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RESUMEN

En los ultimos afios se han producido cambios en los habitos de consumo
alimentario causados principalmente por un menor tiempo disponible para la
preparacion de las comidas y la reduccién del numero de personas por unidad
familiar. El sector de los platos preparados se ha consolidado en el mercado,
ofreciendo al consumidor productos de facil y rapida preparacién. En este
contexto, el horno microondas se ha convertido en un electrodoméstico
indispensable en cada hogar por su facilidad de uso y rapidez en la preparacion de
este tipo de productos. Las peculiaridades del calentamiento por microondas,
donde la composicion del propio alimento influye de manera crucial, dificulta la
prediccion generalizada del patrén de calentamiento en alimentos y hace
necesario un estudio individualizado para cada caso en particular. Por tanto, la
tendencia actual consiste en disefiar alimentos que sean aptos para el

calentamiento en microondas desde la propia formulacion de los mismos.

En la presente tesis doctoral se estudiaron sistemas modelo tipo salsa
bechamel como ejemplo de producto elaborado que se comercializa por si solo o
formando parte de platos preparados. Inicialmente, se analizdé el impacto de la
formulaciéon de sistemas modelo elaborados con sal, agua y distintos hidrocoloides
(almidones y carragenatos) en las propiedades intrinsecas del calentamiento en
microondas (propiedades dieléctricas) y en las propiedades reologicas y
microestructurales. A  continuacion, se analizaron las propiedades
microestructurales y reolégicas de salsas elaboradas con diversos almidones
(nativos y modificados) con el fin de observar el comportamiento frente al
calentamiento en horno microondas. Ademas, se analiz6 la estabilidad quimica y
microestructural de salsas formuladas con diferentes proteinas (lactea o de soja)
frente a un proceso de congelacion-descongelacién en horno microondas o
convencional. Por Uultimo, se analizaron la microestructura y las propiedades
dieléctricas de salsas elaboradas con diferentes grasas (mantequilla y aceites de

oliva, girasol y soja) preparadas a diferentes velocidades de agitacion.

Los resultados indicaron un efecto significativamente negativo (P < 0.05) de los

almidones frente al calentamiento en microondas. Por lo que se propuso una



sustituciébn parcial de éstos mediante el uso de carragenato como base
hidrocarbonada para la elaboracién de las salsas. Por otro lado, se encontraron
diferencias significativas (P < 0.05) en los parametros reolégicos analizados en
funcién del tipo de almidén empleado en la elaboracion de las salsas, aunque se
observé una estabilidad generalizada en estos parametros frente al proceso de
calentamiento en microondas. La microestructura se vio afectada en relacion al
tamafio de los glébulos de grasa y la agregacion de proteinas, en especial en las
salsas elaboradas con almidones modificados y sometidas a tiempos prolongados
de calentamiento. Con respecto al efecto de los procesos de descongelacion en la
estabilidad quimica y microestructural, se observaron diferentes resultados en
funcién del tipo de proteina utilizado en la elaboracion de la salsa, no obstante la
descongelacion en horno microondas afecté en menor medida a los pardmetros
analizados en comparacion al horno convencional. Por ultimo, se comprobé que
un aumento en la velocidad de agitacion durante la preparacion provocaba una
disminucién significativa (P < 0.05) en el tamafio de los glébulos de grasa,
independientemente del tipo de grasa empleado, mientras que la descongelacion

no afectaba al tamafio ni la forma de los glébulos de grasa en este tipo de salsas.

La elaboracion de salsas aptas para el calentamiento en microondas pudo
lograrse mediante mezclas de almidén y carragenato. Asimismo, las fuentes de
proteinas utilizadas en la formulacion (leche desnatada en polvo y aislado de
proteina de soja) resultaron ser adecuadas para la obtencion de salsas estables a
los procesos de almacenamiento en frio y posterior calentamiento. En este
contexto, el empleo de derivados de soja (tanto proteina como aceite) puede
resultar util en el desarrollo de alternativas a los derivados lacteos en este tipo de

productos.



RESUM

En els ultims anys s'han produit canvis en els habits de consum alimentari
causats principalment per un menor temps disponible per a la preparacié dels
menjars i la reduccié del nombre de persones per unitat familiar. El sector dels
plats preparats s'ha consolidat en el mercat, oferint al consumidor productes de
facil i rapida preparaci6. En aquest context, el forn microones s'ha convertit en un
electrodomestic indispensable en cada llar per la seua facilitat d'Us i rapidesa en la
preparaciéo d'aquest tipus de productes. Les peculiaritats del calfament per
microones, on la composicié del propi aliment influix de manera crucial, dificulta la
prediccid generalitzada del patr6 de calfament en aliments i fa necessari un estudi
individualitzat per a cada cas en particular. Per tant, la tendéncia actual consistix a
dissenyar aliments que siguen aptes per al calfament en microones des de la

propia formulacié dels mateixos.

En la present tesi doctoral es van estudiar sistemes model tipus salsa beixamel
com a exemple de producte elaborat que es comercialitza de manera individual o
formant part de plats preparats. Inicialment, es va analitzar limpacte de la
formulacié de sistemes model elaborats amb sal, aigua i distints hidrocoloides
(midons i carragenines) en les propietats intrinseques del calfament en microones
(propietats dieléctriques) i en les propietats reoldogiques i microestructurals. A
continuacio, es van analitzar les propietats microestructurals i reoldgiques de
salses elaborades amb diversos midons (natius i modificats) a fi d'observar el
comportament enfront del calfament en forn microones. A més, es va analitzar
I'estabilitat quimica i microestructural de salses formulades amb diferents proteines
(lactia o de soia) sotmeses a un procés de congelacio-descongelacié en forn
microones o convencional. Finalment, es van analitzar la microestructura i les
propietats dieléctriques de salses elaborades amb diferents greixos (mantega i olis

d'oliva, gira-sol i soia) preparades a diferents velocitats d'agitacio.

Els resultats van indicar un efecte significativament negatiu (P < 0.05) dels
midons contra el calfament en microones. Per aix0, es va proposar una substitucio
parcial d'estos per mitja de I'is de carragenina com a base hidrocarbonada per a

I'elaboracié de les salses. D'altra banda, es van trobar diferéncies significatives



(P< 0.05) en els parametres reologics estudiats en funcié del tipus de midé
empleat en l'elaboracidé de les salses, encara que es va observar una estabilitat
generalitzada en aquests parametres al analitzar el procés de calfament en
microones. La microestructura es va veure afectada en relacié a la grandaria dels
globuls de greix i I'agregacio de proteines, en especial en les salses elaborades
amb midons modificats i sotmeses a temps prolongats de calfament. Respecte a
I'efecte dels processos de descongelacié en l'estabilitat quimica i microestructural,
es van observar diferents resultats en funcié del tipus de proteina utilitzat en
I'elaboracié de la salsa, no obstant aixo, la descongelacié en forn microones va
afectar en menor grau als parametres analitzats en comparaci6 amb el forn
convencional. Finalment, es va comprovar que un augment en la velocitat
d'agitacio durant la preparacié provocava una disminucioé significativa (P < 0.05) en
la grandaria dels globuls de greix, independentment del tipus de greix empleat,
mentre que la descongelacidé no afectava la grandaria ni la forma dels globuls de

greix en aquest tipus de salses.

L'elaboracio de salses aptes per al calfament en microones va poder
aconseguir-se per mitja de mescles de midé i carragenina. Aixi mateix, les fonts de
proteines utilitzades en la formulacié (llet desnatada en pols i aillat de proteina de
soia) van resultar adequades per a l'obtenci6 de salses estables als processos
d'emmagatzemament en fred i posterior calfament. En aquest context, I'is de
derivats de soia (tant proteina com oli) pot resultar util en el desenvolupament

d'alternatives als derivats lactis en aquest tipus de productes.



SUMMARY

Food consumption habits have recently changed due to the lack of time to cook
and a decrease in the number of household members. The ready-to-eat meals
sector has consolidated its position in the food market by offering products that are
easily prepared. In this context, the microwave oven has become an essential
appliance in every home because it is a quick and easy way to prepare such
products. The peculiarities of microwave heating, where the own food formulation
has a crucial impact, make it difficult to achieve a general prediction of microwave
heating pattern in foodstuff and so it is necessary to study each particular case.
Therefore, the current trend is to design microwaveable food starting with the

formulation itself.

In the present dissertation, model bechamel sauce systems were studied as an
example of a marketed product which is also used in other ready-to-eat products.
Initially, the effect of formulation of different model systems made with salt, water
and different hydrocolloids (starches and carrageenans) on the essential
microwave heating properties (dielectric properties), rheology and microstructure
was analysed. Then, the microstructural and rheological properties of sauces made
with different starches (native and modified) were studied in order to assess their
behaviour under microwave heating. Moreover, the chemical and microstructural
stability of sauces made with different proteins (milk and soy protein isolate)
subjected to a freeze-thaw process in a microwave or conventional oven were also
analysed. Finally, the microstructure and dielectric properties of sauces made with
different fats (butter, and olive, sunflower and soy oils) and prepared at different

agitation speeds were studied.

The results showed a significant negative effect (P < 0.05) of starch on
microwave heating. Therefore, a partial substitution of starch with carrageenan as
the carbohydrate base of the sauces was proposed. On the other hand, there were
significant differences (P < 0.05) in the rheological parameters values depending
on the type of starch used, however these values remained generally stable when
sauces were subjected to microwave heating. There were changes in the

microstructure regarding fat globules size and protein aggregation when sauces



were subjected to microwaves especially during prolonged heating. The chemical
and microstructural stability of samples subjected to a freeze-thaw process
depended on the type of protein used in the system, however, thawing in
microwave oven has a lower impact in the parameters analysed in comparison with
conventional oven. Finally, an increase in the agitation speed caused a significant
decrease (P < 0.05) on the fat globule size regardless the type of fat used in the
formulation, whilst the thawing method did not significantly affect the morphology

and size of fat globules in this type of sauces.

The preparation of microwavable sauces was possible using a mixture of starch
and carrageenan. Moreover, the protein sources used in the formulation (skimmed
milk powder and soy protein isolate) proved to be appropriate to obtain sauces
stable to cold storage and reheating processes. In this context, the use of soy
products (both protein and oil) could be appropriate to develop alternatives to dairy
products in this type of foodstuff.
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I.1. CONSUMO DE PLATOS PREPARADOS Y SALSAS

El actual ritmo de vida, asi como la disminucion en el nimero de miembros de
la unidad familiar son algunos de los motivos que han propiciado el auge del
sector de los platos preparados. Pese a representar tan solo el 1.7% del volumen
total de alimentos consumido en Espafa en el afio 2009, la tendencia al alza en el
consumo de este tipo de productos en el afio 2010 —con un aumento del 5.1%—
destaca la fortaleza del sector a pesar de la vigente crisis econémica. Ademas, el
consumo de salsas —que per se forman parte de muchos de estos platos
preparados— también ha experimentado un aumento del 4.3% entre el afio 2009 y
2010 (figura 1.1).

2009 2010
Platos preparados Platos preparados
6% 5%

1 51%

675 millones kg 709 millones kg

Salsas Salsas

6% 6%

1 4.3%

—)

220 millones kg 230 millones kg

®mHogares ®Hosteleria = Instituciones

Figura I.1. Volumen y distribuciéon del consumo de platos preparados y salsas en los Ultimos afios en
Espafia (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente 2010).

La tabla I.1 muestra el estado del sector de las salsas en Espafia en el afio
2010. Dentro de las salsas que se comercializan a temperatura ambiente, el
tomate frito es la principal oferta, ya que representa el 60.6% de todo ese mercado
en volumen y el 37.7% en valor. A continuacion aparecen la mayonesa, con
porcentajes respectivos del 21.2% y del 28.2%, el ketchup (8.6% y 9.8%), las
salsas frias (6% y 15.3%) y la mostaza (1.1% y 2.2%). Todas las otras ofertas
representan los restantes 2.5% en volumen y 6.8% en valor. Entre las salsas frias,

que constituyen uno de los segmentos mas dinamicos, las mas vendidas son las
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de alioli/ajo (26.2% del total en volumen), barbacoas (19.1%), mexicanas (14.6%),

picantes/curry (13.8%) y agridulces (3.9%).

Tabla I.1. Distribucion del volumen de consumo (millones de kg) y gasto (millones de euros) del
sector de salsas en Espafia (Mercasa 2011).

Restauracion Restauracion
Hogares . . . Total
comercial colectiva y social

Consumo Gasto Consumo Gasto Consumo  Gasto  Consumo Gasto

Todas |

odaslas 9999  337.61 11458  207.94 1490 2592 22947  661.47

salsas

Ketchup ~ 2160 5165 2455 4889 1.80 371 4795 10425
Mayonesa 5069  143.94 2384 4645 233 484 7689 19523
Resto de

s 2770 14202 6616  202.60 1077  17.37 10463  361.99

Por lo que hace referencia a las salsas para cocinar, las mas populares son las
bolofiesas (29.3% del total en volumen), seguidas por las italianas (20.2%) y las
napolitanas (14.7%). Un segmento todavia pequefio, pero que muestra un
importante dinamismo es el de las salsas refrigeradas, con 3500 toneladas
comercializadas por un valor de 23.5 millones de euros (Mercasa, 2011). En este
sentido, el desarrollo de salsas tipo bechamel comercializadas en frio podria

encontrar un hueco en este sector.

1.2. LA SALSA BLANCA. COMPOSICION

La salsa bechamel o salsa blanca es una salsa compuesta tradicionalmente por
leche, harina de trigo, mantequilla y especias (Heyman et al. 2010). Es parte
esencial de algunas recetas, como las croquetas y se emplea en numerosos
platos, como en la lasafia, aportando textura y sabor. Se trata de una emulsién de
grasa en agua que contiene hidratos de carbono complejos (aportados en la

harina) y proteinas (leche).
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Las salsas blancas comerciales varian la composicion tradicional utilizando
diferentes ingredientes con el objetivo de facilitar la elaboracién de la misma
durante el procesado industrial y mejorar su estabilidad a lo largo de los procesos

de congelacion o refrigeracion a las que son sometidas durante su vida util.
1.2.1. HIDRATOS DE CARBONO

La base de hidratos de carbono de la salsa tradicionalmente es la harina. Para
conseguir los fines tecnologicos necesarios se puede sustituir la harina o se
complementa ésta con el uso de almidones y otros hidrocoloides (como el
carragenato) debido a su capacidad para ajustar la textura y el cuerpo en este tipo
de productos (Sikora et al. 2008).

El almidon es el polisacarido de reserva de cereales, tubérculos y algunas
frutas, encontrandose en las células del endospermo formando complejas
estructuras denominadas granulos. Las principales fuentes de almidon de uso
alimentario son el maiz, el trigo, el arroz y la patata. Quimicamente esta formado
por dos polimeros: amilosa y amilopectina (figura 1.2). Ambos consisten en
cadenas de glucosa unidas por enlaces o-(1—4), no obstante, mientras la amilosa
es esencialmente lineal la amilopectina se ramifica mediante enlaces o-(1—6)

cada 20-25 mondémeros de glucosa (Parker y Ring 2001).

GHzOH GHzOH GHzOH
o o o
H L H H A H H L H
ﬁ\o on M & oH M & on M 0/177
[ | |
H  OH H o oM H  OH
B GH2OH
2=
oA, H
S Ao M
|
HooH
CHaOH CHa CHaOH
o o
oA H H A, H H A H
Vis\o on M 5 on M o on M 0/777
| | |
oH Mo oH Mo oH

Figura I.2. Estructura quimica de la amilosa (A) y amilopectina (B).
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Los granulos de almidén al calentarse en presencia de agua rompen su
estructura cristalina y comienzan a hincharse en un proceso denominado
gelatinizacion. Cuando el agua penetra en los granulos los polimeros de almidén
se disuelven en el medio, el aumento de volumen de los granulos es el
responsable del aumento de viscosidad que imparten en el medio. Finalmente,
cuando la mezcla se enfria, los polimeros disueltos (principalmente la amilosa)
pueden agruparse de nuevo formando estructuras cristalinas en el proceso
denominado retrogradacion (Parker y Ring 2001). En los procesos de congelacion-
descongelacion la retrogradacion produce separacion del agua (sinéresis) y
cambios de textura que pueden deteriorar la calidad de los productos que

contengan almidén (Rahman 1999).

La industria ha desarrollado procesos para modificar los almidones y conseguir
ventajas tecnolégicas que no poseen los almidones nativos. En este sentido, el
desarrollo de los almidones céreos (sin amilosa) limita la retrogradaciéon. Por otro
lado, la introduccion de modificaciones quimicas permite mejorar la utilidad de los
almidones tanto en el procesado como en el almacenamiento. Dos ejemplos de

modificaciones son el entrecruzamiento y la sustitucion.

El entrecruzamiento consiste en la introduccidon de reactivos bifuncionales
(utilizando agentes como el trimetafosfato de sodio para obtener fosfato de
almiddén o el anhidrido adipico para obtener adipato de almidén) que refuerzan la
estructura del granulo mediante la unién de grupos hidroxilo de polimeros
adyacentes mediante enlaces covalentes. Este tipo de modificacion permite
aumentar la resistencia del granulo a condiciones extremas de acidez, agitacion y
calor, ademas de mejorar el comportamiento frente a los procesos de congelacion-
descongelacion. La sustitucidbn, por su parte, consiste en la adiciéon de
sustituyentes (utilizando reactivos como el anhidro acético para obtener almidén
acetilado o el 6xido de propileno para obtener almidén hidroxipropilado) a los
grupos hidroxilos del almidén. Estos interrumpen estéricamente la asociacién de

cadenas de polimeros de almidon limitando la retrogradacion (Mason 2009).

Los carragenatos son polisacaridos sulfatados que provienen de la pared

celular de las algas marinas rojas —Chondrus, Solieriaceae, Gigartinaceae,
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Phyllophoraceae, Hypnaceae, y Rhodophyllidaceae (Badui 2006)—. Su estructura
quimica consiste en unidades de D-galactosa unidas por enlaces glucosidicos o-
(1—3) y B-(1—4) alternos. Los distintos tipos de carragenato se diferencian por la
concentracion de azucares anhidros (3,6—anhidro-D—galactosa) que contengan, y
por la posicidon en que se encuentren los grupos sulfato, asi como por la cantidad
de éstos ultimos en la molécula de D—-galactosa. La configuracion quimica les
aporta diferentes funcionalidades. Por un lado estan los carragenatos « e i (figura
[.3 Ay B) que son capaces de formar geles. Los de 1-carragenato son elasticos y
no producen sinéresis, mientras que los k-carragenato son capaces de formar
geles fuertes y quebradizos. Por otro lado se encuentra el A-carragenato con
propiedades espesantes pero sin capacidad de formar geles debido a la repulsion
electrostatica generada entre sus cadenas poliméricas debido a sus tres grupos
sulfato (figura 1.3 C).

Figura I.3. Estructura quimica del k-carragenato (A), 1-carragenato (B) y A-carragenato (A).

1.2.2. PROTEINAS

La base proteica de la salsa blanca la confiere la leche de vaca. Las caseinas y
proteinas del lactosuero desempefian un papel clave en las emulsiones,
estabilizando los globulos de grasa y aportando cuerpo. No obstante, los
consumidores demandan productos innovadores que sean saludables vy
mantengan un nivel organoléptico adecuado. En este sentido, los productos de

soja han surgido como una buena alternativa a los productos lacteos al
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considerarse una buena fuente vegetal de aminoacidos esenciales a bajo precio
(Lim y Narsimhan 2006; van Vliet et al. 2002). Ademas, existe un grupo de
poblacién que reclama productos cuyo origen sea exclusivamente vegetal, por lo
que el uso de proteina de soja en la elaboracién de salsas blancas puede resultar

interesante.

[.2.3. GRASAS

En la actualidad, el interés creciente de los consumidores por seguir una
alimentacion sana ha promovido el desarrollo de productos de bajo contenido
graso Y perfil lipidico mas cardiosaludable. En este contexto, la utilizacion de leche
desnatada y la sustitucion de la mantequilla por aceites vegetales (oliva, girasol, y
soja) con elevado contenido de acidos grasos insaturados (AGI) y sin colesterol es

necesaria para alcanzar las expectativas de los nuevos consumidores.

1.3. CALENTAMIENTO EN MICROONDAS

[.3.1. LAS MICROONDAS

Las microondas (MO) pertenecen a la zona del espectro electromagnético con
una longitud de onda entre 1 mm y 1 m que se corresponde con frecuencias
comprendidas entre los 300 MHz y los 300 GHz. Dentro de este intervalo estan las
frecuencias usadas para telefonia moévil, radar y televisién via satélite. Para
calentamiento en microondas, las dos frecuencias mas comunmente utilizadas son
0.915y 2.45 GHz (Thostenson y Chou 1999).

[.3.2. EL HORNO MICROONDAS

El aumento de los alimentos preparados ha fomentado el uso del horno
microondas (HMO) que se ha convertido en un elemento indispensable en cada
hogar. Es un electrodoméstico que permite cocinar, descongelar o recalentar la
comida de una manera rapida con respecto a otros como el horno convencional
(HCO). Su funcionamiento es simple: la fuente de energia alimenta de energia

eléctrica al magnetrén. En él, esta energia es transformada en un campo
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electromagnético alterno. La guia de ondas dirige las MO generadas en el
magnetron hacia el agitador de ondas que finalmente las distribuye por la cavidad
de cocinado donde finalmente se produce la interaccion entre las MO vy el alimento
(Figura 1.4).

Figura I.4. Esquema de un horno microondas.

[.3.3. CALENTAMIENTO EN MICROONDAS

La interaccion de las microondas con los materiales se rige por el siguiente
mecanismo. Cuando las MO inciden en un material, parte de esta energia es
transmitida, parte reflejada y parte absorbida en el material donde se disipa en
forma de calor. El calentamiento se produce debido a la fricciébn molecular de los
dipolos permanentes dentro del material cuando intentan reorientarse por si

mismos debido a la radiacion electromagnética de las MO (Meda et al. 2005).

El comportamiento de los materiales frente a las MO depende primariamente
de las propiedades dieléctricas de los mismos —constante dieléctrica (&) y factor
de pérdidas (£")—. La £ da una medida de la capacidad que tiene un material para
almacenar energia magnética o eléctrica y polarizarla cuando es sometido a un
campo eléctrico (Datta 2001). El parametro £" esta relacionado con la capacidad
de un material para disipar la energia en forma de calor. A partir de estas
propiedades se puede cuantificar la profundidad de penetracion (d) que indica la
profundidad a la cual la radiacion de MO penetra en el material antes de reducirse

a 1/e de la intensidad de campo eléctrico en la superficie del mismo (Miller et al.,
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1991). Segun Meda et al. (2005), el calentamiento por MO se ve favorecido en
materiales gruesos (considerando que d es mucho mayor al grosor del material),
con un valor elevado de &", conductividades térmicas bajas y donde se generen

gradientes de temperatura minimos.

En el calentamiento convencional (CO), la energia es transferida al material a
través de conveccion, conduccion y radiaciéon de calor desde las superficies del
material. Por el contrario, la energia de MO se transfiere directamente en el
material a través de la interaccion con el campo electromagnético. En la
transferencia de calor, la energia se transporta debido a gradientes de
temperatura, pero en el calentamiento en MO lo que se produce es una
transformacion de energia electromagnética en térmica mas que una transferencia
de calor. Puesto que las microondas pueden penetrar los materiales y depositar su
energia en el interior el calor se genera a través del volumen del material. La
transferencia de energia no depende de la difusion de calor desde la superficie por
lo que es posible alcanzar un calentamiento rapido y uniforme en materiales con

cierto espesor (Thostenson y Chou 1999).

El calentamiento por MO en los alimentos se produce porque la frecuencia de
las MO es similar a la frecuencia de resonancia de las moléculas de agua, por
tanto su energia es facilmente absorbida por las moléculas de agua en el alimento.
La oscilacién de las moléculas genera una friccibn mecéanica que resulta en la
generacion de calor (Decareau 1985). Las propiedades dieléctricas varian
dependiendo de diversos factores. En materiales higroscopicos como los
alimentos, la cantidad de agua es generalmente el factor dominante, pero la

frecuencia, temperatura, densidad y estructura del alimento son también cruciales.

Con respecto a la composicidon quimica el factor mas importante es la
presencia de iones moéviles y los momentos dipolares asociados con el agua y
otras moléculas. La presencia de hidrocoloides afecta a la distribucion del agua en
el alimento pudiendo afectar al calentamiento por MO (Miller et al. 1991). Las
proteinas hidratadas, los hidrolizados o los polipéptidos son activos frente a las
MO, dependiendo de su carga neta a determinado valor de pH y su distribucion de

cargas superficiales, mientras que los aminoacidos libres son muy activos. Es de

10
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importancia su naturaleza coloidal y la posibilidad de redistribuir el agua presente
(Shukla 1998). En cuanto a la influencia de los ingredientes de tipo lipidico en el
calentamiento con MO, (Zhang y Datta 2001) observaron que a volumenes
pequefios, el agua absorbe mucha mas potencia en microondas que las materias
grasas como el aceite, aunque a volumenes mayores, esta diferencia se acorta;
sin embargo, cabe resaltar que la temperatura del aceite puede aumentar mas
rapidamente que la del agua debido a sus bajos valores de densidad y calor

especifico.

No obstante, es muy dificil predecir el comportamiento de un alimento frente a
las MO basandose en su composicion (Calay et al. 1995; Sun et al. 1995). Hay
que considerar que cada tipo de alimento posee un Unico y complejo patréon de
calentamiento (Hegenbart 1992). Como resultado, la tendencia actual ya no es
adaptar las formulaciones existentes sino disefiar especificamente alimentos

adecuados para el calentamiento en MO (Meda et al. 2005).

I.4. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES DIELECTRICAS
EN SISTEMAS CON HIDROCOLOIDES

La influencia del contenido en agua sobre las propiedades dieléctricas de los
alimentos depende en gran medida de la manera en la que se encuentra (libre o
ligada) o de la restriccion de su movilidad impuesta por otros componentes. Los
hidrocoloides polisacaridicos se emplean en la formulacién de las salsas
especialmente para aportar viscosidad. Sus propiedades se basan en su gran
avidez por las moléculas de agua que pueden llegar a afectar las propiedades
dieléctricas de un alimento porque son capaces de cambiar sus propiedades de
hidratacion (Miller et al. 1991)

Los principales estudios que analizan las propiedades dieléctricas en sistemas
con hidrocoloides se centran en el estudio de almidones. Ryyné&nen et al. (1996)
determinaron las propiedades dieléctricas de disoluciones de almidones nativos
con concentraciones del 5 al 30% en el intervalo de temperaturas de 3 °C a 95 °C

a una frecuencia de 2.75 GHz. Constataron que la £y el &" decrecian con el

11
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aumento en la temperatura y la concentracion de almidén. Por otro lado, Ndife et
al. (1998) estudiaron las propiedades dieléctricas a una frecuencia de 2.45 GHz
para diferentes almidones en forma granular y en disolucién a temperaturas
comprendidas entre 30 y 95 °C, concluyendo que las propiedades dieléctricas
dependian de la temperatura, contenido en humedad y tipo de almidon. Bircan y
Barringer (1998) demostraron en disoluciones de almidon hidroxipropilado (a
concentraciones del 0 al 25% p/p) y sal (3% p/p), la existencia de interacciones
entre ambos que afectaban a las propiedades dieléctricas y la viscosidad y
observaron una disminucién en la &'y un aumento en el £" debido a la adicién de
sal. Por otro lado, las propiedades dieléctricas de disoluciones de almidén de maiz
(1 a4% plp), en el intervalo de temperaturas de 20 a 80 °C a frecuencias de 10, 20
y 30 MHz fueron determinadas por Piyasena et al. (2003). Estos autores
estudiaron el efecto de la adicion de sal (0.2 y 0.5% p/p) en relacién a los cambios
producidos en la &, £y d. El & aumenté conforme lo hacia la temperatura y el
contenido en sal; la d de las muestras con sal fue menor que la de las muestras
sin sal. Ademas, atribuyeron el efecto que ejercian la temperatura, frecuencia,
concentracion de almidén y contenido en sal sobre las propiedades dieléctricas de
las disoluciones de almidon a la compleja interaccion entre conductividad,
densidad, contenido en humedad y propiedades reologicas del almidon. Motwani
et al. (2007) estudiaron las propiedades dieléctricas de disoluciones de almidén de
maiz con concentraciones entre el 10 y el 50% (p/p), en un intervalo de
temperaturas de 40 a 90 °C y un intervalo de frecuencias de 15 MHz a 3 GHz. La

&' decrecio, mientras que el £” aumentd con la concentraciéon de almidén.

Sin embargo, existe muy poca informacién sobre el comportamiento de
sistemas donde se utilicen carragenatos en relacibn con su capacidad para
deprimir la movilidad del agua libre y sus consecuencias sobre el comportamiento
dieléctrico de los mismos. Prakash et al. (1992) estudiaron las propiedades
dieléctricas de cinco hidrocoloides en polvo (entre ellos el carragenato) a distintos
contenidos de humedad y determinaron que tanto la & como el £" disminuian con
el aumento de carga de los hidrocoloides. Keskin et al. (2007) estudiaron el efecto

de diferentes hidrocoloides sobre las propiedades dieléctricas y la calidad de
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panes cocinados en un horno que combina infrarrojos y microondas indicando que

la presencia de carragenato disminuia ambas propiedades dieléctricas.

I.5. CAMBIOS QUIMICOS EN SISTEMAS ALIMENTARIOS
TRATADOS POR MICROONDAS

La diferencia en el patrén de calentamiento en HMO con respecto al
calentamiento en HCO ha conllevado una amplia bibliografia donde se analiza la
influencia del calentamiento sobre diversos alimentos. Alajaji y EI-Adawy (2006)
estudiaron el efecto del cocinado en MO sobre la composicion nutricional de
garbanzos comparandolo con otros tipos de cocinado convencionales (hervido y
autoclavado). Mandala (2005) y Mandala y Sotirakoglou (2005) analizaron el
efecto de la congelacion y descongelaciéon en MO sobre la calidad del pan con
hidrocoloides adicionados. Valero et al (2000) analizaron los cambios quimicos en
leches pasteurizadas a 80 y 92 °C durante 15 s en MO o en intercambiador de
calor convencional sin encontrar diferencias significativas entre ambos

tratamientos.

En la literatura, no existen trabajos dedicados al analisis quimico del efecto del
calentamiento sobre la fraccion proteica de mezclas complejas con hidrocoloides
que contengan proteina lactea o de soja. No obstante, la leche ha sido objeto de
numerosos estudios que investigan los cambios ocasionados en las proteinas
lacteas —principalmente desnaturalizacion de proteinas séricas y agregacion con
caseinas—tras el calentamiento CO (Corredig y Dalgleish 1996; Jang y Swaisgood
1990; Jovanovic et al. 2005; Jovanovic et al. 2007; Parris et al. 1990; Singh 1994).
Sin embargo, el estudio del efecto del calentamiento por MO sobre este tipo de
cambios en las proteinas es mas escaso. Sieber et al. (1996) realizaron una
extensa revision sobre trabajos que investigaban el efecto del calentamiento de la
leche por MO. En ella aparecen diversos autores que declaraban no encontrar
diferencias en la proteina tratada por MO vy sin tratar, sin embargo otros afirmaban
una disminucién en el contenido de proteina del lactosuero. En esta revision,
también se especulaba sobre la formacion de compuestos toxicos derivados de las

proteinas tras el calentamiento por MO, concluyéndose que la energia asociada a
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las MO en condiciones domésticas es mas baja de la necesaria para crear tales
compuestos. Por otro lado, Villamiel et al (1996) si detectaron un aumento en la
velocidad de algunas reacciones de deterioro (entre ellas la desnaturalizacién de
proteinas del lactosuero) en la leche y lo atribuyeron a un calentamiento no

homogéneo al emplear el HMO.

En cuanto a las grasas, existen numerosos estudios que comparan el
calentamiento CO con el de MO (Albi et al. 1997) o investigan directamente el
efecto del calentamiento en microondas (Cerretani et al. 2009; Hassanein et al.
2003; Malheiro et al. 2009). Albi et al. (1997) estudiaron el efecto del
calentamiento CO en parametros quimicos de grasas comestibles (oliva, girasol y
manteca de cerdo) encontrando una mayor formacion de compuestos de oxidacion
cuando las muestras eran tratadas por MO. Malheiro et al. (2009) afirmaron que el
calentamiento por MO producia pérdidas en la calidad de los aceites analizados,
siendo el tiempo de tratamiento el factor determinante en el deterioro. Hassannein
et al (2003) indicaron que el grado de oxidacién de los aceites depende del
contenido en acidos grasos poliinsaturados y comprobaron que los parametros de
deterioro (indice de peroxidos, acidez libre y disminucién del contenido en
tocoferol) eran funcién del tiempo de calentamiento. Por su parte, Cerretani et al.
(2009) analizaron la estabilidad de diferentes aceites de oliva observando
alteraciones oxidativas durante el calentamiento en MO. Ademas, observaron que

la lipdlisis era significativa iunicamente a tiempos de tratamiento prolongados.

En cuanto al efecto del calentamiento por MO sobre cambios fisico-quimicos en
los hidratos de carbono de alimentos elaborados con almidones y otros
hidrocoloides, los principales estudios se centran el proceso de gelatinizacion de
sistemas modelo de almidon en agua sometidos al calentamiento CO y por MO
(Bilbao-Sainz et al. 2007; Palav y Seetharaman 2006, 2007). En un estudio
reciente, Cocci et al. (2008) evaluaron el efecto del cocinado mediante microondas
en espagueti analizando el grado de gelatinizacion del almidén. No obstante,
existe escasa informacién acerca del efecto de las MO sobre los polimeros de
almidén. En este sentido, Rasheed Khan et al. (1979) observaron un aumento en
el contenido en azucares reductores debido a la degradacién de la amilosa y

amilopectina bajo la accion de las MO sobre suspensiones de almidon.
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En definitiva, los estudios sobre los posibles cambios quimicos provocados por
el calentamiento en MO se centran en analizar alimentos sencillos o ingredientes
aislados en sistemas modelo simples. Falta informacion sobre los posibles
cambios quimicos en los distintos compuestos cuando forman parte de sistemas

alimenticios mas complejos como es el caso de salsas.

1.6. REOLOGIA. APLICACIONES EN EL ESTUDIO DE
SISTEMAS ALIMENTARIOS.

La reologia es la ciencia que estudia la manera en la que los materiales se
deforman frente a un esfuerzo aplicado sobre ellos. Esta ciencia es de interés
especial en relaciéon con la tecnologia de alimentos. Por un lado, el conocimiento
del comportamiento reolégico es esencial para optimizar las condiciones de
elaboracion, procesado y almacenamiento. Por otro lado, desde un punto de vista
nutricional y organoléptico, cuando un alimento es introducido en la boca se
somete a una serie de fuerzas que transforman su estructura inicial para hacerla
mas adecuada al proceso de ingestion y digestion posterior y que influye en la
aceptabilidad del mismo por parte del consumidor. A la hora de disefiar nuevos
productos donde se utilizan ingredientes espesantes y gelificantes, el
conocimiento de la reologia es critico para optimizar los esfuerzos de produccion,

la metodologia de procesado y la calidad del producto final (Steffee 1996).
1.6.1. ENSAYOS REOLOGICOS

Existen diversas técnicas reolédgicas en funcion de la informaciéon que se desea
obtener y el tipo de alimento objeto de estudio. La informacion obtenida mediante
ensayos de flujo puede ser util para el disefio de procesos, mientras que el uso de
ensayos de cizalla oscilatorios es adecuado para la caracterizacion de fluidos

viscoelasticos (Dolz et al. 2006).

Los ensayos de flujo permiten analizar la resistencia al flujo que presenta un
alimento, es decir analizar el comportamiento viscoso del mismo. Para ello se
somete al alimento a velocidades de cizalla crecientes y se determina el esfuerzo

correspondiente. En los fluidos newtonianos la relacion entre ambos parametros
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es constante y se denomina viscosidad. Sin embargo, la mayoria de alimentos se
caracterizan por tener un comportamiento no newtoniano y su viscosidad varia en
funcién del esfuerzo o la velocidad de cizalla. Para caracterizar esta dependencia
se realizan las curvas de flujo que nos permiten conocer la viscosidad aparente y

aplicar modelos matematicos para conocer sus propiedades viscosas.

Por otro lado, los ensayos oscilatorios constituyen una de las herramientas
fundamentales y de creciente uso para la caracterizaciébn de las propiedades
viscoelasticas de los alimentos. Esta técnica no destructiva posibilita la medida sin
provocar un dafio estructural a la muestra, lo que permite relacionar los
parametros reologicos obtenidos con la estructura molecular en un estado de
equilibrio préximo a una situacion de reposo (Gunasekaran y Ak 2000) y por tanto,

relacionar el comportamiento reolégico con la microestructura del alimento.

1.6.2. ESTUDIOS REOLOGICOS EN SISTEMAS ALIMENTARIOS
CON HIDROCOLOIDES

En la literatura existen numerosos ejemplos de estudios de las propiedades
reolégicas de alimentos con hidrocoloides en su formulacion. ElI comportamiento
reolégico de diferentes mezclas con proteinas de soja y almidones fueron
investigadas por Lim y Narsimhan (2006) con el objetivo de desarrollar pudines
basados en proteina de soja. La influencia del almidén y el k-carragenato sobre las
propiedades reolbgicas de postres lacteos fue analizada por Gonzalez-Tomas et
al. (2008). Lai et al. (1999), investigaron las propiedades reoldgicas de sistemas
con 1 o 2% de agarosa, x- e 1-carragenato en presencia de almidén en
concentraciones desde 0 al 2%, con el objetivo de comprender los cambios en
estas propiedades con el grado de gelatinizacion, concentracién, hinchamiento y
solubilidad de los granulos de almidén. Concluyeron que la interferencia de los
polimeros de almiddn disueltos, el efecto de exclusién provocado por los granulos
de almidén hinchados y la incompatibilidad molecular influenciaban las

propiedades de gelificacion de estas mezclas.

Los sistemas alimentarios tipo salsa blanca también han sido investigados

desde el punto de vista reoldgico en diversos estudios. Thebaudin et al. (1998)
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analizaron las propiedades espesantes de cuatro tipos de almidon: maiz (nativo y
céreo modificado quimicamente), trigo (nativo) y arroz (nativo céreo), con el
objetivo de evaluar el efecto del tratamiento térmico en las caracteristicas
texturales de sistemas modelos de salsas bechamel. En general, las diferencias
encontradas en las propiedades viscoelasticas de los diferentes almidones en
agua fueron igualmente encontradas en las salsas elaboradas con ellos. No
obstante, remarcaron que la presencia de otros compuestos como lipidos y

proteinas lacteas influia en dichas propiedades.

Mas recientemente Arocas et al. (2009a, b, c) llevaron a cabo una serie de
interesantes estudios acerca de la estabilidad de salsas blancas elaboradas con
diferentes polisacaridos frente a procesos de calentamiento, congelacion vy
descongelacion. En el primero de ellos (Arocas et al. 2009a) se analizaron salsas
preparadas con diferentes almidones (dos modificados y dos nativos) y observaron
que las propiedades reolégicas elaboradas con almidones modificados no se
veian afectadas con el ciclo de congelacion-descongelacién. En el segundo
estudio (Arocas et al. 2009b) se analizaron las propiedades viscoelasticas y la
sinéresis de salsas recién preparadas (a diferentes velocidades de agitacion),
congeladas y descongeladas a temperatura ambiente. Para ello se emplearon
almidones nativos de diversos origenes —maiz (nativo y nativo céreo), patata y
arroz—. Se comprob6 que el ciclo de congelacion-descongelacion afectaba
significativamente a los parametros reolégicos de las muestras preparadas con
almidones de maiz nativo y patata, pero no ocurria asi con las preparadas con
maiz céreo y arroz. En el ultimo estudio (Arocas et al. 2009c), estos autores
analizaron cdémo la adicibn de goma xantana y goma garrofin a bajas
concentraciones (0.15%) mejoraba la estabilidad al ciclo de congelacion-
descongelacion de las salsas blancas elaboradas con almidones nativos de

distinto origen (maiz y maiz céreo, patata y arroz).

Por ultimo, Heyman et al (2010) investigaron como afectaba la sustitucion
parcial de almidén modificado por hidrocoloides distintos del almidén (goma guar,
goma xantana y carboximetilcelulosa) en las propiedades fisicoquimicas y la

estabilidad de salsas bechamel después de su refrigeracion. Esta sustitucion alteré
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diversos parametros reolégicos y en algunos casos mejoré la estabilidad de las

salsas frente a la refrigeracion.

1.7. MICROESTRUCTURA Y ANALISIS DE IMAGEN

La microestructura de un alimento muestra la organizacion de sus
componentes y la interaccion entre ellos a nivel microscépico. Durante el
procesado y almacenamiento de un alimento, su microestructura puede verse
modificada en funcién de las condiciones a las que se vea sometido. Asi, los
alimentos pueden tener similar composicion quimica 'y manifestar
comportamientos totalmente diferentes dependiendo de la forma en la que se
hayan organizado sus componentes durante el procesado (Aguilera y Stanley
1999). Esta interaccion entre los distintos componentes del alimento se puede
visualizar por distintas técnicas microscépicas que relacionan la estructura de los
alimentos con otras propiedades, permitiendo entender los mecanismos basicos

de los cambios fisicoquimicos (Aguilera 2005).

El paso limitante que condiciona el andlisis microestructural de los alimentos es
la adquisicidon de micrografias digitales de gran calidad, donde se consiga el
maximo contraste posible entre los objetos de interés (glébulos de grasa, granulos
de almidén, celdas de polimeros, etc.) y el fondo de la imagen. Para ello, es
necesario el conocimiento previo de conceptos basicos de analisis de imagen
digital, ademas de conocer el funcionamiento del sistema de captacion de

imagenes para ajustar las condiciones éptimas de muestreo.

1.7.1. CONCEPTOS PREVIOS DE ANALISIS DE IMAGEN
DIGITAL

A continuacion se definen algunos de los conceptos sobre procesado y analisis
de imagen (Pertusa 2003; Russ 2006). La figura 1.5 muestra un esquema que

representa algunos de ellos.

Pixel: las imagenes digitales se crean formando una matriz bidimensional cuya

anchura y altura viene definida por un numero de puntos en x (columnas) y en y
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(filas) correspondientes a la informacion recogida en cada punto de la muestra
mediante un dispositivo de captacién de imagenes. Cada uno de estos puntos se
denomina pixel (contraccion del inglés “picture element”) y representa la unidad

mas pequefia en la que se divide la imagen.

Nivel de gris: se define como el valor de intensidad luminica en cada pixel que

es proporcional al que tiene el punto correspondiente en la imagen real.

Imagen analdgica: se define como una funcién continua f(x, y), donde las
coordenadas x, y son variables espaciales y la funcion valor de f es la intensidad

luminosa en cada punto.

Imagen digital: se define como una funcion discreta f(x, y) determinada a partir
de la funcién continua (imagen analbgica) correspondiente. El proceso de
transformacion de una imagen analogica a una digital se denomina digitalizacion y
se compone de dos fases: muestreo y cuantificacion. El muestreo es el proceso de
conversion de los valores continuos x,y en valores discretos que definen la
posicion de los pixeles en la matriz generada mientras que la cuantificacién es el

proceso analogo para los valores de f que define el nivel de gris de cada pixel.

Resolucién espacial: se define como el nimero de puntos o pixeles por area.
Conviene diferenciar la resolucion espacial del equipo de captaciéon de la seial
(microscopios) y la resolucion espacial de la imagen digital. La primera hace
referencia a la capacidad que tiene el equipo (determinado a su vez por las lentes
y el tipo de sensor empleado) de captar informacion distinguible y separable entre
dos puntos. Asi si un microscopio es capaz de hacer barridos a mayor resolucién,
significa que es capaz de detectar informacién de mas puntos por unidad de area
en la muestra. La segunda hace referencia a la cantidad de pixeles que contiene
la imagen digital generada tras el muestreo de la imagen analdgica. La resolucion
espacial real de la imagen digital no podra ser superior a la resolucion espacial
maxima del dispositivo de captacion de la imagen. Por ello es fundamental que el
proceso de adquisicion de la imagen se haga a una resolucion suficiente para su

posterior analisis.
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Resoluciéon radiométrica: se define como la capacidad de un dispositivo
digitalizador de convertir la intensidad luminosa de la sefal anal6gica recibida en
saltos discretos, que se corresponden con los niveles de gris obtenidos tras el

proceso de cuantificacion.
Objeto: elemento de la imagen distinguible e independiente que destaca sobre

el fondo que lo engloba.

ADQUISICION i

* i
DIGITALIZACION

Imagen analégica Imagen digital

8 bits
2° = 256 niveles de gris

de la imagen
15x15 pix

15

Figura 1.5. De la imagen analdgica a la digital.

1.7.2. ADQUISICION DE IMAGENES. MICROSCOPIA DE
BARRIDO

La adquisicion de imagenes para el analisis microestructural de alimentos se
puede llevar a cabo mediante diversas técnicas microscépicas de barrido, entre las
que se encuentran la microscopia electronica de barrido a bajas temperaturas
(cryo-SEM) y la microscopia laser confocal de barrido (CLSM). Ambas
metodologias utilizan microscopios capaces de escanear las muestras y
directamente capturar las imagenes para su almacenamiento en el ordenador.
Aunque ambos se basan en la deteccion de energia de ondas electromagnéticas

emitidas desde la muestra, los procesos implicados son muy diferentes.
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En la técnica de cryo-SEM la muestra es congelada rapidamente en nitrégeno
nieve (-210 °C) y mantenida a baja temperatura durante la visualizacién lo que
permite observar la estructura original del material sin necesidad de mayor
preparacion (Sriamornsak et al. 2008). La muestra una vez congelada, puede ser
fracturada permitiendo la visualizacion de la estructura interna en el corte
realizado, tras una sublimacion controlada del agua superficial, o que la hace ideal
para la observacion de la microestructura de componentes muy hidratados (Ong et
al. 2011). La muestra es excitada por un haz de electrones primario que barre la
superficie de la misma —previamente cubierta con una capa de material conductor
como el oro— lo que produce la emision de electrones secundarios y otro tipo de
radiaciones que son captadas por diferentes detectores para generar la imagen
correspondiente (Pertusa 2003; Russ 2006). La técnica de cryo-SEM ha sido
empleada con éxito, por ejemplo, en el estudio de la microestructura de
componentes de la leche y el queso (Knudsen y Skibsted 2010; Ong et al. 2011) y

mayonesa (Langton et al. 1999).

Por su parte, la técnica de CLSM permite observar a distintas profundidades el
interior de la muestra mediante un corte 6ptico de la misma. La CLSM mejora la
resoluciéon a lo largo del eje de observacién debido a la eliminacién de las zonas
difusas habitualmente encontradas en microscopia 6ptica que son provocadas por
la luz detectada fuera del plano focal. La preparacién de la muestra carece de
laboriosos tratamientos por lo que la alteracion de la estructura original es minima
(Ferrando y Spiess 2000). Ademas, esta técnica permite visualizar estructuras
tridimensionales (3D) que dan una informacion més precisa de la microestructura
(Gunasekaran y Ding 1999). La CLSM se fundamenta en la excitacion de las
muestras mediante laseres de diferente longitud de onda. Las muestras son
previamente marcadas con agentes fluorescentes (fluoroéforos) que son afines a
diferentes componentes (grasas, proteinas, polimeros de almidoén). Los fluoréforos
son capaces de absorber la energia de una longitud de onda concreta (o rango de
longitudes muy préximas) y emitir luz con una longitud de onda distinta que puede
ser filtrada y recogida por un detector (fotomultiplicador). Este dispositivo es el
encargado de transformar la energia recibida en una imagen digital. En la ultima

década, la técnica de CLSM se ha utilizado ampliamente en el estudio de
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diferentes sistemas alimentarios, desde productos lacteos (Auty et al. 2001), hasta
boniato, masa panaria (Durrenberger et al. 2001) y fideos (Chewangkul et al.
2001).

Uno de los parametros clave a especificar en los microscopios de barrido y que
controla la calidad de la imagen es la velocidad de escaneo. El microscopio
confocal utiliza unos espejos dicroicos para dirigir el rayo laser de excitacion,
mientras que el SEM utiliza campos magnéticos para dirigir el haz de electrones
hacia la muestra (Russ 2005). La velocidad de barrido depende principalmente de
la cantidad de puntos que se escanean en la muestra —lo que se puede prefijar
indicando la resolucion espacial deseada— o del tiempo que se mantiene el haz

incidente sobre cada punto del barrido.

Con una velocidad de escaneo rapida, se consigue un monitoreo rapido de la
muestra lo que ayuda a la localizacion y enfoque del lugar de interés en la misma,
sin embargo obtenemos una imagen con elevado ruido de fondo. Disminuyendo la
velocidad de escaneo se obtienen mayores sefiales lo que limita el ruido de fondo.
No obstante un escaneo muy lento no solo dificulta el posicionamiento de la
muestra y el enfoque, sino que permite que la carga del rayo se acumule en partes
de la imagen produciendo una serie de efectos indeseados, desde zonas brillantes
y oscuras donde la carga generada altera la emisién o la recogida de electrones,
hasta distorsiones donde la carga generada desvia el haz de electrones. Esta
carga se minimiza utilizando una capa muy fina del material conductor y el uso de
bajos voltajes en el haz de electrones primarios. En el caso de CLSM un barrido
rapido de la muestra produce un efecto similar a SEM. En este caso, los fotones
emitidos por los fluoréforos seran menores y se incrementara el ruido de fondo.
Pero si el barrido es muy lento, se puede producir el fenébmeno conocido como
“photobleaching” o decaimiento de la intensidad de la sefal emitida. Para limitar
este efecto, se puede reducir la intensidad del laser incidente en la muestra
mediante el empleo de reguladores de potencia o filtros y paralelamente aumentar
la ganancia del fotodetector, es decir la amplificacion de la sefial del mismo. De
esta manera se pueden emplear velocidades de barrido superiores minimizando la

pérdida de calidad de la imagen resultante.
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.7.3. DIGITALIZACION DE LA IMAGEN

Los detectores de los microscopios se encargan de recibir la sefial analégica
(continua) en forma de electrones secundarios en cryo-SEM o fotones en CLSM
desde cada punto de la muestra. Estos dispositivos transforman esta sefial en
impulsos eléctricos en funcién de la intensidad de la misma. Cada dispositivo tiene
un umbral por debajo del cual el detector no envia sefial o por encima del cual se
satura y deja de generar una corriente eléctrica de mayor intensidad -son los
denominados umbrales de sensibilidad y saturacion que dependen de cada tipo de
detector- (Pertusa 2003). El impulso eléctrico generado llega a un convertidor
analégico-digital (ADC) que transforma la sefial eléctrica correspondiente a cada
punto del barrido en incrementos discretos, codificando consecutivamente cada
uno de los estados crecientes de intensidad mediante numeros binarios (proceso
de digitalizacién). Los numeros binarios contienen diferentes digitos (bits) que
Unicamente pueden tomar dos valores, 0 o 1. Asi por ejemplo si el ADC codifica la
sefial mediante un numero binario de un 1 bit, sélo podra representar dos estados
de informacién (0 o 1), si tuviera 2 bits podria representar 2? (4) estados y asi
sucesivamente. En general los estados que se pueden definir seran 2° siendo b el
numero de bits que se utilizan para codificar la sefial. El nUumero de bits representa
la profundidad de la imagen digital resultante. Normalmente se emplean 8 bits lo
que se corresponde con 28 (256) niveles diferentes de nivel de gris. A mayor
profundidad mayor informacion podra albergar la imagen digital aproximandose de

este modo a la imagen real.
1.7.4. PROCESADO Y ANALISIS DE IMAGEN

Pese a que la adquisicion de las imagenes se haya llevado a cabo con las
maximas precauciones posibles, es habitual encontrarse con problemas asociados
a iluminacion desigual, ruido de fondo o falta de contraste entre los objetos y el
fondo de las imagenes. El procesado de imagen consiste precisamente en
solucionar este tipo de defectos en las imagenes originales y se lleva a cabo

mediante diversos programas de procesado de imagen asistido por ordenador.
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La secuencia logica de trabajo consiste en corregir primero el ruido de fondo y
defectos en la iluminacién, asi como en la mejora del contraste mediante el uso de
operaciones sobre las imagenes en nivel de gris. A continuacién se realiza el
proceso de segmentacién que consiste en analizar el nivel de gris que presentan
los pixeles de los objetos y el fondo y elegir un valor umbral a partir del cual se
puedan separar ambos. La nueva imagen obtenida se denomina binaria y
representa los pixeles con dos Unicos niveles de gris posbles (0 o 1) en funcién de
si pertenecen al objeto o al fondo. Finalmente, se trata la imagen binaria obtenida
con el objetivo de eliminar errores en el proceso de segmentacion y prepararla

para el analisis.

Una vez que las imagenes han sido procesadas y muestran de manera
individualizada los objetos que deseamos cuantificar, se procede a su
identificacion y medida. El analisis de imagen tiene como objetivo el analisis
cuantitativo de los parametros morfométricos como el tamafio y forma de los
objetos presentes, asi como su distribucion a lo largo del alimento analizando el

numero de objetos por campo.

[.7.5. ESTUDIO DE LA MICROESTRUCTURA DE SISTEMAS
ALIMENTARIOS CON HIDROCOLOIDES

En la literatura existen numerosos estudios que aplican técnicas microscopicas
(entre ellas cryo-SEM y CLSM) para investigar la microestructura de sistemas
alimentarios que incluyen almidones y otros hidrocoloides o tienen ingredientes
similares a los utilizados en la salsa blanca. van de Velde et al. (2002) destacaron
que la visualizacién de los granulos de almidon era importante para entender el
comportamiento de los geles formados a partir de éstos y que la CLSM era una
herramienta de facil empleo para monitorizar su proceso de gelatinizacién. La
visualizacion de la distribucion de diversos biopolimeros (gelatina, dextrano, goma
gelana, goma arabiga, carragenato, almidon y proteinas del lactosuero) en
mezclas ha sido también realizada mediante técnicas de tincién covalente y no
covalente para CLSM (Tromp et al. 2001). Auty et al (2001) también identificaron la
grasa y la proteina en diversos productos lacteos mediante CLSM, realizando una

tincién fluorescente doble que les permitié la visualizacién simultanea de grasa y
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proteina. De este modo analizaron el desarrollo de la microestructura de queso
mozzarella durante su procesado y maduracion y la distribucion de grasa y
proteina en chocolate con leche. O’Mahnony et al. (2005) utilizaron CLSM y
técnicas de andlisis de imagen para comprobar que el tamafo de los glébulos de
grasa en quesos cheddar disminuye significativamente cuando el tamafo de los
glébulos de grasa de la leche de partida era menor. Gunasekaran y Ding (1999)
analizaron la microestructura de quesos cheddar con diferente contenido en grasa
mediante CLSM. Empleando técnicas de analisis de imagen determinaron el
numero, tamafo y forma de los glébulos de grasa y evaluaron la estructura 3D del
queso. Finalmente, Herbert et al. (1999) analizaron la estructura de la leche
coagulada mediante CLSM utilizando una triple tincion fluorescente especifica

para proteinas, lipidos y suero de leche.

I.8. ESTUDIOS REOLOGICOS Y MICROESTRUCTURALES
COMBINADOS

El estudio complementario de la reologia y microestructura ayuda a caracterizar
de una manera mas completa el comportamiento fisicoquimico del alimento. Es
por ello que un gran numero de investigaciones incorporan ambos tipos de analisis
en su metodologia. En salsas blancas, los cambios fisicoquimicos principales
incluyen aquellos relacionados con la gelatinizacion del almidén, agregacion de
proteinas y distribucion de grasa, ademas de las interacciones entre los
hidrocoloides y la fase acuosa. Estos cambios dependen de la propia composicion

de la salsa, asi como del tiempo y temperatura de cocinado.

Algunos estudios previos han investigado los procesos de gelatinizacion desde
un punto de vista reolégico y microestructural. Lewandowicz et al. (1997; 2000)
sometieron diferentes almidones en disolucién a distintas concentraciones a un
tratamiento con MO y hallaron diferencias en el proceso de gelatinizacion debido a
este tipo de calentamiento. Tan et al. (2008) monitorizaron el proceso de
gelatinizacion de algunos almidones (maiz con distintos niveles de amilosa, trigo y
cebada) e indicaron la importancia del tamafio y distribucién de los granulos de

almiddn en la respuesta reologica. En sistemas mas complejos, Vélez-Ruiz et al.
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(2006) estudiaron la estructura y reologia de diferentes sistemas modelos de
natillas preparados con diferentes fases dispersas (agua y leche). Estos autores
concluyeron que pese a que las caracteristicas microestructurales y reolégicas
dependian principalmente del almidon modificado utilizado, otros ingredientes
(como el azucar) y el uso de una fase dispersa u otra modificaban estas

caracteristicas.

Otros estudios analizan el efecto de las proteinas y la interaccion entre éstas y
diversos hidrocoloides sobre las propiedades reol6gicas y microestructurales.
Bhattacharya et al. (2007) plantearon un mecanismo de formacién de gel en
dispersiones de harina de soja sometidas a diferente tiempo de calentamiento por
MO. Liu et al (2011), estudiaron el efecto del tipo de calentamiento (CO y por MO)
sobre las propiedades viscoelasticas y microestructurales de aislado de proteina
de soja (APS) y determinaron que la formacién del gel dependia del tipo de
método de calentamiento. Jeng Yune Li et al (2007) por su parte, investigaron
combinaciones entre almidon de maiz y APS observando la formacion de una red
tridimensional entre ambos que se debilitaba a medida que aumentaba la
proporcion de almidon en la mezcla. Artloft et al (2007a) estudiaron las
propiedades gelificantes de diversos tipos de carragenato en mezclas con leche

desnatada utilizando parametros reolégicos y CLSM.

Los estudios relacionados con la distribucién de la grasa son especialmente
importantes en alimentos que sufren procesos de congelacién-descongelacion.
Las salsas son emulsiones y como tales son termodindmicamente inestables y
pueden colapsar debido a diversos procesos fisicoquimicos (Thanasukarn et al.
2004). Los cinco principales mecanismos que contribuyen a la desestabilizacion de
las emulsiones son: cremado, floculacion, maduracién de Ostwald, coalescencia e
inversion de fases. La velocidad a la que la emulsion se desestabiliza esta
fuertemente influenciada por la composicion, las condiciones externas
(temperatura, pH, etc.) y las condiciones de procesado (Rousseau 2000). La
estabilidad de las emulsiones durante el proceso y almacenamiento en
congelacion esté influenciada por el polimorfismo y el grado de cristalinidad de los
lipidos que la forman y el comportamiento de la fase acuosa. Cuando las

emulsiones se congelan, los glébulos de grasa se concentran progresivamente en
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la fase crioconcentrada y por tanto entran en contacto unos con otros en las zonas
todavia no congeladas. La acumulacion de estos glébulos en estas zonas
promueven los fendmenos de agregacion, floculacién y/o coalescencia durante el
posterior proceso de descongelacién (Thanasukarn et al. 2004). En este sentido la
CLSM también se ha empleado para caracterizar emulsiones de aceite en agua
Moschakis et al (2005; 2010).

En sistemas tipo salsa blanca existen muy pocos estudios que combinen
estudios reoldgicos y microestructurales. Mandala et al (2004) analizaron el efecto
de la adicion de goma xantana y garrofin a sistemas modelo de salsa blanca
elaborados con almidén de maiz, caseina y aceite de oliva. Las muestras se
refrigeraron y se realizaron estudios reolégicos dinamicos y estaticos durante el
almacenamiento. Ademas se investigé la microestructura mediante microscopia
optica. La adicion de gomas reducia la viscosidad de las salsas en relacion con la
salsa control (sin adicién) y se observaron agregados de las gomas concentrados
en la fase continua formada por los polimeros de almidon. Arocas et al. (2010)
realizaron estudios sobre el efecto de la formulacion y el tiempo de cocinado de la
salsa en el grado de gelatinizacion del almidon (maiz, maiz céreo, arroz, patata y
distintos tipos de almidon de maiz modificado). Para ello evaluaron las
propiedades reologicas y microestructurales de los almidones en agua y junto con
el resto de ingredientes de las salsas (leche desnatada, aceite de girasol y sal),
concluyendo que los almidones de maiz céreo y de patata eran los menos
resistentes al cocinado. Ademas, comprobaron que la adicién del resto de
ingredientes de la salsa disminuia el efecto del cocinado sobre el proceso de
gelatinizacion con respecto a los sistemas almidén-agua correspondientes. Estos
mismos autores (Arocas et al. 2011) compararon los efectos de la descongelacion
por MO y en bafo de agua sobre salsas blancas elaboradas con dos tipos de
almiddén nativo (maiz y patata) y uno de maiz céreo modificado. Comprobaron que
las caracteristicas reolégicas y microestructurales de las salsas preparadas con
almidones nativos se veian fuertemente afectadas debido al fenbmeno de
retrogradaciéon. No obstante, comprobaron que estos efectos eran menos
apreciables en las salsas descongeladas por microondas. Este hecho lo

atribuyeron por un lado, a un menor tiempo de descongelacion cuando se usa el
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HMO que reduciria el grado de retrogradacién y por otro, a que la mayor
temperatura alcanzada en ciertos puntos deshiciera el almidén retrogradado. Por
otro lado la salsa preparada con almidén modificado no se vio afectada por el ciclo

de congelacién-descongelacion.

En definitiva, a pesar de la literatura existente sobre sistemas alimentarios con
hidrocoloides, no existe mucha informacion acerca del comportamiento de
sistemas mas complejos —con mezclas de hidrocoloides, proteinas y grasas—
ante procesos de calentamiento, refrigeracion y congelacion-descongelacion. En
cualquier caso, ninguna investigacion ha sido disefiada para elaborar alimentos

tipo salsa optimizados para su calentamiento en MO.
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II.1. OBJETIVOS

[1.11.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo es optimizar la formulacién de un
sistema alimentario semisolido tipo salsa, estable al almacenamiento en frio y apto

para el calentamiento en microondas.
11.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Analizar las propiedades dieléctricas de sistemas modelo con diferentes

hidrocoloides.

— Estudiar el efecto del calentamiento en microondas tras el almacenamiento
en refrigeracion sobre la reologia y la microestructura de salsas con diferentes

almidones en su composicion.

— Investigar los posibles cambios quimicos y microestructurales producidos en
las proteinas, grasas e hidratos de carbono de salsas elaboradas con distinto tipo

de proteina y descongeladas en horno microondas y convencional.

— Analizar la influencia de la velocidad de agitacion y el tipo de aceite utilizado
en la elaboracion de las salsas sobre las propiedades dieléctricas y la
microestructura de la fraccion lipidica. Estudiar el efecto de la descongelacion por

horno microondas y convencional en la microestructura de la emulsion.

1.2. Plan de trabajo.

1. Busqueda y estudio bibliografico de manera sistematica durante la
realizacion de la tesis. Estudio de la normativa y protocolos a seguir en la parte

experimental.

2. Disefio de experimentos.
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3. Elaboracion de sistemas modelo con distintos hidrocoloides y sal a diferentes
concentraciones. Medida de las propiedades dieléctricas (sonda coaxial conectada
a un analizador vectorial de redes) y microestructurales (cryo-SEM y analisis de

imagen) de los sistemas elaborados. Estudio reologico (ensayos de fluencia).

4. Elaboracion de salsas con diferente tipo de almidén. Almacenamiento en
refrigeracion y analisis reolégicos (ensayos dinamicos oscilatorios) y
microestructurales (CLSM y analisis de imagen) tras el calentamiento en horno

microondas.

5. Elaboracion de salsas que incluyan ademas de hidrocoloides y sal, distintos
tipos de proteina (lactea o de soja) y aceite (girasol). Analisis quimico
(electroforesis SDS-PAGE, N-soluble, indice de acidez, grado de oxidacion
primaria y secundaria de la grasa, contenido en azucares reductores, sinéresis) y
microestructural (CLSM y analisis de imagen) de las salsas tras congelacién y

posterior descongelacion en horno microondas y convencional.

6. Elaboracion de salsas con hidrocoloides y proteina lactea a los que se
adiciona diferentes tipos de grasas. Medida de las propiedades dieléctricas (sonda
coaxial conectada a un analizador vectorial de redes). Analisis microestructural de
la fraccion grasa (CLSM y analisis de imagen) tras su elaboracién y tras

descongelacion por horno microondas y convencional.

7. Analisis de resultados, redaccién de informes y divulgacién cientifica.
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lll.1. INGREDIENTES

En el estudio del comportamiento de sistemas modelo elaborados con distintos
hidrocoloides frente al calentamiento en MO (seccion IV.1) se emplearon los
siguientes ingredientes: almidon de maiz nativo (AN) —C Gel 03401°— y almidén
de maiz céreo modificado —fosfato de dialmidéon hidroxipropilado de alto grado de
entrecruzamiento (AHAF), C Polar Tex 06748°— de Cargill, Inc. Minneapolis,
EEUU; t-carragenato (1-C) —Secovis 1S®— y A-carragenato (A-C) —Secolacta
BR®— de Hispanagar, Burgos, Espafia; x-carragenato (x-C) —Satiagel RPI
740°— de Degussa, Essen, Alemania; cloruro sédico de Panreac Quimica SAU,

Barcelona, Espafa y agua destilada.

En la caracterizacidbn reolégica y microestructural de salsas bechamel
elaboradas con distintos tipos de almidon y calentadas en HMO (seccion IV.2) los
ingredientes utilizados fueron: leche desnatada en polvo (LDP) —Central Lechera
Asturiana, Asturias, Espafia—; t1-carragenato (1-C), cloruro sodico y agua
destilada. Ademas, se emplearon diferentes tipos de almidén de maiz: AN y
almidén nativo céreo (ANC) —C Gel 04201°—, adipato de dialmidon acetilado
entrecruzado (AAA) —C Tex 06205°-, fosfato de dialmidén hidroxipropilado
entrecruzado (AHF) —C Polar Tex 06741°— y AHAF; todos ellos suministrados
por Cargill, Inc. Minneapolis, EEUU. La seleccion de los almidones se realizé con
el objetivo de comparar almidones nativos normales y céreos asi como almidones
con diferente tipo de modificacibn quimica: sustitucion (acetilacion e

hidroxipropilacion) y entrecruzamiento (adipato y fosfato) a diferentes niveles.

En el estudio de la estabilidad quimica y microestructural de salsas bechamel
elaboradas con distinta proteina frente al proceso de congelacion-descongelacion
(seccion 1V.3) se emplearon los siguientes ingredientes: AHAF, 1-C, cloruro sédico
y agua destilada. Ademas, se emplearon ingredientes que aportaran proteina de
origen animal y vegetal: leche desnatada en polvo (LDP) o aislado de proteina de

soja (APS) -Vicoprot-S®, Trades S.A., Tarragona, Espafia-.
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En el estudio de la estabilidad quimica y microestructural de salsas bechamel
elaboradas a distintas velocidades de agitacién y con distintos tipos de grasa
frente al proceso de congelacion-descongelaciéon (seccion 1V.4) los ingredientes
utilizados fueron: AHAF, 1-C, cloruro sodico y agua destilada. Asimismo, se
emplearon diferentes grasas y aceites: aceite de oliva virgen extra (Carbonell®,
SOS Cuétara S.A., Madrid, Espafa), aceite de girasol (Koipesol®, SOS Cuétara
S.A., Madrid, Espafia), aceite de soja virgen (Biolasi Productos Naturales S.L.,

Guipuzcoa, Espafa) mantequilla (Président®, Grupo Lactalis, Laval, Francia).
l.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

111.2.1. PREPARACION DE LOS SISTEMAS MODELO

En el estudio del comportamiento de sistemas modelo frente al calentamiento
en MO (seccion IV.1) se prepararon 5 modelos diferentes empleando los
ingredientess detallados en la tabla Ill.1. La proporcion de cada ingrediente se
obtuvo en base a un modelo estadistico de superficie de respuesta compuesto
central, rotable y ortogonal cuya explicacion aparece detallada en la seccion de

estadistica (seccion 111.10).

Tabla Ill.1. Composicion de los diferentes sistemas modelo analizados.

Sistema modelo

AN AHAF 1-C A-C x-C
Muestra NaCl H NaCl H NaCl H NaCl H NaCl H

4 3.5 4 3.5 4 0.55 4 1.2 4 0.55
9 7 3.5 7 3.5 7 0.55 7 1.2 7 0.55
10 1 3.5 1 3.5 1 0.55 1 1.2 1 0.55
11 1.9 1.7 1.9 1.7 1.9 0.4 1.9 0.9 1.9 0.4
12 6.1 1.7 6.1 1.7 6.1 0.4 6.1 0.9 6.1 0.4
13 4 6 4 6 4 0.8 4 1.6 4 0.8
14 6.1 5.3 6.1 5.3 6.1 0.7 6.1 1.5 6.1 0.7
15 4 1 4 1 4 0.3 4 0.8 4 0.3
16 1.9 5.3 1.9 5.3 1.9 0.7 1.9 1.5 1.9 0.7

H: hidrocoloide (g/100 g agua); NaCl: cloruro soédico (g/100 g agua) AN: almidon nativo; AHAF: fosfato de almidon
hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento; 1-C: 1-carragenato; A-C: A-carragenato; k-C: k-carragenato.
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Con el objetivo de predisolver los ingredientes utilizados en cada sistema, la sal
y el hidrocoloide se vertieron en un vaso de precipitados junto con 100 g de agua
destilada y la mezcla se agitd6 con la ayuda de una varilla de vidrio. Una vez
predisuelta se verti6 en un robot de cocina (Thermomix TM 31, Vorwerk,

Wuppertal, Alemania) como en el que se muestra en la figura Ill.1.

Figura lll.1. Robot de cocina (Thermomix TM 31).

A continuacion se calent6 la mezcla en agitacion en el robot de cocina a 1100
rom hasta alcanzar los 90 °C (17 °C/min) y se mantuvo a 90 °C a la misma
velocidad de agitacion durante 6 minutos. Las diferentes mezclas preparadas se
introdujeron en frascos desechables de plastico, se reemplazoé el agua evaporada
durante la preparacion y se atemperaron (20 °C). Finalmente se almacenaron en

refrigeracion (4 °C) durante 24 h hasta ser analizadas.
l11.2.2. PREPARACION DE LAS SALSAS BECHAMEL

Las salsas bechamel se elaboraron con los ingredientes mencionados en la

seccion ll1.1 utilizando las proporciones indicadas en la tabla 111.2.
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Tabla I1l.2. Composicion de las salsas bechamel en funcion de la base proteica utilizada.

Salsas con proteina Salsas con proteina

Ingrediente de leche (%) de soja (%)

Almidon 35 45
LDP 9.3 -

APS - 3.2
Grasa 25 2.5
Carragenato 0.5 0.5
Sal 0.4 0.4
Agua 83.8 88.9

LDP: leche desnatada en polvo; APS: aislado de proteina de soja.

Las muestras (300 g) se prepararon de acuerdo con la metodologia descrita
por Arocas et al. (2009a). Los ingredientes se colocaron en el robot de cocina, se
calentaron hasta los 90 °C (17 °C/min) a 1100 rpm y se mantuvieron a 90 °C a la
misma velocidad de agitacion durante 6 min. En el estudio de la estabilidad de las
salsas preparadas con diferentes aceites y grasas (seccion IV.4) se prepararon las
muestras a diferentes velocidades de agitacion (350, 1100 y 3250 rpm).
Finalmente, las salsas obtenidas se vertieron en tarros de Pirex y se adicion¢ el

agua evaporada tras la preparacion.

El analisis de las muestras recién preparadas se realizé tras alcanzar la
temperatura ambiente. Las destinadas al estudio del efecto del recalentamiento en
microondas (seccion IV.2) se refrigeraron a 4 °C durante 24 h. Por otro lado, las
muestras destinadas al estudio del efecto de la descongelacion por HCO y HMO
(seccion 1V.3), se congelaron a -18 °C durante 168 h mientras que las empleadas

para el estudio de la sinéresis se mantuvieron congeladas hasta 336 h.
111.3. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS
En el estudio del calentamiento en microondas sobre salsas elaboradas con

diferentes almidones (seccion 1V.2), diferentes lotes de muestras refrigeradas
(4 °C) se calentaron durante 60, 90, 120,180, 300 y 480 s en HMO (Moulinex
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Optimo, Paris, Francia) a 900 W y 2.45 GHz. Las muestras se cubrieron durante el

calentamiento con un tapén de plastico agujereado.

Para el estudio del efecto de la descongelacién en HMO u HCO (seccién I1V.3)
las muestras se trataron del siguiente modo: un lote se descongelé en HMO
(Optimo®, Moulinex, Paris, Francia) a 700 W durante 6 minutos y otro lote se
descongeldé en HCO (Fagor 2CF-3V, Guipuzcoa, Espafa) a 220 °C durante 30
minutos. La seleccion de las condiciones de descongelacion para cada método se
basd en experimentos previos de medida de la temperatura durante el
calentamiento. Mediante estas condiciones se alcanzaron al menos 0 °C en el

centro geométrico de las diferentes muestras analizadas.

Tras los distintos tratamientos térmicos, las muestras se homogeneizaron en
las botellas de Pyrex removiéndolas con una cuchara durante 3 s. A continuacion,
se atemperaron (20 °C) previamente a la realizacion de los analisis. Las
submuestras para los distintos analisis fueron tomadas de manera aleatoria de

diferentes zonas de las botellas de Pyrex.

ll.4. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DURANTE EL
CALENTAMIENTO .

[11.4.1 HORNO MICROONDAS

La medida de la temperatura durante el analisis del calentamiento en
microondas (seccioén |1V.2) se realizé colocando la punta de una sonda ST3 de fibra
optica conectada a un conversor analogico-digital FOTEMP1-OEM® (OPTICOM,
Dresden, Alemania) en el centro geométrico de la muestra. La sonda se insertd a
través del tapon de plastico agujereado y se sujetdé con cinta aislante. En el caso
de las salsas descongeladas por HMO (seccién 1V.3) fue necesaria la realizacion
de un agujero hasta el centro geométrico de las muestras congeladas utilizando un

taladro, previamente a la insercion de la sonda.
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[11.4.2 HORNO CONVENCIONAL

La determinacién de la temperatura en las muestras descongeladas por HCO
(seccion 1V.3) se llevd a cabo mediante la insercion de un termopar tipo K
conectado a un termdémetro TES-1300 (Electrical Electronic Co. Taipei, Taiwan) a
través de un agujero taladrado en las muestras congeladas. La sonda se insert6 a

través de papel de aluminio agujereado y sujetada mediante un alambre metalico.

1.5. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES
DIELECTRICAS

Las propiedades dieléctricas —constante dieléctrica (&) y factor de pérdidas
(€"— de las muestras de los sistemas modelo con hidrocoloides y sal analizados
en la seccién IV.1 se determinaron a dos temperaturas fijas: 20 y 40 °C. Asimismo,
en el estudio de salsas elaboradas con diferentes grasas y preparadas a distintas
velocidades de agitacién (seccion IV.4) se analizaron las propiedades dieléctricas
a 20 °C en las salsas recién elaboradas. Con el objetivo de que la temperatura
fuera la misma para todas las muestras y se mantuviera constante durante el
tiempo que duraron los ensayos se empled un bafio termostatico (Precisterm®,
Selecta, Barcelona, Espafia). Para la medida se us6 una sonda conectada a un
analizador vectorial de redes (Hewlett-Packard 85070M, Hewlett Packard
Company, Palo Alto, CA, Estados Unidos) (figura 111.2). El equipo se calibré al aire,
mediante un cortocircuito metalico y con agua a 25 °C. Cada medida se realizé por

triplicado y se obtuvo el valor medio a la frecuencia de 2.45 GHz.

Figura lll.2. Sistema de medicion de propiedades dieléctricas HP 85070M.
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Una vez determinadas estas propiedades dieléctricas, se calculd la profundidad
de penetracion (d), mediante la ecuacion Ec.lll.1 propuesta por Piyasena et al.
(2003):

gt 1+[8”J2 _q (Ec.lll.1)
2.1-N2¢
Donde: Ay= longitud de onda en el vacio (0.12237 m a una frecuencia de 2.45

GHz); £' = constante dieléctrica; &" = factor de pérdidas.

111.6. ANALISIS QUIMICOS

l1.6.1. HUMEDAD

La humedad de las muestras se calcul6 por diferencia de masa tras un proceso
de liofilizacion durante 36 h a -45 °C y 1.3 x 10 mPa en un liofilizador (Lioalfa-6°,

Telstar, Terrassa, Espafia).

111.6.2. ANALISIS DE LA FRACCION DE PROTEINAS

1.6.2.1. NITROGENO TOTAL Y SOLUBLE

La determinacién del nitrédgeno total y soluble de las muestras se determiné por
el procedimiento de Kjeldahl (AOAC 1998) utilizando una mezcla de K,;SO,,
CuSO, y Se (10:1:0.1) como catalizador. Los resultados se expresaron utilizando
un factor de conversién de 6.38 y 6.25 para salsas elaboradas con proteina de

leche y soja respectivamente.

Para la determinacion del nitrégeno total se emplearon directamente 10 g de
muestra atemperada (20 °C) tras la descongelacion. Para la determinacién del
nitrogeno soluble se realizd una extraccién previa a partir de muestras liofilizadas
mediante el método modificado de Kuchroo y Fox (1982). Se pesaron 2 g de cada
muestra liofilizada en tubos de centrifuga. Se afiadieron 15 mL de agua destilada y

se agité vigorosamente. A continuacion se centrifugd a 15000 rpm a 4 °C durante
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15 min (Sorvall Super T21®, Kendro, Hanau, Alemania) El liquido sobrenadante se
transfiri6 a un matraz aforado. El precipitado se resuspendi6 en la misma cantidad
de agua y se repitid6 el procedimiento hasta completar 3 ciclos obteniendo el

extracto final que se cuantificd por el método Kjeldahl.
[11.6.2.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
sédico (SDS-PAGE) se llevd a cabo a partir de muestras liofilizadas vy
desengrasadas. Para ello se emple6 1 g de muestra y se mezcldé con 20 mL de
tampdn de extraccion —60 mM tris-HCI, pH 8— y se homogeneizd en un
Ultraturrax T-25° (IKA, Staufen, Alemania). La mezcla se centrifugd a 15000 rpm a
4 °C durante 15 min. Se determiné la concentracion de proteinas del sobrenadante
mediante el método de Bradford (1976). Se tomaron alicuotas del sobrenadante y
se mezclaron con tampones en condiciones no reductoras —2% SDS, 60 mM tris-
HCI, pH 6.8— y reductoras empleando ditiotreitol (DTT) —2% SDS, 60 mM tris-
HCI, 0.1 mM DTT, pH 6.8—. La electroforesis se llevd a cabo en un equipo
Multiphor Il Electrophoresis System® provisto de un recirculador termostatico Multi
Temp 11® (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EEUU) con el que se mantuvo la
temperatura a 15 °C. Se empled un gel de poliacrilamida ExcelGel SDS
Homogeneous 12.5° (GE Healthcare, Chalfont St Giles, Reino Unido) con un 6%
de mondémeros totales y un 3% mondomeros entrecruzadores en la zona de
concentracion del gel y 12.5% de mondmeros totales y un 2% de monémeros
entrecruzadores en la zona de separacion, con un intervalo de separacion de 9 a
210 kDa. En cada pocillo se depositaron 8 pL de las disoluciones de las muestras.
Se utilizé6 un patron de bajo peso molecular (GE Healthcare, Chalfont St Giles,
Reino Unido). Las condiciones de desarrollo electroforético fueron: 600 V, 50 mA,
30 W durante 80 min. Las bandas de proteinas se tifleron con una disolucion de
azul de coomassie (PhastGel Blue R®, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) y se
destifieron con una disolucién acuosa de etanol al 25% y acido acético al 8%. Los
geles se escanearon y los pesos moleculares de las bandas se determinaron

empleando el programa ImageQuant TL (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).
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111.6.3. ANALISIS DE LA FRACCION DE LiPIDOS

Las muestras previamente liofilizadas se sometieron a la extraccién de la grasa
mediante un extractor semiautomatico (Soxtec 2055°, Foss, Hoéganas, Suecia)
basado en el método soxhlet utilizando éter de petréleo 40-60°C (Panreac SAU,
Barcelona, Espafia) como disolvente. El indice de acidez se determind segun el
método de la AOAC (1998). Los niveles de oxidacion primaria y secundaria se
determinaron mediante los parametros espectrofotométricos k3, y ko7 de la grasa
extraida segun las indicaciones de las Regulaciones de la Comunidad Europea
(EEC 1991).

11.6.4. ANALISIS DE LA FRACCION DE HIDRATOS DE
CARBONO

La posible degradacién de los hidratos de carbono presentes se analizd
mediante la determinacion del contenido en azucares reductores totales aplicando
el método iodométrico de Shaffer-Somogyi (AOAC 1998). Se emplearon muestras
liofilizadas y se utilizé glucosa anhidra como patrén, expresandose los resultados

en mg de glucosa/g muestra en base seca (b.s.).
I1.7. SINERESIS

La determinacion de la sinéresis se realizé segun Heyman et al. (2010) con
modificaciones. Las muestras se introdujeron en tubos de centrifuga, el lote
correspondiente a las muestras recién hechas se atemperd a 20 °C, el resto se
almacend en congelacién (-18 °C) durante 48, 96, 168, 336 h. Transcurrido el
tiempo de congelaciéon los tubos se atemperaron a 20 °C y se centrifugaron
(Sorvall Super T21, Kendro, Hanau, Alemania) durante 15 min a 6000 g. La
sinéresis se expresé como el porcentaje de liquido exudado, segun la siguiente

ecuacion:

peso del liquido exhudado

% sinéresis = - .
peso total antes de centrifugar

100 (Ec.l1.2)
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11.8. ANALISIS REOLOGICOS

[11.8.1. ENSAYOS DE FLUJO VISCOSO

Las propiedades de flujo de los distintos sistemas modelo estudiados en la
seccion V.1 se analizaron con un redmetro de esfuerzo controlado —RheoStress
1®, Thermo Haake, Karlsruhe, Alemania (figura 111.3) —, equipado con un sistema
de control electrénico de temperatura (Phoenix®, Thermo Haake, Karlsruhe,
Alemania). Se utilizaron dos sensores con geometria plato-plato, de titanio,
rugosos y de diametros 35 mm (para muestras mas viscosas) y 60 mm (para
muestras mas liquidas). La distancia entre platos se fij6 en 1 mm. Se realizaron
curvas de flujo a velocidades de cizalla comprendidas entre 0.01 y 100 s" enun
tiempo total de 600 s a 20 °C. Se realizaron tres repeticiones por cada muestra
estudiada. A continuacion, los datos experimentales de viscosidad frente a la
velocidad de cizalla se ajustaron al modelo de Ostwald-de Waele (Ec.l11.3) usando

el software Rheowin 3 Data Manager (Thermo Haake, Karlsruhe, Alemania):

n=ky"’ (Ec.lIl.3)

Donde: 77 = viscosidad aparente (Pa‘s); 7 = velocidad de cizalla s k = indice

de consistencia (Pa-s"); n = indice de flujo.

Figura I1l.3. Redmetro RheoStress 1.
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111.8.2. ENSAYOS DINAMICOS OSCILATORIOS

Las propiedades viscoelasticas de las salsas bechamel recién preparadas y
recalentadas en MO (seccion 1V.2) se analizaron mediante ensayos dinamicos
oscilatorios de cizalla de baja amplitud en un redbmetro de estrés controlado
(RheoStress 1®, Thermo Haake, Karlsruhe, Alemania) equipado con un bafio
termostatico (Phoenix®, Thermo Haake, Karlsruhe, Alemania) para controlar la
temperatura (20 °C). Los sensores utilizados tenian una geometria de plato-plato
serrada con 35 mm de diametro. Se dej6 un espacio de 1 mm entre los sensores y
las muestras permanecieron 600 s entre los sensores hasta alcanzar el equilibrio

previo al analisis.

Se realizaron barridos de esfuerzo a una frecuencia de 1 Hz para determinar la
extension de la respuesta viscoelastica lineal. Posteriormente se llevaron a cabo
barridos de frecuencia de 0.01 a 10 Hz con una amplitud de onda dentro de la
region lineal. Los valores del médulo de almacenamiento, el médulo de pérdidas y
la tangente de pérdidas fueron determinados. El médulo de almacenamiento o
elastico (G') es una medida de la energia almacenada y recuperada por ciclo de
deformacion sinusoidal. EI médulo de pérdidas o viscoso (G") es una medida de la
energia disipada o perdida como calor por ciclo de deformaciéon sinusoidal. La
tangente de pérdidas (tan 6 =G"/G') es una medida de la proporcion de energia
perdida y almacenada por ciclo de deformacién. La dependencia de G’ con la

frecuencia se ajusto a la siguiente ecuacion de la ley de potencia (Ec.l11.4):
G’ =kf" (Ec.lll.4)

Donde, n es el indice de la ley de potencia que indica la dependencia de G’ con
la frecuencia. Valores de n =1 indican una dependencia lineal con la frecuencia y

los valores de n = 0 indican independencia.

45



Materiales y métodos

l11.9. ANALISIS MICROESTRUCTURAL

1.9.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO A BAJAS
TEMPERATURAS (cryo-SEM)

La técnica de cryo-SEM se empled para la observacion de los diferentes
sistemas modelo con hidrocoloides y sal (seccion 1V.1). Para ello, las muestras se
sumergieron en N, nieve a -210 °C, transfiriéndolas rapidamente a un Cryo-Trans
CT1x500C de Oxford Instruments acoplado a un microscopio electronico de
barrido (Jeol JSM 5410) (figura Ill.4) que trabajaba en condiciones de congelacion
(-130 °C). En el Cryo-Trans las muestras se fracturaron a -180 °C con ayuda de
un pequefio punzén. A continuacién se introdujeron en la cdmara del microscopio
donde se sublimaron a -90 °C durante 20 min con el fin de eliminar el posible
exceso de escarcha superficial que podria enmascarar los detalles de las
superficie de las muestras. Las muestras se recubrieron con Au a 0.2 kPa y a una
corriente de ionizacién de 40 mA y se observaron a 15 kV y a una distancia de
trabajo de 15 mm. Las imagenes se almacenaron con una resolucion de 512x402

pixeles y una profundidad de 8 bits.

Figura lll.4. Cryo-Trans CT1x500C de Oxford Instruments acoplado a un microscopio electrénico de
barrido JEOL JSM 5410 (cryo-SEM).

111.9.2. MICROSCOPIA LASER CONFOCAL DE BARRIDO(CLSM)

El estudio microestructural de las salsas bechamel se realiz6 mediante CLSM.

Se utilizd un microscopio confocal Nikon C1 acoplado a un microscopio Nikon
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Eclipse E800 (Nikon, Tokio, Japon) —figura Ill.5—. Se utiliz6 un laser de Ar (488
nm) como fuente de luz para excitar a los agentes de tincion fluorescentes
rodamina B y Nile red. La rodamina B (Fluka, Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) con
una excitacion maxima de 488 nm y una emision maxima de 580 nm se disolvi6 en
agua destilada a 1 g/L. Este agente de tincion se emple6 para tefir proteinas y
almidon. El Nile red (Fluka, Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) con una excitacion
maxima de 488 nm y una emision maxima de 515 nm se disolvié en PEG 200 a

0.1 g/L. Este agente de tincion se empled para tefir grasas.

Figura IIl.5. Microscopio confocal de barrido Nikon C1 acoplado a un microscopio Nikon Eclipse E800.

Con el objetivo de asegurar un suficiente grosor de muestra para poder
observarla sin deformar la estructura nativa al colocar el cubreobjetos, se
emplearon dos cuchillas de acero inoxidable y 100 um de grosor que se pegaron
al portaobjetos (Pateras et al. 1994). Se utilizd6 un objetivo Nikon de
60x/1.40NA/Qil/ Plan Apo VC.

Para visualizar la muestra, una gota de la misma se puso en el portaobjetos y
se tifd con 20 uL de la disolucién de rodamina B y 20 uL de la disolucion de Nile
red. Se obtuvieron pilas de imagenes al escanear automaticamente 20 um en
profundidad a través de la muestra. La separacion entre los planos de observacion
se mantuvo a 0.4 um. Se observaron un total de 51 planos adyacentes que se
almacenaron como imagenes RGB compuestas por 3 canales (rojo, verde y azul)

de 8 bits cada uno con una resolucion de 1024X1024 pixeles mediante el
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programa EZ-C1 v.3.40 (Nikon, Tokyo, Japan). Las imagenes en 2D se adquirieron

de manera aleatoria y se almacenaron con la misma resolucion.
111.9.3. PROCESADO Y ANALISIS DE IMAGEN

El procesado y el analisis de las imagenes asistido por ordenador se llevaron a
cabo empleando los programas informaticos AnalySYS 3.0 (AnalySYS, Minster,
Alemania) e Image J 1.46e (National Institutes of Health Bethesda, Md., EEUU.).
No obstante, para la mayor parte del trabajo experimental se emple6 el ultimo de
ellos debido a su versatilidad, facilidad de uso y gratuidad. Este programa de
dominio publico, contiene numerosos complementos (plugins) que consisten en
una serie de procedimientos programados para realizar funciones especificas que

facilitan la tarea de procesado y analisis de imagen.
[11.9.3.1. OPERACIONES SOBRE LA IMAGEN EN ESCALA DE GRISES

En las imagenes de CLSM donde se han combinado en una misma imagen
RGB las emisiones correspondientes a diferentes longitudes de onda, se realizo6
un paso previo de separacion de los canales para conseguir un mejor contraste de
los objetos que provienen Unicamente de uno de ellos. En la figura 111.6 se observa
una imagen de CLSM que presenta los 3 canales juntos. La separacion de los
canales permite una mejor visualizacién de los glébulos de grasa por un lado
(canal verde) y de la matriz de almidon y proteina por otro (canal rojo) mientras
que el canal azul no presenta ningun tipo de informacién puesto que no se capté

emision en la longitud de onda correspondiente al mismo.

Figura lll.6. A: micrografia CLSM de una muestra de salsa mostrando los canales RGB (rojo, verde y
azul) combinados; B: separacién del canal rojo; C: separacion del canal verde; D: separacion del canal
azul.
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Eliminacion del ruido de fondo

En la CLSM, los agentes de tincion fluorescentes (especialmente el Nile red)
manifestaron el proceso de “photobleaching” o decaimiento de la intensidad de luz
(Heilig et al. 2009; Herbert et al. 1999) con el tiempo de exposicién al laser (figura
[11.7). Para limitar este efecto se utilizaron velocidades de barrido superiores. Sin

embargo, al aumentar la velocidad se hizo perceptible el ruido eléctrico de fondo.

Figura IIl.7. “Photobleaching” o decaimiento de la intensidad de sefial en micrografias de salsas
captadas mediante CLSM. A: micrografia tomada a tiempo = 0; B: mismo campo tras 5 s de barrido
laser. Nétese como la intensidad del fluoréforo que marca los glébulos de grasa (en verde) resulta
fuertemente afectada.

Este ruido se puede eliminar parcialmente aplicando filtros. Los filtros se basan
en la aplicacién de operaciones aritméticas que producen cambios en la intensidad
de cada pixel, en funcién del valor de los pixeles adyacentes. Dos de los filtros

mas empleados son el de la media y el de la mediana (figura I11.8).
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Figura I11.8. Calculo del valor del pixel central al aplicar un filtro de la media y de la mediana sobre los 9
pixeles adyacentes (filtro 3x3).
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El filtro de la media se basa en calcular el valor de cada pixel como la media
del valor de los pixeles vecinos, incluyendo el valor de si mismo. Con este proceso
se lograba suprimir diferencias bruscas de intensidad en la imagen, tomando ésta
un aspecto mas homogéneo debido a que el valor absoluto de la diferencia entre
un pixel y cualquiera que le rodea habra disminuido. No obstante, el uso de este
filtro conllevaba un desenfoque de los bordes de los glébulos de grasa. El filtro de
la mediana, por su parte, calcula el valor del nuevo pixel, ordenando el valor de los
pixeles vecinos de menor a mayor y seleccionando el valor que ocupa la posicion
central de la lista. Este filtro difumind menos los contornos de los glébulos de

grasa como se puede observar en la figura I11.9.

Figura I11.9. Aplicacion de diversos filtros sobre el ruido de fondo de una imagen de CLSM. A: imagen

original; B: filtro de la media 3x3; C: filtro de la mediana 3x3.

Correccion de la iluminaciéon no uniforme

Los problemas de iluminacién no uniforme se suelen encontrar en los
contornos de la imagen debido a efectos de las propias lentes de los microscopios,
superficies curvadas o variaciones de espesor de las muestras o incluso leves
desviaciones en la alineacion del laser. ImageJ contiene un complemento
(posteriori shading correction) que permitié generar el patrén de iluminacién de
cada imagen, que se empled para generar una nueva con la iluminacibn mas

uniforme (figura 111.10).
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Figura 111.10. Correccién de la iluminacién mediante el complemento posteriori shading correction. A:
imagen original. Nétese que el borde inferior derecho esta mas iluminado que el superior izquierdo; B:
patrén de iluminacion generado por el complemento. C: imagen corregida.

Manipulacién del histograma de nivel de gris

Con el objetivo de mejorar el contraste entre los objetos de interés y el fondo,
se realizaron una serie de operaciones sobre el histograma de nivel de gris que
permitieron obtener una nueva imagen en la que los valores de los pixeles
generados solo dependian del valor de esos mismos pixeles en la imagen original.
El histograma agrupa al numero de pixeles (frecuencia) que muestran un
determinado nivel de gris en diferentes clases correspondientes a cada nivel
(figura 111.11). Dentro de este tipo de operaciones se encuentran la normalizacion,

ecualizacion y la inversion.
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Figura l1l.11. Micrografia obtenida por cryo-SEM y su correspondiente histograma de nivel de gris.

La normalizacion consiste en el estiramiento maximo del histograma, es decir,

se ftraslada el valor de la frecuencia de la clase mas baja y la mas alta
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representada en la imagen original a la clase correspondiente al nivel de gris 0 y
255 respectivamente. Las clases intermedias se trasladan a nuevas clases hasta
ocupar toda la extension del histograma. De esta manera aumenta el contraste y
se facilita la deteccion de objetos. La ecualizacion, por su parte también estira al
maximo el histograma pero se reparten los pixeles de manera que cada clase
tenga frecuencias similares. Finalmente, la inversién consiste en cambiar los
valores de nivel de gris de los pixeles de tal forma que aquellos que tenian valores
de nivel de gris mas elevados pasan a tener los mas bajos. De este modo, se
permite visualizar mejor los objetos de las imagenes. Tras procesar diferentes

micrografias, se selecciond la normalizacion como proceso mas adecuado para

mejorar el contraste, como se puede observar en la figura I11.12.

[
0 255 0

| ) [
5 0 255 0 255

Count: 1048576 Min: 53 Count: 1048576 Min: 0 Count: 1048576 Min: 0 Count: 1048576 Min: 0
Mean: 181.2871 Max: 255 Mean: 145.2465 Max: 255 Mean: 136.8265 Max: 255 Mean: 73.7129 Max: 202
StdDev: 29.0934 Mode: 170 (18410) StdDev: 43.0623 Mode: 128 (18410) StdDev: 58.4554 Mode: 101 (18410) StdDev: 29.0934 Mode: 85 (18410)

Figura l1l.12. Efecto de diversas manipulaciones del histograma de nivel gris sobre el contraste de la
imagen de CLSM. A: imagen original y su correspondiente histograma; B: imagen tras la normalizacion;
C: imagen tras la ecualizacion; D: imagen tras la inversion.

1.9.3.2. SEGMENTACION

Una vez minimizados los errores de las imagenes digitales adquiridas, se
separaron objetos de interés del resto de la imagen mediante el proceso el de
“thresholding” o segmentaciéon por umbrales, basandose en el andlisis del
histograma de nivel de gris. Esta operacion selecciona un nivel de gris que
representa el limite entre objeto y fondo, todas las clases por debajo de ese nivel
perteneceran al objeto mientras que las clases por encima de ese nivel

perteneceran al fondo. De este modo, de los 256 niveles de gris diferentes que
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podian definir un pixel en una imagen de 8 bits, se pasa a dos unicos valores 0
(negro) o 255 (blanco), obteniéndose la imagen binaria correspondiente (figura
[11.13).
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Figura l11.13. Segmentacion de una micrografia de cryo-SEM. A: imagen procesada y lista para la
segmentacion; B: histograma de grises de la imagen, notese la distribucion bimodal; C: segmentaciéon
de la imagen eligiendo el valor minimo situado en el valle entre los dos picos de la distribucion (nivel de
gris = 129); D: imagen binarizada. Todos los pixeles que presentaban niveles de gris por debajo de 129
pasan a ser negros (valor 0), mientras que los pixeles que presentaban valores superiores a 129 pasan
a ser blancos (valor 1).

1.9.3.3. OPERACIONES SOBRE IMAGENES BINARIAS

La imagen obtenida tras el proceso de separacién por umbrales solia contener
diversos errores, como ruido de fondo no eliminado o zonas de iluminacion
irregular que eran consideradas como objetos. Para solucionar estos problemas se
emplearon una serie de operaciones especificas para imagenes binarias, como la
erosion, dilatacion, apertura, cierre y mapa de distancias euclideas y separacion

de objetos.

En ocasiones, durante el proceso de segmentacion, se puede sobreestimar o
infravalorar el tamafio de los objetos. La erosién consiste en adelgazar el objeto

eliminando una capa de pixeles pertenecientes al objeto en el contorno que
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delimita el objeto con el fondo. La dilataciéon opera de manera contraria y afiade
una capa de pixeles alrededor del objeto. Ambas operaciones se basan en el
estudio de los pixeles que rodean al pixel en cuestion Estas operaciones se
pueden realizar iterativamente hasta conseguir el resultado deseado. No obstante,
puesto que son operaciones que maodifican la cantidad de pixeles del objeto,

pueden afectar al analisis cuantitativo posterior.

Para solucionar este problema se utilizaron las dos operaciones anteriores
consecutivamente. El orden en que se ejecuten ambas operaciones da resultados
completamente diferentes. La operacion de apertura combina una erosion y una
dilatacion posterior y se utiliza para separar objetos que en la imagen original
permanecian unidos. El proceso inverso se denomina cierre (dilatacién-erosion) y
como resultado, objetos que antes estaban separados se unen. Estas operaciones
combinadas tienen la ventaja de mantener el area del objeto aproximadamente

igual.

Uno de los problemas de las operaciones de apertura y cierre es que la
modificacion que hacen en los objetos no es isotropica, es decir, la variacion en la
forma del objeto no es igual en todas las direcciones del mismo (Russ 2005), lo
que no las hace recomendables para separar objetos que estén unidos por
muchos pixeles. Sin embargo, existe otro método que limita este problema. El
mapa de distancias euclideas (MDE) asigna a cada pixel del objeto un nimero
proporcional a la distancia de ese pixel al pixel mas cercano perteneciente al fondo
de la imagen, sin tener en cuenta la direccién. De esta forma se construye una
imagen en niveles de gris decrecientes desde el centro del objeto al extremo del
mismo. A continuacion se segmenta la nueva imagen creada y el efecto de
aumentar un nivel de gris es el mismo que el de erosionar o dilatar el objeto pero
sin el problema del cambio de forma. Este es el principio que utiliza el proceso
denominado “watershed” o separador de objetos, eliminando la ultima linea de
pixeles que tienen en comun. En la figura lll.14 se observa el efecto de todos
estos operadores en la eliminacién de ruido, separaciéon o unién de objetos. El
método mas efectivo en el tipo de muestras que han sido analizadas fue el de
realizar una operacion de apertura seguida de una de separacién de objetos.

Como se puede observar siguiendo esta rutina se realizaron menos pasos
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consiguiendo ademas que la morfologia y el tamafio de los objetos variaran

minimamente.

Figura l11.14. Diversos procedimientos de tratamiento de una imagen binaria. A: 3 dilataciones
sucesivas; B: 3 erosiones sucesivas; C: apertura; D: cierre; E: combinacion de apertura y “watershed” o
separador de objetos. Notese que con este Ultimo procedimiento se elimina el ruido de fondo y se
consigue separar los objetos en dos pasos.

11.9.3.4. ANALISIS DE IMAGEN

El tamafio de las celdas creadas tras la sublimacion de las muestras en los
sistemas modelo analizados por cryo-SEM (seccion 1V.1) se determiné a partir del

analisis de 20 imagenes adquiridas de manera aleatoria en cada tipo de muestra.

La cuantificacion del tamafo y forma de los glébulos de grasa de las salsas
recién preparadas, recalentadas en HMO (seccion 1V.2) o descongeladas por HCO
u HMO (seccion 1V.3) fueron evaluados a partir de 15 imagenes de CLSM
adquiridas aleatoriamente en cada tipo de muestra. El analisis del tamafio, forma y

numero de glébulos por campo de las muestras elaboradas a diferente velocidad
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de agitacion y con diferente tipo de grasa (seccion 1V.4) se realiz6 a partir de 4
imagenes representativas de cada tipo de muestra. Puesto que el area de los
glébulos de grasa no present6 una distribucion normal en ninguna de las muestras
analizadas, se utilizo el percentil 80 (Pgy) del area de los glébulos de grasa como
parametro representativo del tamafio de los glébulos en las salsas. El Py, indica el
valor del drea por debajo del cual se encuentra el 80% de los glébulos en cada

imagen.

La medida del area de los objetos se basé en la cuantificacién de los pixeles
que pertenecian al objeto multiplicado este valor por el drea de cada pixel. Para
calibrar el area del pixel se adquirieron imagenes para cada una de las diversas
condiciones de captura que se han llevado a cabo (tipo de microscopio y
resoluciones empleadas) con una escala integrada que se empled para calcular el
tamafio del pixel en umz. Asimismo, se determin6 la densidad de glébulos de
grasa por campo (dg), como el numero de glébulos de grasa micrografia. Por
ultimo, la forma de los objetos se evalué empleando el parametro circularidad
(Ec.l1.5). Un valor de circularidad de 1.0 corresponde a un circulo perfecto.
Conforme este valor se aproxima a 0 el objeto adquiere una forma cada vez mas
elongada.

4.7-area

Circularidad = ———— (Ec.lll.5)
(perimetro)

Al analizar la imagen binaria, el programa permite la creacién de una imagen
complementaria donde aparecen numerados cada uno de los objetos. Lo que
facilita la identificacion de los mismos en la tabla de datos que se genera

automaticamente (figura I11.15).
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Figura l11.15. Proceso de andlisis de una imagen de CLSM. A: imagen original. B: separacién de
canales y mejora de la imagen en escala de grises. C: imagen binaria tras la segmentacion y
operaciones de mejora; D: imagen con los objetos numerados para su identificacion en la tabla de
datos; E: tabla de datos generada.

La estructura 3D de las muestras recalentadas en HMO (seccion 1V.2) fue
analizada a partir de una pila de imagenes de CLSM obtenidas en un mismo
campo pero a diferentes profundidades. El montaje se lleva a cabo mediante un

complemento de ImagedJ que es capaz de integrar las imagenes de la pila teniendo
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en cuenta la distancia entre los planos de adquisicion (eje z). Se analizaron
muestras con 20 um de espesor utilizando 51 micrografias de 1024x1024 pixeles
de resolucién. Por tanto, cada plano estaba situado a 0.4 um del anterior. Tras el
escalado de las imagenes se determind que cada pixel tenia unas dimensiones de
0.21 um de alto y 0.21 um de largo. Por lo tanto, el tamafo del voxel (pixel
tridimensional) fue de 0.21x0.21x0.4 um3. Las reconstrucciones en 3D se

observaron a diferentes niveles y con diferentes angulos de visién (figura I11.16).

Figura 111.16. Diferentes visualizaciones en 3D de la microestructura de una salsa preparada con

almidon nativo. A: Angulo de rotacién de 135° con respecto al eje x y 45° con respecto al eje z.
B: misma muestra vista desde un angulo de 110° con respecto al eje x y 45° con respecto al eje z,
visualizacion de un corte transversal. C: mismo angulo que en A con visualizacién de un corte
transversal.

111.10. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

En el estudio de las propiedades dieléctricas, microestructurales y reologicas
de sistemas modelo con diferentes hidrocoloides (secciéon IV.1) se empled un
modelo estadistico de superficie de respuesta compuesto central, rotable y
ortogonal. Mediante esta metodologia es posible optimizar una variable de interés,
analizando cémo afectan los niveles de los factores del proceso en la misma. En
este estudio los factores fueron la cantidad de sal e hidrocoloide, mientras que las
variables respuesta estudiadas fueron el parametro reoldgico k y las propiedades
dieléctricas &', £"y d. El disefio compuesto central consiste en un disefio factorial
2" (siendo k el numero de factores), aumentado por 2" puntos axiales y n; puntos
centrales El disefio se convierte en rotable mediante la eleccion de la distancia
axial o (Ec.ll1.6).
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o =(n; ) (Ec.lIL.6)

Donde ny es el nUmero de puntos en la porcién factorial del disefio.

Puesto que se han considerado dos factores la porcion factorial nf = 2°= 4
puntos. Por tanto, la distancia axial del disefio es o =(4)"* —1.414 . En total se

tiene 4 puntos factoriales y 4 puntos axiales. Ademas, se incluyeron 8 puntos
centrales (n;) para garantizar la ortogonalidad del disefio. En total 16 puntos
experimentales en cada uno de los sistemas modelo a analizar. Los extremos de
los niveles se seleccionaron a partir de determinaciones de viscosidad en

experimentos previos.

En el estudio del efecto de la velocidad de agitacion, el método de
descongelacion y el tipo de grasa empleada sobre la microestructura de las salsas
(seccion 1V.4), se empled un disefio de experimentos multifactorial categoérico con
dos factores a distintos niveles: tipo de grasa (mantequilla y aceites de oliva,

girasol y soja) y velocidad (350, 1100 y 3250 rpm).

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en todas las determinaciones
se llevd a cabo mediante el analisis de la varianza (ANOVA). Se calcularon las
diferencias minimas significativas (LSD) con un nivel de significacién P < 0.05.
Para ello se emple6 el programa estadistico Statgraphics Plus versién 5.1
(Manugistics, Inc., Rockville, MA, EE.UU).
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IvV.1. PROPIEDADES DIELECTRICAS,
MICROESTRUCTURALES Y DE FLUJO DE SISTEMAS MODELO
ELABORADOS CON DISTINTOS HIDROCOLOIDES Y SAL

En la siguiente seccion se estudiaron las propiedades dieléctricas de sistemas
elaborados con sal y diferentes hidrocoloides: almidones de maiz —nativo (AN) y
fosfato de dialmidon hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento (AHAF)—
e hidrocoloides —iota (1-C), lambda (A-C), y kappa (x-C) carragenatos— como
modelos de salsas blancas que vayan a ser sometidas a calentamiento en
microondas. Asimismo, se analizaron las propiedades microestructurales y
reolégicas para comprender mejor el comportamiento dieléctrico de los diferentes

sistemas.
IV.1.1. PROPIEDADES DIELECTRICAS

El factor de pérdidas (£") y la profundidad de penetracién (d) de las microondas
fueron analizados al considerarse los parametros mas importantes para
caracterizar el calentamiento en MO de los sistemas modelo; &" relaciona la
conversion de la energia electromagnética en energia térmica y en consecuencia
evalla la capacidad de generar calor, y d es la distancia a la cual la energia de la

microonda disminuye aproximadamente a un 37% de su valor en la superficie.
IV.1.1.1. FACTOR DE PERDIDAS

La figura IV.1 muestra los graficos de las superficies de respuesta del factor de
pérdidas (£") a temperatura de 20 y 40 °C para los diferentes sistemas con
hidrocoloides. Asimismo, en la tabla V.1, se describen las ecuaciones de
prediccion correspondientes para el &£ en funcion del contenido de sal e
hidrocoloide a las dos temperaturas analizadas. Como era de esperar, el factor de
pérdidas se vio influenciado de manera significativa y positiva por la cantidad de
sal en todos los sistemas modelo analizados. Se sabe que la adicién de sal a
sistemas alimentarios con un elevado contenido en agua provoca un incremento

en ¢&" Bircan y Barringer (1998) observaron que la adicion de sal al agua
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provocaba un aumento del factor de pérdidas por encima del correspondiente al
agua pura. Piyasena et al. (2003) observaron un aumento significativo del factor
de pérdidas cuando se aumentaba la concentracion de sal en disoluciones de
almidén de maiz, a distintas frecuencias y temperaturas, y atribuyeron este hecho
a la elevada conductividad asociada al aumentar la concentracion de sal. Sakai et
al. (2005) también observaron un aumento en el factor de pérdidas al aumentar la

concentracion de sal en agua y en geles de agar al 1%.

Con respecto a la influencia de la temperatura los valores de £" a 40 °C son
significativamente superiores (P < 0.05) con respecto a 20 °C para todos los
sistemas modelo. Umbach et al. (1992) observaron, en diferentes disoluciones de
almiddn, que el calentamiento causaba un aumento en &£". Piyasena et al. (2003)
obtuvieron resultados superiores de &" para disoluciones de almidén de maiz
cuando la temperatura aumentaba de 20 a 80 °C a una frecuencia de 10 MHz. En
disoluciones de almidon de patata, trigo, maiz y maiz céreo a 2.75 Hz (Ryynanen
et al. 1996) y de almidon de trigo, tapioca, arroz, maiz, maiz céreo y maiz de alto
contenido en amilosa a 2.45 Hz (Ndife et al. 1998) se observé que cuando el
almidén estaba ya gelatinizado, como sucede en los sistemas modelo del presente
estudio, la movilidad del agua aumentaba con la temperatura y el calentamiento
provocaba un ligero aumento en £". Nelson et al. (1991) también observaron que el
£" de diferentes hidrocoloides en polvo (almidon de patata, goma garrofin, goma
arabiga, carragenato y carboximetilcelulosa) aumentaba con la temperatura en el
intervalo desde 20 °C a 100 °C.
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07
06

* x-C(g)

Figura IV.1. Graficos de superficie de respuesta de la variable factor de pérdidas (£") en relaciéon con la
cantidad de sal e hidrocoloide. A y F: sistema con AN; B y G: sistema con AHAF; C y H: sistema con
1-C; D e [: sistema con A-C; E y J: sistema con x-C. AN: almidén nativo; AHAF: fosfato de dialmidén

hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento; 1-C: 1-carragenato; A-C: A-carragenato; k-C: k-
carragenato. Las medidas se realizaron a 20 °C (A, B, C, D, E)y a 40 °C (F, G, H, |, J).
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El efecto del nivel de hidrocoloide empleado diferia segun el sistema modelo.
Asi, un aumento en la cantidad de almidén nativo (AN) y modificado (AHAF)
disminuia significativamente (P < 0.05) el valor de &". El aumento de almidén en el
sistema provocd una mayor retencion de agua por las cadenas poliméricas y la
variacion en la cantidad de agua libre en el mismo afecté a sus propiedades
dieléctricas. Sin embargo, en los sistemas con carragenatos (1, A, 0 x) no se
observo un efecto significativo (P > 0.05) de la concentracion del hidrocoloide,
pese a que éstos también poseen una capacidad de retencion de agua elevada,
por lo que las diferencias en el comportamiento dieléctrico pueden ser debidas a la

carga del polimero y a la configuracion de la red que forman.
IV.1.1.2. PROFUNDIDAD DE PENETRACION.

La figura IV.2 muestra los graficos de superficie de respuesta de la profundidad
de penetracion (d) a 20 °C y a 40 °C para los diferentes sistemas. Los valores de d
eran significativamente inferiores (P < 0.05) cuando existian altas cantidades de
sal en el sistema. Este resultado no es sorprendente ya que la profundidad de
penetracion esta inversamente relacionada con el £"y éste aumenta conforme lo
hace la cantidad de sal (Ec.lll.1). Piyasena et al. (2003) también observaron una

disminucion de d con el aumento de la sal en disoluciones de almidon de maiz.

Las ecuaciones de prediccion de d a 20 °C y 40 °C se muestran en la tabla
IV.2. En general, estas ecuaciones no muestran una asociacién entre la cantidad
de hidrocoloide y la profundidad de penetracién. Sin embargo los valores de d
fueron significativamente inferiores (P < 0.05) a altas temperaturas en todos los

sistemas modelo.
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d (cm)
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Figura IV.2. Graficos de superficie de respuesta de la variable profundidad de penetracion (d) en
relacion con la cantidad de sal e hidrocoloide. Ay F: sistema con AN; B y G: sistema con AHAF; C y H:
sistema con 1-C; D e I: sistema con A-C; E y J: sistema con x-C. AN: almidén nativo; AHAF: fosfato de
dialmidoén hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento; 1-C: 1-carragenato; A-C: A-carragenato; k-

C: k-carragenato. Las medidas se realizaron a 20 °C (A, B, C, D, E)ya40°C (F, G, H, |, J).
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IV.1.2. MICROESTRUCTURA

La técnica de cryo-SEM se basa en la fijacion fisica de los componentes
estructurales de la muestra, lo que evita un paso de deshidratacion en la
preparaciéon de la misma. Esto permite observar el agua de composicion de la
muestra y las interacciones entre el agua y los distintos componentes

estructurales.

La figura IV.3 presenta la estructura de muestras elaboradas con distintas
cantidades de almidén nativo o modificado y la misma cantidad de sal (4 g). En
todas las micrografias se puede observar una matriz de celdas formada tras la
sublimacién de la escarcha superficial; este fendmeno es un artefacto inherente a
la técnica de cryo-SEM y se conoce como artefacto eutéctico o fendmeno de
agregacion de solutos (Llorca et al. 2005). El tamafio de celdas esta relacionado
con la interaccion entre los componentes del sistema y el agua: a mayor tamarfio
de celda, menor interaccion agua-componente y mayor cantidad de agua libre

disponible en el sistema.

Figura IV.3. Micrografias de cryo-SEM. A, B y C: sistema elaborado con 4 gde saly 1 (A), 3.5(B)y 6
(C) g de almidon nativo (AN). D, E y F: sistema elaborado con 4 gde saly 1 (D), 3.5 (E) y 6 (F) g de
fosfato de dialmidén hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento (AHAF). Escala: 30 um.

En la figura IV.3 se puede apreciar que al aumentar la cantidad de almidon, la

matriz de celdas formada durante la sublimacién de la muestra es mas cerrada.
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Las celdas en la figura IV.3 A (muestras preparadas con 1 g de AN) son mayores
que las celdas en la figura IV.3 B (preparadas con 3.5 g de almidén) que, a su vez,
son mas grandes que las de la figura IV.3 C (6 g de almidén). Lo mismo sucede en

las muestras elaboradas con AHAF (figura IV.3 D-F).

Con el objetivo de cuantificar el tamafio de celdas de las micrografias de la
figura IV.3 se realiz6 un analisis de imagen en el que se midieron las
correspondientes areas. La figura IV.4 muestra los graficos de medias con los
intervalos LSD de las muestras elaboradas con ambos almidones. Se puede
comprobar que al aumentar la cantidad de AN se produce una disminucién del
area de celda, que resulta significativa (P < 0.05) al comparar las muestras
preparadas con 6 g con respecto a las preparadas con 1y 3.5 g. En los sistemas
elaborados con AHAF ocurre lo mismo. Por lo tanto, en ambos casos, los sistemas
elaborados con mayor cantidad de almidon presentan un tamafio de celda
significativamente inferior (P < 0.05), lo que seria indicativo de una menor
presencia de agua libre en el sistema. Esta mayor retencién de agua por parte de
los polimeros de almidon seria la causa de la disminucién significativa (P < 0.05)
en el £" al aumentar la proporcion de almidon en 100 g de agua, como se ha

observado anteriormente en el apartado de propiedades dieléctricas.

A B
100 F 5 140 3
E 80 I 9 E 110 I .
~ 60} 4 ~ 80 2
O wf ] S s i ]
O *@©

"t A "l T

3 i g N 1 35 6

AN (9) AHAF (g)

Figura IV.4. Area media e intervalos LSD para las muestras con almidén nativo (AN) y almidon
modificado (AHAF).

Con respecto a los sistemas preparados con diferentes tipos de carragenato,
se observd que el aumento en la cantidad de los mismos no afectaba

significativamente (P > 0.05) al &" y tampoco se apreciaron diferencias en el
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tamanfo de las celdas al variar la cantidad de espesante, como se puede observar

en la figura IV.5.

Figura IV.5. Micrografias de cryo-SEM. A, B y C: sistema elaborado con 4 g de sal y 0.3 (A), 0.55 (B) y
0.8 (C) g de -carragenato (1-C); D, E y F: sistema elaborado con 4 gde saly 0.8 (D), 1.2 (E)y 1.6 (F) g
de A-carragenato (A-C); G, H e |: sistema elaborado con 4 g de sal y 0.3 (G), 0.55 (H) y 0.8 (I) g de k-
carragenato (x-C). Escala: 30 um.

IV.1.3. PROPIEDADES DE FLUJO

Con el objetivo de investigar la influencia que las propiedades reologicas
(establecidas por los hidrocoloides empleados) pudieran tener sobre las
propiedades dieléctricas, se midieron las propiedades de flujo de los sistemas
analizados. Las propiedades de flujo estan directamente relacionadas con el
estado del agua en los sistemas, que esta regido por la capacidad de retencién de

las moléculas de hidrocoloide.

En el intervalo de velocidades de cizalla estudiado, los datos de viscosidad se
ajustaron correctamente al modelo de Ostwald-de Waele (n=k-7""; Ec.lll.3). El

indice de consistencia (k) es el parametro del modelo que representa la resistencia
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al flujo. La figura IV.6 muestra los correspondientes graficos de superficie de
respuesta en los diferentes sistemas modelo para este parametro. Todos los
hidrocoloides afectaron de forma significativa (P < 0.05) y positiva a la variable k,
es decir el aumento en su concentracion aumentaba la consistencia del sistema, lo
que explica su utilizacion como agentes espesantes en la industria alimentaria. El
AN origin6 valores mas elevados de k que el AHAF y el sistema con A-carragenato

mayores que el sistema con 1-carragenato.

k (Pa-s")

k (Pa-s")

Figura IV.6. Graficos de superficie de respuesta de la variable indice de consistencia (k) en relacion
con la cantidad de sal e hidrocoloide. A: sistema con AN; B: sistema con AHAF; C: sistema con 1-C; D:
sistema con A-C; AN: almidon nativo; AHAF: fosfato de dialmidén hidroxipropilado de alto grado de
entrecruzamiento; 1-C: 1-carragenato; A-C: A-carragenato.

La sal afectdé de forma significativa (P < 0.05) y negativa al indice de
consistencia en los sistemas con AN y con A-C; sin embargo, al existir
interacciones significativas entre la sal y el espesante se observé que a niveles
altos de sal (7 g/100g) y bajos de espesante (1 g/100g en el sistema con AN y 0.8
g/100g en el sistema con A-C) se producia un aumento en k. El almidén, a
diferencia de los carragenatos, no contiene grupos ionizables, por lo que en

principio no deberia ser sensible a las sales. Sin embargo, en sistemas modelo se
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ha observado que si se ve afectado cuando iones como fosfatos, acetatos,
cloruros, citratos, sulfatos y tartratos y cationes como sodio y calcio, se encuentran
en concentraciones muy altas (Thomas y Atwell 1999). El efecto de la sal sobre el
sistema con AN podria explicarse como resultado de la competencia que existe
entre la sal y el almidén por el agua, que limitaria el hinchamiento de los granulos
de almidén nativo y por tanto disminuiria la consistencia que imparten al sistema.
A diferencia del sistema con AN, en el de AHAF la sal no fue un factor significativo

(P < 0.05) para los valores de k.

Con respecto al sistema elaborado con 1-C, se observd que la sal ejercia un
efecto significativo (P < 0.05) y positivo. Michel et al. (1997) demostraron que el
modulo de elasticidad (el cual indica la rigidez de un material) dependia de la
concentraciéon y naturaleza del cation en contacto con el 1-carragenato. Dado que
las moléculas de carragenato contienen grupos sulfato cuya repulsion evita
agregacion de cadenas, no es sorprendente que las propiedades reologicas estén
influenciadas por la adicion de cationes que protegen de la repulsion electrostatica
a los grupos sulfato. Es por ello que la adicién de cationes puede ampliar la regién
cristalina de la red de i-carragenato y asi, aumentar el médulo de elasticidad
(Michel et al., 1997). Este hecho explicaria el efecto positivo de la sal en el
parametro k. El A-carragenato no gelifica al tener mas cargas negativas en su
estructura quimica; lo que limita la ampliacion de las zonas cristalinas de la red, y

por tanto no se produce el aumento de la consistencia que imparte al sistema.

Los valores del indice de flujo (n) del modelo de Ostwald-de Waele obtenidos
en todos los sistemas modelo (figura IV.7) fueron menores a 1, lo que confirma
que las muestras se comportaron como fluidos pseudoplasticos en los que la

viscosidad disminuye al aumentar la velocidad de cizalla.
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Figura IV.7. Graficos de superficie de respuesta de la variable indice de flujo (n) en relacién con la
cantidad de sal e hidrocoloide. A: sistema con AN; B: sistema con AHAF; C: sistema con 1-C; D:
sistema con A-C; AN: almidén nativo; AHAF: fosfato de dialmidon hidroxipropilado de alto grado de
entrecruzamiento; 1-C: 1-carragenato; A-C: A-carragenato.

Al comparar los dos tipos de almidones empleados se observaron dos
comportamientos pseudoplasticos distintos, lo que indica una diferencia estructural
entre ambos corroborada por el diferente efecto que ejerce la sal sobre el
parametro n en los modelos en los que son utilizados. En el caso del AN, los
granulos gelatinizados no resistieron el calentamiento en la preparacién y se
desintegraron, produciendo la solubilizacién de la amilosa y amilopectina. En el
caso del AHAF la estructura se corresponde con un sistema formado por granulos
de almidén hinchados que han resistido el calentamiento debido a su modificacion

mediante entrecruzamiento y sustitucion.

Los sistemas con carragenato presentaron un mayor comportamiento
pseudoplastico (n mas cercano a 0) que los sistemas con almidén, demostrando
una complejidad estructural superior. Al comparar entre los sistemas con
carragenato, el elaborado con 1-C mostré un comportamiento mas pseudoplastico

que el de A-C. Por otro lado, una concentraciéon elevada de k-C formaba geles
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fuertes y rigidos, haciendo imposible la determinacién de curvas de flujo en estos

sistemas y las superficies de respuesta correspondientes.

Los efectos de la cantidad de sal e hidrocoloides sobre el comportamiento
pseudoplastico fueron variables. Cuando la cantidad de sal en la muestra era
pequefia, un aumento en la cantidad de espesante provocaba una disminucién de
n en todos los sistemas, excepto en el elaborado con AC. A niveles intermedios de
sal, al aumentar la cantidad de hidrocoloide también disminuia n salvo para el
sistema con AHAF donde aumenté. Finalmente, si el contenido en sal era elevado,
al aumentar el nivel de hidrocoloide disminuia n en los sistemas con AN mientras
que aumentaba su valor en el sistema con AHAF y no se apreciaba una tendencia
definida en los sistemas con 1-C y A-C. Las ecuaciones de prediccién de los
parametros k y n se muestran en las tablas 1V.3 y 4. Las ecuaciones de n para los
sistemas elaborados con 1-C y A-C no estan recogidas debido a que ningun factor

fue estadisticamente significativo.

En resumen, los efectos combinados de la cantidad de sal e hidrocoloides en el
parametro n fueron muy dificiles de determinar y no se pudieron generalizar en los
sistemas modelo analizados. Observando la manera en la que las propiedades
dieléctricas varian con la concentraciéon de sal e hidrocoloides (figura IV 1y 2), se
puede concluir que la sal es con diferencia el parametro que mas influencia ejerce
sobre estas propiedades. Por otro lado, mientras que los parametros reolégicos
estuvieron determinados por la fraccion de moléculas de agua que pudieran estar
retenidas en mayor o menor proporcion por las cadenas poliméricas de los
hidrocoloides, este hecho no desempefi6 un papel importante en el

comportamiento dieléctrico.
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Iv.2. CARACTERIZACION REOLOGICA Y
MICROESTRUCTURAL DE SALSAS BECHAMEL ELABORADAS
CON DISTINTOS TIPOS DE ALMIDON Y CALENTADAS AL
MICROONDAS

En esta seccion se estudiaron la microestructura y las propiedades reoldgicas
de salsas formuladas con diferentes almidones después de ser calentadas en
horno microondas durante diferentes tiempos. Los almidones utilizados fueron los
descritos en la seccién 1ll.1 y se empled la composicién detallada en la tabla I11.2

(seccion I11.2.2) correspondiente a las salsas elaboradas con proteinas de leche.
IV.2.1. ESPECTROS MECANICOS

La figura IV.8 muestra un ejemplo representativo —salsas recién preparadas y
salsas recalentadas durante 120 s— de la dependencia de los valores de G'y G"
con la frecuencia (espectro mecanico) de las diferentes salsas. Ademas, la tabla
IV.5 muestra los valores de G', G", y tan ¢ a una frecuencia de 1 Hz y 20 °C para
todas las muestras estudiadas. Los espectros mecanicos de todas ellas revelaron
la existencia de geles débiles, con valores de G' mayores que G". Un material que
es independiente de la frecuencia en una escala de tiempo amplia se considera
sélido, un gel real representa este tipo de material. Por el contrario, una fuerte
dependencia con la frecuencia sugiere una estructura molecular que se comporta
mas como un sélido a altas frecuencias y mas como un liquido a frecuencias bajas
(Rosalina y Bhattacharya 2002). La dependencia de G’ con la frecuencia se ajusto
adecuadamente a una ecuacion de ley de potencia (G' = kf" ; Ec.lll.4) para todos
los casos, con valores del indice de la ley de potencia que variaron de 0.06 a 0.16,
lo que implicaba una débil dependencia con la frecuencia a lo largo del intervalo
de frecuencias estudiado. Otros autores (Arocas et al. 2009a; Mandala et al. 2004)

encontraron una dependencia similar con la frecuencia en salsa blanca.
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Figura IV.8. Espectro mecanico de las salsas elaboradas con diferentes almidones de maiz. A:
muestras recién elaboradas. B: muestras tras 120 s de recalentamiento en microondas. AN: almidén
nativo; ANC: almidén nativo céreo; AAA: adipato de dialmidén acetilado entrecruzado; AHF: fosfato de
dialmidén hidroxipropilado entrecruzado, AHAF: fosfato de dialmidén hidroxipropilado de alto grado de
entrecruzamiento.

IV.2.1.1 INFLUENCIA DEL TIPO DE ALMIDON. MUESTRAS RECIEN
ELABORADAS.

En la figura IV.8 A, que muestra el espectro mecanico de las muestras recién
preparadas, se puede observar diferencias evidentes entre las salsas preparadas
con almidones nativos y modificados. Los valores de G’ (tabla IV.5) tanto para las
salsas con almidén nativo (AN) como para las salsas con almidén nativo céreo

(ANC) fueron significativamente menores (P < 0.05) que los correspondientes a las
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salsas preparadas con almidones modificados. Asimismo, los valores de tan 6 de
las salsas preparadas con almidones nativos mostraron la existencia de sistemas
menos viscoelasticos, con valores de tan o significativamente superiores (P < 0.05)
a los de las salsas preparadas con almidones modificados. Estos resultados
mostraron diferencias estructurales entre las salsas elaboradas con almidones
nativos y modificados como posteriormente se confirmdé en el analisis

microestructural.

En cuanto a la comparaciéon entre ambos almidones nativos, las salsas con
ANC mostraron valores mas bajos de G'y G" y mas altos de tan ¢ (valores mas
proximos a 1) que las salsas con AN, lo que indica que las primeras presentan
unas propiedades menos elasticas que las segundas. La menor elasticidad de las
salsas preparadas con ANC en comparacion con AN fue previamente observada
por Arocas et al. (2010). Este hecho fue atribuido a una alta susceptibilidad del

almiddn céreo frente a condiciones de cizalla debido a su baja rigidez granular.

Entre los almidones modificados entrecruzados, las salsas preparadas con el
almidén acetilado (AAA) mostraron valores de G'y G" significativamente menores
(P < 0.05) con respecto a las preparadas con los almidones hidroxipropilados
(AHF y AHAF), siendo los valores de G'y G" de las salsas con AHAF los mas altos
significativamente (P < 0.05). Arocas et al. (2009a) también indicaron que las
salsas blancas formuladas con AAA tenian valores de G'y G" mas bajos que los
de las salsas formuladas con AHF. Téarrega et al. (2005) mostraron resultados
similares en mezclas de almidén y leche. Los grupos hidroxipropilo debilitan la
union estructural interna de los granulos promoviendo la penetracion de agua
(Gunaratne y Corke 2007). Puesto que los grupos hidroxipropilo son mas
hidrofilicos que los grupos acetilo, pueden retener agua en mayor medida y por
tanto los granulos de los almidones hidroxipropilados tienen mayor capacidad de
hinchamiento antes de desintegrarse. Esto puede explicar la elevada consistencia

de las salsas formuladas con almidones que presentan este tipo de sustitucion.
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IV.2.1.2. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE RECALENTAMIENTO

Tanto los almidones nativos como los modificados fueron estables al
recalentamiento hasta que se aplicaron tiempos prolongados de tratamiento (tabla
IV.5). Los cambios en los valores de los parametros reologicos (G', G") debidos al
recalentamiento fueron significativos Unicamente cuando las muestras se
recalentaron durante tiempos prolongados (300 s para las salsas con almidones
modificados y 480 s para almidones nativos). Antes de los 300 s de
recalentamiento en microondas, todas las salsas mantuvieron sus parametros
reolégicos, pero una vez alcanzados los 300 s para las salsas con almidones
modificados y 480 s para los nativos los valores de G' y G" se vieron

incrementados significativamente (P < 0.05).

En la tabla 1V.6 se muestra el contenido en humedad (%) de las salsas tras los
diferentes tiempos de recalentamiento. Se observa una relacidén inversa entre la
pérdida de agua y los valores de G'y G". Los cambios en el comportamiento
viscoelastico de las salsas suceden Unicamente cuando la pérdida de humedad es

significativa.

Tabla IV.6. Contenido en humedad (%) de las salsas a diferentes tiempos de recalentamiento.

Tiempo de recalentamiento

Tipo de

o5 R 60 90 120 180 300 480
almidén

AN 83.6"%, 83.9%, 83.8%, 83.7%, 83.4"8, 83.15, 83.0%,
(0.3) (0.1) (0.3) (0.1) (0.0) (0.1) (0.3)
ACN 84.1%, 84.1%, 83.8%, 83.9%, 84.0%, 83.7%, 82.5%,
(0.3) (0.1) (0.9) (0.4) (0.2) (0.5) (0.4)
AAA 83.9%, 83.8%, 83.8%, 84.0%, 83.7% 81.45, 79.8%
(0.1) 0.2) (0.2) (0.0) (0.2) (0.1) (0.1)
AHF 83.8", 83.6", 83.9%, 83.8", 83.7% 81.45, 78.2%
(0.1) 0.7) (0.2) (0.0) (0.1) (0.3) (0.0)
AHAE 83.9"%, 84.1%, 84.0%, 83.9"%, 83.6",, 83.5%, 78.6%
(0.1) (0.1) (0.1) (0.0) (0.3) (0.1) (0.1)

Valores entre paréntesis muestran la desviacion estandar.

En la misma fila, las medias con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0.05) segun la prueba LSD
de Fisher.
abe EN la misma columna, las medias con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0.05) segun la prueba
LSD de Fisher.
AN: almidon nativo; ANC: almidén nativo céreo; AAA: adipato de dialmidén acetilado entrecruzado; AHF: fosfato de
dialmidon  hidroxipropilado entrecruzado, AHAF: fosfato de dialmidén hidroxipropilado de alto grado de
entrecruzamiento. R: recién elaborada.
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Los perfiles de temperatura de las diferentes salsas sometidas al calentamiento
en microondas se muestran en la figura IV.9. Como se puede observar, hay dos
patrones diferentes de calentamiento. Las salsas elaboradas con almidones
nativos (AN y ANC) alcanzan altas temperaturas mas rapido que las elaboradas
con almidones modificados (AAA, AHF y AHAF). Tattiyakul et al. (2002)
demostraron que la transferencia de calor en dispersiones de almidén de maiz
waxy entrecruzado sometidas a calentamiento convencional era mas lenta que en
dispersiones de almidén de maiz normal. Este hecho se relacion6 con la elevada
viscosidad alcanzada en las primeras dispersiones debido a la elevada fraccién de

volumen que representaban los granulos de almidén hinchados.

110
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Figura IV.9. Perfiles tiempo-temperatura de salsas elaboradas con diferentes almidones de maiz (3.5%
p/p) sometidas a calentamiento en microondas. AN: almidén nativo; ANC: almidon nativo céreo; AAA:
adipato de dialmidén acetilado entrecruzado; AHF: fosfato de dialmidén hidroxipropilado entrecruzado,

AHAF: fosfato de dialmidén hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento.

Sin embargo, los almidones nativos mostraron menor pérdida de agua en
comparacion con los almidones modificados (tabla 1V.6). Las diferentes
propiedades de retencion de agua entre los almidones nativos y modificados
pueden ser explicadas debido a su diferente estructura. Los granulos de almidén
nativo se desintegran durante la elaboracion de la salsa blanca liberando los

polimeros solubles del almidén a la fase continua. ElI almidon soluble
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(principalmente amilopectina) puede interactuar con las moléculas de agua en

mayor medida limitando la evaporacion de agua durante el recalentamiento.

El hecho de que los cambios observados en los valores de G'y G" durante
tiempos de calentamiento prolongados (300 y 480 s) fueran debidos a la pérdida
de agua mas que a cambios estructurales en las salsas fue apoyado por el hecho
de que los valores de fan ¢ no se vieron afectados, lo que indica que no se

produjeron cambios sustanciales en el tipo de estructura.

La estabilidad de las propiedades viscoelasticas de las salsas blancas durante
el recalentamiento en microondas fue observado por Arocas et al. (2009a) cuando
se empled calentamiento convencional. Estos autores demostraron que los valores
de G' y G" de salsas blancas recién preparadas no variaban durante el

calentamiento in situ en un reémetro.

IV.2.2. MICROSCOPIA LASER CONFOCAL DE BARRIDO
(CLSM) Y ANALISIS DE IMAGEN

La figura 1V.10 muestra micrografias de las diferentes salsas analizadas. La
tincion con Nile red destaca los globulos de grasa en color verde, sin embargo la
intensidad de la sefal recogida disminuye rapidamente como consecuencia del
“‘photobleaching”, fendmeno descrito en la seccién 111.9.3. Esta es la razén por la
cual en algunas imagenes —por ejemplo, las correspondientes a las salsas ANC y
calentadas a tiempos prolongados— los glébulos de grasa se observan en negro.
La rodamina B tiene la capacidad de tefir las fases de almidén y proteina en rojo,
pero parece tener mayor afinidad por la ultima (Tromp et al. 2001; van de Velde et
al. 2002). Por tanto, este hecho se ha de tener en cuenta cuando se analizan las
estructuras de las salsas puesto que la proteina y el almidén pueden distinguirse

por la intensidad de la sefal recogida.
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Figura IV.10. Microscopia laser confocal (CLSM) de las salsas elaboradas con diferentes almidones de
maiz después de diferentes tiempos de calentamiento. En columnas, las salsas con diferentes
almidones: AN: almidén nativo; ANC: almidén nativo céreo; AAA: adipato de dialmidén acetilado
entrecruzado; AHF: fosfato de dialmidon hidroxipropilado entrecruzado, AHAF: fosfato de dialmidén
hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento. En filas, diferentes tiempos de calentamiento (en
segundos). R: recién elaborada; g: glébulo de grasa; a: granulo de almidén. Escala: 50 um.
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Las salsas con AN mostraron una compleja matriz compuesta principalmente por
proteina tefida en color rojo brillante y polisacaridos en rojo oscuro. Estos
polisacaridos son principalmente amilosa y amilopectina que han sido liberadas
desde los granulos que han sido desintegrados durante el proceso de cocinado.
Los polimeros de almidén estan distribuidos por la matriz junto con el 1-
carragenato y la proteina lactea. Garnier et al. (2003) mostraron que la caseina se
concentraba en agregados y el 1-carragenato se localizaba en las zonas oscuras
constituyendo la fase continua en mezclas de caseina e 1-carragenato analizadas
por CLSM. Arltoft et al. (2007a; 2007b) observaron por CLSM una red gelificada de
carragenato conectando y estabilizando agregados de proteina en un postre lacteo
elaborado con carragenato y almidén y en geles de carragenato y leche. En el
presente estudio, los globulos de grasa se observan en verde, homogéneamente
dispersos y asociados a la fase proteica. Auty et al. (2001) observaron una
distribucion de grasa similar en queso procesado. A medida que el tiempo de
calentamiento aumentaba, los agregados de proteina fueron formandose pero no
se observaron diferencias significativas en el tamafo de los glébulos de grasa
(tabla IV.7). Las muestras con ACN mostraron una estructura similar a las de AN
sin apreciarse diferencias aparentes en la matriz proteica y en el tamafo de los
glébulos de grasa tras el calentamiento (tabla 1V.7). Por lo tanto y debido a la
posibilidad de preservar el tamafio del los glébulos durante el recalentamiento,
tanto los almidones AN como ACN pueden ser empleados para preservar la
cremosidad de las salsas. Richarson et al. (1993) sugirieron que una elevada
densidad de glébulos de grasa de pequefio tamafio en productos lacteos ayuda a
dar una sensacion real de cremosidad. Ademas, de Wijk et al. (2006) sugirieron
que la cremosidad en alimentos semisélidos basados en almidén puede ser

mejorada por la presencia de glébulos de grasa pequefos y estables.
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Tabla IV.7. Valores medios del percentil 80 del area de los glébulos de grasa (umz) de las muestras
recién preparadas y las descongeladas en microondas durante 480 s.

Tipo de almidén

Tiempo de recalentamiento AN ACN AAA AHF AHAF
R 6.32° 9.62° 10.86° 9.68° 9.99°

(0.97) (0.85) (3.01) (3.31) (1.59)

480 s 7.66° 9.28° 11.54° 15.99° 27.89°

(0.99) (1.94) (2.27) (4.34) (9.46)

Valores entre paréntesis muestran la desviacion estandar.

¢ En la misma columna, las medias con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0.05) segun la
prueba LSD de Fisher.

AN: almidon nativo; ANC: almidén nativo céreo; AAA: adipato de dialmidén acetilado entrecruzado; AHF: fosfato
de dialmidon hidroxipropilado entrecruzado, AHAF: fosfato de dialmidén hidroxipropilado de alto grado de
entrecruzamiento. R: recién elaborada.

Las muestras con AHF y AHAF mostraron granulos de almidon hinchados y una
matriz de proteina con glébulos de grasa asociados. A medida que el tiempo de
calentamiento aumentaba, la proteina tendié a agregarse y el tamafio de los
glébulos de grasa aumentd significativamente debido a la coalescencia (tabla
IV.7). Las salsas que contenian AAA, mostraron una estructura intermedia entre
las salsas con almidones nativos e hidroxipropilados puesto que los granulos no
aparecian tan hinchados como en AHF y AHAF y los globulos de grasa no
mostraron diferencias significativas (P > 0.05) en cuanto al tamafio con el aumento
del tiempo de calentamiento (tabla 1V.7). Esta estructura intermedia puede estar
relacionada con la diferente modificacion quimica del almidén. Mason (2009)
afirmo que la sustitucion con grupos hidroxipropilo era méas estable a la exposicién
prolongada a altas temperaturas que con grupos acetilo puesto que los grupos
hidroxiprolilo parecen crear mas impedimentos estéricos. Esto puede explicar la
mayor capacidad de hinchamiento de los granulos en AHF y AHAF antes de la
ruptura, lo que esta a su vez relacionado con la elevada consistencia de las salsas
formuladas con este tipo de almidén como se ha mencionado anteriormente en el

estudio reologico.

La figura IV.11 muestra, a modo de ejemplo, una reconstruccion en 3D de

imagenes de las salsas hechas con diferentes almidones (salsas recién hechas y
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recalentadas durante 300 s). La visualizaciéon en 3D permite entender mejor la
microestructura de las muestras, puesto que es posible analizar la forma de los
granulos hinchados, los glébulos de grasa y los agregados proteicos. Como se
puede observar, los glébulos de grasa mostraron una forma esférica mientras que
los granulos de almiddn permanecieron con una forma irregular y presentaron
diversos tamarfos actuando como fase dispersa. Ademas, los granulos de almidén
en las salsas elaboradas con almidones modificados no presentaron un aumento
aparente de su tamafio después de ser recalentados por microondas lo que
sugiere la idea de que los granulos fueron cocinados adecuadamente durante la
elaboracién de la salsa y no se produjeron mas cambios estructurales cuando se
sometieron al recalentamiento posterior en HMO. Sin embargo, el tamafo de los
glébulos de grasa aumentd en las salsas recalentadas preparadas con almidones

hidroxipropilados.

Estos resultados muestran que el hinchamiento de los granulos de almidén
modificado favorecié la agregacion proteica. Como los globulos de grasa estan
asociados a la fase proteica, la agregacioén de esta fase permitié la coalescencia
de los gloébulos de grasa, aumentando su tamafio. Por ultimo, las similitudes
microestructurales observadas entre las salsas AN y ACN indican que la
distribucion y tamafo de los gldébulos de grasa y la microestructura de la matriz
son independientes de la proporcion entre los polimeros de almidén (amilosa y

amilopectina).
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Figura IV.11. Reconstrucciones en 3D de salsas elaboradas con diferentes almidones de maiz. Ay B:
almidon nativo (AN); C y D: almidon nativo céreo (ANC); E y F: adipato de dialmidon acetilado
entrecruzado (AAA); G y H: fosfato de dialmidén hidroxipropilado entrecruzado (AHF); | y J: fosfato de
dialmidén hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento (AHAF). A, C, E, G, |: muestras recién
elaboradas; B, D, F, H, J: muestras recalentadas en microondas durante 300 s. g: glébulo de grasa; a:
granulo de almidén. Dimensiones de cada reconstruccion: 100X100X20 um.
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IV.3. ESTABILIDAD FISICOQUIMICA Y MICROESTRUCTURAL
DE SALSAS ELABORADAS CON DISTINTAS PROTEINAS
FRENTE AL PROCESO DE CONGELACION-DESCONGELACION

Una vez analizado el comportamiento de los diferentes tipos de almidén sobre
las caracteristicas reoloégicas y microestructurales de las salsas sometidas a
recalentamiento en horno microondas (HMO), se estudi6 el efecto de la
descongelacion por diferentes métodos —horno convencional (HCO) y HMO—
sobre la estabilidad fisicoquimica y microestructural de salsas elaboradas con
diferente base proteica. Los objetivos fueron, por un lado, comprobar la idoneidad
de diferentes formulaciones proteicas frente a los procesos de congelacion-
descongelacion y por otro analizar el efecto del tratamiento térmico en el producto
final obtenido. La composicion de las salsas analizadas en este estudio se
muestra en la tabla Illl.2 (seccion 111.2.2); se utilizd fosfato de dialmidon
hidroxipropilado de alto grado de entrecruzamiento (AHAF) como almidén y aceite

de girasol como grasa.
IV.3.1. ANALISIS DE LA ESTABILIDAD FISICOQUIMICA

Los datos relacionados con los analisis quimicos de las salsas elaboradas con
leche desnatada en polvo (LDP) y con aislado de proteina de soja (APS) se
recogen en las tablas IV.8 y V.9 respectivamente. Asimismo, se muestra el perfil
térmico de las salsas durante los tratamientos de descongelacién por HCO y HMO
(figura IV.12).

IV.3.1.1. ANALISIS PROTEICO

Los resultados mostraron que en las salsas elaboradas con proteina lactea la
proteina total era significativamente mayor (P < 0.05) en las muestras
descongeladas por HMO debido a la evaporacién de agua. El gradiente de
temperatura generado en el calentamiento en microondas produce la transferencia
de agua a la superficie (Meda et al. 2005) favoreciendo la evaporacién de agua.
En HCO la elevada temperatura alcanzada en la superficie del producto condujo a

una deshidratacion que formo6 una costra que podria limitar la evaporacién. No
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obstante este efecto no fue apreciable en las salsas elaboradas con proteina de
soja en las que la proteina total fue significativamente mayor (P < 0.05) tanto en
las muestras descongeladas por HCO como por HMO si se compara con la salsa

recién elaborada.

Por otra parte, la fraccion de proteina soluble no varié significativamente entre
las muestras descongeladas por ambos métodos y las recién hechas en el caso de
las muestras elaboradas con proteina lactea. Sin embargo, la descongelacion por
HCO aumento significativamente (P < 0.05) los valores de proteina soluble en las
salsas elaboradas con proteina de soja. Este hecho no era de esperar puesto que
el calentamiento conlleva desnaturalizaciéon de proteinas que a su vez provoca
una disminucion en la proteina soluble. Se ha comprobado que la proteina de soja
puede adsorberse a los granulos de almidéon mediante enlaces hidrofébicos o por
puentes de hidrogeno dependiendo de las caracteristicas de los componentes de
la superficie del granulo (Ryan y Brewer 2007), lo que podria ser otra limitacién a
la extraccion de proteina soluble. No obstante, las muestras descongeladas,
sufren un recalentamiento que puede debilitar este tipo de enlaces (especialmente
a largos tiempos de recalentamiento en HCO) y por tanto se volveria a recuperar
parte de esa proteina en la extraccion, lo que explicaria por qué las muestras
descongeladas en HCO presentaron valores mas elevados de proteina soluble

para una salsa que parte de la misma composicion.

El analisis electroforético (SDS-PAGE) de las muestras recién preparadas,
descongeladas por HMO y por HCO de las salsas elaboradas con LDP y APS se
muestra en la figura 1V.13. Las figuras IV.13 A y C muestran el perfil electroforético
de las muestras en presencia de ditiotreitol (DTT). Este compuesto es un potente
agente reductor que actua sobre los puentes disulfuro presentes dentro de las
cadenas proteicas y entre proteinas. De este modo se observaron en su estado
nativo las principales proteinas que se encuentran en las salsas elaboradas con
leche desnatada en polvo (LDP) —figura 1V.13 A— y con aislado de proteina de
soja (APS) —figura IV.13 C—.
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Figura IV.12. Perfil tiempo-temperatura de salsas elaboradas con leche desnatada en polvo (LDP) y
aislado de proteina de soja (APS). A: descongelacion en horno convencional. B: descongelacion en
horno microondas.

En las salsas con proteina lactea se pueden observar las caseinas entre los
27-35 kDa: os-caseina (35 kDa), B-caseina (32 kDa) y k-caseina (27 kDa). En la
zona de menor peso molecular aparecen las dos principales proteinas del
lactosuero: B-Lactoglobulina (B-Lg) con un peso molecular de 18 kDa y o-
lactoalbumina (o-La) con 15 kDa. Segun Holt y Zeece (1988), los pesos
moleculares de las principales caseinas se encuentran en el intervalo de los 19-25
kDa. Los resultados obtenidos situaron a las caseinas con unos pesos
moleculares superiores (27-35 kDa). Sin embargo, Basch et al. (1985)
comprobaron que las caseinas se comportaban anormalmente al ser analizadas
por SDS-PAGE, dando pesos moleculares superiores. Cheeseman y Jeffcoat
(1970) indicaron que el ratio de union del SDS a las caseinas variaba en funcion
del tipo de caseina, produciéndose, ademas, un equilibrio competitivo entre la

uniéon con el SDS vy otras caseinas pudiendo afectar a su movilidad electroforética.

En las salsas con proteina de soja se observan bandas entre los 46-78 kDa
correspondientes a las subunidades de la B-conglicinina —o’ (77 kDa), o (71 kDa)
y B (46 kDa)—. En la zona de menor peso molecular aparecen los dos principales
polipéptidos que conforman las subunidades de la glicinina —polipéptidos acido A
(38 kDa) y basico B (23 kDa)—. Los pesos moleculares obtenidos se
corresponden con los descritos por otros autores (Arrese et al. 1991; Petruccelli y
Anon 1995).
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Figura.lV.13. Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de salsas preparadas con leche desnatada en
polvo (A'y B) y aislado de proteina de soja (C y D). Ay C, electroforesis en condiciones reductoras. B y
D; electroforesis en condiciones no reductoras. R: salsas recién elaboradas; HMO: salsas
descongeladas en horno microondas; HCO: salsas descongeladas en horno convencional. P: patrén de
pesos moleculares. 0s-CN: os-caseina; B-CN: B-caseina; k-CN: k-caseina; a-La: a-Lactoalbumina; -
Lg: B-lactoglobulina.B-CG: B-conglicinina; G: glicinina; o, o, B: subunidades de la B-CG; A, B: cadenas
polipeptidicas de la glicinina. CO: congregado.

En la figura IV.13 B se observa el perfil electroforético de las salsas con

proteina lactea en condiciones no reductoras. Las bandas correspondientes a la o-
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La, B-Lg y la k-caseina desaparecen coincidiendo con la aparicion de una nueva
banda de 71 kDa. Durante el calentamiento, las proteinas de la leche pueden
interaccionar y formar complejos quimicos: entre la o-La y la B-Lg, entre la o-La y
la x-caseina, asi como entre la B-Lg y la x-caseina. Estos complejos entre
proteinas se denominan coagregados (Jovanovic et al. 2007). En la literatura, hay
dos teorias que explican el mecanismo de formacién de los coagregados. De
acuerdo con la primera teoria, es un proceso en dos etapas: las proteinas
desnaturalizadas del suero se agregan en un ratio dependiente de su
concentracioén inicial. Estos complejos se asocian a continuacion con las micelas
de caseina durante el calentamiento prolongado (Corredig y Dalgleish 1996). La
mayor interaccibn parece involucrar grupos tiol-disulfuro de la B-Lg
desnaturalizada y la k-caseina y la superficie de la micela. La segunda teoria
segun Mottar et al. (1989), indica que a temperaturas altas la B-Lg primero se
desnaturaliza y luego interacciona con la caseina. Por su parte, (Jovanovic et al.
2007) mostraron que la propia preparacion de la LDP provocaba un alto grado de
desnaturalizacion, mostrando una banda electroforética de peso molecular 71 kDa
que representa los coagregados entre la x-caseina, B-Lg y o-La. Cuando las
muestras fueron tratadas con un agente reductor como el 2-mercaptoetanol, los
coagregados identificados practicamente desaparecian demostrando que estos
complejos se forman a través de puentes disulfuro. Como resultado de la
degradacion de los coagregados con 2-mercaptoetanol las bandas
correspondientes a la o-La y B-Lg recuperaron intensidad, asi como la zona
correspondiente a la x-caseina. Corredig y Dalgleish (1996) demostraron que el
grado de interaccion de las proteinas del lactosuero y las micelas de caseina de la
leche cruda aumenta con el tiempo y la temperatura de tratamiento, mientras que
el aumento de o-La asociada aumenta a temperaturas entre 80 y 110 °C. En el
caso expuesto por Jovanovic et al. (2007) con la leche desnatada en polvo
reconstituida, se observo que la a-La participaba en alto grado en los coagregados
incluso a temperaturas bajas (75 °C). Esto implicaba que la mayoria de la o-La de
la leche desnatada ya habria sido previamente desnaturalizada durante la

elaboracién de la leche en polvo.
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En las salsas con proteina lactea se utiliza LDP; durante la elaboracién de este
tipo de leche se producen distintos procesos térmicos como pasteurizacion,
evaporacion y secado en los que se emplean temperaturas superiores a los 70 °C
en el primer y segundo proceso y contacto con aire caliente a temperaturas
proximas a los 200 °C en el tercero (Oldfield et al. 2005). Era de esperar, por tanto,
que los efectos térmicos significativos sobre las proteinas lacteas hayan tenido
lugar en la elaboracion de la LDP mas que en la elaboracién posterior de la salsa 'y
su descongelaciéon por HCO y HMO. En la figura 1V.14 se muestra los perfiles
electroforéticos de la LDP y APS utilizados como materia prima. Como se puede
apreciar, los patrones de desarrollo electroforético de la LDP son similares a los de
las salsas recién preparadas y las descongeladas por ambos métodos (figura
IV.14). Esto confirma la teoria de que los cambios perceptibles mediante SDS-

PAGE ya se habian producido en la propia elaboracién de la materia prima.

En la figura IV.13 D se observa el perfil electroforético de las salsas elaboradas
con APS en ausencia de DTT. El perfil electroforético es similar al de las muestras
con DTT, detectandose las bandas correspondientes a la 3-conglicinina y glicinina,
no obstante se observan distintos coagregados alrededor de los 100 kDa que no
aparecen en condiciones reductoras, lo que indicé la presencia de puentes
disulfuro. Li et al (2007) y Petruccelli y Anon (1995) indicaron que la formacion de
estos coagregados implica uniones covalentes y no covalentes entre las

subunidades o y o de la B-conglicinina y las subunidades A y B de la glicinina.

Las muestras recién preparadas mantuvieron el mismo perfil que el APS que se
utiliz6 como materia prima (figura IV.14) lo que indic6 que el proceso de
elaboraciéon de la salsa no suposo condiciones de temperatura que produjeran
cambios detectables mediante SDS-PAGE. Asimismo, el método de
descongelacion no parecié afectar al patron electroforético de las diferentes
muestras, puesto que no se observaron diferencias notables en las carreras
correspondientes a las muestras descongeladas por HMO o por HCO, ni entre

éstas y las muestras recién elaboradas (figura IV.13 C y D).
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Figura IV.14. Perfiles electroforéticos (SDS-PAGE) de las materias primas empleadas como fuente de
proteinas en las salsas: leche desnatada en polvo (LDP) y aislado de proteina de soja (APS).
Electroforesis en condiciones reductoras (LDP+, APS+) y no reductoras (LDP, APS). P: patron de
pesos moleculares. 0s-CN: os-caseina; B-CN: B-caseina; k-CN: k-caseina; a-La: a-Lactoalbdmina; -
Lg: B-lactoglobulina.B-CG: B-conglicinina; G: glicinina; o, o, B: subunidades de la B-CG; A, B: cadenas
polipeptidicas de la glicinina. CO: congregado.

IV.3.1.2. ANALISIS LIPIDICO

En las salsas elaboradas con proteina lactea no se encontraron diferencias
significativas (P < 0.05) en los valores del indice de acidez entre las diferentes
muestras analizadas, lo que indic6é ausencia de lipdlisis durante ambos
tratamientos de descongelacion.

Sin embargo, los valores de ko3, y kozg de las salsas con proteina lactea
descongeladas por HCO difirieron significativamente (P < 0.05) con respecto a las

muestras recién elaboradas y las descongeladas por HMO (Tabla 1V.8). Los
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parametros Koz, Yy kz7g9 indican principalmente la conjugacion de trienos y la
presencia de productos secundarios de oxidacion, respectivamente (Malheiro et al.
2009). Los productos de oxidacién secundarios (principalmente o y -dicetonas y
o-cetonas insaturadas) se formaron durante la descongelacion debido al calor. Albi
et al. (1997)estudiaron muestras de aceites vegetales calentadas en HCO y HMO
y vieron que el valor de los parametros k,3» ¥ ko7 Se veia mas afectado por el
aumento de temperatura generado que por las propias microondas. El tiempo de
calentamiento en HCO era considerablemente mayor que en HMO, lo que pudo
favorecer la formacion de compuestos secundarios de oxidacion y justificar el
relativamente elevado valor de los parametros espectrofotométricos con respecto

a las muestras recién elaboradas y descongeladas en HMO.

Por su parte, las salsas elaboradas con proteina de soja mostraron valores del
indice de acidez y del k,3, significativamente superiores (P < 0.05) para las
muestras descongeladas por HCO con respecto a las recién preparadas y a las
descongeladas por HMO, lo que indicé una mayor liberacién de acidos grasos
libres seguido de un mayor desarrollo de reacciones de oxidacion primaria (Antolin
y Meneses 2000). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (P >

0.05) en el parametro ky7¢ entre las diferentes muestras.
IV.3.1.3. ANALISIS DE LOS HIDRATOS DE CARBONO

La evaluacién del efecto de la descongelacién por HMO o por HCO sobre los
hidratos de carbono se llevé a cabo mediante la medida del poder reductor de las
salsas. Las salsas elaboradas con proteina lactea contienen lactosa procedente
de la LDP y almidén modificado como fuentes de hidratos de carbono. Por otra
parte, en las salsas elaboradas con APS la Unica fuente de hidratos de carbono

presente es el almidon modificado.

La lactosa es un azucar reductor, por poseer un grupo aldehido libre mientras
que el almidén aunque presenta en los extremos grupos oxidables libres, tiene un
tamafo molecular tal que hace que el poder reductor de la molécula sea
practicamente nulo. Aunque cuando la leche se somete a elevadas temperaturas

es poco probable que se produzca la hidrélisis de la lactosa, esta molécula si que
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sufre reacciones de Maillard, reacciones que ya se han producido durante la

elaboracion de la LDP.

Las Tablas IV.8 y 9 muestran los resultados obtenidos tras analizar el poder
reductor de las salsas con LDP y ASP. En el caso de las salsas con proteina
lactea, los valores mas elevados los presenta la salsa descongelada por HMO,
seguida de la descongelada en HCO vy la recién preparada. Esto podria deberse a
que el proceso de descongelacion indujera una hidrolisis parcial de las moléculas
de amilosa y amilopectina. No obstante, estas diferencias fueron sélo significativas
(P < 0.05) entre las muestras tratadas por HMO vy las recién preparadas. Este
hecho podria indicar que las microondas afectan de una manera mas directa a la
fraccion de hidratos de carbono favoreciendo la disrupcién de sus polimeros y
como consecuencia la aparicion de un mayor ndmero de grupos reductores.
Rashed Khan et al. (1979) observaron que el almidén se hidrolizaba parcialmente
dando lugar a moléculas de glucosa en soluciones de almidon en agua a distintas
concentraciones (10, 20 y 30%) sometidas a calentamiento por MO durante

diferentes tiempos (16, 18 y 20 min).

En cuanto a las salsas preparadas con APS, las diferencias en el valor del
poder reductor entre las distintas muestras no fueron significativas (P > 0.05) lo
que indico la estabilidad de la fraccion de hidratos de carbono frente al proceso de
descongelacion. No obstante, los valores mas elevados los presenta la salsa
descongelada por HMO seguida de la descongelada en HCO y la recién

preparada.
IV.3.1.4. SINERESIS

La cuantificacion de la sinéresis tras almacenamiento en congelacién a
diferentes tiempos se muestra en la tabla IV.10. No existieron diferencias
significativas (P > 0.05) en funcién del tiempo de congelacion tanto para las
muestras elaboradas con proteina lactea como de soja, siendo la cantidad de
liguido exudado minima. El almidén modificado empleado (AHAF) es céreo, por lo
tanto el contenido en amilosa es residual lo que limita la retrogradacién y la

sinéresis. La proteina junto con el almidon conformaron un entramado con una
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capacidad de retencién de agua elevada que confirié al producto una adecuada

estabilidad frente al proceso de congelacion-descongelacion.

Tabla IV.10. Sinéresis en funcion del tiempo de almacenamiento en congelacion (-18 °C).

Tiempo de congelacion (h)

Tipo de salsa 0 48 96 168 336
LDP 0.40 (0.12) 0.38 (0.16)* 0.49 (0.15)° 0.45 (0.11)? 0.43 (0.21)?
APS 0.39 (0.08) 0.40 (0.18)? 0.45 (0.17)° 0.40 (0.18)° 0.41 (0.17)°

Valores entre paréntesis muestran la desviacion estandar.

? En la misma fila, medias con diferente letra son significativamente diferentes (P < 0.05) segun la prueba LSD de
Fisher.

LDP: salsas elaboradas con leche desnatada en polvo; APS: salsas elaboradas con aislado de proteina de soja.

IV.3.2. MICROESTRUCTURA

La figura 1V.15 muestra las micrografias tomadas mediante Microscopia Laser
Confocal de Barrido (CLSM) de las salsas elaboradas con proteina lactea y de
soja. Las salsas recién preparadas (figura IV.15 A y D) presentan una matriz
formada por proteina y polimeros de almidén liberados al medio, donde se
encuentran inmersos los granulos de almidén que han resistido parcialmente el
calentamiento al que han sido sometidos durante la preparacion de las salsas. Los

glébulos de grasa se mantienen dispersos y asociados a la fase proteica.

En las salsas elaboradas con proteina lactea descongeladas por HMO —figura
V.15 B— los granulos de almiddn se encuentran ligeramente mas hinchados que
los correspondientes a las salsas recién preparadas, mientras que los que se
observan en las salsas descongeladas por HCO (figura IV.15 C) se encuentran
gelatinizados con un mayor grado de liberacion de polimeros al medio. Esta
diferencia en el grado de gelatinizacién pudo deberse a la diferencia entre el
tiempo de descongelacién entre un método y otro, siendo mucho mayor en el caso
de las muestras descongeladas por HCO. Los gldébulos de grasa se encuentran
estabilizados por la fase proteica y se puede observar un aumento de su tamafio
cuando las muestras son descongeladas, debido a la coalescencia producida por

el calentamiento. No obstante este aumento no fue significativo (P > 0.05) aunque
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si se encontrdé una disminucion en la circularidad de los glébulos de grasa en
ambos métodos de descongelacion con respecto a la salsa recién elaborada (tabla
V.11).

Figura.lV.15. Microscopia laser confocal (CLSM) de salsas elaboradas con leche desnatada en polvo
(A, By C) o aislado de proteina de soja (D, E y F). Salsas recién elaboradas (A y D), descongeladas en

horno microondas (B y E) o en horno convencional (C y F). a: almidén; g: grasa. Escala: 50 um.

En las salsas elaboradas con proteina de soja (figura 1V.15), el cambio
microestructural mas importante tuvo que ver principalmente con la circularidad y
con el aumento en el tamafo de los glébulos de grasa debido a la coalescencia
tanto en las muestras descongeladas por HCO como por HMO, observandose un
aumento significativo del area, expresada como percentil 80 (Pg;), para ambos
tratamientos con respecto a las salsas recién elaboradas (tabla IV.11). Se empled
el Pgy dado que las areas no mostraron una distribuciéon estadistica normal (ver
seccion 111.9.3.4). Sin embargo los granulos de almidén hinchados no presentan
diferencias aparentes entre las muestras descongeladas por HMO o por HCO, lo

que podria indicar que la proteina de soja limita el hinchamiento y gelatinizacion
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de los granulos de almidén una vez cocinados con respecto a la proteina lactea,

debido a su afinidad por el agua.

Tabla IV.11. Valores medios del percentil 80 del area (umz) y la circularidad de los glébulos de
grasa de las muestras recién preparadas y las descongeladas en microondas durante 480 s.

Tipo de salsa

LDP APS
Tratamiento Area (um?) Circularidad Area (um?) Circularidad
R 12.91 (3.13)° 0.881 (0.024)° 11.74 (2.75)° 0.874 (0.057)°
HMO 17.53 (6.18)° 0.843 (0.031)° 26.75 (6.06)" 0.832 (0.040)°
HCO 15.95 (4.82)° 0.834 (0.063)° 26.34 (4.79)° 0.839 (0.027)°

Los valores entre paréntesis representan la desviacion estandar.

% v/alores con distinta letra dentro del mismo tipo de salsa y parametro, indican diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) segun la prueba LSD de Fisher.

R: salsas recién elaboradas; HMO: salsas descongeladas en horno microondas; HCO: salsas descongeladas en
horno convencional.
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IV.4. ESTABILIDAD MICROESTRUCTURAL DE SALSAS
ELABORADAS A DISTINTAS VELOCIDADES DE AGITACION Y
CON DISTINTOS TIPOS DE GRASA FRENTE AL PROCESO DE
CONGELACION-DESCONGELACION

Tras el anadlisis de la estabilidad quimica de salsas con diferente composiciéon
proteica, se estudid la estabilidad microestructural de las salsas elaboradas a
distintas velocidades de agitacion con diferentes grasas. Asimismo, se analiz6 el
efecto de la composicién lipidica y la microestructural sobre las propiedades

dieléctricas de las salsas.

IV.4.1. ANALISIS DE LAS MUESTRAS RECIEN PREPARADAS

IV.4.1.1. MICROSCOPIA LASER CONFOCAL DE BARRIDO (CLSM)

La figura IV. 16 muestra las micrografias de las salsas recién preparadas
obtenidas mediante CLSM donde se observan los globulos de grasa tefiidos de
verde mediante el uso del agente de tincion Nile red. A partir de esta figura se
observa como el tamafio de estos glébulos disminuyd a medida que aumentaba la
velocidad de agitacion durante la elaboracién de la salsa. Langton et al. (1999)
obtuvieron unos resultados similares cuando estudiaron la influencia de Ia
velocidad de la elaboracién de mayonesas en el tamafio de los glébulos de grasa.
En funcién del tipo de grasa empleada, se pudo observar que los glébulos de
grasa de aceite de oliva fueron ligeramente mas grandes que cuando se usaron
otras grasas en la elaboracion de las salsas. Este hecho fue especialmente

evidente a la menor velocidad de agitacion (350 rpm).
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GIRASOL MANTEQUILLA

Figura IV.16. Microscopia laser confocal (CLSM). Muestras recién elaboradas preparadas con aceite
de girasol, oliva, soja y mantequilla a velocidades de 350, 1100 y 3250 rpm. Escala: 50 um.

IV.4.1.2. ANALISIS DE IMAGEN

Mediante analisis de imagen de las micrografias de CLSM se cuantificaron el
tamafio (area), la densidad de glébulos de grasa (dg) y la forma (circularidad) de
los glébulos de grasa presentes en las muestras. Dado que las areas de los
glébulos de grasa no siguieron una distribucion normal en ninguna de las muestras
analizadas, se utilizo el percentil 80 (Pgo) en lugar de la media aritmética como el
parametro estadistico adecuado (seccion 111.9.3.4). Para los parametros dg y

circularidad se empled la media aritmética.

La figura IV.17 muestra los graficos de medias para el area y los de
interacciones para dg y circularidad, con intervalos LSD cuando varia el tipo de
grasa y la velocidad de agitacion en la elaboracion de la salsa. Como ya se
deducia a partir de la visualizacion de las micrografias, se observa que al

aumentar la velocidad de agitacion, se produce una disminucion en el area de los
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glébulos de grasa (figura IV.17 A), que resulté significativa (P < 0.05) al comparar
las salsas elaboradas a 350 rpm con las elaboradas a 1100 y 3250 rpm. Por otro
lado, no se observaron diferencias significativas (P > 0.05) en el area cuando vari6
el tipo de grasa utilizado (figura IV.17 B), aunque como ya se ha comentado
anteriormente, fueron las muestras elaboradas con aceite de oliva las que

presentaron glébulos de grasa mas grandes.
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Figura IV.17. Graficos de medias y de interacciones con intervalos LSD. A y B: medias para la variable
respuesta area en funcion de la velocidad de agitacion y tipo de grasa, respectivamente; C y D:
interaccion entre velocidad de agitacion y tipo de grasa para las variables respuesta densidad de
glébulos de grasa por campo (dg) y circularidad, respectivamente.

Como consecuencia del aumento en la velocidad de agitacion, se produjo un
aumento significativo (P < 0.05) en dg tal y como muestra la IV.17 C. Este
comportamiento se explica debido a que como consecuencia del aumento en la
velocidad, los globulos se hacen mas pequefios y, por tanto, aumenta el nUmero
de éstos por campo. No obstante, dicho aumento fue dependiente del tipo de
grasa utilizado en la formulacién de la salsa. En este sentido se comprueba que
mientras que a 350 rpm, la dg de las distintas grasas fue similar, a 1100 y 3250
rom la evolucion fue distinta, siendo ésta mas variable cuando se emple6 la
maxima velocidad. A 1100 rpm, fueron las muestras con aceite de girasol las que

tuvieron mayor dg, seguidas por la mantequilla, mientras que las de aceite de oliva
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y soja presentaron valores inferiores y similares. Cuando la velocidad aumenté a
3250 rpm, fueron las de aceite de soja y mantequilla las que presentaron los
valores maximos de dg, siendo las de oliva las que presentaron los valores

minimos.

En cuanto a la circularidad de los glébulos de grasa (figura IV.17 D), se observa
que la velocidad de agitacion afectd significativamente (P < 0.05) a este
parametro, aunque lo hizo de forma diferente dependiendo del tipo de grasa que
se empled en la salsa. A excepcion de las muestras con mantequilla, el resto de
grasas experimentaron un aumento en la circularidad de los globulos de grasa
conforme aument6 la velocidad. No obstante, este aumento Unicamente fue
significativo (P < 0.05) para las muestras elaboradas con aceite de girasol (de 0.77
+ 0.18 a 350 rpm hasta 0.92 + 0.02 a 3250 rpm) y de oliva (de 0.72 £ 0.07 a 350
rpm hasta 0.96 + 0.01 a 3250 rpm), mientras que no lo fue (P > 0.05) para las
formuladas con aceite de soja donde la circularidad vari6é levemente entre 0.87 +
0.01 y 0.90 = 0.02 para las tres velocidades ensayadas. Estos resultados
concuerdan con lo establecido por Langton et al. (1999), los cuales comprobaron
que el aumento en la velocidad durante la elaboracion de mayonesas conducia a
glébulos de grasa mas esféricos. Resultados similares obtuvieron Brown et al.
(1995) que observaron particulas mas pequenas y mas circulares al aumentar la
velocidad de agitacién en geles de gelatina y agar. Esta tendencia de aumento de
la circularidad con la velocidad, no se observé cuando fue la mantequilla la que se
utilizé en la elaboracion de la salsa. En este caso, no se produjeron diferencias

significativas (P > 0.05).
IV.4.1.3. PROPIEDADES DIELECTRICAS

Como se ha mencionado anteriormente, el conocimiento de las propiedades
dieléctricas (constante dieléctrica, factor de pérdidas y profundidad de penetracion)
es esencial para entender el patrén de calentamiento de los alimentos en el horno
microndas (HMO), asi como su comportamiento durante el recalentamiento tras la
congelacion o la refrigeracion (Prakash et al. 1992). Las emulsiones son
dispersiones coloidales de particulas liquidas en otro liquido. El principal efecto de

las sustancias coloidales es el de excluir del volumen total a materiales
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dieléctricamente activos (principalmente agua) y, por tanto, disminuir la constante
dieléctrica (Bengtsson y Risman 1971; Mudgett 1995). En sistemas
multicomponente, dicha constante dieléctrica (&) disminuye debido a dos
mecanismos: por un lado, el sustitucién del agua por una sustancia con una &'
mucho menor, como es el caso de las grasas y aceites, y por otro el ligado de

moléculas de agua (Ryynénen 2002).

La figura IV.18 muestra los graficos de interacciones con intervalos LSD para
las propiedades dieléctricas de las muestras recién elaboradas cuando varia el
tipo de grasa y la velocidad de agitacion. Los resultados mostraron que existe una
interaccion significativa (P < 0.05) entre la velocidad de agitacion y el tipo de grasa

que afecta a las propiedades dieléctricas.

En la figura IV.18 A se observa que la £ de todas las muestras, a excepcion de
las elaboradas con mantequilla, aumentd cuando la velocidad de agitacién paso6
de 350 a 1100 rpm. Sin embargo, este aumento Unicamente fue significativo
(P < 0.05) para las que llevaban aceite de girasol y de oliva. Cuando la velocidad
aumento a 3250 rpm, la &' s6lo aumentd significativamente (P < 0.05) para las
salsas elaboradas con aceite de girasol, mientras que no se observaron
diferencias significativas (P < 0.05) para las formuladas con aceite de oliva y de
soja. Por otro lado, la mantequilla ya partié de una &' elevada incluso a velocidades
bajas (350 rpm) y no se observaron diferencias significativas (P > 0.05) conforme
aumento la velocidad. El aumento en la &' como consecuencia del aumento en la
velocidad de agitacion podria estar relacionado con el menor tamafo de particula
que se obtiene cuando aumenta la velocidad. Kaneko e Hirota (1985)
comprobaron en emulsiones del tipo agua en aceite como la &' de las emulsiones
que contenian particulas en suspension mas pequefias era mayor que aquéllas
que las contenian mas grandes. Sin embargo, se sabe que cuando el tamafio de
las particulas en suspensién es mucho menor que la longitud de onda de las
microondas, comprendida entre 0.001 y 1 m (Decareau 1985), la &' del sistema
depende unicamente de la forma de dichas particulas y no de su tamafo
(Ryynanen 2002). Por tanto, el aumento en la &' al aumentar la velocidad de

agitacion podria explicarse también como consecuencia del aumento en la
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circularidad que sufren los glébulos de grasa conforme aumenta la velocidad tal y
como observaron Langton et al. (1999) en mayonesas. Este hecho explicaria la
mayor &' registrada para las salsas elaboradas con aceite de soja y mantequilla a
velocidad de 350 rpm, cuyos glébulos presentaron una circularidad mayor que

para el aceite de girasol y de oliva (figura IV.17 D).
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Figura IV.18. Graficos de interacciones con intervalos LSD. A, B y C: interaccion entre velocidad de
agitacion y tipo de grasa para las variables respuesta constante dieléctrica (&), factor de pérdidas (") y
profundidad de penetracion (d), respectivamente.
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En cuanto al factor de pérdidas (£") en la figura IV.18 B se observa que el
aumento de la velocidad de 350 a 1100 rpm hizo aumentar el £" significativamente
(P < 0.05) para las muestras elaboradas con aceite de girasol y de oliva. Por otro
lado, el aumento de velocidad a 3250 rpm produjo una disminucién significativa
(P < 0.05) en el £" para las salsas formuladas con aceite de soja, mientras que no
se produjeron variaciones en el resto de grasas estudiadas. De igual manera que
para la & se observa que, en general, el £ aumenté con la velocidad. La
explicacion a este comportamiento podria ser la misma que para el caso de la &,
es decir, el £" aumenta como consecuencia del aumento en la circularidad de los
glébulos de grasa al aumentar la velocidad de agitacion. Dado que para un mejor
calentamiento en el microondas interesa que el material presente un factor de
pérdidas elevado, seria conveniente formular la salsa con el tipo de grasa que

permita un mayor £" segun la velocidad utilizada.

A partir de la constante dieléctrica y el factor de pérdidas se determiné la
profundidad de penetracion (d). La influencia sobre dicha variable respuesta
cuando varia la velocidad de agitacién y el tipo de grasa utilizado en la formulacién
de la salsa se muestra en la figura IV.18 C. El aumento de velocidad de 350 a
1100 rpm, produjo una disminucion significativa (P < 0.05) en d para las muestras
elaboradas con aceite de girasol y de oliva, mientras que no le afectdé a las
formuladas con aceite de soja y mantequilla. Por otro lado, el aumento a 3250 rpm,
produjo un aumento significativo (P < 0.05) en d para las muestras elaboradas con
aceite de soja, mientras que no afectd significativamente (P > 0.05) al resto. Dado
que d es inversamente proporcional a la constante dieléctrica y al factor de
pérdidas, es logico que si éstas aumentan conforme lo hace la velocidad de

agitacion, d disminuya.

Cabe destacar que los resultados obtenidos se encontraron dentro del intervalo
hallado en bibliografia (Calay et al. 1995; Ryyndnen 2002) donde se muestra que
los alimentos mas comunes presentan constantes dieléctricas entre 30 y 80 y
factores de pérdidas inferiores a 25 lo que supone profundidades de penetracion

entre 0.8 y 1.5 cm.
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IV.4.2. MUESTRAS SOMETIDAS AL CICLO DE CONGELACION-
DESCONGELACION

IV.4.2.1. MICROSCOPIA LASER CONFOCAL DE BARRIDO (CLSM)

La figura 1V.19 presenta las micrografias obtenidas mediante la técnica CLSM
para las muestras descongeladas por cada uno de los tratamientos estudiados
(HCO y HMO) tras una semana de congelacion a -18 °C, cuando varia el tipo de

grasa y velocidad de agitacién utilizados para la elaboracién de la salsa.

De igual manera que sucedia para las muestras recién elaboradas (figura
IV.16), se observa que a medida que aumenté la velocidad de agitacién, los
glébulos de grasa disminuyeron de tamafio y aumentaron su circularidad. Como
consecuencia de esta disminucion en el tamafo aumenté la densidad de glébulos

de grasa (dg).

A partir de la figura, se comprueba como a una velocidad de 350 rpm, el area'y
circularidad de los globulos difiere segun el tipo de grasa empleado en la
elaboracién de la salsa. Estas diferencias entre los distintos tipos de grasa no son
tan apreciables a velocidades elevadas (1100 y 3250 rpm), como consecuencia de
la mayor homogeneizacion que sufren las muestras al elevar la velocidad de
agitacion que permitié obtener glébulos mas uniformes en tamafo (area) y forma

(circularidad).

Por otro lado, al comparar las muestras descongeladas utilizando HCO con las
descongeladas haciendo uso HMO no se apreciaron diferencias importantes en el

tamafno, dg y circularidad de los globulos.
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OLIVA SOJA MANTEQUILLA

GIRASOL

350 rpm

350 rpm

1100 rpm

3250 rpm

3250 rpm

Figura IV.19. Microscopia laser confocal (CLSM). Muestras descongeladas en horno convencional
(HCO) y horno microondas (HMO) elaboradas con aceite de girasol, oliva, soja y mantequilla a
velocidades de 350, 1100 y 3250 rpm. Escala: 50 um.
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IV4.2.2. ANALISIS DE IMAGEN

De la misma forma que para las muestras recién elaboradas, se realizd un
andlisis de imagen para cuantificar el area, dg y circularidad de las muestras
sometidas al ciclo de congelacion-descongelacién. La figura V.20 muestra los
graficos de interacciones y los de medias con intervalos LSD para las variables
determinadas mediante analisis de imagen segun el tipo de grasa, velocidad de

agitacion y tratamiento de descongelacion utilizados.
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Figura IV.20. Graficos de interacciones y de medias con intervalos LSD. A, C y E: interaccién entre
velocidad de agitacion y tipo de grasa para las variables respuesta area, densidad de glébulos de grasa
(dg) y circularidad, respectivamente. B, D y F: medias segun tratamiento de descongelacion para las
variables respuesta area, densidad de glébulos de grasa (dg) y circularidad, respectivamente.
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A diferencia de lo que ocurria para las muestras recién elaboradas en las que
el area de los globulos de grasa unicamente se vio afectada por la velocidad de
agitacion (figura IV.17 A), en este caso, el area de los glébulos también dependid
del tipo de grasa empleado en la formulacion de la salsa (figura 1V.20 A). Se
observa que a medida que la velocidad de agitacion aumentaba, el tamario de los
glébulos de grasa disminuia. No obstante, esta disminucion Unicamente fue
significativa (P < 0.05) cuando se utiliz6 el aceite de oliva para elaborar la salsa. A
350 rpm, fue la muestra preparada con aceite de oliva la que presenté los glébulos
de grasa mas grandes (Pgy= 1627.7 umz) de la misma forma que sucedia para las
muestras recién elaboradas (figura IV.17 B). Por otro lado, se comprueba que a
velocidades de 1100 y 3250 rpm no existieron diferencias significativas (P > 0.05)

en el area independientemente del tipo de grasa empleado.

En la figura IV.20 B se muestra como varia el area de los glébulos de grasa
dependiendo del tratamiento de descongelacién utilizado. No se observan
diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos de descongelacion
empleados, aunque las muestras descongeladas en microondas (HMO)
presentaron un tamafo inferior —Pg, = 155.9 umz— que las descongeladas en
horno —Pg, = 230.8 um*—.

En cuanto a la variacién en el nimero dg, en la figura IV.20 C se observa que,
al igual que sucedia en las muestras recién elaboradas (figura 1IV.17 C), la
velocidad de agitacion supuso un aumento significativo (P < 0.05) de dg que fue
dependiente del tipo de grasa utilizado. En este sentido, se observa que mientras
que a 350 rpm la dg de todas las grasas fue similar, a 1100 y 3250 rpm ésta fue
ligeramente variable. A 1100 rpm las muestras que presentaron mayor dg fueron
las formuladas con mantequilla, mientras que a 3250 rpm fueron las elaboradas

con aceite de oliva, siendo las de mantequilla las que tuvieron el menor valor.

La variacion en dg para las muestras descongeladas en HCO y HMO se
muestra en la figura IV.20 D. A partir de ésta se puede comprobar que el

tratamiento de descongelacion no afecto significativamente (P > 0.05) a la dg.
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En la figura IV.20 E se muestra la variacion en la circularidad de los glébulos de
grasa dependiendo de la velocidad de agitacién y del tipo de grasa empleado. Se
observa que la circularidad de los glébulos de grasa se vio afectada
significativamente (P < 0.05) por la velocidad de agitacion de la misma forma que
sucedia para las muestras recién elaboradas (figura 1V.17 D). El aumento de
velocidad de 350 a 1100 rpm, produjo un aumento de la circularidad para todas las
muestras, aunque Unicamente resultd significativo (P < 0.05) para las formuladas
con aceite de girasol y de oliva. Sin embargo, a 3250 rpm, no se produjeron
variaciones significativas (P > 0.05) en la circularidad de los glébulos
independientemente del tipo de grasa utilizado. Es importante destacar que
conforme aumentd la velocidad de agitacién, disminuy6 la variabilidad en la
circularidad de las muestras formuladas con los distintos tipos de grasa a
diferencia de lo que sucedia en las muestras recién elaboradas en las que el

aumento de velocidad no supuso glébulos de grasa de circularidad mas uniforme.

Por ultimo, aunque los globulos de grasa de las muestras descongeladas en
MO fueron ligeramente mas circulares que los de las descongeladas en horno
(figura 1IV.20 F), no existieron diferencias significativas (P > 0.05) en la circularidad

de los gldbulos segun el tratamiento de descongelacion utilizado.

IV.4.3. COMPARACION ENTRE LAS MUESTRAS RECIEN
ELABORADAS Y LAS SOMETIDAS AL CICLO DE CONGELACION-
DESCONGELACION

Para cuantificar el cambio experimentado en los glébulos de grasa debido al
hecho de congelar las muestras y posteriormente descongelarlas, se realizd un
analisis estadistico. Las variables respuesta para este analisis son la diferencia del
area (dif_area), diferencia de la densidad de globulos (dif _dg) y diferencia de
circularidad (dif_circularidad) entre las muestras sometidas al ciclo de congelacion-
descongelacion y las recién elaboradas. En la figura IV.21 se muestran los graficos
de interacciones con intervalos LSD en los casos en que existieron interacciones
significativas entre las muestras descongeladas y las recién elaboradas. La

variable dif_circularidad no result6 significativa (P > 0.05) y, por tanto, los glébulos
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de grasa no experimentaron cambios en su circularidad por el hecho de someter a

las muestras al ciclo de congelacion-descongelacion.
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Figura IV.21. Gréficos de interacciones con intervalos LSD. A: interaccion entre velocidad de agitacion
y tipo de grasa para la variable respuesta dif_area. B: interaccion entre velocidad de agitacion y
tratamiento de descongelacién para la variable respuesta dif _area. C: interaccion entre velocidad de
agitacion y tipo de grasa para la variable respuesta dif_dg.

En la figura IV.21 A se muestra la diferencia en el area (dif_area) de los

glébulos de grasa entre las muestras sometidas al ciclo de congelacion-

descongelacion y las recién elaboradas segun el tipo de grasa y la velocidad de

agitacion. A partir de dicha figura se observa que a velocidades de 1100 y 3250
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rom el valor de la variable analizada fue proximo a cero (dif drea = 0)
independientemente del tipo de grasa empleado en la formulacién de la salsa.
Esto indica que no existen diferencias significativas (P > 0.05) en el area de los
glébulos de las muestras descongeladas con respecto a las recién elaboradas vy
que, por tanto, las salsas son estables al ciclo de congelacion-descongelacion
cuando se emplean estas velocidades. Es sabido que cuanto mas pequefio es el
glébulo de grasa, mas estable es la emulsién (Rousseau 2000). Este hecho podria
explicar la estabilidad de las salsas a velocidades elevadas donde los glébulos de
grasa son mas pequefios. Sin embargo, existen otras teorias (Vanapalli et al.
2002) que postulan que, en ciertas emulsiones, tamafios pequefios de particula
pueden favorecer la coalescencia parcial de la fase grasa provocando la
desestabilizacion de la emulsion. Por otro lado, a 350 rpm, se observaron
diferencias entre las muestras sometidas a tratamiento y las frescas lo que podria
explicarse debido al mayor tamafio de glébulo que provocaria la inestabilidad de la
salsa. Estas diferencias variaron segun el tipo de grasa que se empled en la
elaboracion de la salsa. En este sentido, se observa que, al emplear aceite de
girasol y de soja, el area de los glébulos de las muestras tratadas no varid
significativamente con respecto a las recién elaboradas; mientras que al utilizar
aceite de oliva y mantequilla se produjo una disminucién significativa (P < 0.05) en
el tamafio de los glébulos debido al hecho de someter a las muestras al ciclo de
congelacion-descongelacién. Resultados similares obtuvieron Vanapalli et al.
(2002) en el estudio de la estabilidad de diferentes emulsiones en las que
comprobaron como el tipo de aceite tenia un efecto importante en la estabilidad de
dichas emulsiones al ciclo de congelaciéon-descongelacion. El hecho de que no se
observe coalescencia entre los globulos podria deberse al bajo contenido en grasa
con el que se elaboraron las salsas (2.5% p/p). Guinee et al. (2000) demostraron
que el agrupamiento y coalescencia de los glébulos se veia favorecido por el

aumento del contenido en grasa en los alimentos.

La variacion en el tamafio de los glébulos de grasa entre las muestras
sometidas a tratamiento y las recién elaboradas, segun la velocidad de agitacion y
el tratamiento de descongelacion utilizados, se muestra en la figura IV.21 B. A

partir de la figura, se comprueba que a 1100 y 3250 rpm no existieron diferencias
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significativas (P > 0.05) en el tamafio de los glébulos de grasa entre las muestras
sometidas al ciclo de congelacibn-descongelacion y las recién elaboradas
independientemente del tratamiento de descongelaciéon utilizado. Sin embargo, a
350 rpm si existieron diferencias significativas (P < 0.05) entre las muestras
descongeladas y las recién elaboradas. Esta diferencia fue mayor para las
descongeladas en HMO que experimentaron una disminucién en el tamafio de los
glébulos de grasa mayor que las descongeladas en horno. El calentamiento en el
HMO se basa en la transformacién de la energia del campo electromagnético
alterno en calor (Vadivambal y Jayas 2010). El calor se produce debido a la
friccion molecular de los dipolos permanentes dentro del material cuando intentan
reorientarse a causa de la radiaciéon electromagnética de las microondas (Meda et
al. 2005). La vibracién a la que son sometidas las moléculas durante la radiacion
de las microondas podria explicar que los glébulos de grasa de las muestras
descongeladas en HMO tengan un tamafio menor. La vibracién podria provocar la
ruptura de los globulos de grasa en otros mas pequefios dando lugar a una

disminucién en el tamafio de particula.

Por ultimo, en la Figura 1V.21 C se presenta la variacién en dg entre las
muestras sometidas a tratamiento y las recién elaboradas cuando varia el tipo de
grasa y la velocidad de agitacion en la elaboracién de la salsa. A 350 rpm no se
observaron diferencias significativas (P > 0.05) en dg entre las muestras
sometidas al ciclo de congelacidn-descongelacion 'y las frescas
independientemente del tipo de grasa empleado. Al aumentar la velocidad a 1100
rpm, Unicamente se observé una disminucion significativa (P < 0.05) en dg cuando
se empled aceite de girasol en la elaboracién de la salsa. A 3250 rpm, se
observaron dos tendencias diferentes en la variacion de la dg de las muestras
congeladas y descongeladas con respecto a las frescas dependiendo del tipo de
grasa empleado en la elaboracion de la salsa. En este sentido, se produjo una
disminucién significativa (P < 0.05) en dg al utilizar aceite de soja y mantequilla,
mientras que al emplear aceite de girasol y de oliva se observé un aumento
significativo (P < 0.05) en dicha variable debido al hecho de someter a las

muestras a congelacion-descongelacion.
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Conclusions

1. Corn starches (both native and modified) caused a significant decrease in the
loss factor (P < 0.05) when increasing their concentration. This had a negative
effect on microwave heating efficiency, but it did not significantly affect the
penetration depth (P > 0.05). The decrease in the loss factor was related to a
decrease of free water in the system. 1, A and k-carrageenans did not significantly
affect the loss factor (P > 0.05), so they could be used as a partial replacement for
different types of starch to minimise the negative effect of starch in microwaveable

formulations.

2. Salt was a positive factor for the loss factor but a negative one for penetration
depth, so it could be useful to adjust its dosage as a way to optimise microwave

heating for the type of product being prepared.

3. The flow properties and the dielectric properties of the different model
systems showed no direct relation. In the starch systems, the decrease in free
water and in the loss factor was related to an increase in consistency. In the
carrageenan systems, consistency was not related to the system’s free water and

consequently was not related to dielectric properties either.

4. Sauces elaborated with different native and modified starches were
rheologically stable to a refrigeration-microwave reheating process. Rheological
properties only changed after long microwave reheating, which was related to

dehydration rather than to structural changes.

5. The main microstructural changes occurred during heating were related to fat
and protein phases. These changes were more evident when modified starches
were used as granule swelling favoured protein aggregation and fat coalescence.
In native starch sauces, fat globules remained homogenously dispersed within the
sauce matrix and their size was maintained regardless of the reheating time used.
This fact is noticeable since small and homogeneously dispersed fat droplets could

improve creaminess perception, especially in low-fat starch-based sauces.

6. In sauces elaborated with different type of protein (skimmed milk powder or
soy protein isolate) no changes were detected in the protein chemical structure

regardless cooking and thawing (microwave or conventional method). The lipid
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fraction was affected when conventional thawing was used, which was related to a
longer treatment time. On the other hand, the reducing power was higher when
microwave thawing was used which indicated a higher effect of microwaves on
starch polymer breakdown. Finally, syneresis was not detected in all the samples

indicating a high freeze-stability of the starch-i-carrageenan-protein mixture.

7. The microstructure of the sauces elaborated with different type of protein was
affected by both thawing methods, mainly regarding fat globule size and
morphology; these changes were significant (P < 0.05) in the thawed soy protein
sauces in comparison with the freshly-made ones. Moreover, it was shown that soy
protein limited the starch granules swelling and gelatinisation which was related

with soy protein water affinity.

8. In sauces formulated with modified starch, skim milk powder and different
types of fat, it was shown that increasing the agitation speed caused changes in

the microstructure of fat phase (size and morphology of the fat globules).

9. There was a significant increase in dielectric constant and loss factor for the
sunflower and olive oil sauces when the agitation speed was increased from 350 to
1100 rpm. This fact would be related to decreased globular size and increased
circularity as the agitation speed increased —thereby leading to a more

homogeneous sauce.

10. The maximum values of dielectric constant and loss factor were obtained at
1100 rpm for butter and soy oil. The appropriate dielectric properties of soy oil that
would facilitate microwave heating —along with its nutritional benefits— makes soy

oil an ideal choice for sauces in ready-to-eat food products.

11. Thawing treatments (conventional and microwave oven) did not significantly
affect (P > 0.05) the fat globules size and shape regardless of the agitation speed
and the type of fat. So, microwave thawing could be preferable compared to

conventional thawing because of the energy savings, speed and convenience.
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The dielectric properties of salted systems based on different hydrocolloids (native or modified starches,
oront, 2, or k carrageenan) as models for microwaveable white sauces were studied. Microstructural and
rheological properties were also studied to better understand the dielectric behaviour.

As expected, salt had a significantly positive effect (p < 0.05) on both dielectric properties. Raising the

starch concentration significantly lowered (p < 0.05) the loss factor, whereas increasing the carrageenan
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loid-thickened systems.

did not. None of the hydrocolloids significantly affected the penetration depth. The decrease in the loss
factor could be related to a decrease in the free water content which was observed by Cryo-SEM. Free
water and salt content seemed to be the major factors to control for microwave heating of hydrocol-

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The ready-to-eat meal sector is a steadily-growing market. This
is mainly due to today’s lifestyle, higher purchasing power and
smaller family units, all of which have brought about new con-
sumption habits characterized by increased demand for ready-to-
eat products which are easy to prepare and consume and do not
sacrifice sensory quality. Using microwave (MW) ovens to heat
food has become a regular practice in most homes and offices be-
cause they are quick, easy to use and save energy.

Heating occurs because the MW frequency is similar to the nat-
ural resonance frequency of water molecules, so its energy is easily
absorbed by the water molecules in the food. The oscillation of
molecules is delayed, producing a mechanical friction in the envi-
ronment that results in the creation of heat (Decareau, 1985).
However, it is very difficult to try to predict the behaviour of a food
in a MW oven based on its composition (Calay et al., 1995; Sun
et al., 1995). The fact that each type of food has a complex and un-
ique heating pattern must be taken into account (Hegenbart,
1992). As a result, the current tendency is no longer to adapt exist-
ing formulations but to design food that is specifically suitable for
MW heating (Meda et al., 2005).

* Corresponding author. Tel.: +34 963 90 0022; fax: +34 963 63 6301.
E-mail address: sfiszman@iata.csic.es (S.M. Fiszman).

0260-8774/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jfoodeng.2009.12.004

The way in which food responds to the effects of MWs depends
primarily on its dielectric properties (dielectric constant and loss
factor), which determine the interaction between the electromag-
netic energy and the materials in a macroscopic way (Metaxas and
Meredith, 1983). In other words, along with water (the main
source of microwave interactions), each of the components of a
food item contribute to the food dielectrical properties forming a
mass with a unique and complex microwave heating potential
(Hegenbart, 1992). The dielectric constant (¢') quantifies the capac-
ity of a material to store energy and to polarize it when subjected
to an electric field. The loss factor (¢”) is related to the amount of
energy transformed into heat. From these two indices, the penetra-
tion depth (d) can be obtained, which is defined as the depth at
which energy decreases to 37% of its value on the surface of the
material (Datta and Anantheswaran, 2001). Dielectric properties
vary depending on different factors: moisture content is usually
the most important, but the temperature, density and composition
and structure of the food are also crucial. Regarding chemical com-
position, the most important factor is the presence of mobile ions
and permanent dipolar moments associated with water and other
molecules.

Many foods have sauces or liquid systems covering pieces of so-
lid food (meat balls, lasagne, etc.). This continuous phase acts as a
means of transmitting heat by conduction to the solid phase and
also avoids its dehydration. Polysaccharide hydrocolloids are
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widely used as thickeners in this type of liquid or semi-liquid sys-
tem. They possess the characteristic of being able to bind water
molecules and can affect the dielectric properties of food consider-
ably by changing its hydration and viscosity properties (Miller
et al., 1991). Although research has been carried out on the dielec-
tric properties of different food systems (Bengtsson et al., 1963;
Bengtsson and Risman, 1971; Jain and Voss, 1987; Mudgett
et al., 1979; Nelson, 1978), information about systems with hydro-
colloids is scarce; only Nelson et al. (1991) and Prakash et al.
(1992) have studied the influence of moisture content, tempera-
ture and charge on the dielectric properties of different powdered
(non hydrated) hydrocolloids (potato starch, locust bean gum, ara-
bic gum, carrageenan and carboxymethylcellulose). They found
that dielectric properties were highly dependent on the charge of
the hydrocolloid. Temperature dependence of all samples in-
creased as the moisture content rose, but it did so to a lesser de-
gree in potato starch (very little charge) and to a much lesser
degree in locust bean gum (neutral) than in the other three
hydrocolloids.

No previous studies have evaluated the dielectric properties of
hydrated hydrocolloids. The majority of hydrocolloid applications
in food, such as their use as thickeners in sauces, requires them
to be well dispersed and hydrated to perform their function. As
hydrocolloids affect the rheological properties of food systems,
the study of the relationship between rheological, structural and
dielectric properties is an important concern for appropriate prod-
uct development. The relationship between rheological, structural
and dielectric properties has never previously been studied in any
food system.

The aim of this study was to analyze the performance of
different hydrocolloids (starchy and non-starchy) in white sauce
model systems in order to identify microwaveable formulations.
To this end, their dielectric, microstructure, and rheological prop-
erties were investigated and the relationships among them
established.

2. Materials and methods
2.1. Ingredients

Native corn starch (C Gel 03401) and modified waxy corn starch
(hydroxypropyl distarch phosphate, C Polar Tex 06748) from Carg-
ill, Inc., Minneapolis, USA; t-carrageenan (Secovis IS) and A-carra-
geenan (Secolacta BR) from Hispanagar, Burgos, Spain; k-
carrageenan (Satiagel RPI 740) from Degussa, Essen, Germany;
and sodium chloride from Panreac Quimica SAU, Barcelona, Spain
were used.

2.2. Sample preparation and experimental design

A typical method of preparing sauces was followed: each sam-
ple was prepared by weighing the corresponding amount of salt
and hydrocolloid (HC) and dissolving them in 100 g of water; this
mixture was placed in a cooking device (Thermomix TM 31, Wup-
pertal, Germany), heated to 90 °C (17 °C/min) at 2000 rpm and
kept at 90 °C at the same agitation speed for 6 min. The samples
obtained were stored in plastic bottles and refrigerated for 24 h be-
fore being analyzed.

Five model systems prepared with the different HCs and salt
were prepared and named as follows: native starch (NS), modified
starch (MS), t-carrageenan (1C), A-carrageenan (AC) and K-carra-
geenan (kC). Response surface methodology was used to study
the effect of two independent variables on the systems’ properties.
A central composite rotatable design with two factors (amount of
salt and amount of each HC) was employed and five levels of each

Table 1
Composition of the model systems, with various levels of HC (hydrocolloid) and salt
according to the surface response design.

Model system Sample HC Salt

(g/100 g water) (g/100 g water)

Native starch or 1-8 35 4
modified starch 9 BiS) 7
10 35 1
11 1.7 1.9
12 1.7 6.1
13 6 4
14 53 6.1
15 1 4
16 53 id
1 or k-Carrageenan 1-8 0.55 4
9 0.55 7
10 0.55 1
11 0.4 1.9
12 0.4 6.1
13 0.8 4
14 0.7 6.1
15 03 4
16 0.7 1.9
A-Carrageenan 1-8 1.2 4
9 12 7
10 1.2 1
11 0.9 1.9
12 0.9 6.1
13 1.6 4
14 1.5 6.1
15 0.8 4
16 15 )

variable were chosen (Table 1). The systems studied were: native
or modified starch (1-6 g/100 g water), 1 or k-carrageenan (0.3-
0.8/100 g water) and x-carrageenan (0.8-1.6 g/100 g). One experi-
ment was conducted for each HC. The central point (samples 1-8)
and range of each system was established by measuring the appar-
ent viscosity ranges of the HC solutions.

2.3. Dielectric properties

The dielectric constant (¢') and the loss factor (¢”) were deter-
mined at 2.45 GHz using an open-ended coaxial probe connected
to a network vectorial analyzer (Hewlett-Packard 85070 M, Hew-
lett Packard Company, Palo Alto (CA), United States). Each system
was measured in triplicate at two temperatures (20°C and
40 °C). The network analyzer was calibrated with air, a metallic
short and water at 25 °C then recalibrated with water at the mea-
surement temperature just before the measurement was made to
ensure accuracy. The penetration depth (d) was determined
according to Eq. (1) (Datta and Anantheswaran, 2001):

dz#j/ﬁ?[ 1+('Z>2—1r 1)

where /= wavelength in free space (0.12237 m at a frequency of
2.45 GHz), ¢ = dielectric constant and &” = loss factor.

2.4. Cryo scanning electron microscopy (Cryo-SEM) and image
analysis

The samples were submerged in N, slush at T< —210°C and
were transferred to a Cryo-Trans (CT1x500C, Oxford Instruments
Ltd., Oxford, United Kingdom) coupled to a scanning electronic
microscope (Jeol ]SM 5410, Tokyo, Japan) that works under freez-
ing conditions (T<-130°C). The samples were sublimed at
—90 °C, covered with Au (0.2 kPa, 40 mA) and observed under the
microscope at 15 kV at a distance of 15 mm.
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The images obtained through Cryo-SEM were analyzed using
Analysis AUTO software (Soft Imaging Systems GMBH, Munich,

2.5. Flow properties
Germany) to determine the size of the cells created after the sub-
limation of the samples.

Flow properties were studied with a controlled stress rheome-
ter (RheoStress 1, Thermo Haake, Karlsruhe, Germany) equipped

e
e
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Salt(g) & 7 03

07
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Fig. 1. Response surface plots of the loss factor variable (¢”) as a function of salt and HC contents. (A and F): native starch (NS); (B and G): modified starch (MS); (C and H):
carrageenan; (D and 1): i-carrageenan; (E and ]): k-carrageenan. Measurements carried out at 20 °C (A-E) and at 40 °C (F-]).
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with a thermostatic bath (Phoenix, Thermo Haake, Karlsruhe, Ger-
many) to control the temperature. Serrated plate-plate geometries
with 35 mm diameter (for the more viscous samples) and 60 mm
(for the more liquid samples) were used. The gap between the
plates was fixed at 1 mm in all cases.

Flow curves were carried out at shear rates between 0.01 and
100 s~ over a total time of 600 s at 20 °C. Three repetitions were
carried out on each sample. Viscosity versus shear rate data was
fitted to the Ostwald-de Waele model 1 =kj"'! using the
Rheowin 3 Data Manager program (Thermo Haake, Karlsruhe,
Germany).

2.6. Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was performed on the data using
the Statgraphics Plus 5.1 software package (Statistical Graphics Co.,
Rockville, MD, USA) and an LSD test with a 95% confidence interval
to compare the test means.

3. Results and discussion
3.1. Dielectric properties

The loss factor (&¢”) (which influences the conversion of electro-
magnetic energy into thermal energy and, in consequence, the
receptiveness to heating) and the penetration depth (d) of the
microwaves (the distance where the microwave power decreased
to approx. 37% of its surface value) were analysed, as they were
considered the most important parameters for characterizing
microwave heating of the HC model samples.

3.1.1. Loss factor, &".

Fig. 1 shows the response surface plot of ¢” values at 20 °C and
40 °C for the different HC systems. The predictive regression mod-
els to explain the loss factor ¢” as a function of salt and HC contents
at two different temperatures are given in Table 2. As expected, the
loss factor was significant and was positively affected (p < 0.05) by
the amount of salt present in all the model systems analyzed. Add-
ing salt to food systems with a high water content is known to in-
crease the ¢”. Bircan and Barringer (1998) observed that adding salt
to water caused a greater increase in the loss factor than that for
pure water. Piyasena et al. (2003) reported a significant increase
in the loss factor in corn starch solutions when the concentration
of salt increased (measured at different frequencies and tempera-
tures); this increase was attributed to the higher conductivity of
salt. Sakai et al. (2005) also observed an increase in the loss factor
as the concentration of salt increased in water and in 1% agar gels.

Regarding the influence of temperature, ¢’ values measured at
40 °C were significantly higher (p <0.05) than those at 20 °C for

all model systems. Umbach et al. (1992) observed that heating
caused an increase in ¢” values in various starch solutions. Similar
results were obtained by Piyasena et al. (2003) for corn starch solu-
tions when the temperature was increased from 20 °C to 80 °C at a
frequency of 10 MHz. In potato, wheat, corn, and waxy corn starch
slurries (5-30% w/w) at 2.75 GHz (Ryyndnen et al., 1996) and in
wheat, tapioca, rice, corn, waxy corn and high-amylose starches
at 2.45 GHz (Ndife et al., 1998), it was found that when the starch
was already gelatinized, as in the present case, the mobility of
water increased with temperature and heating caused a slight in-
crease in the loss factor. Nelson et al. (1991) also observed that
the ¢” of different powdered hydrocolloids (potato starch, locust
bean gum, gum arabic, carrageenan, and carboxymethyl cellulose)
increased with temperature over the range from 20 °C to 100 °C.

The effect of the HC concentration differed depending on the
model system. Higher quantities of both native (NS) and modified
(MS) starches significantly decreased the &’ values (p <0.05).
Increasing the amount of starch in the system caused greater water
retention by the polymer chains and the change in the amount of
free water in these systems affected their dielectric properties.
However, no significant effect (p > 0.05) of concentration on &” val-
ues was observed for carrageenan systems (1, %, or k), even though
these HCs also possess high water retention characteristics, so the
differences in dielectric behaviour may be induced by the polymer
charge and its network conformation.

3.1.2. Penetration depth, d

Fig. 2 shows the response surface plot of penetration depth at
20 °C and 40 °C for the different systems. Penetration depth (d) val-
ues were significantly lower (p <0.05) in salt-enriched systems.
This observation was not surprising, since the penetration depth
is inversely related to the loss factor; however, other property such
as the dielectric constant are also involved in the d calculation. The
decrease in d with salt was also observed by Piyasena et al. (2003)
in corn starch solutions.

The predictive equations of d at 20 °C and 40 °C are shown in
Table 3. In general, these equations failed to find any association
between HC concentration and penetration depth. However, the
d values were significantly lower (p < 0.05) at the higher tempera-
ture in all the model systems.

3.2. Microstructure

The Cryo-SEM technique is based on fixing the structural com-
ponents of the samples physically, avoiding a dehydration step
when preparing the sample. This makes it possible to observe the
water distribution of the samples and the interaction between
the water and the different structural components.

Table 2
Predictive regression equations for the loss factor (¢") at 2.45 GHz at 20 °C and 40 °C.
Temperature Hydrocolloid Equation iz Limits of the variables
a (g/100 g water) b (g/100 g water)
20°C Native starch & =16.9557 + 10.6399 a — 1.2767 b — 0.3324 a* 0.99 1-7 1-6
Modified starch e/ 1.509 +9.9005 a — 3.2381 b — 0.2244 a* + 0.3357 b* 0.99 1-7 1-6
1-Carrageenan 2 2.3009 + 10.4488 a — 0.2061 a* 0.99 1-7 0.3-0.8
A-Carrageenan & =15.0082 +10.1083 a — 0.2008 a* 0.99 1-7 0.8-1.6
K-Carrageenan &"=18.18779 + 8.6080 a 0.98 1-7 0.3-0.8
40°C Native starch =9.8339 +14.9472 a + 0.6943 b — 0.4182 a® — 0.6296 ab 0.99 1-7 1-6
Modified starch 4.7939 +13.6262 a — 1.2027 b — 0.4495 a® 0.98 1-7 1-6
1-Carrageenan ¢/ 0.3545 + 14.1741 a — 0.3711 a* 0.99 1-7 0.3-0.8
A-Carrageenan &"=—3.14668 + 14.1055 a 0.97 1-7 0.8-1.6
K-Carrageenan &"=19.4181+9.8746 a 0.97 1-7 0.3-0.8

a, Salt; b, hydrocolloid.
Parameters that were not significant have not been included in the equation.



38 L.M. Guardefio et al./Journal of Food Engineering 98 (2010) 34-43

d(cm)

07
0.6

" e (g)

038
7

0.
i
04 x-C(Q)

3 4 5
Salt(g)” & ; o3

Fig. 2. Response surface plots of the penetration depth variable (d) as a function of salt and HC contents. (A and F): native starch (NS); (B and G): modified starch (MS); (C and

H): t-car

Fig. 3 presents the structure of the samples prepared with dif-
ferent amounts of native or modified starch and the same amount
of salt (4 g). A cell matrix formed after the sublimation of superfi-
cial frost was observed; this phenomenon is an artefact which is
inherent to the Cryo-SEM technique and is known as the eutectic

; (D and I): A-carr ; (E and ]): k-carrageenan. Measurements carried out at 20 °C (A-E) and at 40 °C (F-]).

artefact or the solute aggregation phenomenon (Llorca et al.,
2005). The size of the cells is related to the interaction among
the system components and water: the bigger the cell, the lower
the water-component interaction and the more free water avail-
able in the system.
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In Fig. 3 it may be observed how the cell matrix formed during
sublimation of the sample became denser as the amount of starch
increased. The cells in Fig. 3A (sample prepared with 1 g of starch)
were larger than those in Fig. 3B (made with 3.5 g of starch) which,
in turn, were larger than those in Fig. 3C (6 g of starch). The same
occurred in samples prepared with modified starch (Fig. 3D-F).

In order to quantify the size of the cells in the micrographs
shown in Fig. 3, the respective areas were measured using image
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analysis. Fig. 4 shows the means and the LSD intervals of the cell
areas in the samples prepared with the two types of starch. As
the amount of native starch increased, the cell area decreased; this
effect was significant (p < 0.05) in the samples prepared with 6 g of
starch when compared with those prepared with 1 or 3.5 g. The
same occurred with the modified starch. Thus, in both cases the
systems prepared with a greater amount of starch presented signif-
icantly (p < 0.05) smaller cell sizes, which would indicate a smaller

Table 3
Predictive regression equations for penetration depth (d) at 2.45 GHz at 20 °C and 40 °C.
Hydrocolloid Equation I Limits of the variables
a (g/100 g water) b (g/100 g water)
20°C Native starch d=0.9040 — 0.2083 a +0.0167 a* 0.96 1-7 1-6
Modified starch d=0.8377 - 0.1834 a + 0.0143 a* 0.96 1-7 1-6
1-Carrageenan d=0.9205 - 0.2146 a +0.017 a* 0.97 1-7 0.3-0.8
A-Carrageenan d=0.8797 — 0.1981 a +0.0155 a* 0.97 1-7 0.8-1.6
Kk-Carrageenan d=0.8105 — 0.1782 a +0.0139 a* 0.97 1-7 0.3-0.8
40 °C Native starch d=0.7726 — 0.1815 a+0.0061 b + 0.0144 a* 0.98 1-7 1-6
Modified starch d=0.8384 — 0.2036 a +0.0167 a® 0.96 1-7 1-6
1-Carrageenan d=0.8503 — 2138 a +0.0177 @® 0.95 1-7 0.3-0.8
A-Carrageenan d=0.7546 — 1707 a +0.0138 a* 0.90 1-7 0.8-1.6
K-Carrageenan d=0.7716 — 0.1788 a +0.0144 a* 0.97 1-7 0.3-0.8

a: Salt; b: hydrocolloid.
Parameters that were not significant have not been included in the equation.

Fig. 3. Cryo-SEM microphotographs. (A-C): systems prepared with 4 g of salt and 1 (A), 3.5 (B) and 6 (C) g of native starch (NS). (D-F): system prepared with 4 g of salt and 1

(D), 3.5 (E) and 6 (F) g of modified starch (MS). Magnification: x 2000.

Means and 95.0 percent LSD intervals
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Fig. 4. Mean values and LSD intervals for the cell areas in samples prepared with native and modified starches.
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presence of free water in the system. The higher water retention of decrease in the loss factor as the proportion of starch per 100 g of
the starch polymers could be the cause of the significant (p < 0.05) water increased.

30U

Fig. 5. Cryo-SEM microphotographs. (A-C): system prepared with 4 g of salt and 0.3 (A), 0.55 (B) and 0.8 (C) g of 1-carrageenan; (D-F): system prepared with 4 g of salt and
0.8 (D), 1.2 (E) and 1.6 (F) of %-carrageenan; (G-I): system prepared with 4 g of salt and 0.3 (G), 0.55 (H) and 0.8 (I) g of k-carrageenan. Magnification: x 2000.

k(Pa-s")

k(Pa's”)

Fig. 6. Response surface plots of the consistency index variable (k) as a function of salt and HC contents. (A) native starch (NS); (B) modified starch (MS); (C) 1-carrageenan;
(D) 2-carrageenan.
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Regarding the systems prepared with the different types of car-
rageenan, it was observed that an increase in the amount of HC did
not significantly influence the loss factor (p > 0.05) and that the
size of the cells did not vary when the quantity of thickener was
modified, as may be seen in Fig. 5.

3.3. Flow properties

In order to investigate the influence that the rheological proper-
ties (provided by the selected hydrocolloids) might have on the
dielectric properties, the flow properties were measured. Flow
properties are directly related to water status within the systems,
which is modulated by the binding capacity of the HC molecules.

In the shear rate range studied, the viscosity data were well ad-
justed to the Ostwald-de Waele model ( = kj"~!). The consistency
index (k) is the parameter of the Ostwald-de Waele model that rep-
resents the resistance to flow. Fig. 6 shows the response surface
plots for the different model systems. All the HCs showed signifi-
cant (p <0.05) positive effects on the k index, i.e. an increase in
their concentration increased the consistency index of the system
(indeed, all the HCs are used as thickening agents in the food
industry). NS produced higher k values than MS, and AC higher
than 1C.

Salt had a significant (p <0.05) negative effect on the consis-
tency index in the NS and AC samples; however, as a result of sig-
nificant interactions between the salt and the thickener, an
increase in the consistency index was observed when the salt lev-
els were high (7 g/100 g) and the thickener levels were low (1 g/
100 g in NS and 0.8 g/100 g in AC). Starch, unlike carrageenan, does
not contain groups that can be ionized, so in principle it should not
be so sensitive to salt. However, it has been reported that the
starch in starch systems is affected by high concentrations of ions
such as phosphates, acetate, chloride, citrate, sulphate and tartrate
and positive ions like sodium or calcium (Thomas and Atwell,
1999). The effect of salt on NS could be explained as resulting from
competition between the salt and the starch for the available
water, which would limit the swelling of the native starch gran-
ules, decreasing the consistency they provide to the system. Unlike

Salt (g)

the NS samples, in the MS systems salt was not a significant factor
for variation of k values (p > 0.05).

Regarding 1CS, it was observed that salt had a significant
(p <0.05) positive effect. Michel et al. (1997) demonstrated that
the dynamic elastic modulus (which indicates the rigidity of a
material) depended on the concentration and nature of the positive
ion in contact with t-carrageenan. Since carrageenan molecules
contain sulphate groups and repulsion prevents the formation of
chain aggregates, it is not surprising that the rheological properties
were influenced by the addition of positive ions that protect sul-
phate groups from electrostatic repulsion. For this reason, adding
positive ions can enlarge the crystalline region of the 1-carrageenan
network and expand the elasticity module (Michel et al., 1997).
This fact would explain the positive effect of salt on the consistency
index. r-Carrageenan does not gel because it has more negative
charges in its chemical structure: as this would limit the expansion
of crystalline areas in the net, its consistency does not increase.

All the flow index (n) values obtained for all the samples (Fig. 7)
were below 1, confirming that the samples behaved as shear thin-
ning fluids in which viscosity decreases as shear rate increases.

A comparison of the two types of starch showed different shear
thinning behaviour. This difference indicates a structural differ-
ence between the two starch types, as shown by the different ef-
fects of salt. In the case of the NS, the gelatinized starch granules
did not resist heating and broke, resulting in the solubilisation of
amylose and amylopectin. In the case of MS the structure corre-
sponded to a particulated system formed by swollen starch gran-
ules that had resisted heating without breaking as a result of
their modification through cross linking and substitution.

Systems with carrageenan presented greater shear thinning
behaviour (n closer to 0) than starch systems, proving their greater
structural complexity. When comparing the different systems pre-
pared with carrageenan, 1CS presented higher shear thinning
behaviour than ACS. A higher concentration of k-carrageenan
formed strong, rigid gels, making it impossible to determine flow
properties in these samples (it was not possible to plot their re-
sponse surfaces).

The effects of HC and salt concentration on shear thinning
behaviour were variable. When the amount of salt in the sample

708
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Fig. 7. Response surface plots of the flow index variable (n) in relation to the quantity of salt and HC. (A) native starch (NS); (B) modified starch (MS); (C) 1-carrageenan;

(D) 2-carrageenan.
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Predictive regression equations for the consistency index (k) at shear rates between 0.01 and 100 s~ ' over a total time of 600 s at 20 °C.

Hydrocolloid Equation

I Limits of the variables

a (g/100 g water) b (g/100 g water)

Native starch k=—8.7638 +5.0778 a - 9.903 b - 2.0266 ab + 6.3482 b*
Modified starch =—17.6892 + 1.9274 a - 16.0165 b - 0.2491 a” + 3.706 b*
1-Carrageenan k=-17.4887 - 1.1924 a — 52.2465 b

A-Carrageenan

k=38.2067 +0.9250 a — 84.7427 b+ 1.7959 a® — 16.5913 ab + 89.3237 b*

0.98 1-7 1-6
0.99 1-7 1-6
0.82 1-7 0.3-0.8
0.77 1-7 0.8-1.6

a: Salt; b: hydrocolloid.
Parameters that were not significant have not been included in the equation.

Table 5

Predictive regression equations for the flow index (n) at shear rates between 0.01 and 100 s~' over a total time of 600 s at 20 °C.

Hydrocolloid Equation

2 Limits of the variables

a (g/100 g water) b (g/100 g water)

Native starch
Modified starch

n=0.3915+0.0802 a - 0.0811 b - 0.02513 ab +0.01411 b*
n=0.4195 - 0.0813 a+0.0622 b +0.0185 ab — 0.0196 b*

0.71
0.45

1-7
1-7

1-6
1-6

a: Salt; b: hydrocolloid.
Parameters that were not significant have not been included in the equation.

was small, an increase in the quantity of HC resulted in a decrease
in the flow index of all the systems except ACS. With a medium le-
vel of salt, the flow index continued to decrease as the amount of
HC increased, except in the MS systems. Finally, when the content
of salt was high, at higher HC levels the flow index decreased in the
NS system but increased in the MS, while no definite tendency was
appreciated in the 1C and AC. The predictive equations of consis-
tency index (k) and flow index (n) are shown in Tables 4 and 5. Pre-
dictive flow index equations of 1CS and ACS are not shown due to a
lack in statistical significance of parameters.

In short, the combined effects of salt and HC concentration on
the flow index were very difficult to determine and could not be
generalized for the different model systems studied. Looking at
the way that dielectric properties varied with the salt and HC con-
tents (Figs. 1 and 2), it is not difficult to conclude that salt is notice-
ably the most important factor in the variations in these properties
and that while the fraction of the water molecules that could be
more or less bonded to the polymer chains determined the rheo-
logical behaviour of the systems studied, it did not play an impor-
tant role in their dielectric behaviour.

4. Conclusions

Corn starches (both native and modified) caused a significant
decrease in the loss factor (p < 0.05) when increasing their concen-
tration. This has a negative effect on microwave heating efficiency,
but it did not significantly affect the penetration depth (p > 0.05).
The decrease in the loss factor was related to a decrease of free
water in the system. Cryo-SEM proved to be a valuable tool for con-
firming the existence of free water at a microstructural level. Car-
rageenan (1, . y k-carrageenan) did not significantly affect the loss
factor (p > 0.05), so it could be suitable for use as a partial replace-
ment for different types of starch to minimize the negative effect of
starch in microwaveable formulations.

Salt was a positive factor for the loss factor but a negative one
for penetration depth, so it could be useful to adjust its dosage as
a way to optimize microwave heating for the type of product being
prepared.

The systems’ flow properties and the dielectric properties of the
different systems showed no direct relation. In the starch systems,
the decrease in free water and in the loss factor was related to an
increase in consistency. In the carrageenan systems, consistency
was not related to the system’s free water and consequently was

not related to dielectric properties either. The influence of salt in
dielectric properties was neither explained as a consequence of
changes in flow properties.
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Microwave Heating Effect on Rheology
and Microstructure of White Sauces

Luis M. Guardefio, Teresa Sanz, Susana M. Fiszman, Amparo Quiles, and Isabel Hernando

Abstract: The microstructure and rheological properties of white sauces formulated with different starches were
analyzed after being microwave-heated for different times. Significant differences (P < 0.05) in rheological parame-
ters analyzed—storage modulus (G’), loss modulus (G”), and loss tangent (fan §)—were obtained for sauces made with
different starches. Microwave reheating did not affect G’ and G” values until water evaporation became significant. In
addition, fan & values did not change significantly (P < 0.05) even during long reheating times showing that sauce
viscoelastic properties did not change after microwave irradiation. However, microstructure assessed by confocal laser
scanning microscopy showed changes in fat globule and protein. These microstructural changes did not seem to have a
significant effect on rheological measurements since starch and t-carrageenan are mainly responsible for the viscoelastic
behavior of the sauces.

Keywords: confocal laser scanning microscopy, microwave, rheology, starch, white sauce

Practical Application: The development of products appropriate to microwave heating is constantly rising in food industry.
It is necessary to understand the behavior of the ingredients and the final product to microwave heating in order to choose
those ingredients which will develop the best performance. Starches are common ingredients in industrial sauces, and

rheological and microstructural techniques have shown their usefulness in characterization of starch-based systems.

Introduction

The ready-to-eat meal sector has grown to currently become
one of the most successful areas in food industry. This is mainly
due to the new consumption habits characterized by an increased
demand for products which are easy to prepare and consume and
do not sacrifice sensory quality. In this context, microwave oven
has become an indispensable appliance in every home due to its
ease of use and quickness in preparing such foodstuft.

Some commercial ready-to-eat products include sauces and
dressings in their formulation. These liquid media are subjected to
industrial processing in which heating and agitation stages lead to
significant chemical and physical changes in raw ingredients until
the final product is achieved. Moreover, these products withstand
freezing or refrigeration conditions until they reach the final con-
sumer. In order to maintain desirable appearance, texture, and sta-
bility throughout the product shelflife, these products usually have
hydrocolloids and modified starches in their formulation (Sikora
and others 2008; Mason 2009); moreover, the current demand for
natural, clean-label foods has promoted the use of native starches
(Arocas and others 2009a). These ingredients are able to bind wa-
ter molecules forming a complex matrix in which interactions
with other food components are crucial to understand product
rheological and organoleptic behavior (Sikora and others 2008).
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In white sauces, physicochemical transformations mainly com-
prise those related to starch gelatinization, protein aggregation, fat
globule distribution, and interactions between hydrocolloids and
the water phase. These changes depend on the composition of the
sauce as well as the time and temperature of cooking. Further-
more, in the case of ready-to-eat products, which usually undergo
extra reheating processes, the use of different formulations could
improve the behavior of the product when it is subjected to dif-
ferent treatments. This is especially important when the treatment
involves microwave irradiation (Guardefio and others 2010).

Many studies have focussed on the rheological properties of dif-
ferent starch-based systems subjected to different shear and thermal
conditions. Thebaudin and others (1998) investigated the effect of
thermal treatment on the textural characteristics of a béchamel
sauce prepared with different starches—corn, wheat, and rice.
Arocas and others (2009a, 2009b) compared the freeze/thaw and
heating stability of model white sauces made with different corn
starches and prepared with different shearing conditions. The in-
fluence of nonstarch ingredients on rheological behavior of dif-
ferent mixtures has also been studied (Tédrrega and others 2005;
Vu Dang and others 2009). Heyman and others (2010) investigated
the eftects of nonstarch hydrocolloids—guar gum, xanthan gum,
and carboxymethylcellulose—on the physicochemical properties
and stability of béchamel sauces after refrigeration. Nevertheless,
little research has been done on the effect of microwave irradia-
tion over starch-based systems. Goebel and others (1984), Palav
and Seetharaman (2006, 2007), and Bilbao-Siinz and others (2007)
have focused their studies on the differences in gelatinization of
wheat starch dispersions under microwave or conventional heating.

On the other hand, microstructure analysis and microscopic
techniques have given the opportunity of linking food structure
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to properties and understanding basic mechanisms of physico-
chemical changes (Aguilera 2005). In this context, confocal laser
scanning microscopy (CLSM) has became a powerful tool which
allows us to identify different components because of specific
dyes and their fluorescent excitation—emission features (Ferrando
and Spiess 2000). Besides, CLSM makes it possible to create
three-dimensional (3D) images of the samples which provide more
accurate microstructure information (Gunasekaran and Ding
1999). In the last decade, CLSM has been thoroughly employed
to study the microstructure of different food systems. Arltoft and
others (2007a) studied the interaction between carrageenan and
milk proteins mixtures. Auty and others (2001) analyzed the dis-
tribution of fat and protein in dairy products. CLSM has also been
used to analyze wheat products, such as wheat dough, bread, and
pasta (Diirrenberger and others 2001), and to visualize biopoly-
mer mixtures, such as gelatine, whey protein, dextran, gellan gum,
gum arabic, and starch, by covalent and noncovalent labeling tech-
niques (Tromp and others 2001; van de Velde and others 2003).
More specifically, van de Velde and others (2002) have successfully
reported that CLSM is an easy tool to monitor the gelatinization
process. However, to the best of our knowledge, no studies of
white sauce microstructure using CLSM have been carried out.

Since there is a lack of information about how microwave re-
heating affects the rheological and microstructural characteristics
of starch-based sauces, the aim of this study was to analyze the
effect of microwave reheating time in white sauce properties for-
mulated with native and modified starches by means of the study
of their linear viscoelastic properties and their microstructure.

Materials and Methods

Starches

Five different corn starches were used: native starch (NS) (C
Gel 03401), native waxy starch (WS) (C Gel 04201), cross-linked
acetylated distarch adipate (CAS) (C Tex 06205), cross-linked hy-
droxypropyl distarch phosphate (CHS) (C Polar Tex 06741), and
highly cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate (HCHS) (C
Polar Tex 06748) from Cargill, Inc. (Minneapolis, Minn., U.S.A.).
The starches were selected in order to compare waxy and nor-
mal native starches and different starch chemical modifications:
substitution (acetyl and hydroxypropyl starches) and cross-linking
(adipate and phosphate diester linkage) at different levels.

Sample preparation

The white sauce consisted of powdered skimmed milk (9.3%
w/w) (Central Lechera Asturiana, Asturias, Spain), starch (3.5%
w/w), sunflower oil (2.5% w/w) (Koipesol®, SOS-Cuétara
S.A, Madrid, Spain), t-carrageenan (0.5% w/w) (Secovis IS®,
Hispanagar, Burgos, Spain), sodium chloride (0.4% w/w)
(Panreac Quimica SAU, Barcelona, Spain), and water up to 100%
w/w. The samples were prepared according to Arocas and others
(2009b). Briefly, all ingredients were placed into a cooking device
(Thermomix TM 31, Wuppertal, Germany) heated up to 90 °C
(17 °C/min) at 1100 rpm and kept at 90 °C at the same agitation
speed for 6 min. The samples were stored in Pyrex glass bottles
(300 g).

The analyses of freshly made samples were performed after cool-
ing them down to room temperature. The study of the effect of
microwave reheating was performed with previously refrigerated
(24 h) samples. After microwave reheating, the samples were ho-
mogenized in the Pyrex bottles by stirring them with a spoon for
3 5. Then, subsamples were randomly taken from different areas
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of the bottles with a plastic Pasteur pipette for microstructural
analyses and with a spatula for viscoelastic measurements.

Microwave reheating

Different batches of samples (300 g) were heated for 60, 90, 120,
180, 300, and 480 s in a microwave oven (Optimo®, Moulinex,
Paris, France) at 900 W and 2.45 GHz. The samples were covered
with a drilled plastic cap during the heating process and after
heating they were cooled down to room temperature until being
analyzed.

Linear viscoelastic properties

The linear viscoelastic properties of the white sauces were stud-
ied using small amplitude oscillatory shear with a controlled stress
rheometer (RheoStress 1%, Thermo Haake, Karlsruhe, Germany)
equipped with a thermostatic bath (Phoenix®, Thermo Haake,
Karlsruhe, Germany) to control the test temperature (20 °C). Ser-
rated plate—plate geometry with 35-mm diameter was used. The
gap between the plates was 1 mm. The samples remained 10 min
between the plates as equilibration time prior to analysis.

Stress sweep tests were carried out at a frequency of 1 Hz to
determine the extension of the linear viscoelastic response and
frequency sweep tests at 10 to 0.01 Hz at a stress wave amplitude
within the linear region. Values of the storage modulus, the loss
modulus, and the loss tangent were recorded. The storage or elastic
modulus (G') is a measure of the energy stored and recovered per
cycle of sinusoidal deformation. The loss or viscous modulus (G”)
is a measure of the energy dissipated or lost as heat per cycle of
sinusoidal deformation. The loss tangent (tan § = G”’/G) is a
measure of the ratio of energy lost to energy stored in a cycle
deformation.

The dependence of G’ on frequency was adjusted to the fol-
lowing power law equation:

G = kf", )
where n is the power law index which provides an indication
of the frequency dependence of G'. Values of n = 1 indicate a
linear dependence on frequency, and values of n = 0 indicate no
frequency dependence.

Confocal laser scanning microscopy and image analysis

Equipment and dyes. The microstructural study was per-
formed using CLSM. A Nikon confocal microscope C1 unit
that was fitted on a Nikon Eclipse ES800® microscope was used
(Nikon, Tokyo, Japan). An Ar laser line (488 nm) was employed as
alight source to excite fluorescent dyes rhodamine B and Nile red.
Rhodamine B (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., U.S.A.) with
Aexmax 488 nm and Ay e 580 nm was solubilized in distilled
water at 1 g/L. This dye was used to stain proteins and starch.
Nile red (Fluka, Sigma-Aldrich) with Aeymax 488 nm and Aep max
515 nm was solubilized in PEG 200 at 0.1 g/L. This dye was used
to stain fat.

Two razor blades (platinum coated double edge blades with
100-pm thickness) were stuck to a glass slide (Pateras and others
1994). By this mean it was possible to assure a sufficient thick-
ness to visualize the sample without deforming the native sample
structure when putting the cover. A 60x/1.40NA/Oil/Plan Apo
VC Nikon objective lens was used.

Sample visualization. A drop of the sample was placed on
the slide and stained with 20 uL of rhodamine B solution and
20 uL of Nile red solution. Stacks of images were obtained
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the modified starch sauces. G' and G" values (Table 1) of both NS
and WS sauces were significantly lower than the values of all the
modified starch sauces. Also, the tan § values of the native starch
sauces revealed the existence of less viscoelastic systems with val-
ues of tan § significantly higher than those of the modified starch
sauces. These results revealed the existence of structure differences
between native and modified starches, as later confirmed by the
microstructure observation.

As for the comparison between both native starches, the WS
white sauce showed lower G’ and G values and higher tan §
(value closer to 1) than the NS one, revealing the less elastic
properties of the former. The lower elasticity of the white sauces
prepared with waxy corn starch in comparison with normal corn
starch was also previously observed by Arocas and others (2010).
The effect was attributed to a high sensitivity of waxy starch to
shearing conditions because of its lower granular rigidity.

Among the modified starch sauces, the acetylated starch white
sauce (CAS) showed significantly lower G’ and G” values than

both hydroxypropyl starch sauces (CHS and HCHS), the G and
G values of HCHS being significantly the highest. Arocas and
others (2009b) also found that white sauces formulated with acety-
lated starch had lower G’ and G values than those formulated
with hydroxypropyl starch. Similar results were found by Tarrega
and others (2005) in milk—starch mixtures. Hydroxypropyl groups
weaken the internal bond structure of the granules promoting wa-
ter penetration (Gunaratne and Corke 2007). Since hydroxypropyl
groups are more hydrophilic than acetyl ones, they could retain
water in a greater extent and so granules in hydroxypropyl starches
have a greater swelling power before disintegrate. This could ex-
plain the highest consistency of sauces containing hydroxypropyl
substituted starches.

Influence of reheating time
Both native and modified starches were stable for reheating treat-
ment until long microwave treatment is applied (Table 1). Changes
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Freshly-made sauces
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Figure 1-Mechanical spectra of sauces containing
different corn starches: (A) freshly made sauces; (B)
sauces after 120 s of microwave reheating. NS,
native starch; WS, native waxy starch; CAS,
cross-linked acetylated distarch adipate; CHS,
cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate;
HCHS, highly cross-linked hydroxypropyl distarch
phosphate.
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in the rheological parameter values (G', G”) due to reheating were
significant only when long reheating times were applied (300 s for
modified starches and 480 s for native starches). Before 300 s of
microwave reheating, all the sauces maintained their rheological
parameters, but once 300 s was reached for modified starches and
480 s for native starches G" and G values increased significantly
(P < 0.05).

In Table 2, the moisture content (%) of the sauces after the
different reheating times is shown. An inverse relationship between
water loss and G’ and G” values was observed. The changes in the
viscoelastic behavior of the sauces occurred only when water loss
by evaporation was significant.

The temperature profiles of the different sauces submitted to
microwave heating are shown in Figure 2. As can be noticed,
there were 2 different heating patterns. Sauces made with native
starches (NS and WS) reached high temperatures sooner than those
made with modified ones (CAS, CHS, and HCHS). Tattiyakul and
others (2002) have shown that heat-transfer rate in cross-linked
waxy corn starch dispersions submitted to conventional heating
was slower than in normal corn starch dispersions. This fact was
related to the higher viscosities reached in the former due to the
high volume fraction of swollen starch granules.

However, the native starches showed lower water loss in compar-
ison with modified ones (Table 2). The different water retention
properties among the native and the modified starch sauces can
be explained due to their different structure. Native starch gran-
ules disintegrate during white sauce manufacturing releasing the
soluble starch polymers to the continuous phase. The soluble starch
(mainly amylopectin) may interact with water molecules further
avoiding water evaporation during reheating.

The fact that the observed changes in G' and G” values upon
long reheating times (300 and 480 s) were due to water loss rather
than to a change in the sauce structure was also supported by
the fact that the tan § values were not affected, denoting that no
substantial change in the type of structure occurred.

The stability of the white sauce viscoelastic properties during
microwave reheating was in agreement with previous results from
Arocas and others (2009b) where conventional heating was carried
out. These authors had shown that the G’ and G” values of freshly
made white sauce samples did not change during heating in situ in
the rheometer plate.

CLSM and image analysis
Figure 3 shows micrographs of the different sauces analyzed.
Nile red highlights fat globules in green color; however, the in-

tensity of the signal collected declined quickly as a consequence
of photobleaching (Herbert and others 1999; Heilig and others
2009). This is the reason why in some images—for example, sam-
ples elaborated with WS and heated for prolonged time—the fat
globules are observed as black holes. Rhodamine B has the ca-
pacity to stain starch and protein phases in red but appears to
have higher affinity for the latter (Tromp and others 2001; van
de Velde and others 2002). Thus, this fact must be taken into
account when analyzing the structures of white sauces since pro-
tein and starch can be distinguished by the intensity of the signal
collected.

The NS sauces show a complex matrix composed mainly of
protein in bright red and polysaccharides in dark red. Most
of these polysaccharides are amylose and amylopectin leached
from the granules that have been disintegrated during the cook-
ing process. The starch polymers are distributed along with
t-carrageenan and milk protein. Garnier and others (2003) showed
in casein/t-carrageenan mixtures observed by CLSM that casein
appeared concentrated in aggregates and (-carrageenan was located
in dark areas constituting the continuous phase. Arltoft and others
(2007a,b) observed by CLSM a gelled network of carrageenan
connecting and stabilizing protein aggregates in a dairy dessert
made of carrageenan and starch and in carrageenan-milk gels. In
the present study, fat globules were observed in green, homoge-
nously dispersed and associated with the protein phase. A similar
fat distribution was observed by Auty and others (2001) in pro-
cessed cheese. As heating time increased, protein aggregates were
formed but no significant differences in fat globule size were ob-
served (Table 3). Samples with WS showed a similar structure to
NS ones not showing apparent differences in the protein matrix

Table 3-Mean values of the 80th percentiles of fat globule area (tm?)
of freshly made and 480 s microwave-reheated sauces.

Type of starch

Reheating

time (s) NS WS CAS CHS HCHS

Freshly made 6.32" 9.62" 10.86" 9.68" 9.99
0.97) (0.85) (3.01) (3.31) (1.59)

480 7.66" 9.28" 11.54 15.99" 27.89"
0.99) (1.94) (2.27) (4.34) (9.46)

Values between parentheses are the standard deviations,

® Values with different letters within the same column are significantly different (P <
0.05) according to the LSD multiple range test.

Type of corn starch: NS, native starch; WS, native waxy starch; CAS, cross-linked acety-
lated distarch adipate; CHS, cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate; HCHS, highly
cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate.

Table 2—Moisture content (%) for the different sauces and reheating times.

Reheating time (s)

Freshly
Type of starch made 60 90 120 180 300 480
NS 83.6M 83.9% 83.8" 83.7% 83.4% 83.15¢ 83.0¢
(0.3) 0.1) (0.3) 0.1) (0.0) (0.1) (0.3)
WS 84.14 84.14 83.8% 83.9% 84.0p 83.74 82.5"
0.3) 0.1) 0.9 0.4) 0.2) (0.5) 0.4)
CAS 83.9} 83.8" 83.8" 84.0" 83.7) 81.4) 79.8¢
(0.1) 0.2) 0.2) (0.0) 0.2) (0.1) (0.1)
CHS 83.8" 83.6" 83.9% 83.8% 83.74 81.4) 78.2¢
(0.1) 0.7) 0.2) (0.0 (0.1) (0.3) (0.0
HCHS 83.94 84.1% 84.0° 83.9%0 83.65° 83.5¢ 78.67
(0.1) 0.1) (0.1) (0.0) (0.3) (0.1) (0.1)

Values between parentheses are the standard deviations.

ABC Values with different letters within the same row are significantly different (P < 0.05) according to the LSD multiple range test.

¢ Values with different letters within the same column are significantly different (P < 0.05) according to the LSD multiple range test.

Type of corn starch: NS, native starch; WS, native waxy starch; CAS, cross-linked acetylated distarch adipate; CHS, cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate; HCHS, highly
cross-linked hyd hate.

1 i
pyl distarch p
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and in the fat globule size (Table 3). Therefore, due to the possibil-
ity of preserving the globule size during reheating, the use of both
NS and WS starches could be used to retain the creaminess of the
sauces during reheating. Richardson and Booth (1993) suggested
that high density of even small-sized globules in dairy homoge-
nized products, together with the sensation of thickness generated
by a sufficient viscosity, is necessary to give a realistic sensation of
creaminess. Moreover, de Wijk and others (2006) suggested that
creaminess in semisolid starch-based foods can be improved by the
presence of small and stable fat droplets.

Samples with CHS and HCHS showed swollen starch granules
and a protein matrix associated with fat globules. As heating time
increased, protein tended to aggregate and the size of fat globules
increased significantly due to coalescence (Table 3). Sauces con-
taining CAS showed an intermediate structure between native and
the hydroxypropyl distarch phosphate starches, since starch gran-
ules do not swell as they do in CHS and HCHS and fat globules’
size showed no significant differences as heating time increased
(Table 3). This intermediate structure could be related to the dif-
ferent chemical modifications in the starch. Mason (2009) stated
that hydroxypropyl substitution was more stable to prolonged high
temperature than acetylation since hydroxypropyl groups appeared
to create more steric hindrance. This could explain the higher
granule swelling power of CHS and HCHS before rupture which
could also be related to the higher consistency of sauces formulated
with these types of starch as previously reported.

Figure 4 shows 3D reconstructions of image stacks of sauces
made with different starches (fresh and 300 s microwave reheated
sauces). The 3D visualization permits to better understand mi-
crostructure of samples since it is possible to analyze the shape of
swollen starch granules, fat globules, and protein aggregates. As can
be seen, fat globules showed a spherical shape while starch gran-
ules remained with an irregular size and shape acting as a dispersed
phase. Moreover, starch granules in modified starch-based sauces
did not show an apparent increase in their size after microwave
reheating which supports the idea that starch granules are cooked
properly in sauce elaboration, and no further structural changes
are achieved when subjected to microwave reheating. However, fat

globule size increased in reheated sauces made with hydroxypropyl
modified starches.

These results showed that the swelling of the modified starch
granules favored protein aggregation. As fat globules are associ-
ated with the protein phase, the protein aggregation favors the
fat globules to coalesce, increasing their size. Finally, similari-
ties between NS and WS sauces indicated that the distribution
and size of fat globules and matrix microstructure are indepen-
dent of the proportion between the starch polymers (amylose and
amylopectin).

Conclusions

Changes in rheological parameters only occurred after long mi-
crowave reheating and were associated with dehydration rather
than with structural changes in the sauces, that is, samples did not
show significant changes in tan §. The water loss during heating
was lower in native starch sauces than in modified ones which
could be explained by a higher interaction between leached starch
polymers and water, once starch granule is disintegrated in native
starch sauces. The rheological parameters were almost constant
until 300 s of microwave reheating. This could be explained be-
cause starch and (-carrageenan, which are mainly responsible for
the rheological behavior, were not aftected by reheating.

CLSM was a useful tool to visualize differences in starch swelling
stages depending on the type of starch, as well as fat globule
size and distribution and degree of protein aggregation. The
main structural changes occurring during heating were due to
changes in fat and protein phases. These changes were more ev-
ident when modified starches were used in the formulation of
the sauces as granule swelling favored protein aggregation and fat
coalescence.

In native starch sauces (NS and WS) fat globules were
maintained homogenously dispersed within the sauce matrix.
Moreover, fat globules’ size was maintained regardless of the
reheating time the sauces were subjected to. This fact is notice-
able since small and homogeneously dispersed fat droplets could
improve creaminess perception, especially in low-fat starch-based
sauces.
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Figure 2-Time—temperature profiles of sauces
containing different corn starches (3.5% w/w)
submitted to microwave heating. NS, native
starch; WS, native waxy starch; CAS,
cross-linked acetylated distarch adipate; CHS,
cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate;
HCHS, highly cross-linked hydroxypropyl
distarch phosphate.
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Figure 3—Micrographs of the sauces elaborated with different corn starches after different reheating times. In columns, sauces with different starches:
NS, native starch; WS, native waxy starch; CAS, cross-linked acetylated distarch adipate; CHS, cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate; HCHS,
highly cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate. In rows, different reheating times (in seconds). FM: freshly made; f: fat globule; S: starch granule.
Scale bar: 50 pm.
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Figure 4-3D reconstruction of image stacks from samples formulated with different corn starches: (A, B) native starch; (C, D) waxy starch; (E, F) cross-
linked acetylated distarch adipate; (G, H) cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate; (1, J) highly cross-linked hydroxypropyl distarch phosphate. (A,
C,E, G, 1) Freshly made samples; (B, D, F, H, J) microwave-reheated samples during 300 s. f: Fat globule; S: starch granule. 3D reconstruction dimensions:
100 x 100 x 20 pm.
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Chemical and Structural Changes in White Sauces Thawed
by Microwave or Conventional Oven
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Abstract: Proteins, lipids and structural changes in white sauces after being stored at —18°C and thawed by microwave
and conventional oven were studied in this work. The total crude and soluble protein fractions were quantified by
am and Ky
lipid fraction. In addition, confocal scanning laser microscopy (CSLM) was used to study the structure of the sauce. The

N-Kjeldahl. The acidity grade and oxidation spectrophotometric parameters (k ) were used to analyse the

results showed that the total crude protein fraction increased in the thawed samples if compared to the freshly-prepared
samples, mainly when microwave oven was used. However, the soluble protein fraction did not vary significantly (P <
0.05) among the different samples. Regarding the lipid changes, the acidity index did not show significant differences

among the samples. K . values of the microwave-thawed samples differed significantly from the freshly-prepared and

232

the conventional-thawed samples. Furthermore, k. values were significantly different between the samples thawed

270
using the conventional oven and the freshly-prepared ones. CSLM images showed degradation of the starch granules

and an increase of size in the fat globules due to thawing.

Keywords: sauce; microwave; thawing; microstructure; CSLM; chemical changes

INTRODUCTION

Nowadays, ready-to-eat meals have consolidated
as a common option to eat, due to the lack of time
for cooking. The use of microwave oven (MO) has
risen as a quick method to prepare, thaw or reheat
foodstuffs. The effects of microwave heating on
the food components can differ from those pro-
duced by conventional heating. The main studies
relating the effects of microwave to changes on
food components have been found on oils (ALBI
et al. 1997; YOSHIDA et al. 2003; MALHEIRO et al.
2009). It has been speculated that free radicals
can be formed by exposure to microwave energy
(ALBI et al. 1997) and it was found that the rate of
oxidation, depends on the polyunsaturated fatty
acid content (HASSANEIN et al. 2003).

Regarding microstructure, there are some stud-
ies about the effect of microwaves on textural and
microstructural properties of starch-water model
systems (PALAV & SEETHARAMAN 2006; BILBAO-
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SAINZ 2007). Differences in gelatinisation process
under conventional or microwave heating are
analysed in these studies. However, there is a lack
of information about the effect of microwaves on
other food matrices.

The objective of this study is to investigate dif-
ferences on chemical and microstructural charac-
teristics of white sauces under different thawing
methods.

MATERIALS AND METHODS

Materials and sample preparation. The white
sauce consisted of modified waxy corn starch
(3.5%w/w) (hydroxypropyl distarch phosphate,
Polar Tex 06748, Cargill, Inc., USA), t-carrageen-
an (0.50% w/w) (Secovis IS, Hispanagar, Burgos,
Spain), skimmed milk powder (9.30% w/w) (Central
Lechera Asturiana, Asturias, Spain), sunflower oil
(2.55% w/w) (Koipesol, SOS Cuétara S.A., Madrid,
Spain), sodium chloride (0.40% w/w) (Panreac



Czech J. Food Sci.

Vol. 27, 2009, Special Issue

Quimica SAU, Barcelona, Spain) and water up to
100% w/w. Samples were prepared according to
ARrocas et al. (2009). Samples (300 g) were fro-
zen at —18°C for a week. A batch of samples was
thawed in a microwave oven (Moulinex Optimo,
Paris, France) at 700 W for 6 min, and another
batch was thawed in a conventional oven (Fagor
2CF-3V, Guiptizcoa, Spain) at 220°C for 30 min,
until the samples were totally thawed.

Protein fraction. Both crude and soluble protein
were determined by Kjeldahl procedure (AOAC
1998). The extraction of soluble nitrogen frac-
tion was performed from the lyophilised sample
by KucHrooO and Fox (1982) modified method.
Three centrifugation cycles at 10 000 rpm were
carried out at 4°C.

Lipid fraction. The acidity index was determined
according to AOAC (1998), and k232 and k270 pa-
rameters were determined by spectrophotometric
analysis (UNE 1973).

Confocal scanning laser microscopy (CSLM). A
drop of the sample was put on a slide and stained
with Rodhamine B (2 g/l) and Nile Red (1 g/1)
solutions. Then, the mixture was covered with a
cover glass. The samples were observed in a CSLM
(Nikon confocal microscope C1 fitted to a Nikon
Eclipse E800 microscope, Nikon Co., Ltd., Tokyo,
Japan) in single photon mode equipped with an
Ar-Kr laser. The excitation wavelength and emis-
sion maxima of the applied fluorescent dyes were
568/625 nm for Rhodamine B and 647/675 nm for
Nile Red. Images were stored using EZ-C1 software
(Nikon Co., Ltd., Tokyo, Japan).

Statistical analysis. The statistical analysis was
carried out by ANOVA and the least significant
differences (LSD) were calculated at significance
level P < 0.05. The statistics software Statgraph-
ics Plus version 5.1 (Manugistics, Inc., Rockville,
USA) was used.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the values of the parameters meas-
ured in the fresh and thawed sauces. The results
show that total protein crude fraction increased
when samples were thawed. This increase was
significant in samples thawed in the microwave
oven (MO) due to the evaporation of water. The
internal temperature gradient generated in mi-
crowave heating forces the moisture to transfer
to the surface (MEDA et al. 2005) favouring water
evaporation. In the conventional oven (CO), the
high temperature at the surface of the product leads
to dehydration and forms a crust that could limit
this evaporation. The soluble nitrogen fraction
was not significantly different in samples thawed
by both methods if compared to fresh ones; so,
thawing did not cause changes in the solubility of
proteins. Regarding to lipid changes, significant
differences were not found among the samples
when acidity index was analysed. This indicates
that not evident lipolysis is produced in the sam-
ples during thawing using MO or CO. k,,, and
k,,, parameters mainly indicate the conjugation
of trienes and the presence of secondary oxidative
products, respectively (MALHEIRO ef al. 2009).
K,,, values of microwave-thawed samples dif-
fered significantly from the freshly-prepared and
the conventional-thawed ones. Furthermore, kz7o
values were significantly different between samples
thawed using conventional oven and freshly-pre-
pared ones. Secondary oxidation products (mainly
a-p diketones and a-unsaturated ketones) are
formed during CO thawing due to heat.

CSLM images from freshly made sauces (Fig-
ure 1A) showed the starch granules immersed in a
protein matrix; these starch granules had partially
resisted the heat during the elaboration of the sauce.
The starch granules in microwave-thawed samples

Table 1. Means of the protein and lipid fraction parameters analysed in freshly-prepared, microwave-thawed and

conventional-thawed samples

Sample Crude protein

Soluble protein

Acidity index! K, K

(/100 g) (/100 g) 232 270
Fresh 3.35 (0.18)* 0.44 (0.09)* 0.92 (0.04)* 5.67 (0.64) 1.21 (0.58)°
Microwave-thawed 3.75 (0.07)° 0.50 (0.05)? 0.89 (0.03)* 4.80 (.0.20)" 1.61 (0.10)*
Conventional-thawed  3.46 ( 0.05)* 0.50 (0.15)* 0.91 (0.07)* 5.71 (0.28)? 1.88 (0.11)°

*Values in parenthesis denote standard deviation among measurements; **“different letters in the same column indicate

significant differences (P < 0.05) according to the LSD multiple range test; 'expressed as percent of oleic acid
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Figure 1. CSLM images of sauces. A: freshly prepared sauce. B: microwave-thawed sauce. C: conventional-thawed

sauce. SG starch granules in red, fat globules in green. Magnification 60x

(Figure 1B) showed a slight swelling without evident
leaching of the starch components. The starch
granules in samples thawed by conventional oven
(Figure 1C) were observed gelatinised with leach-
ing of the starch components out of the granule.
This difference in the gelatinisation degree must
be due to the different thawing times, longer in
CO than MO. The fat globules were stabilised by
the protein matrix and it can be noticed that the
globule size increased when samples were thawed,
due to the coalescence produced by heating.

Acknowledgements: The authors are grateful for the eco-
nomic support (Project AGL2006-11653-C02) received from

the Ministerio de Ciencia e Innovacién (Spain).

References

ALBI T, LANZON A., GUINDA A, PEREZ-CAMINO M.C,,
LEON M. (1997): Microwave and conventional heating
effects on some physical and chemical parameters of
edible fats. Journal of Agricultural and Food Chemis-
try, 45: 3000-3003.

AOAC. (1998): Official Methods of Analysis. 16" Ed. As-
sociation of Official Analytical Chemist, Washington.

Arocas A., SANz T., FiszMAN S. (2009). Influence of
corn starch type in the rheological properties of a
white sauce after heating and freezing. Food Hydro-
colloids, 23: 901-909.

BiLBAO-SAINZ C., BUTLER M., WEAVER T., BENT J.
(2007): Wheat starch gelatinisation under microwave

5292

irradiation and conduction heating. Carbohydrate
Polymers, 69: 224-232.

HASSANEIN M.M., EL-SHAMI S.M., EL-MALLAH M.H.
(2003): Changes occurring in vegetable oils composi-
tion due to microwave heating. Grasas y aceites, 54:
343-349.

KucHroo C.N., Fox P.F. (1982): Fractionation of the
water-soluble-nitrogen from Cheddar cheese: chemi-
cal methods. Milchwissenschaft, 37: 651-653.

MALHEIRO R., OLIVEIRA I, VILAS-BoAs M., FALCAO S,
BENTO A., PEREIRA J.A. (2009): Effect of microwave
heating with different exposure times on physical and
chemical parameters of olive oil. Food and Chemical
Toxicology, 47: 92-97.

MEDA V., ORSAT V., RAGHAVAN G.S.V. (2005): Mi-
crowave heating and dielectric properties of foods.
In: SCHUDER H., REGIER M. (eds): The Microwave
Processing of Foods. CRC Press, Woodhead Publish-
ing, Ltd., Cambridge: 61-75.

PaLAV T., SEETHARAMAN K. (2006): Mechanism of starch
gelatinization and polymer leaching during microwave
heating. Carbohydrate Polymers, 65: 364—370.

UNE (1973): Una Norma Espafiola. Materias Grasas.
No. 55-047-73.

YosHIDA H., HIRAKAWA Y., TOMIYAMA Y., MIZUSHINA
Y. (2003): Effects of microwave treatment on the oxi-
dative stability of peanut (Arachis hypogaea) oils and
the molecular species of their triacylglycerols. Euro-
pean Journals of Lipid Science and Technology, 105:
351-358.






Journal of Food Engineering 104 (2011) 557-564

=

Contents lists available at ScienceDirect journal of
food engineering

Journal of Food Engineering

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jfoodeng E

Structural stability of white sauces prepared with different types of fats
and thawed in a microwave oven

M. Hernandez-Carri6n ¢, L.M. Guardefio?, J.M. Carot b 1. Pérez-Munuera?, A. Quiles?, I. Hernando **

2 Departamento de Tecnologia de Alimentos, Grupo de Microestructura y Quimica de Alimentos, Universidad Politécnica de Valencia, Camino de Vera s/n, 46022 Valencia, Spain
b Departamento de Estadistica e Investigacién Operativa Aplicadas y Calidad, Universidad Politécnica de Valencia, Camino de Vera s/n, 46022 Valencia, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 9 November 2010

Received in revised form 17 December 2010
Accepted 15 January 2011

Available online 22 January 2011

This paper describes the microstructure and dielectric properties of white sauces prepared with different
fats (sunflower oil, olive oil, soy oil, and butter) and agitation speeds (350, 1100 and 3250 rpm). The
structural stability of sauces during thawing using conventional oven (CO) and microwave oven (MO)
are studied. The results showed that, for fresh samples (not subjected to the freeze-thaw cycle) an
increase in agitation speed during elaboration from 350 to 1100 rpm caused a significant decrease
(p <0.05) in the fat globules area - regardless of the type of fat used; in the samples with sunflower

g:iz‘gms" and olive oils, a significant increase (p < 0.05) in the fat globules circularity and dielectric properties
Fat (dielectric constant and loss factor) was also produced. The thawing method used did not significantly
Microwave (p > 0.05) affect fat globule size and shape, regardless of the agitation speed and type of fat. Sauces that
CLSM were stable during the freeze-thaw cycle were obtained using speeds of 1100 and 3250 rpm.

Dielectric properties
Image analysis

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The ready-to-eat food sector is an expanding market. Today’s
lifestyle and smaller family units have contributed to an increase
in the supply of food products that are pre-packaged and ready-
to-eat. Freezing is a common preservation method for this type
of products while many dishes contain sauces. As a result, there
is the need to study the stability of these sauces during the
freeze-thaw process.

Sauces are oil-in-water emulsions. An emulsion consists of two
immiscible liquids with one of the liquids being dispersed as small
spherical droplets in the other. Emulsions are thermodynamically
unstable systems, and may break down through a variety of differ-
ent physicochemical processes (Thanasukarn et al., 2004). There
are five main mechanisms that can contribute to emulsion instabil-
ity: creaming, flocculation, Ostwald ripening, coalescence and
phase inversion. The rate at which an emulsion breaks down will
be strongly influenced by composition, environmental conditions
(temperature, pH, etc.) and processing conditions (Rousseau,
2000). The chemical and physical stability of emulsions during
freezing and frozen storage is influenced by the polymorphism
and degree of crystallinity of the lipids, and the phase behaviour
of water. When emulsions freeze, the lipid droplets become pro-

* Corresponding author. Tel.: +34 963 87 7363; fax: +34 963 87 7369.
E-mail address: mihernan@tal.upv.es (1. Hernando).

0260-8774/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jfoodeng.2011.01.017

gressively concentrated into the freeze-concentrate phase thereby
coming into close contact with one another in the unfrozen aque-
ous channels between ice crystals. The concentration of the lipid
droplets in these narrow channels could promote aggregation, floc-
culation and/or coalescence during the freeze-thaw process
(Thanasukarn et al., 2004).

Many consumers thaw frozen meals in microwave ovens. The
way in which food responds to the effect of microwaves depends
primarily on its dielectric properties, which determine the interac-
tion between the electromagnetic energy and the food (Guardefio
et al., 2010). The dielectric constant (¢') quantifies the capacity of
a material to store magnetic or electrical energy and to polarise
it when subjected to an electrical field (Datta and Anantheswaran,
2001). The loss factor (¢") is related to the ability of a material to
dissipate electrical energy as heat. The penetration depth (d) can
be obtained from these two properties. It is defined as the distance
the microwave radiation penetrates the food before its value is re-
duced to 1/e of the initial field strength, where e is the neperian
number (Miller et al., 1991).

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) offers a number of
advantages over conventional techniques in the food products
study. Sample preparation is easy and avoids artefacts (Blonk and
Vanaalst, 1993). In addition, CLSM offers the possibility to look at
different levels inside the sample, which gives three-dimensional
information on the microstructure of the sample (Van Lent et al.,
2008). This technique has been used in the food research on
water-in-oil emulsions (Van Dalen, 2002; Van Lent et al., 2008;
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Vodovotz et al, 1996); and oil-in-water emulsions as sauces
(Langton et al., 1999; Moschakis et al., 2005, 2010). Many of these
studies use different image analysis softwares to quantify the size
of the particles.

The aim of this work was to study the stability of white sauces
thawed in a microwave oven by analysing the microstructure and
comparing with thawing in a conventional oven. Sauces were elab-
orated using different types of fat and several agitation speeds. In
freshly prepared samples dielectric properties were also examined.

2. Material and methods
2.1. Materials

Modified waxy corn starch (Hydroxypropyl distarch phosphate,
C Polar Tex 06748, Cargill, Inc., Minneapolis, USA); 1-carrageenan
(Secovis IS, Hispanagar, Burgos, Spain); skimmed milk powder
(Central Asturiana, Asturias , Spain); sunflower oil (Koipesol, SOS
Cuétara SA, Madrid, Spain); extra virgin olive oil (Carbonell, SOS
Cuétara SA, Madrid, Spain); virgin soy oil (SL Biolasi Natural Prod-
ucts, Guipizcoa, Spain); butter (Président, Lactalis Group, Laval,
France); and sodium chloride (Panreac Quimica SAU, Barcelona,
Spain).

2.2. Sample preparation

Sauces were prepared using modified waxy corn starch (3.5% w/
w), 1-carrageenan (0.5% w/w), skimmed milk powder (9.3% w/w),
salt (0.4% w/w), fat (2.55% w/w), and distilled water up to 100%
w/w. Four types of fat were used to elaborate the sauces: sunflower
oil, olive oil, soy oil, and butter. Samples (300 g) were prepared
according to Arocas et al. (2009) in a food processor (Thermomix
TM 31, Vorwerk, Wuppertal, Germany) at three different speeds,
namely, 350, 1100 and 3250 rpm. The sauces were stored in Pyrex
glass bottles until reaching room temperature, then part of the
samples (freshly prepared samples) were analysed and the rest
were frozen at —18 °C. After being frozen for a week, the samples
were thawed in a conventional oven (Fagor 2CF-3V, Guiptzcoa,
Spain) at 220 °C for 30 min; or in a microwave oven (Moulinex
Optimo, Paris, France) for 6 min and 30 s at 700 W and analysis
were carried out. These conditions were chosen based on previous
experiments in order to obtain an optimum consistency of the
sauces after thawing.

2.3. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

A Nikon confocal microscope C1 unit that was fitted on a Nikon
Eclipse E800 microscope (Nikon, Tokyo, Japan) was used to study
the microstructure. An Ar laser line (488 nm) was employed as
light source to excite fluorescent dye Nile Red (Fluka, Sigma-Al-
drich, Missouri, USA). A drop of the sample was put on a slide,
stained with Nile Red (0.1 g/L in PEG 200), covered with a cover
glass and visualised using an oil immersion objective lens (60x ).
512 x 512 pixel resolution images were randomly acquired.

2.4. Image analysis

The images obtained by CLSM were analysed using a Image]
software (Rasband, W.S., Image] v. 1.43s, National Institute of
Health, Bethesda, Maryland, USA) to determine the area, fat glob-
ules density (number of fat globules per field, fd), and circularity.
All the fat globules in four representative images from each sample
were analysed.

2.5. Dielectric properties

The dielectric constant (¢') and the loss factor (¢”) for the freshly
prepared samples were determined at 2.45 GHz using an open-
ended coaxial probe connected to a network vectorial analyser
(Hewlett-Packard 85070M, Hewlett Packard Company, Palo Alto,
CA, USA). Each sample was measured in quadruplicate. The net-
work analyser was calibrated with air, a metallic short and water
at 25 °C. The penetration depth (d) was determined according to
Eq. (1) (Piyasena et al., 2003):

. e 2 R
40
d= 1+ (7) -1 1
2my/2€ { € M
where: /o = wavelength in free space (0.12237 m at a frequency of
2.45 GHz); ¢ = dielectric constant; &” = loss factor.

2.6. Experimental design and statistical analysis

A categorical multifactorial experimental design with two fac-
tors: type of fat (sunflower oil, olive oil, soy oil, and butter) and agi-
tation speed (350, 1100, and 3250 rpm) was used for the freshly
prepared samples. For the frozen-thawed samples a design with
three factors was used: type of fat, agitation speed, and thawing
treatment (conventional oven, CO and microwave oven, MO). Anal-
ysis of variance (ANOVA) was performed on the data using the
Statgraphics Plus version 5.1 software package (Statistical Graphics
Co., Rockville, MD, USA). The least significant differences (LSD)
were calculated at the p <0.05 significance level to compare the
test means.

3. Results and discussion
3.1. Freshly prepared samples

3.1.1. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

The sample preparation with CLSM technique is not time con-
suming and changes the original structure of the specimen only
minimally (Ferrando and Spiess, 2000). Fig. 1 shows the CLSM
micrographs of freshly prepared samples in which the fat globules
are stained in green by fluorescent dye Nile Red. The figure shows
how the size of these globules decreases as agitation speed in-
creases during the sauce elaboration. Similar results were obtained
by Langton et al. (1999) when they studied the influence of speed
on the fat globules size in the production of mayonnaise. According
to the type of fat used in the sauce, it can be seen that the olive oil
globules were slightly larger than when the other fats were used in
the elaboration of the sauce. This effect was especially noticeable
at 350 rpm.

3.1.2. Image analysis

The size (area), fat globules density (fd) and shape (circularity)
of the fat globules were quantified by using image analysis on
CLSM micrographs. As the fat globules areas for each of the sam-
ples did not follow a normal distribution, the percentile was con-
sidered as the appropriate statistical parameter rather than the
arithmetic mean. The percentile 80 (pso), which represents the area
value below which 80% of the analysed globules in each micro-
graph are found, was used. The arithmetic mean was used for fd
and circularity.

Fig. 2A and B show the mean plots with LSD intervals for the
area, in which no significant interactions (p > 0.05) were observed
between the agitation speed and the type of fat. The interaction
plots with LSD intervals for fd and circularity, where significant
interactions (p < 0.05) between factors were observed, are shown
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Fig. 1. Confocal laser scanning microscopy (CLSM). Freshly prepared samples elaborated with sunflower oil, olive oil, soy oil, and butter at speeds of 350, 1100, and 3250 rpm.

Magnification 60x.
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Fig. 2. Mean and interaction plots with LSD intervals. A and B: mean values for the area according to the agitation speed and the type of fat, respectively; C and D: interaction
between agitation speed and type of fat for the fat globules density (fd) and circularity, respectively.

in Fig. 2C and D. The increase of the agitation speed decreased the
fat globules area significantly (p<0.05) from pgo=771.20 pm?
when the sauces were prepared at 350 rpm, to pgo=7.17 um?
and 2.20 um? when they were prepared using 1100 and
3250 rpm, respectively (Fig. 2A). No significant differences
(p > 0.05) were observed in area when different types of fat were
used (Fig. 2B), although samples prepared with olive oil had larger
globules — pgo = 679.11 um? - than the other ones — pgo = 174.19,

131.99 and 55.46 umz for butter, sunflower and soy oil,
respectively.

With higher agitation speeds, there was a significant increase
(p <0.05) in the fat globules density (fd) as shown in Fig. 2C. This
behaviour is because increased agitation speed produces smaller
globules - and therefore the number of these per field increases.
However, this increase was dependent on the type of fat used in
the sauce. In this sense it is found that the fd of the different fats
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analysed was similar at 350 rpm; while the outcome was different
at higher speeds and most variable at 3250 rpm. Sunflower oil
samples had the highest fd at 1100 rpm, followed by butter; while
olive oil and soy oil had lower but similar values. Soy oil and butter
showed the maximum values of fd at 3250 rpm, while olive oil re-
mained the lowest.

Agitation speed affected significantly (p < 0.05) the fat globules
circularity (Fig. 2D), although the effects varied according to the
type of fat used in the sauce. With the exception of the butter sam-
ples, the fat globules circularity increased with increasing speed.
However, this increase was only significant (p < 0.05) for samples
elaborated with sunflower oil (from 0.77 +£0.18 at 350 rpm to
0.92+0.02 at 3250rpm) and olive oil (from 0.72+0.07 at
350 rpm to 0.96 +0.01 at 3250 rpm), while it was no significant
(p > 0.05) for samples prepared with soy oil - in which the circular-
ity varied slightly between 0.87 + 0.01 and 0.90 + 0.02 for the three
speeds tested. These results are consistent with those of Langton
et al. (1999), who found that increased speed during the mayon-
naise preparation led to more circular fat globules. Similar results
were obtained by Brown et al. (1995) who observed smaller and
more circular particles in gels of gelatin and agar when the agita-
tion speed was increased. This trend of circularity increasing with
speed was not observed when butter was used. In this case, not sig-
nificant differences (p > 0.05) were found.

3.1.3. Dielectric properties

Knowledge of dielectric properties is essential for proper under-
standing of the heating pattern during microwave heating of foods,
bothin the cooking and in the reheating of precooked foods from fro-
zen or refrigerated conditions (Prakash et al., 1992). Emulsions are
colloidal dispersions of liquid particles in another liquid. The major
effect of colloidal substances is to exclude more dielectrically active
materials (mainly water) from the total volume, thus depressing the
dielectric constant (Mudgett, 1995; Bengtsson and Risman, 1971). In
multicomponent systems, the dielectric constant decreases by two
mechanisms: firstly, the replacement of water by a substance with
a lower dielectric constant, as is the case of fats and oils; and sec-
ondly, the binding of water molecules (Ryynanen, 2002).

Significant interactions (p < 0.05) were found between agitation
speed and type of fat when the dielectric constant, loss factor and
penetration depth were studied in fresh sauces (Fig. 3).

Fig. 3A shows that the dielectric constant (¢') of all samples (ex-
cept those made with butter) increased when the agitation speed
increased from 350 to 1100 rpm. However, this increase was only
significant (p < 0.05) for samples elaborated with sunflower or ol-
ive oil. When the speed was increased to 3250 rpm, ¢ increased
significantly (p < 0.05) for sauces made with sunflower oil, whereas
no significant differences (p > 0.05) were observed for those formu-
lated with olive and soy oil. Butter had a high ¢ even at low agita-
tion speeds (350 rpm) and there were not significant differences
(p > 0.05) when speed was increased. The increase in & as a result
of the increase in the agitation speed could be related to the smal-
ler particle size produced when agitation speed increases. Kaneko
and Hirota (1985) found in water-in-oil emulsions that the & of
the emulsions containing small suspended particles was greater
than in the case of those with larger particles. However, it is known
that when the size of suspended particles is much smaller than the
wavelength of microwaves, between 0.001 and 1 m (Decareau,
1985), the ¢ of the system depends only on the shape of the parti-
cles, not on their size (Ryyndnen, 2002). Therefore, an increase in &’
when increasing the agitation speed could be explained as a result
of the increase in the fat globules circularity - as observed by Lang-
ton et al. (1999) in mayonnaises. This fact explains the higher & ob-
tained for sauces elaborated with soy oil and butter at speed of
350 rpm, whose globules are more circular than those for sun-
flower and olive oils (Fig. 2D).
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Fig. 3. Interaction plots with LSD intervals. A, B and C: interaction between
agitation speed and type of fat for the dielectric constant (¢'), loss factor (¢"), and
penetration depth (d), respectively.

Fig. 3B shows that increasing the speed from 350 to 1100 rpm
significantly (p <0.05) increased loss factor (¢') for samples pre-
pared with sunflower and olive oils. Moreover, increasing the agi-
tation speed to 3250 rpm produced a significant (p < 0.05) decrease
in the ¢” for sauces elaborated with soy oil, while no changes were
recorded for other fats studied. In the same way as with ¢’ it can be
seen that ¢” generally increased with speed. The explanation for
this behaviour could be the same as for ¢ - namely, that & in-
creases as a result of the increase in the fat globules circularity pro-
duced by increased agitation speed. A high loss factor is important
for microwave heating, and so it is appropriate to prepare the
sauce with the type of fat and the agitation speed that produces
a greater ¢”.

The penetration depth (d) was determined from the dielectric
constant and loss factor. Fig. 3C shows the influence on d when
the agitation speed and the type of fat used in sauce were varied.
A speed increase from 350 to 1100 rpm produced a significant
(p <0.05) decrease in d for samples elaborated with sunflower or
olive oil, while not affecting those prepared with soy oil or butter.
An increase to 3250 rpm produced a significant increase (p < 0.05)
in d for samples made with soy oil, while no significant (p > 0.05)
increase was recorded for the others. Since d is inversely propor-
tional to the dielectric constant and loss factor, it is logical that if
these increase as the agitation speed increases then d will decrease.

It should be noted that the results were within the range found
in the literature (Calay et al., 1995; Ryyndnen, 2002) showing that
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Fig. 4. Confocal laser scanning microscopy (CLSM). Samples thawed using conventional oven (CO) and microwave oven (MO), elaborated with sunflower oil, olive oil, soy oil,

and butter at speeds of 350, 1100, and 3250 rpm. Magnification 60x.

the most common food products have dielectric constants between
30 and 80; and loss factors of less than 25, which implies penetra-
tion depths of 0.8 and 1.5 cm.

3.2. Frozen-thawed samples
3.2.1. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

Fig. 4 shows the micrographs obtained by CLSM for samples
thawed by conventional oven and microwave oven after a week

of freezing at —18 °C, when the type of fat and the agitation speed
were modified.

As in the case of the freshly prepared samples (Fig. 1) it can be
seen that as the agitation speed increased, the fat globules de-
creased in size and increased in circularity. As a result of this de-
crease in size, the fat globules density (fd) increased.

At a speed of 350 rpm, the area and the globules circularity dif-
fer depending on the type of fat used in sauce. These differences
between different types of fat are not as noticeable at higher
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speeds (1100-3250 rpm) because of the greater homogeneity
shown by the samples when agitation speed increases - meaning
that the globules are more similar in size and circularity.

No important differences in size, fd and circularity of the fat
globules were detected when the samples thawed using a conven-
tional oven and the microwave oven were compared.

3.2.2. Image analysis

In the same way as for freshly prepared samples, an image anal-
ysis was carried out to quantify the area, fat globules density (fd)
and circularity of the samples subjected to the freeze-thaw cycle.
Significant interactions (p < 0.05) were observed between agitation
speed and type of fat when area, fd and circularity were studied in
frozen-thawed samples (Fig. 5A, C and E). The thawing treatment
did not show interactions with agitation speed and type of fat for
any parameter; the mean plots with LSD intervals are shown in
Fig. 5B, D and F.

Unlike what happened in the freshly prepared samples in which
the fat globules area was only affected by the agitation speed
(Fig. 2A), in this case, the globules area also depended on the type
of fat used in the sauce formulation (Fig. 5A). As the agitation speed
increased, the fat globules size decreased. However, this decrease
was only significant (p < 0.05) when olive oil was used to prepare
the sauce. At 350 rpm, it was the olive oil samples that showed
the largest fat globules (pgo = 1627.76 um?) - as also occurred for
the freshly prepared samples (Fig. 2B). Moreover, it is found that
regardless of the type of fat used, at speeds of 1100-3250 rpm
there were no significant differences (p > 0.05) in the area.

A Interactions and 95.0 percent LSD intervals

Fig. 5B shows how the fat globules area varies according to the
thawing treatment used. There were no significant differences
(p>0.05) between the treatments used; although the samples
thawed in a microwave oven had a smaller fat globules area -
Pso=155.99 um? - than those thawed in a conventional oven -
Pso = 230.78 um?,

As for the variation in the fat globules density (fd), Fig. 5C shows
that (as occurred in the freshly prepared samples in Fig. 2C) the
agitation speed caused a significant increase (p <0.05) in fd and
this was dependent on the type of fat used. It can be seen that at
350 rpm the fd of all the fats was similar, while there were slight
variations at 1100 and 3250 rpm. At 1100 rpm, the samples formu-
lated with butter had the highest fd values; while at 3250 rpm the
samples with the highest fd values were made using olive oil - and
butter had the lowest values.

The variation in the fat globules density (fd) for samples thawed
in the conventional oven and the microwave oven is shown in
Fig. 5D. It can be seen that the thawing treatment did not signifi-
cantly affect (p > 0.05) fd.

Fig. 5E shows the variation in the fat globules circularity when
the agitation speed and the type of fat used in the sauce were var-
ied. It can be seen that the fat globules circularity was significantly
affected (p < 0.05) by the agitation speed and the type of fat — in the
same way as the freshly prepared samples (Fig. 2D). An increase in
speed from 350 to 1100 rpm produced an increase in circularity for
all samples, but this increase was only significant (p < 0.05) for
sauces elaborated with sunflower and olive oils. At 3250 rpm there
were no significant variations (p > 0.05) in the globules circularity
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Fig. 5. Interaction and mean plots with LSD intervals. (A, C and E) interaction between agitation speed and type of fat for the area, fat globules density (fd), and circularity,

respectively. (B, D and F) mean values according to the thawing treatment for the area, fat globules density (fd), and circularity, respectively.
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- regardless of the type of fat used. Importantly, increased agita-
tion speed decreased variability in the circularity of the samples
elaborated with different types of fat — unlike that which occurred
in the freshly prepared samples.

Finally, although the fat globules of the samples thawed in the
microwave oven were slightly more circular than those thawed
in the conventional oven (Fig. 5F), no significant differences
(p>0.05) in the globules circularity was found depending on the
thawing treatment used.

3.3. Comparison between the freshly prepared samples and the frozen—
thawed samples

A statistical analysis was performed in order to quantify the
changes in the fat globules caused by freezing and thawing. The re-
sponse variables in this analysis were the difference in the area, fat
globules density (fd), and circularity between the freshly prepared
samples and the frozen and thawed samples. The parameters ob-
tained were dif_area, dif_fd and dif_circularity. Fig. 6 shows the
interaction plots with LSD intervals for cases where there were sig-
nificant interactions between the thawed and freshly prepared
samples. Dif_circularity variable was not significant (p>0.05)
and, therefore, the fat globules circularity was unchanged by the
freeze-thaw cycle.

Fig. 6A shows the difference in the fat globules area (dif_area)
between the samples after the freeze-thaw cycle and the freshly
prepared samples - according to the agitation speed and the type
of fat used. The figure shows that at speeds of 1100-3250 rpm
the value was near to zero (dif_area = 0) regardless of the type of
fat used in the sauce formulation. So there were no significant dif-
ferences (p > 0.05) in the thawed samples area in comparison with
the freshly prepared samples; and therefore the sauces were stable
in the freeze-thaw cycle when these agitation speeds were used. It
is known that the smaller the fat globule, the more stable the
emulsion (Rousseau, 2000) because there is a critical size above
which a particle cannot be supported at the interface (Bobra,
1991). This fact could explain sauce stability at higher speeds
due to the small fat globules. However, there are other theories
(Vanapalli et al., 2002) which propose that in certain emulsions,
small particle sizes can lead to a partial coalescence of the fat phase
and cause the emulsion instability. At 350 rpm there were differ-
ences between the frozen-thawed samples and the fresh samples.
These differences could be explained because the increased globule
size would cause sauce instability. These differences depend on the
type of fat used in the sauce preparation. In this respect, it is ob-
served that when sunflower and soy oils were used, the globules
area of the frozen-thawed samples did not vary significantly in
comparison with the freshly prepared samples; whereas when ol-
ive oil and butter were used there was a significant decrease
(p <0.05) in globule size because of the freeze-thaw cycle. Similar
results were obtained by Vanapalli et al. (2002) who verified that
the oil type had an important effect on the stability of these emul-
sions during the freeze-thaw cycle. The fact that no coalescence
was observed between the globules could be due to the low fat
content of the prepared sauces (2.55% w/w). Guinee et al. (2000)
demonstrated that as the fat content increased in the food prod-
ucts, clumping and coalescence of the fat globules became more
pronounced.

Fig. 6B shows the variation in the fat globules area between the
thawed samples and the freshly prepared samples according to the
agitation speed and the thawing treatment used. The figure shows
that at 1100 and 3250 rpm there were no significant differences
(p > 0.05) in the fat globules area between the frozen-thawed sam-
ples and the freshly prepared samples - regardless of the thawing
treatment used. However, at 350 rpm there were significant differ-
ences (p <0.05) between thawed samples and freshly prepared
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and type of fat for the dif_area. (B) Interaction between agitation speed and thawing
treatment for the dif_area. (C) Interaction between agitation speed and type of fat
for the dif_fd.

samples. This difference was greater for microwave thawed sam-
ples where the area of the fat globules decreased more than those
thawed in the conventional oven. Microwave heating is based on
the transformation of alternating electromagnetic field energy into
thermal energy (Vadivambal and Jayas, 2010). Heating is due to
molecular friction of permanent dipoles within the material as
they try to reorient themselves with the oscillating electrical field
of the incident wave (Meda et al., 2005). The vibration that mole-
cules undergo during microwave radiation could explain why the
fat globules from microwave thawed samples are smaller. The
vibration could cause the breakdown of fat globules into smaller
globules and so result in a decrease in particle size.

Finally, Fig. 6C shows the variation in the fat globules density
(fd) between the treated samples and the freshly prepared samples
according to the agitation speed and the type of fat. At 350 rpm no
significant differences (p > 0.05) in fd were seen between the fro-
zen-thawed samples and the fresh samples - regardless of the type
of fat. When the speed was increased to 1100 rpm, a significant de-
crease (p <0.05) in the fd was observed when sunflower oil was
used to prepare the sauce. At 3250 rpm, two different trends were
observed in the variation of fd in the frozen-thawed samples in
comparison with the fresh samples - regarding to the type of fat.
Namely, there was a significant decrease (p <0.05) in the fd in
the soy oil and butter samples; while the sunflower and olive oil
samples showed a significant increase (p < 0.05) in fd after freez-
ing-thawing cycle.
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4. Conclusions

In the freshly prepared samples, increasing the agitation speed
from 350 to 1100 rpm significantly decreases (p <0.05) the fat
globules area regardless of the type of fat used; moreover, the cir-
cularity significantly increases for the sunflower and olive oil sam-
ples. In relation to the dielectric properties, there is a significant
increase in ¢ and ¢” for the sunflower and olive oil samples when
the agitation speed is increased from 350 to 1100 rpm. This fact
would be related to decreased globular size and increased circular-
ity as the agitation speed increases - thereby leading to a more
homogeneous sauce. The maximum values of ¢ and ¢” are obtained
at 1100 rpm for butter and soy oil. The appropriate dielectric prop-
erties of soy oil that would facilitate microwave heating - along
with its nutritional benefits - makes soy oil an ideal choice for
sauces in ready-to-eat food products.

Thawing treatments (conventional oven and microwave oven)
do not significantly affect (p > 0.05) the fat globules size and shape
- regardless of the agitation speed and the type of fat. So, micro-
wave thawing could be preferable compared to conventional thaw-
ing because of the energy savings, speed and convenience.

Sauces stability during the freeze-thaw cycle is achieved by
high agitation speeds (1100 and 3250 rpm); 1100 rpm could be
most advisable to prepare the sauces because generating this agi-
tation speed consumes less energy than higher speeds.

Acknowledgements

The authors are grateful for the economic support (project
AGL2006-11653-C02) received from the Spanish Ministry of Sci-
ence and Innovation.

References

Arocas, A., Sanz, T., Fiszman, S.M., 2009. Improving effect of xanthan and locust bean
gums on the freeze-thaw stability of white sauces made with different native
starches. Food Hydrocolloids 23 (8), 2478-2484.

Bengtsson, N.E., Risman, P.O., 1971. Dielectric properties of food at 3 GHz as
determined by a cavity perturbation technique. II. Measurements on food
materials. Journal of Microwave Power 6, 107-123.

Blonk, J.C.G., Vanaalst, H., 1993. Confocal scanning light microscopy in food
research. Food Research International 26 (4), 297-311.

Bobra, M. 1991. Water-in-oil emulsification: a physicochemical study. In:
Proceedings of 1991 International oil spill conference. American Petroleum
Institute, Washington DC.

Brown, C.R.T,, Foster, T.J., Norton, L.T., Underdown, J., 1995. Influence of shear on the
microstructure of mixed biopolymer systems. In: Harding, S.E., Hill, J.E., Mitchel,
J.R. (Eds.), Biopolymer Mixtures. Nottingham University Press, Nottingham, pp.
65-83.

Calay, RK., Newborough, M., Probert, D., Calay, P.S., 1995. Predictive equations for
the dielectric properties of foods. International Journal of Food Science and
Technology 29, 699-713.

Datta, A.K., Anantheswaran, R.C., 2001. Handbook of Microwave Technology for
Food Applications. Marcel Dekker, New York.

Decareau, R.\V., 1985. Microwaves in the Food Processing Industry. Academic Press
Inc. Ltc., London.

Ferrando, M., Spiess, W.E.L., 2000. Review: confocal Scanning laser microscopy. A
powerful tool in food science. Food Science and Technology International 6 (4),
267-284.

Guardefio, LM., Catald-Civera, .M., Plaza-Gonzdlez, P., Sanz, T., Salvador, A.,
Fiszman, S.M., 2010. Dielectrical, microstructural and flow properties of sauce
model systems based on starch, gums and salt. Journal of Food Engineering 98,
34-43.

Guinee, T.P., Auty, M.AA.E., Fenelon, M.A., 2000. The effect of fat content on the
rheology, microstructure and heat-induced functional characteristics of
Cheddar cheese. International Dairy Journal 10 (4), 277-288.

Kaneko, H., Hirota, S., 1985. Effects of particle size and stabilizing agents upon
dielectric properties of water-in-oil type emulsions. Chemical and
Pharmaceutical Bulletin 33 (12), 5484-5494.

Langton, M., Jordansson, E., Altskdr, A., Sorensen, C., Hermansson, A.M., 1999.
Microstructure and image analysis of mayonnaises. Food Hydrocolloids 13 (2),
113-125.

Meda, V., Orsat, V., Raghavan, G.S.V., 2005. Microwave heating and dielectric
properties of foods. In: Schuder, H., Reigerm, M. (Eds.), The Microwave
Processing of Foods. CRC Press, Woodhead Publishing, Ltd., Cambridge, pp.
61-75.

Miller, L.A., Gordon, ., Davis, E.A., 1991. Dielectric and thermal transition properties
of chemically modified starches during heating. Cereal Chemistry 68 (5), 441—
448.

Moschakis, T., Murray, B.S., Dickinson, E., 2005. Microstructural evolution of
viscoelastic emulsions stabilised by sodium caseinate and xanthan gum.
Journal of Colloid and Interface Science 284 (2), 714-728.

Moschakis, T., Murray, B.S., Biliaderis, C.G., 2010. Modifications in stability and
structure of whey protein-coated o/w emulsions by interacting chitosan and
gum arabic mixed dispersions. Food Hydrocolloids 24, 8-17.

Mudgett, R.E., 1995. Electrical properties of foods. In: Rao, M.A,, Rizvi, S.S.H. (Eds.),
Engineering Properties of Foods. Marcel Dekker Inc., New York, pp. 389-455.

Piyasena, P., Ramaswamy, H.S., Awuah, G.B., Defelice, C., 2003. Dielectric properties
of starch solutions as influenced by temperature, concentration, frequency and
salt. Journal of Food Process Engineering 26, 93-119.

Prakash, A., Nelson, S.0. Mangino, M.E., Hansen, P.M.T. 1992. Variation of
microwave dielectric properties of hydrocolloids with moisture content,
temperature and stoichiometric charge. Food Hydrocolloids 6 (3), 315-322.

Rousseau, D., 2000. Fat crystals and emulsion stability: a review. Food Research
International 33, 3-14.

Ryyndnen, S. (2002). Microwave heating uniformity of multicomponent prepared
foods. Academic Dissertation. University of Helsinki.

Thanasukarn, P., Pongsawatmanit, R., McClements, D., 2004. Influence of emulsifier
type on freeze-thaw stability of hydrogenated palm oil-in-water emulsions.
Food Hydrocolloids 18 (6), 1033-1043.

Vadivambal, R, Jayas, D.S., 2010. Non-uniform temperature distribution during
microwave heating of food materials - A review. Food and Bioprocess
Technology 3, 161-171.

Vanapalli, S.A., Palanuwech, J., Coupland, J.N., 2002. Stability of emulsions to
dispersed phase crystallization: effect of oil type, dispersed phase volume
fraction and cooling rate. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects 204, 227-237.

Van Dalen, G., 2002. Determination of the water droplet size distribution of fat
spreads using confocal scanning laser microscopy. Journal of Microscopy 208
(2), 116-133.

Van Lent, K., Vanlerberghe, B., Van Oostveldt, P., Thas, O., Van der Meeren, P., 2008.
Determination of water droplet size distribution in butter: pulsed field gradient
NMR in comparison with confocal scanning laser microscopy. International
Dairy Journal 18, 12-22.

Vodovotz, Y., Vittadini, E., Coupland, J., McClements, DJ., Chinachoti, P., 1996.
Bridging the gap: use of confocal microscopy in food research. Food Technology
50 (6), 74-82.







	1.pdf
	1
	2
	3
	4




