de los productos elaborados con las distintas
formulaciones tras la etapa de fritura control (Fc).

Las formulaciones que llevan maiz, en conjunto tienen al final mayor
contenido en agua y menor contenido en grasa. Desde el punto de vista del
consumidor, esto es interesante porque significa menor ingesta de grasa. Desde el
punto de vista del productor, también es interesante porque supone un menor
consumo de aceite durante el proceso. Tradicionalmente se ha considerado la
adiciéon de maiz para colorear el rebozado, si bien esta finalidad es trivial puesto
que masivamente el color se desarrolla durante las etapas de prefritura y de fritura
presumiblemente por reacciones de Maillard. Asi pues, aunque la adicién de maiz
puede ser suprimida para generar el color, es importante mantener esta adicién

por sus aspectos beneficiosos ya comentados referentes al menor contenido en
grasa.
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5.6.1.3. Analisis estadistico de la interaccion entre el factor “formulacion” y
el factor “etapa” sobre el contenido en grasa.

En la figura 5.6.12 se presentan los intervalos LSD del contenido graso
correspondientes a los distintos niveles del factor formulaciéon (para cualquier
etapa del proceso) y los correspondientes a los distintos niveles del factor etapa
(para cualquier formulacion). También se representan los diagramas de interaccion

entre ambos factores para el parametro contenido en grasa.

En el estudio del contenido en grasa segun las distintas formulaciones
empleadas, la formulacion V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) presenta
diferencias significativas con el resto de formulaciones; dicha formulacion posee
los valores mayores de todas las formulaciones estudiadas, como ya se ha
explicado anteriormente, el impulsor seria el causante de dicho aumento. El

contenido en grasa presenta una evolucion inversa a la de humedad.

En el estudio del contenido en grasa segun el proceso, destacan
l6gicamente los valores presentados por las etapas de fritura; las etapas de
congelacion y prefritura presentan valores intermedios y por ultimo las etapas de

rebozado y de pasta tienen valores menores que el resto de las etapas.
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Figura 5.6.12. Contenido en grasa e intervalos LSD en las distintas formulaciones y en las

distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.
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5.6.2. EVOLUCION DE LA CALIDAD DE LA FRACCION LIPIDICA.

Se lleva a cabo un estudio de la calidad de la fraccién lipidica de los
distintos productos obtenidos en las distintas etapas del proceso de elaboracién de
calamares rebozados congelados preparados con las 5 formulaciones diferentes.
Se analizan los parametros indice de acidez, indice de iodo y absorcién especifica
en la zona del ultravioleta visible (K23, ¥y Ko7g). Las etapas estudiadas en este
apartado son las siguientes: prefritura (PF), congelacion (RC), fritura final (Ff) y
fritura control (Fc). Las formulaciones empleadas son las descritas en los
apartados anteriores 5.5.1y 5.5.2.

5.6.2.1. Influencia del proceso en la calidad de la fraccion lipidica.

5.6.2.1.1. indice de acidez

El indice de acidez (IA) mide la hidrdlisis de los enlaces éster de los
acilglicéridos de la grasa, con la consecuente liberacion de acidos grasos. Los
resultados obtenidos para las 5 formulaciones distintas se presentan en las figuras
5.6.13,5.6.14,5.6.15,5.6.16 y 5.6.17.
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OFORMULACION|| 0,63 0,67 0.64 ‘

Figura 5.6.13. Evoluciéon del indice de acidez de los productos elaborados con la
formulacion | en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.14. Evolucién del indice de acidez de los productos elaborados con la
formulacion Il en las distintas etapas del proceso de elaboraciéon de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.15. Evolucion del indice de acidez de los productos elaborados con la
formulacion lll en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.16. Evolucién del indice de acidez de los productos elaborados con la
formulacion IV en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.17. Evolucién del indice de acidez de los productos elaborados con la
formulacion V en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados
congelados.

Cuando el calamar prefrito (PF) se somete a congelacion durante una
semana (RC) se observa un aumento del IA para todas las formulaciones
empleadas en su elaboracion. Este resultado podria ser debido a que durante la
etapa de congelacion tienen lugar reacciones de lipdlisis que dan lugar a la

formacion de acidos grasos libres.

Sin embargo, en general cuando el calamar rebozado congelado (RC) se
frie durante 3 min se produce una disminucion del IA (comparar los valores de RC
con los de Ff y Fc para todas las formulaciones). Aunque la lipdlisis produce
durante la congelacion &acidos grasos libres, éstos pueden reaccionar con
productos derivados de la desnaturalizacion de proteinas, causando la
neutralizacion de los grupos carboxilo de los acidos grasos libres. Ademas,
algunos de los &acidos grasos generados durante la congelaciéon podrian

volatilizarse durante la fritura final (Llorca et al. 2003).

Por otro lado, es sabido que la grasa absorbida por parte de los productos
fritos puede proceder hasta mas de un 90% del aceite de fritura (Pérez-Camino et
al. 1991), que tendria un menor porcentaje de acidos grasos libres que el alimento

que ha sido previamente prefrito y congelado.
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Si se compara el producto frito final (Ff) y el producto frito control (Fc),
este Ultimo presenta valores mayores de IA. Los procesos de prefritura y
congelaciéon parecen amortiguar el aumento de acidos grasos libres producidos
por el efecto térmico de la fritura final. Como se ha explicado anteriormente, la
desnaturalizacion de proteinas que se produce durante el procesado industrial
puede disminuir la concentracion de acidos grasos libres.

Pero en general, los valores del indice de acidez obtenidos indican un
grado de hidrdlisis relativamente bajo que no contribuiria a disminuir la calidad del
producto y estad en concordancia con los resultados obtenidos por Masson et al.
(2001).

5.6.2.1.2. indice de iodo

El indice de iodo ofrece informacion sobre el grado de saturacién de la
fraccion lipidica del producto ya que es una medida de sus enlaces insaturados.
La disminucion del indice de yodo es por tanto, indicativo de la reduccion de
contenido en acidos grasos olefinicos a lo largo de la autooxidacion (Fennema,
2000).

Las figuras 5.6.18, 5.6.19, 5.6.20, 5.6.21 y 5.6.22 presentan la evolucién
del indice de iodo en las distintas etapas de elaboracion de los calamares

rebozados congelados con las formulaciones I, II, lll, IV y V respectivamente.

No se producen grandes modificaciones en el indice de iodo a lo largo del
proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados para todas las
formulaciones empleadas. Lo mas destacable es que, en general, los valores del
producto frito final (Ff) son menores que los del producto frito control (Fc), lo
cual puede ser un resultado del proceso industrial: la desnaturalizacién de
proteinas que tiene lugar durante la congelacion podria generar productos que

reaccionarian con los dobles enlaces de la fraccion lipidica, reduciéndose el indice
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de iodo; ademas, los propios componentes insaturados de la fraccién lipidica
tendrian mayores oportunidades de reaccionar entre si durante la congelacion,
todo lo cual redundaria en una pérdida de dobles enlaces y por tanto, en una

disminucion del indice de iodo.
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PF | RC | Ffl
OFORMULACION || 96,13 96,95 95

Figura 5.6.18. Evolucién del indice de iodo de los productos elaborados con la
formulacion | en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados

congelados.

80 — =
(-] % 60
e
=2 40 |
o 20 L
0
PF Il RC Il Ff il
0 FORMULACION I 99,49 97,86 96

Figura 5.6.19. Evolucién del indice de iodo de los productos elaborados con la
formulacion Il en las distintas etapas del proceso de elaboraciéon de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.20. Evolucién del indice de iodo de los productos elaborados con la
formulacion lll en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.
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Figura 5.6.21. Evolucién del indice de iodo de los productos elaborados con la
formulacioén IV en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.

o |
2 60
oo
Ere 40 -
= 20
)
0
PFV RCV FfV
OFORMULACIONV | 94,95 94,04 94,

Figura 5.6.22. Evolucion del indice de iodo de los productos elaborados con la
formulacién V en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados

congelados.
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5.6.2.1.3. K32, Ka7o

La medida de la absorbancia en la zona del ultravioleta (indices Kos, y Ka7o)
refleja la presencia en general de dobles enlaces conjugados en la estructura de la
molécula. Segun Gere (1982), la absorbancia a 232 nm indica la presencia de
dienos conjugados y de hidroperéxidos linoleicos. Sanelli (1979) indica durante la
oxidacién de la materia grasa se forman hidroperéxidos que absorben en la zona
préxima a 232 nm. En su oxidacién posterior se originan una serie de productos

secundarios que absorben a 270 nm aproximadamente.

Las figuras 5.6.23, 5.6.24, 5.6.25, 5.6.26 y 5.6.27 presentan la evolucion
del indice de absorcion K,;, de los productos obtenidos al elaborar los calamares
rebozados congelados con las formulaciones | (sélo harina de trigo), Il (harina de
trigo y de maiz (3%)), lll (harina de trigo y de maiz (6%)), IV (harina de trigo, de

maiz, y sal) y V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) respectivamente.

Se observa que en todas las formulaciones, se produce un aumento
significativo del indice K3, durante la congelacion (comparar los valores
correspondientes a PF con RC), lo que indicaria la aparicion de compuestos de
oxidacién primarios durante esta etapa. El valor de K,3, aumenta aun mas durante
la etapa de fritura final para todas las formulaciones (comparar los valores de RC
con Ff); este aumento se deberia al incremento de compuestos de degradacion

primaria durante la fritura final.

Los valores de Ky, correspondientes a los productos fritos final (Ff) y
fritos control (Fc) tienen un comportamiento similar para todas las formulaciones
estudiadas. Los valores de este indice para Ff son en todos los casos mayores
que para Fc, lo que podria ser debido a que el control no ha sido sometido a las
etapas de prefritura ni de congelacion y por tanto, mantiene menores niveles de

deterioro. Estos resultados coinciden con el estudio de Pérez-Camino et al. (1991)
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sobre diferencias entre alimentos prefritos y posteriormente fritos, y alimentos
frescos fritos (patatas fritas y merluza rebozada); estos autores afirman que la
grasa de los productos prefritos contiene compuestos polares que pueden tener
influencia en la calidad final del producto y en el aceite de fritura. Segun Pokorny
(1980) los productos de oxidacion tales como hidroperoxidos, aldehidos y cetonas
no solo se unen al substrato prefrito por enlaces débiles, como interacciones
hidrofébicas o puentes de hidrogeno, sino que también pueden formar enlaces
covalentes. Estos productos de oxidaciéon reaccionan facilmente con los grupos
NH, libres de las proteinas del substrato. Por tanto, en el producto frito final (Ff),
que ha sido sometido a prefritura, se detectan una mayor cantidad de compuestos
polares o productos de oxidacién que en el producto frito control (Fc), que no se
ha sometido a dicha etapa.

K232

PF | RC I Ffl
o FORMULACION | 3,43 4,71 5,26

Figura 5.6.23. Evolucion del indice de absorcion Kzs; de los productos elaborados con la
formulacién | en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.24. Evolucién del indice de absorcion K23z de los productos elaborados con la
formulacioén Il en las distintas etapas del proceso de elaboraciéon de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.25. Evolucién del indice de absorcion K23, de los productos elaborados con la
formulacion lll en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.26. Evolucion del indice de absorcion K32 de los productos elaborados con la
formulacioén IV en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.27. Evolucién del indice de absorcion K23z de los productos elaborados con la
formulacion V en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados
congelados.

Las figuras 5.6.28, 5.6.29, 5.6.30, 5.6.31 y 5.6.32 presentan la evolucion
del indice de absorcion Kayg.

El indice K70 mide los productos de oxidacién secundarios que absorben
a 270 nm (principalmente a, B-dicetonas y a-cetonas insaturadas). Los indices Ky7q
de los calamares sometidos a fritura final (Ff) y a fritura control (Fc) presentan
diferencias significativas para todas las formulaciones estudiadas. Los valores
para Ff son mayores en todos los casos, que los presentados en las demas etapas
del proceso (incluida la fritura final). Como ya se ha mencionado anteriormente,
podria ser debido a que el Ff se ha sometido a la etapa de prefritura y a la de
congelacién, y su fraccion lipidica ha sido susceptible de ser degradada a

productos secundarios de oxidacién en ambas etapas.
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Figura 5.6.28. Evolucion del indice de absorcion K70 de los productos elaborados con la
formulacién | en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.29. Evolucién del indice de absorcion Ku7g de los productos elaborados con la
formulacion Il en las distintas etapas del proceso de elaboraciéon de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.30. Evolucién del indice de absorcion Kz7g de los productos elaborados con la
formulacién lll en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados
congelados.
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Figura 5.6.31. Evolucién del indice de absorcion Ku7g de los productos elaborados con la
formulacion IV en las distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados

congelados.

15
|
: 1
g 1,0
N
X f
0,5
0,0
PFV RCV FfV
'OFORMULACIONV| 0,81 1,21 1,

Figura 5.6.32. Evolucién del indice de absorcién Kz7o de los productos elaborados con la
formulacion V en las distintas etapas del proceso de elaboracién de calamares rebozados

congelados.

Por dltimo, se puede sefialar que los valores de Kas, y Ky7g obtenidos para

todas las etapas del proceso y para todas las formulaciones estudiadas son

inferiores a los obtenidos por otros autores (Sanchez-Muniz et al., 1994) para otros

productos fritos, como las patatas fritas, y ademas estan dentro de los limites

aceptados por la normativa aprobada en el B.O.E. (21 de febrero de 1983).
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5.6.2.2. Influencia de las distintas formulaciones en la calidad de la fracciéon
lipidica.

5.6.2.2.1. Indice de acidez

La figura 5.6.33 muestra que no existen diferencias significativas entre los

diferentes tipos de formulaciones para el producto prefrito (PF).

.0

0,8 4

0,6

Acidez

0,2

g

o

(=]

o

e

x 04
e

o

£

0,0
PF | PF I PF Il PF IV P

[oPrefitura| 063 | 063 | 064 | 060

Figura 5.6.33. indice de acidez de los productos elaborados con las distintas formulaciones,
tras la etapa de prefritura (PF).

En cuanto a la etapa de congelacion (figura 5.6.34), solamente presentan
diferencias significativas los calamares elaborados con la formulacién V (harina
de trigo, de maiz, sal e impulsor). Este resultado se puede explicar ya que la
formulacion V es, precisamente, la que absorbe mayor porcentaje de grasa

susceptible de sufrir lipdlisis durante esta etapa (ver apartado 5.6.1.2).
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by
T3
Q
o 5 0,4
g
o 0,2 -
E
0,0
RC I RC I
0 Congelacion 0,67 0,65

Figura 5.6.34. indice de acidez de los productos elaborados con las distintas
formulaciones, tras la etapa de congelacion (RC).

==
o
o - e
By 04,
g
> 0,2
0,0
Ffl Ffll
o Fritura final 0,64 0,63

Figura 5.6.35. indice de acidez de los productos elaborados con las distintas
formulaciones, tras la etapa de fritura final (Ff).

— =
—i—
o
=
I
g
= 0,2 1
£
0,0
Fcl Fcll Fc lll
O Fritura control 0,68 0,69 0,71

Figura 5.6.36. Indice de acidez de los productos elaborados con las distintas
formulaciones, tras la etapa de fritura control (Fc).

184



Resultados y discusion

Lo mas destacable en la etapa de fritura, tanto final (Ff) como control

(Fc) (figura 5.6.35 y 5.6.36) es que el indice de acidez de la formulacién IV

(harina de trigo, de maiz y sal) es significativamente menor que en las otras

formulaciones. La sal podria causar una desnaturalizacién de proteinas que

conduciria a la aparicion de nuevos puntos de unién para la formacién de enlaces

con los grupos carboxilo libre de los acidos grasos, reduciéndose asi el indice de

acidez.

5.6.2.2.2. indice de iodo

Las figuras 5.6.37, 5.6.38, 5.6.39 y 5.6.40 presentan los valores de indice

de iodo tras las etapas de prefritura (PF), congelaciéon (RC), fritura final (Ff) y

fritura control (Fc) para las distintas formulaciones estudiadas.

100 = =
6 80
s
.g {=] 60 |
&
== 40 +—|
° 20
0
PF I PF Il PF I PFIV | PF
[oPrefitra| 96,13 | 9949 | 9839 | 96,91

Figura 5.6.37. indice de iodo de los productos elaborados con las distintas formulaciones,

tras la etapa de prefritura (PF).
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RCI RC Il

RCIlI

o Congelacion | 97,86 97,86

99,34

Figura 5.6.38. indice de iodo de los productos elaborados con las distintas formulaciones,

tras la etapa de congelacién (RC).

— —E
80 -
o 60 -
tg
— 40 &
=
2 20 1
0
Ffl Ffll
O Fritura final 95,78 96,65

Figura 5.6.39. indice de iodo de los productos elaborados con las distintas formulaciones,

tras la etapa de fritura final (Ff).

o

(=]

= 40

=

= 20 +—

0
Fc Fc ll Fc lll

O Fritura control 99,20 98,73 99,06

Figura 5.6.40. indice de iodo de los productos elaborados con las distintas formulaciones,

tras la etapa de fritura control (Fc).
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La adicion de sal en la formulacion IV (harina de trigo, de maiz y sal) con
la consiguiente solubilizacién de proteinas, causa una disminucién del indice de
iodo si se compara con los productos elaborados con las formulaciones | (sélo
harina de trigo), Il (harina de trigo y de maiz (3%)) y lll (harina de trigo y de maiz
(6%)). Este resultado se puede observar en todas las etapas del proceso. Los
productos elaborados con la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e
impulsor) presentan incluso menor indice de iodo; al efecto de la sal se le afade el
efecto del agente impulsor, que desde la prefritura ya genera alvéolos que
favorecen la penetracion del aceite vegetal usado para freir (cuyo indice de iodo

esigual a 75 g /100 g grasa).

Es interesante resaltar que el indice de iodo disminuye desde 132.2 g I,/
100 g grasa del calamar fresco hasta 94.6 g I,/ 100 g grasa del producto frito final
elaborado con la formulacion V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor), lo que
indica una importante absorcion del aceite de fritura. De hecho, mas del 90% de la
grasa extraida en alimentos fritos del alimento procede del aceite de fritura (Pérez-
Camino et al. 1991).
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5-6.2-2-3- K232, K270

Las figuras 5.6.41, 5.6.42, 5.6.43 y 5.6.44 presentan la comparacion del

indice de absorcion Ky3, tras la prefritura (PF), congelaciéon (RC), fritura final

(Ff) y fritura control (Fc) segun las distintas formulaciones empleadas.

K232

11 LA

PF I

PF I

PF Il

[oPrefiitura| 3,43

3,36

3,58

PF IV

Figura 5.6.41. indice de K32 de los productos elaborados con las distintas formulaciones,

tras la etapa de prefritura (PF).

3 _ il —F—
N
X 4
2 =
0
RC | RC I RClll RCIV
O Congelacion 4,71 4,08 5414 5

Figura 5.6.42. indice de K23, de los productos elaborados con las distintas formulaciones,

tras la etapa de congelacién (RC).

En general para todas las etapas, la formulacién con la que se producen

mas productos de oxidacion detectados a través de la K3, es la que incorpora sal

(formulacion V). El efecto solubilizador de proteinas que produce la sal,
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generaria puntos de unién donde se intercambiarian quimicamente los productos

de oxidacion que se van generando.

Los productos elaborados con la formulacion V (harina de trigo, de maiz,
sal e impulsor) poseen valores menores de Ky3,; aunque también llevan sal en su
formulacion, parece que el efecto de la sal esta contrarrestado por el del impulsor
al que se atribuye una gran absorcion de aceite de fritura. El aceite de fritura esta
menos degradado que la propia grasa del producto frito, por lo que un gran
intercambio de grasa entre el producto a freir y el bafo durante la fritura puede
ayudar a que la calidad del producto final mejore con respecto a la degradacion de
lipidos (Pokorny, 1980). Ademas, los tratamientos de prefritura y de congelacién

enmascaran los efectos de los ingredientes en cada una de las formulaciones.

10
8 =
8 2 W
g‘ R
At d
2 i
0
Ffl Ff Il =l Ff IV F
0 Fritura final 5,26 4,80 5,65 5,63

Figura 5.6.43. indice de Kzs2 de los productos elaborados con las distintas formulaciones,
tras la etapa de fritura final (Ff).

189



Resultados y discusion

l 6
<
i —F—

2 Al
0
Fcl Fc ll Fc il
o Fritura control 3,92 3,55 3,01

Figura 5.6.44. indice de K23, de los productos elaborados con las distintas formulaciones,
tras la etapa de fritura control (Fc).

Las figuras 5.6.45, 5.6.46, 5.6.47 y 5.6.48 presentan los valores

correspondientes al indice de absorcién Kyzo.

g 1,0
0,5 4
0,0
PF I PF I PF Il
O Prefritura 0,95 0,89 0,96

Figura 5.6.45. indice de K70 de los productos elaborados con las distintas formulaciones,
tras la etapa de prefritura (PF).
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g 1,0 |
0,5 -
0,0

RC | RC Il

O Congelacién 1,26 1,28

Figura 5.6.46. indice de Kz7o de los productos elaborados con las distintas formulaciones,

tras la etapa de congelacién (RC).

0,5 1
0,0
Ffl Ffll Ff
O Fritura final 1,35 1,42 1,3l

Figura 5.6.47. indice de K270 de los productos elaborados

tras la etapa de fritura final (Ff).

F

con las distintas formulaciones,

;E 1,0 B
0,5
0,0

Fcl Fc ll

Fc lll

O Fritura control 1,08 1,08

1,16

Figura 5.6.48. indice de Ky7o de los productos elaborados

tras la etapa de fritura control (Fc).

con las distintas formulaciones,
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Lo mas destacable es que para todas las etapas, la formulacién V (harina
de trigo, harina de maiz, sal e impulsor) es la que menos valores de K,7o presenta,
lo que estaria relacionado con el intercambio de aceite entre el alimento y el medio
de fritura. Ademas, los valores de K7y correspondientes a la fritura final (figura
5.6.47) practicamente no varian entre las distintas formulaciones, mientras que
para la fritura control si se observan diferencias significativas entre las
formulaciones; el procesado industrial -prefritura y congelacion- enmascara las
diferencias atribuibles a las distintas formulaciones. En resumen, el producto
elaborado con la formulaciéon V, que lleva impulsor, muestra significativamente
una menor oxidacion de su fraccion lipidica, lo que debe estar en relacion con la
mayor absorcion del aceite de fritura y por tanto, del intercambio que se produce
con el uso de esta formulacion para rebozados. De este modo, la formulaciéon V
parece ser la adecuada para su utilizacién en calamares rebozados congelados.
Todo esto siempre y cuando el aceite de fritura se renueve las suficientes veces
en la caldera para garantizar una calidad adecuada. De ahi que en el apartado
5.6.3 se aborde el estudio de la calidad del aceite de fritura sometido a estrés

térmico.
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5.6.2.3. Analisis estadistico de la interaccion entre el factor “formulacion” y
el factor “etapa” sobre la calidad de la fraccién lipidica.

En las figuras 5.6.49, 5.6.50, 5.6.51 y 5.6.52 se presentan los intervalos
LSD de los indices de acidez, de iodo, K3, ¥ Ky7o correspondientes a los distintos
niveles del factor formulacion (para cualquier etapa del proceso) vy
correspondientes a los distintos niveles del factor etapa (para cualquier
formulacion). También se representan los diagramas de interaccion entre ambos

factores para los parametros estudiados.

En el estudio estadistico del indice de acidez, destaca la formulacién IV
que presenta diferencias significativas con el resto de formulaciones (menor
indice). Por otro lado, las etapas de congelacién y de fritura control tienen los
indices de acidez mas elevados y por tanto mayor lipdlisis que libera acidos grasos
libres como ya se ha comentado en el apartado 5.6.2.1. En el estudio estadistico
del indice de iodo, tienen importancia los valores menores de las formulaciones
IV y V (efecto desnaturalizante de proteinas por parte de la sal, ya comentado
anteriormente) y la etapa de fritura final que también destaca por este menor
indice. En el estudio de los indices K3, ¥ Ko7g (ambos presentan comportamientos
similares) destacarian las formulaciones IV (harina de trigo, de maiz y sal) y V
(harina de trigo, de maiz, sal e impulsor), con efectos contrapuestos, como ya se
ha explicado en el apartado 5.6.2.2, y la etapa de fritura final (Ff) con indices
indicativos de oxidacién superiores a las otras etapas, debido al procesado

industrial al que se somete el producto.
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Figura 5.6.49. indice de acidez e intervalos LSD en las distintas formulaciones y en las

distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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Figura 5.6.50. indice de iodo e intervalos LSD en las distintas formulaciones y en las

distintas etapas del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados.
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Figura 5.6.51. K232 e intervalos LSD en las distintas formulaciones y en las distintas etapas
del proceso de elaboracion de calamares rebozados congelados
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Figura 5.6.52. K279 € intervalos LSD en las distintas formulaciones y en las distintas etapas
del proceso de elaboracién de calamares rebozados congelados
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5.6.3. CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS ACEITES
SOMETIDOS A ESTRES TERMICO DURANTE LA FRITURA DE
CALAMARES REBOZADOS CONGELADOS.

Los datos correspondientes al anadlisis del aceite de fritura tras distintos
tiempos de calentamiento son de especial importancia para comprender los
cambios quimicos que se producen en la fracciéon lipidica de los productos
obtenidos a lo largo del proceso industrial de elaboracion de rebozados
congelados (ver apartado 5.6.2); la importancia reside en el enorme intercambio
de aceite entre el alimento y el medio de fritura que se produce durante esta
etapa. Ademas, ya que los componentes quimicos del producto a freir pueden
migrar al aceite de fritura y acelerar su de degradacién quimica, parece razonable
estudiar el estrés térmico que sufre un aceite calentado sin alimento (aceite
control) durante los mismos periodos que el aceite utilizado para la elaboracion de

productos rebozados congelados (aceite con alimento).

5.6.3.1. Integral térmica del proceso de fritura

La fritura en aceite se lleva a cabo a una temperatura constante de 180°C.
Al inicio del proceso, el aceite se encuentra a temperatura ambiente (20°C) y tarda
15 min en alcanzar la temperatura de fritura 180°C; al acabar ésta, el tiempo
necesario para que el aceite descienda de nuevo a temperatura ambiente es de 3
h y 30 min. Las tomas de muestras, tanto del aceite sometido a fritura con alimento
como del aceite sometido a fritura sin muestra (aceite control), se realizan tal y
como se indica en la figura 5.6.53. Durante los tiempos de subida y bajada de la

temperatura no se frie.
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—— T? aceite o Toma de muestra
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Figura 5.6.53. Diagrama temperatura/ tiempo del aceite del bafo de fritura.

En la figura 5.6.53 se observa que el proceso se ha llevado a cabo de
modo discontinuo para asemejarlo lo maximo posible al procesado industrial,
aunque adaptandolo a las necesidades de la realizacion del proceso en el
laboratorio. Por otro lado, hay que tener en cuenta que posiblemente no se
alcanzaran los niveles de estrés térmico que se alcanzan en la industria, ya que se
parte de aceite nuevo y se calienta durante un periodo de tiempo relativamente

corto.

Como se trata de un proceso discontinuo, habra que tener en cuenta que
las muestras que se han extraido del bafio de fritura durante la 22 meseta (figura
5.6.53.), no s6lo han estado sometidas a 180°C durante toda la primera etapa de
fritura (1% meseta), sino que también han estado sometidos a estrés térmico
durante las 3 h y 30 min que tarda el aceite en alcanzar la temperatura ambiente, y
durante los 15 min que tarda el aceite en alcanzar de nuevo los 180°C para la
segunda etapa de fritura (22 meseta). Asi, la ultima toma de muestra de aceite
caliente se hace aproximadamente a las 9 h de calentamiento (figura 5.6.53), pero
este tiempo no corresponde al periodo durante el cual esta sometido a 180°C, ya
que incluye todos los periodos de calentamiento y enfriamiento durante los cuales

el aceite esta sometido a menor temperatura. Por este motivo, es interesante
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calcular el tiempo de estrés térmico del aceite; es decir, el tiempo en que el aceite
ha estado sometido a temperatura mayor a la ambiente. Cuando se para el
proceso, al tiempo que lleva el aceite habria que afadirle las 3 h y 30 min (tiempo
que tarda el aceite en llegar a la temperatura ambiente de 20°C) y los 15 min
(tiempo que tarda el aceite en alcanzar la temperatura constante del bafio de
fritura de 180°C).

Asi, se determina la integral térmica (tabla 5.6.2) teniendo en cuenta los
periodos de calentamiento (15 min) y de enfriamiento (3 h y 30 min) del aceite del

bano de fritura, como se observa en la figura 5.6.54.

Tabla 5.6.2. Integral térmica (°C.h) del aceite control y del aceite con alimento.

Temperatura bafo fritura | Tiempo de estrés térmico | Integral térmica
(°C) (h:min) (°C.h)
20 0:00 0

180 0:15 20
180 1:30 220
180 2:15 340
180 2:40 412
180 3:30 540
20 7:00 820
180 7:15 840
180 8:15 1000
20 12:00 1300
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Figura 5.6.54. Integral térmica (°C*h) del aceite del bafio de fritura de calamares rebozados
congelados frente al tiempo de estrés térmico (h) del aceite.

5.6.3.2. indice de acidez

Como ya se ha explicado en el apartado 5.6.2.1.1, el indice de acidez
mide la hidrdlisis del enlace éster de los acilglicéridos de una grasa. En un aceite
de fritura, los acilglicéridos se ponen en contacto con el agua procedente del
producto a freir y sufren la hidrélisis de los enlaces éster. Como consecuencia se
produce la descomposicién de los triglicéridos (que son los acilglicéridos
mayoritarios en los alimentos) en diglicéridos y monoglicéridos y liberaciéon de
acidos grasos. Esto ultimo provoca un aumento de la acidez libre del aceite y
facilita la posterior autooxidacion que conduce a la formacion de cetonas,
aldehidos y lactonas que producen aromas desagradables (Monferrer y Villalta,
1993a). Ademas del sabor que pueden impartir estos productos, desde el punto de
vista tecnoldgico, esta degradacion quimica provoca una disminucién notable de la
calidad del aceite de fritura, mayor disposicion a que los alimentos presenten su
superficie agrietada, mayor tendencia al pardeamiento y aumento en su contenido
graso debido a la absorcién de aceite por parte del alimento (Cambero et al.,
1998).
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La figura 5.6.55 representa la evolucion del indice de acidez con el
diagrama temperatura/ tiempo del aceite de fritura con y sin alimento (aceite
control). Se observa que el indice de acidez del aceite aumenta a medida que lo
hace el tiempo de fritura. El indice de acidez del aceite control no presenta
diferencias significativas a lo largo del proceso de fritura. El indice de acidez del
aceite con alimento solo presenta diferencias significativas para tiempo 7 h, justo
tras el enfriamiento, al comienzo de la 22 meseta. Este aumento de la hidrdlisis
podria explicarse por la presencia de residuos de alimento en el medio de fritura.
Por tanto, la discontinuidad del proceso no parece muy recomendable, ya el aceite
continia degradandose conforme transcurren los tiempos de calentamiento y
enfriamiento, ayudado por las particulas de alimento que liberan sus componentes

al medio de fritura.

T2 aceite
o |.LA*100 de aceite control
o |.A*100 de aceite con alimento

0 12 14 16

6 8 1
Tiempo (h)

Figura 5.6.55. Evolucion del indice de acidez del aceite del bafio de fritura con y sin
alimento en el diagrama temperatura/ tiempo (Fig.5.6.53.)

Grado de acidez

El grado de acidez mide el porcentaje de acidos grasos libres expresados
en oleico (% acido oleico). El grado de acidez que presenta al inicio el aceite sin
muestra control, antes de ser sometido a estrés térmico, presenta un valor de

0.20°; a partir de 2 h y 30 min a 180°C este valor aumenta hasta 0.25° y cuando
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alcanza el final del proceso, tras 6 h a 180°C, alcanza 0.16°. El aceite sometido a
fritura con muestra sigue una pauta similar al aceite sin muestra pero con valores

de grado de acidez menores (figura 5.6.56).

En general, es recomendable descartar los aceites cuando alcanzan un
grado de acidez de 1° (Monferrer y Villalta, 1993b). En el presente trabajo, el valor
maximo que alcanza el grado de acidez es de 0.23° el cual esta por debajo del
limite marcado (1°). Segun Blumenthal (1991) un aceite ligeramente degradado, es
mejor aceite de fritura que un aceite nuevo, ya que al estar mas polimerizado
penetra peor en el alimento. Asi, el grado de acidez del aceite objeto de estudio no
llega hasta 1° que corresponderia a un aceite degradado, pero se encuentra en
condiciones 6ptimas para la fritura.

T? aceite
o G.A*100 de aceite control
o G.A*100 de aceite con alimento

14 16

8
Tiempo (h)

Figura 5.6.56. Evolucion del grado de acidez del aceite del bafio de fritura con y sin
alimento en el diagrama temperatura/ tiempo (Fig.5.6.53.)

5.6.3.3. indice de iodo

La figura 5.6.57 representa la evolucion del indice de iodo del aceite con y

sin alimento junto con el diagrama temperatura/ tiempo del aceite. Se observa que

203



Resultados y discusion

el indice de iodo del aceite con alimento no presenta diferencias significativas
entre las distintas muestras tomadas a los distintos tiempos, excepto en el periodo
inicial, en el que se produce un aumento de este indice, por lo que parece decisivo
el primer calentamiento. El indice de iodo del aceite control no presenta diferencias

significativas entre distintos tiempos de fritura.

T2 aceite
o LIde aceite control
o llde aceite con alimento

8
Tiempo (h)

Figura 5.6.57. Evolucién del indice de iodo del aceite del bafio de fritura con y sin alimento
en el diagrama temperatura/ tiempo (Fig. 5.6.53).

5.6.3.4. Absorcion especifica en el ultravioleta: indices K232 y K270

Se lleva a cabo la medida de la absorbancia en la zona del ultravioleta a
las longitudes de onda de 232 y 270 nm respectivamente; a partir de éstas se
calculan los coeficientes K232 y K270. Estos coeficientes se emplean como criterio
de calidad de los aceites, para estudiar posibles alteraciones quimicas durante los

procesos industriales que implican tratamiento térmico.

Como ya se ha explicado en el apartado 5.6.2.1.3, la aplicacién de este
parametro se basa en la absorcién en el ultravioleta de los dobles enlaces
conjugados y productos de oxidacion primaria que van apareciendo en la

estructura de la molécula, como consecuencia del calentamiento.
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Se observa que los valores de K232 para el aceite control no presentan
diferencias significativas entre los distintos tiempos de fritura, excepto para el
tiempo 12 h, donde este valor alcanza los mismos valores que el indice K232 del
aceite con alimento (valores mayores del proceso). También se puede observar
que el aceite en el que ha sido frito el alimento esta mas degradado que el aceite
control. Este aceite frito con alimento no presenta diferencias significativas si se
comparan los valores tomados antes y después del periodo de
enfriamiento/calentamiento (comparar valores para 3.5h y 7.25h). Asi como el
indice de acidez en dicho periodo aumentaba debido a la presencia de H20 en el
seno del aceite, en el indice K232 (medida de los productos de oxidacion

primarios) no parece tan determinante.

T® aceite
o K232*10 de aceite control
o K232*10 de aceite con alimento

14 16

Tiempo (h)

Figura 5.6.58. Evolucion de K232 del aceite del bafio de fritura con y sin alimento en el
diagrama temperatura/ tiempo.

El coeficiente de absorciéon a 270nm (K270) refleja la aparicion de
productos secundarios de oxidacién, talles como a, B-dicetonas y a-cetonas

insaturadas, tipicas de los aceites en proceso de enranciamiento.

La figura 5.6.59 presenta el coeficiente K270 frente al tiempo de fritura. Se
observa que K270 del aceite control experimenta un incremento notable durante la

primera hora. Se observan diferencias significativas entre los primeros estadios del
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proceso y el final de éste. El valor de K270 para el aceite con alimento desciende
inicialmente (pasa de 1.43 a 0.99) cuando alcanza 1 h y 30 min de fritura y
conforme avanza la fritura va aumentando hasta un valor final de 1.70. Esto indica

la aparicion de productos secundarios de oxidacion a lo largo de la fritura.

—— T aceite o K270*100 de aceite control

o K270*100 de aceite con alimento
200 o
180 A
160 |
140 §;
120 H[:
100 3
80 i
60 -
40 H:
20

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (h)

Figura 5.6.59. Evolucién de K270 del aceite del bafio de fritura con y sin alimento en el
diagrama temperatura/ tiempo (Fig. 5.6.53).
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5.7. ESTUDIO COMPARATIVO DE ALGUNAS MARCAS
COMERCIALES

Se realiza un estudio de la calidad de tres marcas comerciales de
calamares rebozados congelados adquiridas en distintos supermercados locales.
Como factores de calidad se toman: contenido en humedad, contenido en grasa e
indices de calidad de la fraccion lipidica. Ademas, se observa la microestructura
de las muestras por la técnica de Cryo-SEM. Las etapas analizadas son:

congelacion (RC) y fritura final (Ff).

5.7.1. EVOLUCION DE LA HUMEDAD

La figura 5.7.1 presenta los resultados de humedad obtenidos tras la etapa
de congelacion (RC) y la etapa de fritura final (Ff) para las tres marcas
comerciales. Se observa que la marca M2 es la que menor humedad tiene tanto
en la etapa de congelacion como en la de fritura final y presenta diferencias
significativas con las otras dos marcas. En todas las marcas, como era de esperar,
la humedad disminuye durante la etapa de fritura, como consecuencia de la
evaporaciéon de agua que se produce. La marca que mas agua pierde durante la

fritura es la M3.

RC Ff

= M1 60,72 46,69
oM2 49,53
m M3 60,72

(g H20 /100 g prod
N A O
o O O

Figura 5.7.1. Humedad de los productos tras la etapa de congelacién (RC) y fritura final
(Ff). M1, M2, M3 corresponde a las tres marcas comerciales distintas.
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La presencia de hidrocoloides, metilcelulosa y goma xantana, en la
formulacion de las masas para rebozar las marcas M1 y M3 hace que éstas sean
las que mas cantidad de agua retengan, tanto en los estados congelado como
frito. Si se comparan los valores obtenidos de humedad en el proceso desarrollado
en el laboratorio empleando la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal e
impulsor), 59.20 g H,O/100 g producto tras la etapa de congelacién y 43.00 g
H,0O/100 g producto tras la etapa de fritura final (véase apartado 5.5.1) coinciden

con valores de la marca M1.

5.7.2. EVOLUCION DE LA FRACCION LIPIDICA

5.7.2.1. Contenido en grasa

La figura 5.7.2 presenta los resultados correspondientes al contenido en
grasa tras la etapa de congelacion (RC) y la etapa de fritura final (Ff) para las
tres marcas comerciales. Existen diferencias significativas entre las tres marcas

tanto tras la etapa de congelacién como tras fritura final.

- g 20 -
o gm 10
°C | sm ER
e
& RC Ff
> EM1 5,23
am2 12,66
aM3 7,48

Figura 5.7.2. Contenido en grasa de los productos tras la etapa de congelaciéon (RC) y
fritura final (Ff). M1, M2, M3 corresponde a las tres marcas comerciales distintas.
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Tanto para RC como para Ff, cuanta mas humedad presenta un producto,
menos contenido graso tiene y viceversa; esto se cumple para las tres marcas

evaluadas.

El hecho de que la cantidad de grasa sea menor en RC y Ff de las marcas
M1 y M3, se encuentra en la formulacion que presentan. Ambas marcas
comerciales, como ya se ha comentado, presentan metilcelulosa y goma xantana,
que ejercen un efecto mecanico de barrera que impediria la salida de agua y la
penetracion de grasa. Este efecto se produciria tanto en las etapas de prefritura y
congelacion que se llevan a cabo en la industria, antes de la comercializacion de
los calamares rebozados congelados (obsérvense los resultados de humedad y
grasa para RC), como en la fritura doméstica final (obsérvense los resultados de
humedad y grasa en Ff). En el caso de los calamares elaborados con la
formulacion V (harina de trigo, de maiz, sal e impulsor) se obtiene un contenido
en grasa de 13.01 g de grasa/ 100 g producto tras la etapa de congelacién y de
18.96 g de grasa/ 100 g producto tras la etapa de fritura final (véase apartado
5.6.1.1).

5.7.2.2. Evolucién de la calidad de la fraccion lipidica

5.7.2.2.1. Indice de acidez

Los indices de acidez tras la etapa de congelacion (RC) (figura 5.7.3)
muestran diferencias significativas entre las tres marcas comerciales. El indice de
acidez inferior corresponde a la marca M1 y es del orden de los resultados
obtenidos en el apartado 5.6.2.1.1, en un proceso semejante al industrial a escala

de laboratorio, con o6ptimas condiciones de prefritura y congelacion. De estos
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resultados se deduce que la marca M1 ha sido manipulada a nivel industrial en
mejores condiciones de prefritura y congelacion que las otras dos marcas, por lo

cual su fraccion lipidica presenta una menor hidrdlisis.

m N

RC Ff
@M1 0,891 0,923
oM2 2,14 1,392
m M3 2,52 1,5

Figura 5.7.3. indice de acidez de los productos tras la etapa de congelacion (RC) y fritura
final (Ff). M1, M2, M3 corresponde a las tres marcas comerciales distintas.

Los resultados correspondientes a los productos obtenidos tras la fritura
final (Ff) muestran que durante el proceso de fritura doméstica se produce una
disminucion del indice de acidez en las marcas M2 y M3 al igual que sucede con
con la formulacién V (apartado 5.6.2.1.1) . Esto puede ser debido a la absorcion

de aceite de fritura de buena calidad por parte del producto.

5.7.2.2.2. indice de iodo.

Los valores de indice de iodo obtenidos tras la etapa de congelacion (RC)
(figura 5.7.4) presentan diferencias significativas entre todas las marcas; el que
mayor indice de iodo presenta es la M1. Este elevado indice de iodo seria
indicativo de una mejor manipulacion a nivel industrial y lo que ya se apuntaba con
los resultados de indice de acidez (apartado 5.7.3).
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o
{o)]
22
o
e : 50 ,
)
0 A
@ M1 88,86
oM2 64,25
m M3 55,31

Figura 5.7.4. indice de iodo de los productos tras la etapa de congelacién (RC) y fritura
final (Ff). M1, M2, M3 corresponde a las tres marcas comerciales distintas.

Como ya se ha explicado anteriormente, la reduccion del indice de iodo
durante la congelacién se debe principalmente a la desnaturalizaciéon de
proteinas que tiene lugar durante esta etapa, que podria generar productos que
reaccionan con dobles enlaces de la fracciéon lipidica. A este efecto, podria
afadirse el posible empleo de aceite de baja calidad durante la prefritura industrial,
que tendria un bajo indice de iodo, como consecuencia de las polimerizaciones
sufridas durante las sucesivas frituras, y que seria absorbido por el producto. Si se
comparan estos resultados de las marcas comerciales con los obtenidos en el
apartado 5.6.2.1.2, la marca M1 es la que presenta valores mas semejantes, al

igual que ocurria con el indice de acidez.

Tras la fritura final, se produce un aumento del indice de iodo para las
tres marcas. El aumento mayor se produce en la marca M2, ya que es la que mas
aceite vegetal absorbe durante la fritura, debido a que no lleva hidrocoloides en su

formulacion.
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5.7.2.2.3. Absorbancia en la zona del ultravioleta: indices K3, y Ka7.

Los resultados obtenidos muestran que al freir, excepto para la M1, se

produce una disminucién en

la cantidad de hidroperdxidos y productos

secundarios de oxidacidon como consecuencia de absorcién de aceite de fritura de

buena calidad y poco degradado (comparar resultados de RC y Ff). En el caso de

la M1, se produce un aumento de Ky, esta marca es precisamente la que mas

aceite absorbe durante la etapa de fritura pasa de 5.23 a 13.62 g grasa /100g

producto (apartado 5.7.2). EI comportamiento de Kj;, de las muestras elaboradas

con la formulacion V a escala de laboratorio es similar al de la marca 1; pasa de

3.90 a 5.02 tras la etapa de fritura final.

Ff

@Ml 31,65
oM2 13,91
mM3 16,60

Figura 5.7.5. K32 de los productos tras la etapa de congelacion (RC) y fritura final (Ff).

M1, M2, M3 corresponde a las tres marcas comerciales distintas.

En el caso de la Ky79 se produce una disminucion de este valor durante la

etapa de fritura, excepto para la marca 3 lo que coincide con los datos obtenidos

para la formulacion V (véase apartado 5.6.2.1.3).
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RC Ff
@M1 5,70
oM2 9,83
m M3 6,48

Figura 5.7.6. K270 de los productos tras la etapa de congelacién (RC) y fritura final (Ff).
M1, M2, M3 corresponde a las tres marcas comerciales distintas.

5.7.3. MICROESTRUCTURA.

La figura 5.7.7 muestra la microestructura tras la etapa de congelacion,
para las tres marcas estudiadas obtenida por Cryo-SEM. Se puede apreciar la

zona de la interfase entre el calamar-substrato y la capa de rebozado.

Se observa que en las imagenes correspondientes a las marcas M1 y M3,
la zona de la capa de rebozado presenta mayor cantidad de artefacto eutéctico, lo
que seria indicativo de una mayor cantidad de agua en la muestra. Las marcas M1
y M3 son las que presentan metilcelulosa y goma xantana en su formulacion,
hidrocoloides que ademas de ejercer un efecto barrera a la penetracion de grasa,
retienen una mayor cantidad de agua en el producto congelado. De hecho, estas
marcas son las que mayor humedad presentan tras esta etapa. A pesar del
deterioro estructural sufrido por los calamares rebozados durante la congelacion,
que supondria una exudacion de gran cantidad de agua, y que ha sido estudiado
en el apartado 5.1.1, la presencia de los hidrocoloides hace que en las marcas que

los contienen esté fendmeno se vea minimizado.
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Figura 5.7.7. Cryo-SEM. Microestructura tras la etapa de congelacion para las tres marcas
comerciales. C: calamar, r: capa de rebozado.

La figura 5.7.8 muestra la microestructura de los productos tras la etapa de
fritura. Esta imagen se presenta a modo de ejemplo, ya que no existen diferencias
importantes a nivel microestructural entre las tres marcas estudiadas. Lo mas
destacable al comparar la figura 5.7.8 (tras fritura final) con la 5.7.7 M2 (tras
congelacion), para la M2, es la ligera separacion que se produce entre el calamar
substrato y la capa de rebozado como consecuencia de la evaporacién de agua

que se produce durante la fritura.
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Figura 5.7.8. Microestructura de la marca M2 tras la fritura final. C: calamar, r: capa de
rebozado.
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6. CONCLUSIONES

1. El estudio microestructural permite observar que en el proceso de fritura
de calamares rebozados congelados se produce una importante absorcion de
aceite, sobre todo cuando se emplea la formulacién V (harina de trigo, de maiz, sal
e impulsor). El impulsor genera alvéolos por los que se canaliza el intercambio de
vapor de agua y aceite entre el alimento y el medio de fritura. El estudio
microscopico de los diferentes productos obtenidos a lo largo del proceso de
elaboracion permite apreciar que la absorciéon de grasa se produce no soélo por
parte de la capa de rebozado, sino que el aceite de fritura también penetra hasta
el alimento substrato. Ademas durante la penetracion arrastra con él otros

componentes de la masa, como el almidén.

2. La disposicion caracteristica de las fibras del calamar substrato se
mantiene a lo largo de todo el proceso de elaboracién. Sin embargo, en la etapa
de congelacion se producen los cambios mas importantes en su microestructura:
por un lado, la deshidratacion parcial de los espacios intermiofibrilares hace que
los filamentos se compacten y por otro lado, se observa la degradacion del tejido
conjuntivo existente entre las fibras. Ademas, a nivel ultraestructural se observa un
deterioro mas visisble en el producto que ha sido sometido a prefritura y

congelacién (frito final) que en los productos de referencia o frito control.

3. A nivel microestructural, se observa un buen grado de adherencia entre
el alimento substrato y la capa de rebozado con las cinco formulaciones
ensayadas, lo que facilita la manipulacion y posterior comercializacion del producto

final.

4. El procesado influye decisivamente en la deformacion y en el tamafio de
los granulos de almidén. Los granulos de almidén del producto frito final se

deforman mas que los del producto frito control que presentan un nivel menor de
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deformacion y también un menor tamafio estimado a través de su area, lo que
concuerda con las observaciones obtenidas por microscopia éptica que muestran
la mayor salida de los componentes del almidén al exterior del granulo cuando el

producto es sometido a procesado industrial.

5. Los productos frito final mantienen las caracteristicas texturales durante
mas tiempo tras la fritura. Ademas, la inclusién de impulsor en la formulacién
parece ser determinante para el mantenimiento de la textura transcurrido

determinado tiempo tras la fritura.

6. Las pastas de las formulaciones que contienen sal presentan menor
viscosidad aparente, que se refleja en una aplicaciéon mas facil sobre el alimento,
aunque con un indice de recubrimiento menor. Sin embargo, todas las pastas se
pueden aplicar al substrato sin dificultades, y en todos los casos la calidad de la
capa de rebozado es buena y no presenta defectos visibles. En el estudio del
comportamiento viscoelastico a 65°C, se observa que la adicion de sal produce
una disminucién en las funciones viscoelasticas estudiadas lo que se podria
interpretar como consecuencia de la interferencia de la sal en el proceso de
gelatinizacion del almidén. El impulsor no modifica las propiedades reolégicas de

la pasta a esta temperatura.

7. No sélo las proteinas de la capa de rebozado, que son las que estan en
contacto directo con el aceite de fritura, se degradan durante el proceso de
elaboracién de calamares rebozados congelados. El alimento substrato también
presenta alteraciones en su fraccion proteica, sobre todo en lo que a las proteinas

miofibrilares se refiere.

8. Los productos elaborados con la formulacion V (harina de trigo, de
maiz, sal e impulsor) son los que muestran un deterioro menor de la fraccion
lipidica, lo que esta en relacidon con el enorme intercambio de aceite alimento-

medio de fritura que se produce.
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9. Los indices de la calidad de la fraccion lipidica son en general peores
para el calamar sometido a fritura final que el sometido a fritura control. Esto indica
que hay que controlar al maximo todos los factores que en la industria influyen en
la degradacion de la fraccion lipidica (aceite de prefritura, temperatura y tiempo de
congelacion). El aceite empleado en la fritura doméstica también es determinante
para la calidad del producto final.

10. Se constata en el estudio comparativo de calamares comerciales que
el uso de espesantes, como metil-celulosa o goma xantana ejerce un efecto
barrera, que disminuye la absorcion de aceite tanto en la prefritura industrial como

en la fritura final.
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8. ABREVIATURAS



Abreviaturas

8. ABREVIATURAS

C: Anilla de calamar

P: Pasta

CR: Rebozado

PF: Prefritura

RC: Congelacién

Ff. Fritura final

Fc: Fritura control

Formulacion I: 100% harina de trigo

Formulacion II: 97% harina de trigo, 3% harina de maiz
Formulacion lll: 94% harina de trigo, 6% harina de maiz
Formulacion IV: 88.5% harina de trigo, 6% harina de maiz, 5.5% sal
Formulacion V: 84.8% harina de trigo, 6% harina de maiz, 5.5% sal, 3.1%
impulsor, 0.6% saborizante

ANOVA: Analisis de la varianza

LSD: diferencias minimas significativas

Cryo-SEM: Microscopia Electrénica de Barrido a bajas temperaturas
SEM: Microscopia Electronica de Barrido

LM: Microscopia Optica

TEM: Microscopia Electrénica de Transmisién

ULV: Ultra Low Viscosity

e: Excentricidad

k: indice de consistencia

n: indice de flujo

G’: Médulo de almacenamiento

G”: Modulo de pérdidas

C: % polimeros entrecruzadores

T: % polimeros totales

SDS: Dodecil sulfato sddico
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Abreviaturas

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
DTT: Ditiotreitol

BSA: Seroalbumina bovina

EDTA: Acido etilendiamino tetra acético

Pm: Peso molecular

bh: base humeda

bs: base seca

Al: indice de acidez

Il: indice de iodo

K22, Kaze: Absorcion especifica en la zona del ultravioleta a 232 y 270 nm
respectivamente.

UV: Ultravioleta visible
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