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Capitulo 1
INTRODUCCION

1. Caracteristicas de las especies

La industria pesquera de la Provincia de Chubut se ha desarrollado con la captura y el
procesamiento de un conjunto tradicional de peces y mariscos. En los ultimos afios, y
como consecuencia de la disminucién de los recursos pesqueros tradicionales, ha
surgido interés desde el sector por recursos con posibilidades de mercado aun no
aprovechadas, tales como, las almejas: Panopea y Navaja (Barén y col, 2004; Lasta y
col, 1996), el alga Undaria pinnatifida (Casas y Piritz, 1996) y algunos cangrejos de gran
porte. Aun asi, la explotacion y el procesamiento de nuevas especies suele verse
retrasada por la falta de capacidades técnicas instaladas en la industria y la flota, lo cual
trae como consecuencia un injustificado desaprovechamiento de los recursos naturales y
la sobreexplotacion de las especies tradicionales. En el litoral maritimo chubutense, en
los golfos Nuevo y San Jorge (Argentina, 42°-43°S, 64°-65°0) (Fig 1.1), existen especies
de cangrejos reconocidas como recursos pesqueros de valor comercial (Wyngaard, 2001;
Leal y col. 2008; Dima y col. 2009) como: el cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus y el
cangrejo pinzas negras Danielethus (=Platyxanthus) patagonicus, entendiéndose por
cangrejos a los crustaceos decapodos miembros de los érdenes Brachyura y Anomura. El
género de esta Ultima especie, Platyxanthus patagonicus, ha sido renombrado
recientemente por Thoma y col. (2012) a Danielethus patagonicus. Se llama cangrejos a
diversos crustaceos del orden de los decapodos (Fig 1.2). Estos crustaceos son muy
comunes en las aguas marinas y también los hay de agua dulce y terrestre. Los
braquiuros, también conocidos como cangrejos verdaderos, incluyen alrededor de 4.500
especies, mientras que los anomuros contienen cerca de 1.400 especies, entre las que

se hallan las centollas, cangrejos hermitafios y langostillas (Collins y col. 2004).
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Figura 1.2 Esquema general de la anatomia externad el cangrejo.1) Frontal, 2) Dorsal.
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Su cuepo esta formado por un cefalotérax muy desarrollado, sobre el cual se repliega el
abdomen. Sus apéndices toraxicos son grandes, principalmente el primero, cuyo extremo
distal consta de una pinza. A estos apéndices se les llama comercialmente "pinzas o
guelas de cangrejo" y son una de las partes comestibles mas importantes. Las pinzas,
son usadas para la alimentacién, defensa, y el apareamiento (Rosemberg, 2001). Como
en todos los crustaceos, el crecimiento ocurre de manera discontinua, debido a la
exocuticula rigida que se elimina en cada proceso denominado muda. En dicho proceso
el caparazon viejo es remplazado por uno nuevo mas delgado y blando, permitiendo el
crecimiento del individuo hasta un 30% de su tamafio anterior. La muda varia segun la
edad, el sexo, la alimentacion, el ambiente o la presencia de sustancias xenobidticas,
temperatura, estructura poblacional, entre otras variables ambientales. (Collins y Petriella,
1999; Renzulli y Collins, 2000). Este proceso de mudas consiste en uno de los
parametros mas importantes a tener en cuenta para el desarrollo sustentable de una
pesqueria de cangrejos, ya que durante esta etapa: i) el cangrejo en estado de caparazon
blando, compensa su nuevo volumen con agua, hasta el desarrollo muscular y la
calcificaciébn de su nuevo exoesqueleto, ii) en muchos casos, incluyendo el de las
especies en estudio del presente trabajo, la época de apareamiento coincide con la muda
de las hembras, por lo cual es recomendable la aplicacién de vedas de pesca para
asegurar el éxito reproductivo de las especies (Collins y Petriella, 1999; Collins, 2001;
Leal y col. 2008). El cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus (Fig 1.3) (de Haan 1833), es
un crustaceo decdpodo perteneciente a la familia Portunidae. Esta especie, que habita
fondos arenosos y poco profundos presenta un patron de distribucién geografica muy
amplio que abarca areas del Océano Pacifico Sudeste, Atlantico Sudoeste, Africa del Sur
y Océano indico. En el litoral de Argentina se presenta en toda la region costera de la
provincia de Buenos Aires desde la Bahia Samboromboén hasta el litoral de Chubut
(Olivier y col. 1966; Stephenson y Rees, 1968). Externamente, Ovalipes trimaculatus, es
cerca de un cuarto mas ancho que largo, posee un caparazén sin rugosidades muy
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acentuadas, con dos fuertes depresiones centrales y con una mancha oscura en cada
region metabranquial. Sus quelipedos (pinzas) son practicamente iguales, con palmas
con crestas finas en el dactilopodito y propodito; el dactilopodito del Ultimo par de patas
es aplanado en forma de paleta que le permite la natacion (Stephenson y Rees, 1968;
Fenucci y Boschi, 1975). Estos cangrejos han sido sefialados como un recurso con
potencial pesquero (Fenucci y Boschi, 1975), pero hasta el momento no han sido
extraidos a nivel industrial. En la actualidad, sélo es explotado en forma artesanal o para
consumo doméstico, contrariamente a lo que ocurre con otras especies de cangrejos de
la familia Portunidae, como el “cangrejo azul” (Callinectes sapidus) en EE.UU. y México,
que representa una de las especies de cangrejos mas explotadas mundialmente,
sosteniendo capturas anuales con valores en el orden de los varios millones de dolares

(Rosenfield, 1998).

Figura 1.3 Fotografia de O. trimaculatus.

El cangrejo pinzas negras, Danielethus (= Platyxanthus) patagonicus (A. Milne Edwards,
1879) (Fig 1.4), es una especie perteneciente a la familia Platyxanthidae. D. patagonicus

es un cangrejo de gran porte que se distribuye desde el litoral uruguayo hasta la costa
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central de la provincia del Chubut, a profundidades de entre 15 y mas de 160 metros
(Boschi y col. 1992). Posee un caparaz6n muy irregular, distinguiéndose perfectamente
las regiones del mismo. Sus quelipedos son muy grandes, desiguales, fuertes, y mucho
mas desarrollados en machos que en hembras. El caparazén y las patas son de color
rojizo con dibujos irregulares en sus quelas (Boschi, 1964). En la actualidad, esta especie
es muy poco explotada, no registrandose valores de captura; contrariamente a lo que
ocurre con otras especies de cangrejos de la familia Platyxathidae y Xanthidae, llamados
comunmente cangrejos de las piedras o “Stone Crabs”, dentro de los cuales se encuentra
el “cangrejo moro” (Menippe mercenaria), de gran importancia comercial en EE.UU.

(Florida), Cuba y México principalmente (Alvarez y Briquets, 1983).

Figura 1.4 Fotografia de D. patagonicus.

1.1. Pesquerias y mercados

Contrariamente a lo que ocurre en nuestro pais, en otras regiones del mundo, los
cangrejos braquiuros son el sustento de pesquerias de gran desarrollo (Boschi, 1964;
Miller, 1976). En 1985, su captura mundial los coloc6 como el segundo grupo de
crustaceos mas capturados (FAO, 2003). En paises de nuestra region, como Chile o

Brasil, las capturas de cangrejos suelen ser de varios miles de toneladas (FAO, 2008). A
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nivel mndial, en paises como EE.UU., México, Japdn, las exportaciones de productos de
cangrejo procesado han aumentado durante los dltimos 20 afios, llegando a mas de
300.000 toneladas en el 2007, con un valor estimado de méas de 2 billones de dolares
(FAO, 2008). Si bien en Argentina las capturas de cangrejos son extremadamente bajas,
en los Ultimos afios su procesamiento comenzd a generar interés debido a la alta
aceptacion de su carne y el valor comercial que alcanzan en el mercado.

A nivel mundial, estos crustaceos forman la base de la industria del enlatado y congelado,
especialmente en USA, Rusia y Japon. A modo de ejemplos, en la costa este de los
EE.UU. y el golfo de México, la pesqueria del cangrejo azul (Callinectes sapidus) ha
sostenido capturas anuales cuyo valor ha estado en el orden de los millones de doélares
en afios recientes. En Brasil, esa misma especie ha dado sustento a una explotacion
artesanal de gran importancia socioeconémica para la region (Branco y Masunari, 2000).
Entre las especies de cangrejos de mayor valor comercial se incluyen: el cangrejo
Dungeness (Cancer magister), el cangrejo azul (Callinectes sapidus), el cangrejo moro
(Menippe mercenaria), el cangrejo de Jonas (Cancer borealis), las centollas (varias
especies de la familia Paralithodes), el cangrejo de las nieves (Chionocetes bairdi, C
opilio, C tanneri) y el cangrejo rojo o amarillo (Gerién quinquedens) (Osterling, 2000).
Otras especies importantes que se encuentran en todo el mundo incluyen: el buey de mar
(Cancer pagurus), el cangrejo de arena (Portunus pelagicus), el cangrejo Gazami
(Portunus trituberculatus) y el cangrejo de manglar o lodo (Schilla serrata) entre otros.
Las centollas o cangrejos lithodidos constituyen un recurso natural de alto valor
comercial. En el Pacifico Norte, varias especies son explotadas desde principios de siglo,
entre ellas se encuentran, la centolla de Alaska o "red king crab" (Paralithodes
camtschaticus), la centolla azul (P. platypus), y la dorada (Lithodes aequispina). La
explotacion comercial de estas especies fue realizada por EE.UU. y Rusia, siendo estos
paises, durante 1983-1992, los responsables del 90% del total de los desembarques
mundiales (FAO, 1994). Al sur del paralelo 40°S, en las costas Pacifica y Atlantica de

21 de 244
J.B.DIMA



Améric del Sur, se desarrolla la pesqueria de centolla (Lithodes santolla) y el centollon o
falsa centolla (Paralomis granulosa), explotadas y comercializadas por Argentina y Chile.
En las costas de Tierra del Fuego, especialmente en el Estrecho de Magallanes y Canal
Beagle, ambas especies son frecuentemente capturadas por medio de trampas (Lovrich,
1997). Los principales compradores de esta pesqueria son en primer lugar EE.UU.,
seguidos por Japén y los paises europeos (Lovrich, 1997). Una de las especies de
cangrejo mas comunes en nuestra region es el cangrejo rojo (Chaceon notialis), que se
distribuye en el Océano Atlantico Sudoccidental (OAS), principalmente en aguas
uruguayas. C. notialis es endémico de aguas profundas, extendiéndose entre las latitudes
33°S y 43°S (Spivak, 1997), para aguas de la Zona Comun de Pesca Argentino-Uruguaya
(ZCPAU) del OAS. La explotacion comercial de este recurso comenzé en 1993 (Defeo y
Masello, 2000), pero desde el afio 2002, la pesqueria es evaluada anualmente,
ampliandose la zona de estudio hasta profundidades de 1600m, con el fin de establecer
medidas de manejo en base a un enfoque precautorio. Por Ultimo, podemos destacar los
cangrejos del género Callinectes, abundantes en las zonas estuarinas, principalmente en
la costa de América Intertropical; se capturan utilizando un "aro jaibero" y la "atarraya"; y
forman parte de la fauna de acompafamiento en la pesca del camaron (SUBPESCA,
2007). En México la pesqueria comercial de jaibas se realiza principalmente en
Tamaulipas y Veracruz representando un 30% del consumo total domestico
(SEMARNAP, 1999). Entre las principales especies de jaibas podemos destacar por su
demanda internacional: la jaiba azul (Callinectes sapidus), la jaiba enana (Callinectes
similis), la jaiba de mar (Arenaeus cribarius) y la jaiba mora (Homalaspis plana)
(SUBPESCA, 2007). La produccion de jaibas alcanzé en 1988, un total de 9.147
toneladas, de las cuales 2.766 se capturaron en el Pacifico y 6.381 en el Atlantico. (FAO,
1994). En términos generales, las capturas de cangrejos suelen estar en el orden de

varios miles de toneladas (FAO, 2008) y representan el sustento de varias pesquerias a
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nivel mundial. La Figura 1.5 muestra los valores de capturas totales de cangrejos para el

continente Americano reportados por la FAO (2008).

Produccion de cangrejos en América 1990-2008
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Figura 1.5 Valores de capturas totales de cangrejos en paises de América, FAO (2008).

1.2. Caracteristicas de la carne

La textura y el sabor de estos crustdceos, sumado a su vistosa apariencia son los
factores que han contribuido a su gran demanda en los mercados internacionales. Otra
caracteristica es que son considerados una fuente de alto valor nutritivo, debido a su
contenido en aminoacidos esenciales, acidos grasos polinsaturados y proteinas (Galetti,
2010). La composicion bioquimica de la carne de cangrejo depende de cada especie y de
varios factores biolégicos y ecolbégicos. En general, la carne de cangrejo se puede
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considrar principalmente una fuente de proteinas y agua, con un bajo contenido graso
(Edwards y Early, 1976; Naczk y col. 2004, Dima y col. 2009). Las proteinas de los
crustaceos contienen casi todos los aminoacidos esenciales y al igual que las proteinas
de la leche y de la carne de mamiferos, poseen un alto valor biologico. El alto grado de
asimilacién de la proteina del cangrejo se debe especialmente a la clase de aminoacidos
existentes, sobre todo en lo referente a los aminodcidos esenciales como: treonina,
valina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, triptéfano, histidina y arginina.
Varios reportes han destacado la presencia de: &cido glutamico (151mg/g), é&cido
aspartico (99mg/g), arginina (99mg/g), lisina (81mg/g) y leucina (77mg/g), formando
proteinas de alta calidad con composiciones bien equilibradas de aminoacidos esenciales
(Naczk y col. 2004; Vilasoa-Martinez y col. 2007). Los acidos grasos representan un
porcentaje alto en la carne de cangrejo; dentro de los mas importantes se encuentran: el
acido oleico (18:1), el acido palmitoleico (16:1), el acido palmitico (16:0) y el &cido
linoleico (18:2 n_6), en porcentajes aproximados de 31,0, 14,3, 14,2 y 11,9,
respectivamente (De-Wei Chen y col. 2007). Por otro lado, la carne de cangrejo es una
fuente importante de &cidos grasos polinsaturados (PUFAs) que es importante para la
salud, sobre todo en la generacion de colesterol de alta densidad (De-Wei Chen y col.
2007). Al mismo tiempo la carne de cangrejo presenta una excelente fuente de minerales,
especialmente zinc, hierro y fosforo (Gokodlu y Yerlikaya, 2003). Ademas de su importancia
en la dieta, las proteinas afectan la textura de los alimentos, como también lo hacen los
pequefios péptidos y amino&cidos, que contribuyen a la alimentacién y buen sabor de su
carne (Vilasoa-Martinez y col. 2007). Dentro del grupo de proteinas mas importantes se
encuentran las proteinas miofibrilares; correspondiendo casi las tres cuartas partes a las
proteinas contractiles (miosina, actina y actomiosina entre las principales) vy
destacandose al mismo tiempo la presencia de tropomiosina y paramiosina (Mizuta y col.
2001; Benjakul y Sutthipan, 2009). Estas proteinas son muy inestables durante el
almacenamiento en congelado, ya que se alteran rdpidamente sus propiedades
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funcionles (Tornberg, 2005). También se encuentran presentes las proteinas
sarcoplasmicas, que son solubles en agua e incluyen algunas enzimas y transportadores
de oxigeno. Por otro lado se encuentran también las proteinas del estroma, las cuales no
son solubles, excepto en soluciones de sal concentrada o exposicion a altas
temperaturas, incluyéndose en este grupo el colageno y la elastina (Li, 2006). El estudio
de las proteinas musculares de diferentes especies marinas se ha enfocado mediante la
determinacion de los pardmetros cinéticos de sus transiciones endotérmicas tales como
la entalpia de desnaturalizacién y la energia de activacion (Rattanasatheirn y col. 2008;
Paredi y col. 1998; Park y Lanier, 1989). El conocimiento de las mismas resultara de gran

importancia en la transformacién de la carne de cangrejo para la obtencion de productos.

1.3. Etapas del procesamiento

Senkel y col. (2005) describieron las etapas que se siguen en la industria del cangrejo
azul para la obtencion de un producto a base de la carne de cangrejo fresco; los mismos
incluyen: la recoleccion manual, la coccion, la refrigeracion, el embalaje y el transporte
(Senkel y col, 2005). La carne de cangrejo también es pasteurizada y/o congelada, en un
proceso similar al mencionado, para lograr una mayor vida atil (Trenholm, 1998). Las
formas de comercializacién de productos a base de carne de cangrejo difieren segun el
mercado y la especie. Los cangrejos pueden comercializarse como cangrejos enteros
vivos, como pulpa pasteurizada y refrigerada o como productos congelados o enlatados
(Edwards y Early, 1976; Gates y col. 1993). En general, los productos a base de cangrejo
son envasados de manera natural sin aditivos ni preservadores, mediante un proceso que
permita conservar intacta la carne, tal como lo exigen los consumidores en Europa y
Estados Unidos (Parry, 1995). Como se describié anteriormente, la obtencion de un
producto a base de carne de cangrejo implica varios procesos: coccion, extraccion de
carne, pasteurizacion, congelado y almacenamiento, entre otros procesos posibles. Los
métodos y pardmetros de coccidn provocan cambios en la textura, rendimiento, sabor y
otras propiedades fisicoquimicas de la carne de cangrejo (Burton y Robert, 1972; Li,
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2006). Por otro lado, la optimizacion del proceso de pasteurizacion como base de
inactivacion de microorganismos patégenos previo al proceso de congelacién del
producto final, resulta de suma importancia para la seguridad del alimento (Trenholm,
1998). Asimismo, la congelacion y el posterior almacenamiento a bajas temperaturas son
operaciones importantes para su preservacion. En el proceso de congelacion, la
formacion y el crecimiento de los cristales de hielo producen modificaciones en el
producto. Los componentes celulares solubles pueden saturarse y precipitar;
modificaciones en el pH pueden afectar los complejos coloidales; cambios muy marcados
en la presion osmdética pueden romper las membranas semi-permeables afectando su
capacidad de retencidn de agua y alterando sus cualidades organolépticas como textura
y color durante el almacenamiento (Kolbe y Kramer, 2007). Dado que existen diferentes
formas y tamafios de cangrejos, con fisiologia y composicion bioquimica diferentes, el
estudio particular de cada proceso de transformacion de la materia prima serd
caracteristico de cada especie. Por lo expuesto anteriormente, el estudio de las etapas
del proceso productivo, resulta de gran importancia a fin de establecer los métodos y
parametros Optimos de industrializacion para la transformacion y obtencion de productos

de valor agregado a base de carne de cangrejo.

1.4. Proceso de coccion (Calentamiento primario)

Es importante destacar que en el proceso de industrializacion del cangrejo los individuos
deben ser mantenidos vivos hasta su procesamiento, ya que rapidamente después de la
muerte su carne sufre alteraciones irreversibles de origen quimico, enzimatico, y
microbioldgicos que impiden su comercializacion (Codex Alimentarius, 1983). La coccion
es el primer paso esencial en el procesamiento para la extraccion de la carne de cangrejo
(Burton y Robert, 1972; Edwards y Early, 1976; Codex Alimentarius, 1983). Un
calentamiento correcto: 1) permite la separacion de la carne del exoesqueleto, 2)
disminuye la poblacion bacteriana y 3) otorga al producto el olor, color y sabor
caracteristico de la carne de cangrejo.
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Las prtel'nas de los productos marinos son mas susceptibles a la desnaturalizacion que
las proteinas de las carnes rojas (Huss, 1998). El tratamiento térmico de los tejidos de la
carne produce alteraciones quimicas en los residuos de aminoacidos que forman nuevos
enlaces intra o intermoleculares. Estos cambios pueden alterar las propiedades
funcionales y nutricionales de las proteinas, y dependen del tiempo y las condiciones de
temperatura de los tratamientos aplicados (Baxter y Skonberg, 2007; Skipnes, 2008). Por
lo tanto, el estudio del comportamiento térmico de las proteinas miofibrilares es
tecnolégicamente importante en la prediccion y la determinacion de la calidad final de los
productos a base de pulpa de cangrejo.

Existen diferentes métodos de calentamiento reportados para la industria de cangrejo.
Varios autores sugieren el calentamiento por inmersion en agua, que otorga mayor
humedad al producto, lo cual se traduce en una retencién de agua por parte de las fibras
musculares otorgando mayor rendimiento a un menor costo de instalacion (Moody, 1982,
Trenholm, 1998; Quitral-Robles y col. 2003); al mismo tiempo el calentamiento por
inmersién permite la difusion de compuestos no deseados al agua de coccion (Baxter y
Skonberg, 2008). Por el contrario, el calentamiento con vapor, otorga un mejor “flavor” a
la carne, resaltando propiedades organolépticas como el aroma, debido a la retencién de
compuestos aromaticos caracteristicos de dichas especies (Ward y col. 1983; Chung,
1999). Sin embargo, dado que los crustaceos poseen mayor concentracion de amoniaco
en relacion a los vertebrados (Kaushik, 2000), podria causar un exceso de produccion de
aminas debido al uso de elevadas temperaturas (Quitral-Robles y col. 2003). La adicion
de cloruro de sodio en el agua de coccion, entre un 2 y 3%, es frecuentemente utilizada
ya que mejora la capacidad de formacion de geles de las proteinas mediante la
extraccién de proteinas solubles en sal (Baxter y Skonberg, 2008); sin embargo, las
dietas con contenido de cloruro de sodio se han asociado con enfermedades
cardiovasculares y los fabricantes de alimentos intentan la sustitucion de la sal en sus
productos (Zayas, 1997). Independientemente del método utilizado, es esencial que
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durant esta etapa el calentamiento sea uniforme; una coccion en exceso hace que la
carne se contraiga excesivamente, provocando pérdida de humedad y disminucion del
rendimiento (Quitral-Robles y col. 2003; Baxter y Skonberg, 2007), mientras que un
calentamiento insuficiente dificulta la separacion de la carne del caparazoén.

La utilizacion de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para el estudio de la
desnaturalizacién de las proteinas durante la coccion es considerada la técnica mas
adecuada para estudiar la energia de las transiciones y plegamiento-desplegamiento de
las proteinas en productos marinos (Hastings y col. 1985). La técnica de DSC permite la
caracterizacion termodinamica de los cambios conformacionales inducidos por los
cambios de temperatura en las proteinas, acidos nucleicos y biomembranas. El propdsito
de la técnica es el estudio de los cambios en la entalpia que ocurren cuando se varia la
temperatura del sistema de forma programada. El equipo dispone de dos celdas, una de
referencia (que en general suele ser una cpsula vacia) y la otra para la muestra. A
ambas celdas se las somete a un aumento programado de temperatura, de manera que
la muestra y la referencia se mantengan a la misma temperatura, analizandose los
cambios entélpicos que se producen en el sistema. Varios autores han reportado las
temperaturas y entalpias de desnaturalizacion de proteinas para diferentes especies
marinas (Paredi y col. 1998; Rattanasatheirn y col. 2008; Benjakul y Sutthipan, 2009), que
ayudan al estudio de las transiciones de las proteinas durante diferentes procesos
tecnoldgicos a las que son sometidas. La tecnologia de calentamiento utilizada para la
coccion de los cangrejos es un factor importante en el proceso de industrializacion de
dichas especies ya que no solo influye sobre la cantidad de carne a extraer, sino también
sobre la calidad fisicoquimica de la carne cocida de los mismos. Si bien existe variada
bibliografia sobre tiempos y formas de coccién (Codex Alimentarius, 1983; Edwards y
Early, 1976; Ward y col. 1983; Trenholm, 1998), es dificil determinar periodos de
calentamiento de un modo general debido a las diferencias de tamafio, estructura y
fisiologia particular de cada especie de cangrejo. Por ello la determinacién de tiempos y
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método de coccidn para las especies de O. trimaculatus y D. Patagonicus requerira de un

estudio particular de las mismas.

1.5. Separacion de la carne

Normalmente la extraccion de la carne de cangrejo se realiza en forma manual. La misma
es separada y clasificada por el operario en diferentes secciones; segun de donde se
extraiga la carne poseera un valor diferencial en el mercado (Trenholm, 1998). Existen
métodos alternativos a la extraccion manual, tales como el uso de chorros de aire
comprimido, sistemas de aspiracion, desprendimiento por vibracion o por uso de fuerza
centrifuga, rodillos y molienda a martillo con posterior separacion de las partes blandas
por diferencia de densidad en solucién de salmuera. Sin embargo, generalmente rinden
menores cantidades de carne comestible y menor calidad del producto (Gillman, 2001;
Ward y col. 1983; Edwards y Early, 1976). Por ello, la extraccion de la carne de cangrejo
se sigue realizando de forma manual, considerando que un personal entrenado puede
extraer mayor cantidad de carne y producir un prolijado y clasificado de la materia prima
al mismo tiempo (Gillman, 2001; Edwards y Early, 1976; Trenholm, 1998). La evaluacion
del rendimiento en carne de organismos sujetos a explotacion comercial representa un
pre-requisito para su explotacion (Zugarramurdi y col. 2003; Galetti, 2010). El rendimiento
en carne de cangrejos permitird determinar la cantidad de individuos que deben ser
explotados para obtener un volumen minimo de producto que garantice la rentabilidad de
la operacion de una planta o linea de produccion particular, asi como el nimero de
operarios, el tiempo de operacién y la capacidad de almacenamiento de cangrejos vivos y
de sus productos derivados (Gates y Parker, 1992; Galetti, 2010). Para conocer el
rendimiento en carne de las especies de cangrejo deben tenerse en cuenta: la
morfometria, el sexo, el estadio de muda, la seccion corporal de la cual se extrae la carne
y la técnica empleada para lograr el desprendimiento de la carne, entre otros factores
(Gates y Parker, 1992; Cifuentes y Quifiinao, 2000; De-Wei Chen y col. 2007; Barrento y
col. 2009). Estimaciones sobre cangrejos comerciales muestran que los rendimientos en
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alguna especies alcanzan valores de hasta el 39% (Edwards y Early, 1976; Cifuentes y
Quifinao, 2000; Yomar-Hattori y col. 2006). La extraccion de la carne comestible de
cangrejo, representa quizas la etapa mas critica en el procesamiento de la misma. Por un
lado, dicha extraccion debe ser realizada en el menor tiempo posible para evitar la
contaminacion microbiana debido a la excesiva manipulacion (Codex Alimentarius, 1983),
dado que, la mayor probabilidad de contaminacion de la carne se produce en esta etapa
y depende fundamentalmente de los sistemas de saneamiento y de la higiene de la
planta. Por otro lado, la misma influye sobre la cantidad de carne que un empleado
entrenado o maquinaria pueda extraer, lo cual repercute directamente en el andlisis de
costos (Yomar-Hattori y col. 2006). Por lo tanto resulta de gran interés analizar el

rendimiento en carne de cangrejo, discriminando el estudio entre las especie de trabajo.

1.6. Pasteurizacién (Calentamiento secundario)

La mayoria de los productos a base de carne de cangrejo se consideran listos para
consumir y son generalmente de alto riesgo de contaminacion bacteriana debido a la
manipulacion postcoccion necesaria para la obtencién de su carne (Senkel y col. 2005).
La pasteurizacion, el uso de bajas temperaturas y la eliminacién de oxigeno, son las
metodologias principales que se utilizan en el procesamiento de la carne de cangrejo
fresco para evitar la proliferacion de microorganismos (Gillman, 2001; Galetti, 2010).
Cualquier bacteria presente en los equipos o utensilios de trabajo, areas de la planta o
personal infectado, es decir, ya sea por una deficiencia en la seguridad sanitaria o una
enfermedad o lesion del personal de trabajo puede ser transferida a la carne, ya que son
consideradas las fuentes principales de contaminacion (Edwards y Early, 1976; Trenholm,
1998). Entre los patdgenos mas comunes y de facil contaminacion para los productos a
base de carne de cangrejo se encuentra el Staphylococcus aureus (Huss, 1997). Los
estafilococos son organismos de facil contagio ya que se pueden encontrar en el agua, el
aire, y en todos los articulos que entran en contacto con el hombre. La tasa de portadores

humanos puede ser hasta del 60% de los individuos sanos (Huss, 1997). Hay varios
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agente patégenos que podrian estar presentes en un producto de pulpa de cangrejo
picada y que podrian plantear problemas de seguridad alimentaria. Dentro de los agentes
patdgenos de principal preocupacion se reporta también Listeria monocytogenes
(Gillman, 2001; Trenholm, 1998). L. monocytogenes esta ampliamente distribuida en el
medio ambiente y se pueden encontrar en una serie de productos alimenticios incluyendo
carne vacuna, aves y mariscos (Huss, 1997). L. monocytogenes no es térmicamente
resistente y si los productos son debidamente calentados se destruye (Jay, 2000). En la
actualidad la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos de
Norteamérica exige la ausencia de L. monocytogenes en productos pesqueros listos para
el consumo (Huss, 1997), ya que la listeriosis es particularmente peligrosa y puede ser
letal para los bebes, nifios y personas inmunodeprimidas. Para caracterizar la velocidad
de muerte de los microorganismos durante el proceso de pasteurizacion se utiliza
frecuentemente el factor de reduccién decimal D, y el valor z. Una vez que el valor D y el
valor z son hallados, se debe determinar el tiempo al que debe someterse el producto al
tratamiento térmico para producir letalidad en el microorganismo objetivo. El saneamiento
y la higiene estricta asegurardn un nivel reducido de actividad bacteriana (Huss, 1997,
Codex Alimentarius, 1983). ElI Codex Alimentarius (1983) ha recomendado para la
pasteurizacion de carne de cangrejo envasada un calentamiento de 85°C manteniendo
dicha temperatura durante un minuto. Sin embargo se han reportado varios trabajos
donde la utilizacién de temperaturas tan altas puede producir cambios no deseados en la
carne durante su posterior almacenamiento (Gates y Parker, 1992; Gates y col. 1993;
Trenholm, 1998). Por lo expuesto resulta de gran importancia analizar el proceso de
pasteurizacion posterior a la extraccion de la carne de cangrejo, para asegurar la calidad

bacterioldgica del producto final que se va a comercializar.

1.7. Envasado de la materia prima
Luego de que la carne se extrae del exoesqueleto, debe ser inmediatamente colocada en
contenedores para la pasteurizacion y el posterior congelado. Los productos que han sido
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envasaos y pasteurizados dentro del periodo de una hora, evitan notablemente la
proliferacién de microorganismos (Codex Alimentarius, 1983).

Los crustaceos en general se pueden comercializar en latas como conserva, en bandejas
de porexpan, carton o bolsas de plastico si se ofrecen como productos congelados o
refrigerados. En respuesta a los nuevos habitos de consumo, en relacion al gran interés
por los productos frescos y “naturales”, la industria agroalimentaria ha implementado
paulatinamente tecnologias de produccién y conservacion que garantizan la calidad
higiénica de los alimentos y que prolongan su vida util. Estudios realizados por Mohan y
col. (2006) han demostrado la posibilidad de usar bolsas termocontraibles para el
procesamiento térmico. Los resultados obtenidos muestran determinadas ventajas en
estos envases como pueden ser: un menor peso del envase, menor espacio para el
almacenamiento, facilidad para la apertura y la preparacion y un menor tiempo de
exposicion al calor, lo cual se traduce en un producto de mejor calidad. Por otro lado, la
utilizacion de envases en atmésferas modificadas o la utilizacién de vacio parcial para el
envasado de productos frescos también es de gran ayuda en la proteccion de la materia
prima (Parry, 1995; Kivancli Jimenez Martinez, 2007). El proceso de envasado al vacio
implica el envasado del producto en film de baja permeabilidad al oxigeno y el sellado
después de realizar la evacuacion parcial del aire. En funcién de las propiedades de
barrera del film empleado se limita la entrada del oxigeno desde el exterior retardando el
crecimiento bacteriano, entre otras ventajas (Parry, 1995). Las tecnologias de envasado
en atmosfera protectora o al vacio permiten un cierto control sobre las reacciones
gquimicas, enzimaticas y microbianas responsables del deterioro de los alimentos durante
su almacenamiento y comercializacion, asegurando la calidad de los alimentos y
prolongando su vida til. La etapa de envasado, también debe realizarse en un periodo
breve, tratando de evitar cualquier contaminacion posible. Independientemente del
envase a utilizar, los materiales para envasar no deben comunicar al producto materias
téxicas o peligrosas u olores o sabores desagradables, y lo deberan proteger contra los
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dafios mecanicos y el deterioro microbiolégico, quimico y enzimatico (Codex

Alimentarius, 1983).

1.8. Congelacion

La calidad que se exige a los alimentos que se comercializan a nivel internacional es
propia del mercado de destino. Esta situacion obliga a estudiar y mejorar continuamente
las estrategias relacionadas a la obtencion del producto y su mantenimiento hasta el
momento de su comercializacion. La congelacion es uno de los métodos mas utilizados
en la conservacion de alimentos, el mismo se basa en convertir el agua en hielo, esta
separacion del agua en forma de hielo produce una disminucion de la actividad acuosa y
las bajas temperaturas contribuyen a disminuir la actividad enzimética y el desarrollo de
microorganismos (Gruda y Postolski, 1986). Cada especie puede ser influenciada de
diferentes formas por la fisica de la congelacién del sistema y para cada especie puede
haber diferentes requisitos del mercado que influirdn en las decisiones sobre el proceso
de congelacion. En el caso particular de la carne de cangrejo, la misma no debe
congelarse sin previo tratamiento térmico (Edwards y Early, 1976). Por otro lado, la
congelacion rapida es esencial para mantener la calidad de la carne de cangrejo o
productos a base de su carne (Edwards y Early, 1976). Los crustdceos, son mas
comunmente congelados utilizando tuneles de aire continuo, placas de contacto,
congeladores de lecho fluidizado y en algunos casos inmersion en salmuera (Kolbe y
Kramer, 2007; Codex Alimentarius, 1983). En el primer caso se utiliza un sistema de
impulsién de aire frio y serpentines de refrigeracion; los tlineles de refrigeracion son muy
versatiles y se adaptan a productos de diversas formas y tamafos. En los congeladores
de placa, la congelacion es por contacto del producto que se coloca entre las placas por
las cuales circula el refrigerante; la misma se adapta a sistemas de geometria plana pero
presenta limitaciones en cuanto al espesor de las piezas a congelar. El sistema de lecho
fluidizado (Congelacion IQF) es adecuado para particulas pequefias y uniformes, las

cuales se suspenden en un flujo ascendente de aire frio (Zaritzky, 1997; Kolbe y Kramer,
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2007). or ultimo, la congelacion por inmersion, donde el producto se coloca en salmuera
fria, es utilizada en las embarcaciones para el congelado de los cangrejos enteros o
seccionados, a condicién de que se ponga el mayor cuidado en evitar una penetracion
excesiva de sal (Codex Alimentarius, 2003). En todos los casos se recomienda que la
carne alcance una temperatura menor o igual a -18°C en el punto mas caliente (SENASA
Argentina; Huss, 1998; Codex Alimentarius, 1983). La velocidad de congelacion es
importante para evaluar la calidad del producto; cuanto mas rapido desciende la
temperatura mayor sera la velocidad de nucleacion y formacion de cristales de hielo. Si la
velocidad de congelacion es répida, la velocidad de crecimiento de los cristales de hielo
se producira en forma regular, formandose numerosos cristales de hielo, pequefios y
homogéneos, por el contrario, si la congelacion es lenta se forman menos cristales de
hielo, mas grandes e irregulares (Zaritzky, 1997,2010; Kolbe y Kramer, 2007).
Normalmente los cristales comienzan a crecer en los espacios extracelulares, esos
cristales deshidratan a las células musculares al mismo tiempo que se forman cristales
grandes, no homogéneos, que pueden dafar el tejido generando durante la
descongelacion una gran pérdida de agua (Zaritzky, 1997,2010; Kolbe y Kramer, 2007).
Los términos "rapido" y "lento" cuando se refiere a la congelacion dependen en realidad
del producto a congelar (Edwards y Early, 1976). El Instituto Internacional de
Refrigeracion propone diferentes caracteristicas segun los diferentes equipos, las mismas
se expresan en la Tabla 1.1. Los congeladores de flujo de aire se encuentran dentro de
los equipos mas utilizados en la industria del congelado de cangrejo y otros productos
marinos (Codex Alimentarius, 1983; Kolbe y Kramer, 2007). Entre ellos se utilizan los
congeladores de espiral y tineles continuos. En los tineles actuales el flujo de aire es
vertical y para evitar la canalizacién del aire se debe distribuir homogéneamente el
producto en la cinta (Heldman, 1981). La velocidad y tiempo de congelacion son variables
fundamentales a los efectos de obtener un producto de calidad para las especies de
cangrejo.
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Tabla 1.1 Velocidad de congelacion definida segiin e | International Institute of Refrigeration.

Congelacion Velocidad (cm/h) Equipo
Congelado lento 0,2 Congel:gtc;:(iecsode are
Congelado medio 05a3 Tuneles de aire a presion,

Congeladores de placa
Congelado rapido 5a10 IQF
Congelado ultra-rapido 10a 100 Nitrogeno Liquido

Si las condiciones de congelacion son inadecuadas se tendra como resultado una rapida
pérdida de sabor y las fibras musculares se volverdn secas y duras provocando la
pérdida de su textura (Kolbe y Kramer, 2007).

Los problemas de calidad asociados a la congelacion de los productos marinos son la
oxidacién de lipidos, deshidratacion, pérdida de jugosidad y exudado excesivo durante la
descongelacion (Kolbe y Kramer, 2007; Huss, 1998). Para reducir la oxidacion se
recomienda la reduccion del oxigeno disponible por empaque al vacio o en atmosferas
inertes, evitar su contacto con metales pesados, proteccion de la luz e irradiaciones y uso
de temperaturas de almacenamiento muy bajas. La deshidratacion se controla con un
envase adecuado y la exudacibn mediante practicas adecuadas de congelacion,
almacenamiento y descongelacion.

Existen numerosos reportes sobre tiempos y temperaturas de congelacion, los cuales
varian con la especie y el producto final que se desea obtener (Kolbe y Kramer, 2007;
Cifuentes y Quifinao, 2000; Rebach y col. 1990; Morrison y Veitch, 1957). Saber cuanto
tiempo el producto debe mantenerse en el equipo de congelacién es muy importante para
su Optima congelacion. La capacidad de un congelador para convertir rapidamente los
productos frescos en congelados depende de factores tales como su capacidad de carga
de productos y la potencia de los equipos de frio. Por lo expuesto resulta necesario

estudiar el proceso de congelacion, modelar matematicamente la transferencia de
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energia en sistemas complejos de geometria irregular y determinar los tiempos de

congelacion de los productos que se desean obtener.

1.9. Modelado matematico de los procesos de transfe  rencia de energia

La industria alimentaria requiere la utilizacibn del modelado matemético y las
simulaciones numéricas a los efectos de predecir tiempos de proceso en alimentos
sometidos a operaciones de transferencia de energia tales como la congelacién o
tratamientos térmicos. La modelizacion matematica ha sido ampliamente utilizada en las
operaciones de procesamiento de alimentos, basandose en los mecanismos de
transporte fundamentales que rigen el proceso descripto por ecuaciones diferenciales a
derivadas parciales (Datta, 2006). Los modelos numéricos tienen ventajas sobre las
soluciones analiticas, ya que se pueden aplicar sobre geometrias irregulares con
propiedades térmicas vy fisicas variables (Erdogdu, 2010). La simulacion computacional
en la industria alimentaria, desde el punto de vista de la ingenieria, resulta primordial para
contar con métodos de determinacion de tiempos de procesamiento, demostrado una
ventaja en términos de costos y tiempos de desarrollo, ayudando a optimizar la seguridad
alimentaria y la calidad del proceso. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
simulacion numérica resulta util siempre y cuando el modelo haya sido validado
experimentalmente. Problemas de transferencia de calor en productos marinos fueron
analizados por Erdogdu y Balaban (2010). Mokhtar y col. (2004) utilizaron una
metodologia numérica de ecuaciones diferenciales finitas para modelar y explicar los
problemas de transferencia de calor en paquetes de pescado durante la etapa de
preenfriamiento. EI método de elementos finitos (MEF) se utiliza para la solucién de
problemas de conduccién de calor (Segerlind, 1984), y tiene la gran ventaja de poder
resolver mejor los problemas donde el objeto es de geometria irregular con regiones
definidas (dominios) de diferente composicién. EI MEF se ha utilizado para la simulacion
numeérica de precoccion y enfriamiento del atin (Zhang y col. 2002). En el caso de los
cangrejos, las publicaciones sobre modelos matematicos y simulaciones numéricas de
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transferencia de calor utilizando el MEF son escasas (Dima y col. 2012). El método
resulta de gran utilidad para el calculo de tiempos 6ptimos de los procesos necesarios
para el desarrollo de la tecnologia de las diferentes etapas que involucran la obtencién de

productos a partir de cangrejos.

1.10. Revalorizacion de los desechos de crustaceos

En la industrializacién de carne de crustaceos, el exoesqueleto restante de la remocién
de carne y visceras, representa cerca del 50% del peso total del ejemplar (Marmol y col.
2004; Covas, 2006). Estos desechos constituyen un contaminante rico en quitina, que
puede ser valorizado si se disefia y aplica un método de extraccion adecuado. La quitina
comercial se extrae a partir de desechos de crustaceos de la industria pesquera, siendo
las principales fuentes los caparazones de cangrejo, camaron, langostino y langosta
(Veldsquez, 2008). Este polimero estd compuesto por aminoazucares unidos entre si por
enlaces glicosidicos 8 (1-4) formando una cadena lineal de unidades de N-acetil-2-amino-
2-desoxi-D-glucosa, algunas de las cuales se encuentran desacetiladas. En promedio, la
quitina natural posee un grado de acetilacion (DA) de 0,66, es decir, que una de cada tres
de sus unidades se encuentran desacetiladas (Abdullin y col. 2009). La mayor parte de
las técnicas desarrolladas para la extraccion de quitina se basan en procesos quimicos
de hidrdlisis de la proteina y remocion de la materia inorganica (parte calcarea). El
rendimiento en quitina por gramo de caparazoén triturado de cangrejo varia entre un 7'y
25% dependiendo de la fuente y del proceso empleado para su obtencién (Tsung Yen,
2009; Covas, 2006). Una hidrdlisis alcalina fuerte se utiliza para producir la desacetilacion
de la quitina y obtener quitosano (Alvarado y col 2005; Covas, 2006). El quitosano posee
propiedades filmogénicas Unicas y se le atribuyen ademas propiedades antifiingicas (Avila y
col. 2012). Este polimero abundante con capacidad de formacion de films y muchas otras
aplicaciones a nivel industrial se utiliza en la elaboracion de textiles, cosméticos,
productos quimicos y medicinales, como asi también en el tratamiento de aguas
(Velasquez, 2008). La amplia variedad de sus funciones se correlaciona con un alto
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nl]mer de productos en el mercado, y para cada aplicacion existen distintos grados de
pureza y variedades de formatos de comercializacion. Es asi que el quitosano esta
presente en forma liquida como pesticida, en escamas, en polvo, en hilo de suturas, en
bandas sanitarias y en capsulas. Los precios varian ampliamente, por ejemplo, el
quitosano en polvo refinado para uso humano ronda los U$S 20 el kilo (FOB)
(IFOPESCA, 2006), aunque si esta tratado para ser soluble en agua o para aplicacion
directa, ese precio puede mas que duplicarse. Los principales productores mundiales son
Japon y EE.UU. También existe una produccién considerable en India, Italia y China.
Ademas de la extraccion de quitina y quitosano, existen pigmentos carotenoides,
aromatizantes y enzimas que se han extraido de los exoesqueletos de dichos crustaceos
(Sachindra y col. 2006). Los pigmentos extraidos de los exoesqueletos de crustaceos son
ampliamente utilizados en la industria farmacéutica y alimenticia debido a sus
propiedades antioxidantes. La extraccion de pigmentos como la astaxantina se ha
utilizado para la formulacion de alimentos para la industria acuicola de salmoénidos
(Herrera-Andrade y col. 2011). Las proteinas presentes en su caparazon representan una
fuente rica en aminoacidos como leucina, valina y lisina, demostrando su excelente
potencial para uso en formulaciones proteicas (Covas, 2006). Por lo expuesto, es
importante como parte total del proceso industrial de obtencion de carne de cangrejo el

estudio del aprovechamiento de los residuos de dicha industria alimentaria.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente plan de trabajo doctoral es desarrollar un proceso integral
Optimo para la obtencién de productos congelados a base de carne cocida de especies
marinas de cangrejos patagonicos: Ovalipes trimaculatus y Danielethus (=Platyxanthus)
patagonicus. El proceso industrial propuesto contempla mdultiples operaciones desde el
ingreso de la materia prima a planta hasta la salida del producto final, como asi también
el tratamiento de los desechos generados durante el proceso de industrializacion de

dicho alimento.

Los objetivos especificos para cada etapa del proceso son:

1. Optimizar el proceso de coccién de Ovalipes trimaculatus y Danielethus
patagonicus, determinando la mejor relacion tiempo/temperatura, sobre la base de
la desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares y la simulacion numérica del
proceso de penetracidn térmica. Determinar la composicion quimica del sistema a
los efectos de establecer las propiedades termofisicas de la carne de cangrejo.
Realizar asimismo la caracterizacion fisica, quimica e histolégica del musculo.

2. Optimizar el proceso de pasteurizacion, en funcion de la inactivacién de
microorganismos patdgenos representativos: Sthaphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes para lograr la inocuidad en el producto. Determinar el tiempo
Optimo de tratamiento térmico de la pulpa de cangrejo, obtenida manualmente
(“Picking”) y envasada al vacio, para la inactivacion de los patdgenos
mencionados, en base a la determinacion de los parametros D y z. Realizar la
simulacion numérica del proceso de pasteurizacibn de la pulpa de cangrejo
envasada al vacio y validar experimentalmente el modelo de transferencia
térmica.

3. Determinar las curvas de congelacidén en funcién de la geometria y propiedades

termofisicas de las distintas porciones del cuerpo de los cangrejos. Determinar la
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| elocidad de congelacion y el tiempo de proceso de los productos bajo diferentes
condiciones de congelacion. Modelar matematicamente el proceso de
congelacion. Analizar el efecto de la velocidad de congelacion en el tamafio y
localizacién de los cristales de hielo formados en el tejido utilizando técnicas
histologicas y observacién microscopica.

4. Evaluar la calidad del producto durante el almacenamiento congelado en funcién

de sus pardmetros de calidad, quimicos, fisicos y organolépticos.
5. Desarrollar la tecnologia para el aprovechamiento de los residuos a partir de los

caparazones de cangrejos referente a la obtencion de quitina y quitosano.

El diagrama de flujo del proceso analizado se detalla a continuacion.

Captura y traslado
de cangrejos

!
Recepcion,
clasificacidn y
acondicionamiento

+
Calentarmiento
Primario (coccidn)
+
Pinzas Shock térmica
baia termperatura
I
Extraccion manual

Congelacion en de carme del Desperdicios
tdnel continuo CUErpO
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Almacenamiento I

s -22eC
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Evaluacidn de los
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Calentamiento Lavadao,
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{pasteurizacion) descarbonatado de
T residuns de

o exosqueleto
Congelacian en
tinel continuo ¢
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Esquema General de la Tesis

¢ En el Capitulo 2 de la presente Tesis, se estudian las caracteristicas morfométricas
particulares de cada especie de cangrejos (geometria y tamafio) y se realiza una
caracterizacion de los parametros quimicos, fisicos, microbiolégicos e histoldgicos del
muasculo fresco de los cangrejos O. trimaculatus y D. patagonicus recientemente
capturados, con el fin de conocer la materia prima de partida con la cual se trabajara.

¢ EI Capitulo 3, se centra en modelar la transferencia de energia del proceso de
coccion (calentamiento primario), en estado no estacionario considerando la geometria
irregular del sistema y su composicion heterogénea. Se correlaciona el efecto del
tratamiento térmico con la desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares de la carne de
cangrejo a los efectos de lograr un 6ptimo desprendimiento de la carne del caparazon. Se
desarrolla asimismo una aplicacion tecnologica de los resultados obtenidos.

¢ En el Capitulo 4, debido a las diferencias morfométricas entre ambas especies de
cangrejo, se estudia el rendimiento en carne, discriminando por especie, seccién corporal
del cangrejo y método de calentamiento empleado para el desprendimiento de la carne
(agua en ebullicion y calentamiento con vapor). Por otro lado se analizan los parametros
fisicos y quimicos de la carne luego de ser sometida a ambos métodos de calentamiento.
¢ En el Capitulo 5, se disefia el proceso adecuado de pasteurizacion de carne de
cangrejo envasada al vacio en peliculas plasticas flexibles utilizando temperaturas
inferiores a 85°C; siendo esta, la etapa previa a la congelacion. Se determinan las curvas
de letalidad de los microorganismos patégenos seleccionados Sthaphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes. Se simula matematicamente la transferencia de energia durante
el proceso de pasteurizacion de los envases utilizando un codigo computacional y se
acoplan las historias térmicas con el calculo de la letalidad microbiana para obtener el
tiempo de proceso adecuado para alcanzar la letalidad de los microorganismos

seleccionados.
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¢ En el Capitulo 6, se estudian las condiciones adecuadas de congelacion para los
productos: pinzas de cangrejo cocidas y pulpa de cangrejo envasada al vacio y
pasteurizada. Se desarrolla un modelo numeérico para simular el proceso de congelacion
de la carne de cangrejo envasada y se utiliza el simulador comercial COMSOL para
predecir los tiempos de congelacion en pinzas de cangrejo teniendo en cuenta la
geometria irregular del sistema y su estructura heterogénea. Asimismo, se estudia la
variaciéon de la calidad de la carne de cangrejo cocida-pasteurizada y congelada durante
el almacenamiento a bajas temperaturas.

¢ Por ultimo, en el Capitulo 7 se desarrollan y aplican métodos para la obtencion de
quitina y quitosano. Se analiza el rendimiento a partir de los desechos de exoesqueleto
de cangrejos generados en el proceso de industrializacién y se determina el grado de

desacetilacion del quitosano obtenido.
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Capitulo 2

Obtencién y Caracterizacion de la Materia Prima

2. Introduccién

Como se ha mencionado en el Capitulo 1 en el litoral maritimo del golfo Nuevo de la
ciudad de Puerto Madryn (Patagonia-Argentina) existen dos especies de cangrejos
verdaderos, abundantes y reconocidas como recursos comercial por su potencial
pesquero (Wyndgaard, 2001): el cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus y el cangrejo
pinzas negras Danielethus patagonicus. Aln cuando la pesqueria sobre estos recursos
se encuentra poco desarrollada en nuestro pais, su potencial es promisorio considerando
que las importaciones mundiales de cangrejo se han incrementado en forma sostenida
durante los ultimos 20 afios (FAO, 2008). La aceptabilidad y sustentabilidad de la
comercializacién de dichas especies depende del conocimiento de cada etapa del
proceso tecnologico, desde su captura hasta la obtencion de un producto final con
competitividad en el mercado. Dicho producto final depende en primera instancia de las
caracteristicas de la materia prima de partida, ya que la misma podra variar de acuerdo a
diversas caracteristicas y factores bioldgicos intrinsecos y extrinsecos, como el tamafio
del ejemplar, época del afio, época de muda y método de captura. (De-Wei Chen y col.
2007; Barrento y col. 2009; Benjakul y Sutthipan, 2009). El cangrejo O. trimaculatus se
extrae con pequefias embarcaciones costeras con redes de arrastre de fondo en zonas
de sustrato blando arenoso, como pesca acompafante del langostino, camardn y peces
de fondo. También puede capturarse mediante red de costa, aros para cangrejos,
trampas (nasas) y a través de buceo entre 0 y 20 metros de profundidad. Los ejemplares
machos poseen una talla mayor a la de las hembras (Boschi y col, 1982), por lo que son
mas apreciados por tener mayor cantidad de carne. Los estudios de esta especie en
Argentina se limitan a la descripcion de algunas relaciones morfométricas y distribuciones

de frecuencia de tallas (Fenucci y Boschi, 1975), como asi también estudios preliminares
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de rendimientos en carne (Leal y col. 2003). Por otro lado, D. patagonicus se captura
como pesca acompafiante del langostino y del camarén y mas comunmente por medio de
uso de trampas 0 nasas y en menor escala mediante buceo. Los machos alcanzan tallas
mucho mayores a las de las hembras, presentando un marcado dimorfismo sexual de las
gquelas a partir de la adquisicion de la madurez morfométrica (Carsen y col. 1996; Leal y
col. 2008). Por esta razén los machos son comercialmente mas apreciados, y algunas
pesquerias de dicha familia sblo estan dirigidas a la extraccion de sus quelas. Los
estudios sobre D. patagonicus son mas extensos e incluyen descripciones morfolégicas
(Boschi, 1964), caracterizacion de su distribucion (Boschi y col. 1992), datos de
fecundidad y tallas de madurez (Carsen y col. 1996; Leal y col. 2008), rendimiento en
carne por sexos y partes del cuerpo y composicion bioquimica estacional de su carne
(Leal y col. 2008; Dima y col. 2009). La composicién bioquimica de los cangrejos oscila
en general en el rango de 71-80% de humedad; 11-24% de proteinas, 0-6% de grasas y
1-3% en cenizas (Edwards y Early, 1976; Naczk y col. 2004) y puede variar entre
especies de cangrejos, épocas del afio 0 estadio de muda, siendo este ultimo factor
fisiolégico de gran importancia, ya que influye sobre la calidad de la carne, como asi
también sobre la estrategia pesquera y productiva que se va a disefiar (Benjakul y
Sutthipan, 2009). Las proteinas son el componente bioquimico principal de la carne de
cangrejo; dentro de las mismas las mas abundantes son las proteinas miofibrilares que
constituyen entre 65% y 75% (Huss, 1997) de las proteinas totales. Sus propiedades
funcionales son muy importantes ya que tienen una marcada influencia sobre la calidad
de los productos cocidos y/o congelados tales como la textura, jugosidad y capacidad de
retencion de agua. (Martens, 1982). Dentro de los parametros fisicoquimicos importantes,
se puede destacar la presencia de compuestos nitrogenados; es sabido que en el
musculo de especies marinas existen compuestos nitrogenados no proteicos que afectan
la calidad del mismo durante el procesamiento. El contenido en nitrégeno basico volatil
total (NBVT) expresa cuantitativamente las bases volatiles de bajo peso molecular y
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aminas procedentes de la descarboxilacion microbiana de aminoacidos y se ha
considerado representativo del grado de alteracién de los productos marinos (Quitral-
Robles y col. 2003). La carne del cangrejo se deteriora mucho mas rapidamente que la
de pescado debido al elevado contenido de nitrdgeno no proteico (Codex Alimentarius,
1983), superando en muchos casos los valores propuestos por el Codigo Alimentario
Argentino (1969) y el SENASA (Cap. XXIll). Esta diferencia en la composicion de
nitrdgeno no proteico, en relacion a otras especies marinas, es contemplada por las
reglamentaciones de otros paises donde la pesqueria de cangrejos se encuentra mas
desarrollada (Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile, 1998; European
Commissién, 2005; Normas Venezolanas COVENIN).

Dada la naturaleza delicada de los cangrejos, los mismos deben ser trasladados y
mantenidos vivos hasta el momento de su procesamiento; se debe procurar evitar el
transporte de cangrejos débiles y mutilados, de ser asi los mismos deberan ser
descartados o devueltos al mar (Edwards y Early, 1976; Codex Alimentarius, 1983). El
periodo en que los cangrejos pueden mantenerse satisfactoriamente en la planta antes
de su procesamiento, dependera del lapso transcurrido desde su captura y el cuidado con
que fueron manipulados a bordo de los barcos pesqueros y durante el transporte a la
planta (Codex Alimentarius, 1983). Por lo expuesto, es importante el conocimiento de las
caracteristicas morfométricas de cada especie de cangrejo en estudio, asi como el
conocimiento de las caracteristicas fisico-quimicas de su carne, materia prima de partida,
ya que la misma va a ser sometida a diferentes procesos tecnoldgicos hasta la obtencion
de un producto final para su comercializacion.

El presente capitulo estd dirigido a conocer las relaciones morfométricas y las
caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e histolégicas de los cangrejos Ovalipes
trimaculatus y Danielethus patagonicus, con el fin de conocer la materia prima de partida

con la cual se trabajara.
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2.1. Muestreo y acondicionamiento de materia prima

2.1.1. Materiales y métodos

Durante el periodo abril del 2008 hasta diciembre del 2011 se realizaron salidas
mensuales de campo dentro del golfo Nuevo, Puerto Madryn (Chubut, Argentina, 42°-
43°S, 64°-65°0), a fin de obtener ejemplares de D. patagonicus (DP) y O. trimaculatus
(OT) para el desarrollo del presente estudio. Los mismos se obtuvieron mediante el uso
de trampas plegables y por recoleccién directa por buceo (Fig 2.1) a bordo de una
embarcacion semi-rigida (LAPEMAR |, perteneciente al CENPAT-CONICET) de 4,5m de
eslora y motor de 40HP.

Los cangrejos D. patagonicus se capturaron mediante el uso de trampas plegables, las
cuales se calaron entre 25 y 50 metros de profundidad. La recoleccion de las mismas se
realizé entre 24h y 48h después del calado para dar tiempo al ingreso de los ejemplares a
la trampa. Los cangrejos O. trimaculatus se recolectaron en forma manual, por medio de
buceo hasta profundidades de 10 metros. Los buzos emplearon salabardos, redes de
captura manuales (Fig 2.1), para almacenar los cangrejos durante el buceo. Para el
desarrollo de la tesis s6lo se usaron ejemplares machos y en estadios de muda 4 y 5,
siendo las hembras capturadas devueltas al mar. Sélo se utilizaron ejemplares hembras
para el estudio de las relaciones morfométricas, las cuales se presentan en dicho
capitulo, y para el estudio de rendimiento y extraccion de carne (Capitulo 4).

Los cangrejos recolectados se trasladaron vivos al laboratorio del Centro Nacional
Patagdnico (CENPAT) donde fueron medidos, clasificados y acondicionados para su
posterior procesamiento. Los ejemplares siempre fueron trasladados en un periodo de
tiempo menor a 30 minutos después de la captura, manteniéndose dentro de las trampas
y los salabardos humedecidos con agua de mar y protegidos del viento y del sol. Sélo se
procesaron ejemplares vivos. Una vez en el laboratorio los cangrejos fueron pesados; el
peso fresco total (PF) y el peso fresco de las quelas (PQ) se registraron utilizando una
balanza Mettler P3N de 1g de precisién. Las medidas morfométricas registradas fueron:
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el ancho del caparazon (AC), considerado entre los extremos distales de las espinas
laterales posteriores, el largo del caparazén (LC) y largo, ancho y alto de las pinzas (LP,
AnP, AIP). Las medidas se obtuvieron con un calibre digital de 0,01mm de precision. Por
ultimo, los cangrejos fueron clasificados segun el estado de su caparazon, ciclo de muda,
utilizando los siguientes criterios descriptos por Leal y col. (2008), i) Muda 1: muda muy
recientes - cangrejos deébiles, casi inmdviles, con consistencia de gelatina, ii) Muda 2:
muda reciente - vientre blanco, dorso naranja intenso para D. patagonicus y purpura a
terracota para O. trimaculatus , hUmedos con caparazén con consistencia de cartén o
papel mojado, iii) Muda 3: en proceso de calcificacion del exoesqueleto - caparazén
delgado y suave ya con algo de consistencia, iv) Muda 4: intermuda temprana -
exoesqueleto duro, de color naranja brillante y de color terracota para D. patagonicus y O.
trimaculatus respectivamente, v) Muda 5: intermuda tardia - exoesqueleto duro, grueso,
de color naranja palido y terracota para D. patagonicus y O trimaculatus respectivamente,
con numerosos epibiontes sobre el caparazén en D. patagonicus y una densa cobertura
de puntos negros en la superficie ventral para O. trimaculatus. Sélo los cangrejos en las
etapas de muda 4 y 5 se incluyeron en este trabajo.

Una vez medidos y clasificados, los cangrejos se colocaron en acuarios acondicionados

para su mantenimiento antes de empezar el desarrollo de cada etapa del trabajo.

o

Figura 2.1 Izquierda: Trampa plegable. Derecha: Buz o con salabardo.

49 de 244
J.B.DIMA



2.1.2. Analisis estadisticos

Las medias y las desviaciones estandar de los datos se calcularon con las funciones
estadisticas de la planilla de célculo de Excel (versién 2007). Las regresiones y lineas de
tendencia de las curvas también fueron calculadas con dicho programa. Para el analisis
estadistico comparativo de los datos se usaron: analisis de varianza (ANOVA), a un nivel
de confianza del 95% para disefio de datos paramétricos. Para los valores de datos no
paramétricos se utilizé una prueba paralela, Mann-Whitney (Prueba U) al mismo nivel de
confianza. Las pruebas estadisticas se realizaron con un programa de estadistica
(STATISTICA 8.0, version 2007; Statsoft Inc.). Las discontinuidades de las relaciones
morfométricas se analizaron utilizando andlisis de regresion por punto de quiebre

(breakpoint regression analysis) con el mismo programa estadistico.

2.1.3. Resultados del muestreo

En general, las especies capturadas de cangrejos se descartan segun el tamafio del
ancho de caparazén (AC). Cuanto mayor es AC, mayor peso tendré el ejemplar. El ancho
de caparazon no sélo permite relacionar el peso del animal con la cantidad de carne que
se puede extraer, sino que permite también, desarrollar una estrategia desde un punto de
vista pesquero, estableciendo tallas minimas de captura que permitan la sustentabilidad
del recurso, ya que los cangrejos deben alcanzar determinadas tallas de madurez sexual
para asegurar su reproduccion. Por otro lado, cada especie posee un tamafio y geometria
caracteristica y propia, lo cual sera de vital importancia en los procesos tecnologicos de
calentamiento y congelacién que se desarrollaran en los capitulos siguientes.

El ancho del caparazén de los ejemplares capturados oscilé entre los 71-154mm y 70-
124mm para machos y hembras de D. patagonicus y 71-121 y 52-113mm para machos y
hembras de O. trimaculatus. La Figura 2.2 y 2.3 muestra las relaciones entre el peso de
ejemplar (PF, g) en funcién del ancho de caparazon (AC, mm) y en funcién del peso de

las quelas (PQ, g) para ambos sexos de ambas especies.
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Figura 2.2 Relacion morfométrica entre ancho de cap  arazéon (AC) en milimetros y el peso
fresco (PF) del ejemplar en gramos. a) D. patagonicus ; b) O. trimaculatus . Azul (machos),
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Figura 2.3 Relacion morfométrica entre peso de las quelas (PQ) y el peso fresco (PF) del

ejemplar en gramos. a) O. trimaculatus ; b) D. patagonicus . Azul (machos), Rojo (hembras).
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La tasa de crecimiento corporal de las hembras de ambas especies es menor en relacion
a la de los machos, alcanzando éstas menores tallas maximas (Goshima y col. 2000;
Carver y col. 2005; Leal y col. 2008). Como se puede observar, los machos alcanzan
mayor tamafo que las hembras, lo que constituye una de las razones por las cuales las
pesquerias de dichos crustaceos estan dirigidas solamente a los machos. Por otro lado,
debido a su naturaleza marcadamente poliginica, los machos que escapan a la captura
pueden aparearse con muchas hembras, manteniendo elevado el potencial reproductivo
de las poblaciones (Smith y Jamieson, 1991; Carver y col. 2005; Leal y col. 2008). En el
caso particular de D. patagonicus patagonicus las tallas y pesos de los machos son
considerablemente mayores que en las hembras, lo cual se debe principalmente al
marcado dimorfismo en el tamafio de las quelas que poseen los machos. Esta
caracteristica de la familia Xanthidae y Plaxanthidae se ha tomado en cuenta para el
disefio de estrategias de pesca de especies tales como M. mercenaria, donde solo se
recolectan las quelas y se devuelve el ejemplar al medio marino (Restrepo, 1992; Siam
Lahera, 2011). Esta estrategia se ve reforzada por el hecho de que si las quelas son
seccionadas en forma adecuada, una proporcion de los individuos que se devuelven al
fondo de pesca es capaz de regenerar sus miembros (Restrepo, 1992). Aun asi, dada la
relevancia de estos oOrganos, la liberacion de ejemplares sin quelas o con quelas
regeneradas de menor tamafio no garantiza en su totalidad el mantenimiento del
potencial reproductivo poblacional (Restrepo, 1992; Siam Lahera, 2011). Para los
ejemplares machos de D. patagonicus la relacion peso fresco (PF) sobre ancho del
caparazén (AC) mostré una discontinuidad a los 86,8mm de AC. El quiebre encontrado
en esta relacion morfométrca en los machos de dicha especie puede observarse mas
detalladamente en forma logaritmica, en las regresiones ajustadas en el diagrama de

dispersién de Ln(PF) versus Ln(AC) de la Figura 2.4.
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Punto de quiebre
- AC=86,83
P et
e = y=3,217% - 9,4374
=
- 3
v = 2,7888x% - 7,3175
- ;
-1 T T T T 1
1 2 3 4 Ln (C) B
Figura 2.4 Relacién morfométrica entre el logaritmo natural del ancho de caparazon (AC,

mm) y el peso fresco del ejemplar (PF, g) para mach o0s de D. patagonicus.

Para los ejemplares machos de O. trimaculatus se encontré6 una discontinuidad en la
relacién peso fresco del ejemplar (PF, g) sobre peso de las quelas (PQ, g), observandose
una discontinuidad a los 181g de PF (equivalente a 67mm de AC). El quiebre puede

observarse detalladamente en la representacion logaritmica en la Figura 2.5.

Punto de guiebre

5 PF= 181g {AC=66,6mmy)
4 -
a  y=1202x-2,6854
g
T 37
—
2 4
1 T T T T 1
4 45 5 5,5 6 65

Ln{PF)
Figura 2.5 Relacién morfométrica del logaritmo natu ral del peso de las quela (PQ, g) sobre
el del peso fresco (PF, g) para machos de  O. trimaculatus.
Tallas de primera madurez sexual y morfométrica han sido reportadas por Carsen y col.
(1996) y Leal y col. (2008) para D. patagonicus y por Fenucci y Boschi (1975) para O.
trimaculatus. Debe tenerse en cuenta que la talla de madurez morfométrica no

corresponde estrictamente con la talla de madurez funcional, la cual suele ser mayor y la
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recomendada para la captura de cangrejos de diferentes pesquerias (Smith y Jamieson,

1991; Goshimay col. 2000).

A modo de resumen, la Tabla 2.1 muestra los valores de los parametros de las

regresiones ajustadas a las relaciones morfométricas representadas anteriormente para

ambas especies. Los valores corresponden a los ajustes de las relaciones entre los

logaritmos de las variables, donde x e y son las variables de la recta que ajusta las

graficas, m; y by son la pendiente y ordenada al origen de la recta que describe la relacion

para valores menores al de la discontinuidad morfométrica. El punto de quiebre (de

existir) es el valor al cual cambia la tasa de crecimento relativo entre las variables

evaluadas (expresado en funcién del logaritmo natural del ancho del caparazén) y m, y b,

son los pardmetros de la recta de regresion ajustada para valores de las variables

mayores a las correspondientes al punto de quiebre.

Tabla 2.1 Parametros de las regresiones ajustadas a

las variables morfométricas de machos y hembras de

Machos D. patagonicus

las relaciones entre los logaritmos de

D. patagonicus y O. trimaculatus

y X m1l bl |Quiebre | m2 b2
LnPF (g) LnAC (mm) | 2,78 | -7,31 4,46 3,26 | -9,43
LnPQ (g) LnPF (g) 1,40 | -3,03 5,24 1,17 | -1,83

Hembras D. patagonicus

y X m1l bl | Quiebre | m2 b2
LnPF (g) LnAC (mm) | 2,92 | -7,31 4,46 2,67 | -6,87
LnPQ (g) LnPF (g) 0,87 | -2,17

Machos O. trimaculatus
y X ml bl |Quiebre | m2 b2
LnPF (g) LnAC (mm) | 3,14 | -9,07
LnPQ (g) LnPF (9) 0,96 | -1,41| 5,16 1,20 | 2,68
Hembras O. trimaculatus
y X ml bl |Quiebre | m2 b2
LnPF (g) LnAC (mm) | 2,87 | -9,07 —
LnPQ (g) LnPF (g) 0,62 | 0,54
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2.2. Composicién bioquimica de la carne de cangrejo

2.2.1. Métodos de medicion

Se analiz6 la composicién bioquimica proximal de la carne de cangrejo cruda, se
determiné el contenido de humedad, proteina, lipidos, carbohidratos y cenizas del
muasculo del cuerpo y las pinzas de ambas especies. El contenido de humedad se
determiné mediante el secado de la muestra en estufa a 100°C hasta alcanzar un peso
seco constante (AOAC, 1990). El contenido de proteina cruda se determiné por el método
de Kjeldahl (AOAC, 1990), utilizando un factor de conversién de 6,25 para convertir
nitrogeno total a proteina bruta. Los lipidos se determinaron utilizando el método Soxhlet
empleando éter etilico (AOAC, 1990). El contenido de cenizas se obtuvo mediante la
calcinacion de las muestras en mufla a 550°C durante 8 horas (AOAC, 1990). El
contenido de carbohidratos se asumié como la diferencia entre el total (100%) y los
deméas componentes principales calculados.

El tipo de elementos presentes en el muasculo crudo se determind mediante
espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDX, por sus siglas en inglés)
acoplada a un microscopio electronico de barrido Philips X-L 30. Esta técnica de andlisis
espectral esta basada en la dispersion de energia de los rayos-X emitida por un elemento
excitado por electrones acelerados. Se usa generalmente en combinacion con el
microscopio electronico de barrido (SEM), que en este caso hace de fuente de los
electrones acelerados, mientras que el EDX hace de detector de los puntos o zonas de la
superficie de la muestra analizada. Los atomos dentro de la muestra se encuentran en
estado fundamental (0 no excitado). La radiacién incidente o primaria expulsa los
electrones de las capas interiores del &tomo. Entonces, los electrones de capas mas
externas ocupan los lugares vacantes, y el exceso energético resultante de esta
transicion se disipa en forma de rayos-X. El nUmero y la energia de los rayos X emitidos

por la muestra pueden ser medidos por un espectrometro de dispersion de energia EDX.
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La ventaja de esta técnica es la simplicidad del procesamiento previo de la muestra, ya
gue solo es necesario que la misma se encuentre deshidratada para su cuantificacion.
Todos los analisis se realizaron por triplicado, esto implica que se usaron tres ejemplares

individuales de OT vy tres ejemplares individuales de DP para realizarlos.

2.2.2. Resultados de la composicién bioquimica prox  imal

Los contenidos de humedad, proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas se pueden
observar en la Tabla 2.2, mientras que el contenido en minerales se muestra en la Figura
2.6. No se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de componentes
bioquimicos entre especies (D. patagonicus y O. trimaculatus) ni entre las partes del
cuerpo analizadas (pinzas y cuerpo) (Prueba U de Mann-Whitney, P> 0,05). El musculo
presenté altos valores de humedad y proteina, y un bajo contenido de lipidos. Valores
similares a los encontrados fueron reportados para cangrejo chino de mitones (Eriocheir
sinesis) (De-Wei y col. 2007), para el cangrejo azul (Callinectes sapidus) (G6kodlu y
Yerlikaya, 2003), y para el cangrejo verde (Carcinus maenas) (Skonberg y Perkins, 2002).
Los valores hallados pueden variar durante la época del afio, especialmente el contenido
de humedad, lipidos y cenizas, siendo mas comun esta variacion en ejemplares hembras
(Barrentos, 2009). En cuanto a los machos, no varian significativamente su composicion
proximal durante las épocas del afio (Dima y col. 2009), salvo durante los procesos de
muda, donde el cangrejo cambia su exoesqueleto por otro mas nuevo y de mayor
tamanfio; en esta etapa el animal se alimenta poco y absorbe una gran cantidad de agua
hasta que su nuevo caparazén se calcifica (Leal y col. 2008; Benjakul y Sutthipan, 2010).
Por ello en las etapas de muda 1 a 3 los valores del contenido de humedad suelen ser
mayores que en otras mudas. Dado que para el desarrollo del presente trabajo de Tesis
solo se utilizaron ejemplares en etapa de intermuda (muda 4 y 5), es previsible que dicha
composicion sea aproximadamente estable durante todo el afio. La concentracién de
minerales es la variable mas fluctuante en el mdsculo de cangrejo, la misma puede estar

influenciada por una serie de factores tales como las diferencias estacionales y bioldgicas
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(especies, tamafio, edad, sexo y madurez sexual), la fuente de alimentacion y el medio
ambiente (la quimica del agua, salinidad, temperatura y contaminantes) (Skonberg y
Perkins, 2002; Gokoglu y Yerlikaya, 2003; Kicukgulmez y col. 2006). Es importante tener
en cuenta que en la mayoria de los trabajos sobre contenido bioquimico proximal, se
utiliza espectroscopia de absorcion atomica para determinar la concentracion de
minerales, mientras que en el presente estudio estas determinaciones fueron realizadas
por EDX. Esta técnica permite una excelente caracterizacion cualitativa de los minerales
presentes, siendo no tan precisa en el analisis cuantitativo de los mismos, ya que debido
a la heterogeneidad de la muestra puede presentar una variacion dependiendo del lugar

donde incida la radiacion.
Tabla 2.2 Composicién bioquimica del musculo crudo de los cangrejos O.trimaculatus y
D. patagonicus .

*Expresado en peso himedo

Humedad Proteinas* Lipidos* Carbohidratos* | Cenizas*
Pinza OT 77,55+0,71 | 15,90+2,72 0,57+0,20 3,75%£1,39 2,24+0,48
Cuerpo OT 77,09+2,86 | 15,45+2,30 0,62+0,23 5,08+2,85 2,13+0,22
Pinza DP 76,89+£2,20 | 16,05+2,56 0,58+0,18 4,62+1,86 1,87+0,48
Cuerpo DP 75,16+£1,94 | 15,07+2,36 0,58+0,20 6,48+2,31 2,31+0,06

2.3. Determinacién de Nitrégeno Basico Volatil (NBV )

2.3.1. Método de medicion

En el masculo de las especies marinas existen compuestos nitrogenados no proteicos
que afectan la calidad del mismo. Uno de los compuestos que se destaca es el 6xido de
trimetilamina (OTMA) que interviene directamente en el proceso de osmorregulacion. En
el proceso de descomposicion del pescado éste es reducido por la accion bacteriana y
enzimética a amoniaco, di y trimetilaminas que conforman el Nitrégeno Basico Volatil

(NBV).

57 de 244
J.B.DIMA



Elementos Y%

C 60,68

0 32,47

MNa 1,15

Mg 1,08

P 263

S 0,95

K 1,05

Total 100

T T T - T =y ~t || T T T T L
1.80 3.98 5.08 .80 9.80 11 .80 13.08 15.08

Figura 2.6 Cuantificacion EDX de los elementos pres  entes en el misculo de cangrejo. Tabla
cuantitativa de los elementos presentes e imagen de | impacto del haz de electrones sobre la

fibra del masculo de cangrejo.

Al tratar la muestra con 6xido de magnesio (MgO) disuelto en agua, éste pasa a hidréxido
de magnesio, cuyos iones hidroxilos liberan las bases volatiles de las sales que pudieran
existir (amoniaco, dimetil y trimetil-amina). Estas bases volatiles son destiladas por
arrastre con vapor de agua y recogidas en una solucion de &cido bérico (HBO,),
reaccionando con este 4cido y formando las sales correspondientes (cationes amonios,
dimetil y trimetil-amonio). Al valorar la solucién resultante con un &cido fuerte, éste
desplaza al &cido bdrico de la sal dando el viraje de color del indicador.

Se utilizé la Técnica de Antonacopoulus (IRAM 15.025, Parte 1:77), ampliamente utilizada
en productos pesqueros. Se colocaron 10 gramos de muestra en un cartucho ubicado en
un balén de 2000ml de capacidad, conteniendo 300ml de agua destilada y sometido a
calentamiento constante. Se incorporé rapidamente en el cartucho (ubicado en el interior
del balén) aproximadamente 2g de MgO a la muestra. Se afiadieron algunas gotas de

antiespumante dentro del cartucho y unos trozos de porcelana dentro del balén para
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regular la ebullicion. Dicho balon estd acoplado a un sistema de destilacion apropiado.
Por otro lado, se adicioné en un erlenmeyer de 250ml, 50ml de HBO, y unas gotas del
indicador rojo de metilo; el mismo se coloc6 en el aparato de destilacion de tal manera
que el extremo del refrigerante quede sumergido en la solucion de acido bérico. El
calentamiento se realizé de manera que el liquido entre en ebullicion en 10 minutos
aproximadamente. A partir del momento en que cae la primera gota de destilado se
continu6 el proceso hasta alcanzar un volumen constante, (30 minutos
aproximadamente), manteniéndose la intensidad del calentamiento. Cuando cae la
primera gota de destilado se produce un viraje en el erlenmeyer con rojo de metileno
como indicador a verde. Una vez finalizada la destilacion se titulo el destilado con acido
sulfarico 0,02N hasta el punto final de la titulacién, donde la solucién vira nuevamente a
rojo.

Los resultados se expresaron como mg de NBV por 100 g de muestra:

NBV = 0,014 x 1000 x V x N x 100 (2.1)
g de muestra

Donde: 0,014 = miliequivalentes de nitrégeno
V = volumen de H,SO, utilizados en la titulacion

N = Normalidad del acido sulftrrico

2.3.2. Contenido de bases nitrogenadas volatiles

El contenido de NBV en ambas especies resulté de 42,27 + 7,15mg% para D.
patagonicus y 24,88 = 3,08mg% para O .trimaculatus, encontrandose diferencias
significativas entre especies (Prueba U de Mann-Whitney, P< 0,05). Estos valores son
altos en comparacion con otras especies marinas, como peces y moluscos, donde los
niveles de NBV para el musculo fresco no superan los 20mg% (Huss, 1998), pero
similares para los reportados para elasmobranqueos (tiburones, rayas, quimeras) (Huss,
1998). Entre los compuestos nitrogenados se destacan el 6xido de trimetilamina (OTMA),
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el 6xido de dimetilamina y aminoécidos libres (AAL), que intervienen directamente en el
proceso de osmorregulacion, el cual permite mantener dentro de ciertos limites el
contenido de agua y la concentracidén de solutos en los recursos marinos. Desde el punto
de vista de la calidad del alimento, el contenido de bases nitrogenadas voléatiles (NBV)
aumenta al producirse el deterioro por accidon bacteriana o enziméatica, por lo que son
usadas como indices de calidad. La formacion de compuestos volatiles esta representada
principalmente por la reduccion del OTMA a TMA, el 6xido de dimetilamina a dimetilamina
y las aminas procedentes de la descarboxilacibn microbiana de aminoacidos
produciendo, por ejemplo, compuestos amoniacales de olor desagradable. (Quitral-
Robles y col. 2003). Los compuestos que contienen nitrébgeno son de importancia
fundamental en la organizacién estructural y las capacidades fisioldgicas de los
crustaceos. El metabolismo del nitrégeno, su origen, accion y destino es una precondicion
y una consecuencia de la nutricion, crecimiento, desarrollo, flujo de energia y ajustes
fisiologicos de variables endogenas y exégenas (Rosas y col. 2000). La concentracion de
aminodcidos libres (AAL) en la mayoria de los crustaceos se encuentra en el orden del
doble de la concentracién que normalmente se encuentra en los vertebrados (Kaushik,
2000). Por lo general, los tejidos de los crustaceos presentan deficiencias en aniones
inorganicos, lo cual llevé a postular que para mantener su balance osmético deben tener
un gran pool intracelular de aniones orgénicos (Rosas y col. 2000), lo que explicaria los

valores altos de NBV encontrado para cangrejos en relacion a otras especies marinas.

2.4. Medicion de pH

2.4.1. Materiales y métodos

Se pesaron y homogeneizaron 5g de muestra de tejido carneo con 25ml de agua
destilada, con agitacion constante durante 5 minutos. El pH se midi6 mediante un

pHmetro (Hanna Instrument) previamente calibrado con dos buffers (pH=4 y pH=7).
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2.4.2. Resultados del pH

Los valores de pH resultaron de 7,40 £ 0,04 y 7,22 + 0,02 para pinza y cuerpo de D.
patagonicus y 7,30 = 0,09 y 7,24 + 0,02 para pinza y cuerpo de O .trimaculatus,
respectivamente. Estos valores son altos en relacion a otras especies marinas como los
peces 0 moluscos. Los altos valores de pH observado en el musculo de cangrejo se
relacionan con las aminas que estn presentes naturalmente en estas especies y es lo

que le confiere un caracter basico a la carne (Quitral-Robles y col. 2003).

2.5. Recuento de mesdfilos totales (PCA)

2.5.1. Materiales y métodos

Para determinar el recuento inicial de bacterias mesofilas se pesaron 10g de carne de
cangrejo, la misma se colocd en un recipiente estéril y se agregaron 90ml de peptona
estéril 0,1%; se homogeneizo y rotuld. Luego se tomd 1ml del homogenato y se introdujo
en un tubo con peptona 0,1%, rotuldndose como disolucién -1. Luego se tomd 1ml de
esta dilucion y se agreg6 a otro tubo con peptona 0,1%, rotulandose como disolucion -2.
De esta manera se realizaron las sucesivas diluciones. Luego, 1ml de cada disolucién fue
sembrada en placas de Petri perfectamente rotuladas, agregando posteriormente la
cantidad suficiente de medio PCA (Agar Plate Count), fundido y estéril para cubrir la
placa. La placa se movié de un lado a otro en forma suave para lograr una mezcla
adecuada entre el medio y la suspension. Después de la solidificacion, las placas se
invirtieron y se incubaron en estufa a 25°C durante 48h. Pasado este tiempo, se contaron
el nimero de colonias (N) presentes.

Para realizar el recuento de las unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/qg), el
namero contado (N) se multiplica por 10 y por la inversa de la dilucién:

Por ejemplo, si se contaron 3 colonias en la placa con dilucién -1, entonces el resultado

del conteo es 3x10/10*= 300UFC/g.
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2.5.2. Resultados del recuento de mesdfilos totales (PCA)

La carga microbiana de la carne de cangrejo crudo recién capturado fue baja, oscilando
entre 10 y 10°UFC/g. Los crustaceos recién capturados, al igual que los peces y
moluscos, son normalmente estériles (Shewan, 1962), aunque pueden encontrarse
bacterias en las visceras, piel o caparazéon (Shewan, 1962). Ese numero de bacterias
puede oscilar entre 10°-10°UFC/g. En el caso particular de los cangrejos, son mantenidos
vivos hasta el momento de su procesamiento (Codex Alimentarius, 1983) por lo cual es
de esperar el bajo recuento microbiano si los mismos son ejemplares sanos, de aguas no
contaminadas y si fueron manipulados correctamente durante los analisis y previo a ellos.
La flora bacteriana en pescados y mariscos recién capturados depende mas del medio
ambiente de captura que de la especie. Los pescados capturados en aguas muy frias y
limpias contienen menor ndmero de microorganismos, mientras que el pescado
capturado en aguas calidas presenta recuentos ligeramente superiores (Huss, 1998). En
general, si las aguas estan catalogadas como libres de contaminacion, como es el caso
de las del golfo Nuevo (Chubut-Argentina), es de esperar que el recuento microbiano no
sea significativo. El proceso de contaminaciébn comienza una vez que el animal es
capturado, si no se mantienen las condiciones higiénico-sanitarias durante el proceso de

captura y manipulacion de los ejemplares (Huss, 1998).

2.6. Capacidad de retencion de agua (CRA)

2.6.1. Materiales y métodos

La capacidad de retencién de agua (CRA) de las proteinas de los alimentos es una
propiedad sumamente importante, debido a la gran cantidad de agua que éstos poseen y
por su contribucion a la calidad de la carne y la de sus productos derivados; la misma se
relaciona con la textura de la carne cruda y jugosidad y firmeza de la carne cocida (Baxter
y Skonberg, 2007).

Para la determinacion de la CRA;, (segun Método 1) del masculo de cangrejo, se pesaron

10g de musculo fresco (peso inicial), y se colocaron en un tubo de centrifuga (Sorvall
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Instruments, Modelo RC5C). La muestra fue centrifugada a 4°C durante 15min a 10000
rom. La CRA; se calculé como la diferencia entre el peso inicial y el peso luego de ser
centrifugada (peso final). Para el muasculo fresco, se agregdé una variante en la
determinacion de la capacidad de retencion de agua CRA,, (segun Método 2) descripta y
modificada por Abugoch y col. (2000) para manto de calamar (Docidicus gigas). Se
pesaron 10g de musculo desmenuzado de cangrejo fresco (peso inicial) y se adicionaron
10ml de agua destilada, se homogeneizaron en un tubo de centrifuga y se almacenaron a
4°C por 24h. Pasado el tiempo, la muestra se centrifugd a 4°C durante 15min a 10000
rpm, luego se vertié el agua sobrenadante y se registr6 el peso del musculo (peso final).
La CRA; y la CRA; se calcularon como la diferencia entre el peso inicial y el peso luego
de ser centrifugado.

CRA; % = Peso inicial-peso final x100 (2.2)
Peso inicial

2.6.2. Resultados obtenidos de capacidad de retenci  6n de agua (CRA)

La capacidad de retener agua del musculo fresco, sin agregado del agua destilada
(Método 1) resultd del 94,78% + 5,10% para D. patagonicus y de 95,57 + 3,96% para O.
trimaculatus, siendo despreciable la pérdida de agua del musculo fresco. La capacidad de
retener agua del musculo fresco, con agregado del agua destilada (Método 2) resulto del
153,62% * 10,20% para D. patagonicus y de 123,12% + 4,36% para O. trimaculatus;
siendo los valores de CRA; significativamente mayores para DP (ANOVA, P<0,05), en
ambos caso el musculo absorbié una parte de la cantidad de agua agregada. La
capacidad de retencion de agua se debe principalmente a las proteinas miofibrilares
presentes en el musculo, que son las responsables de los enlaces del tejido con el agua.
Cuanto mas fresco sea el estado de las proteinas miofibrilares mas capacidad de retener
agua tendran. Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los reportados para
manto de calamar (Docidicus gigas) (Abugoch y col. 2000) y para carne de jaiba

(Homalaspis plana) (Abugoch y col. 1996).
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2.7. Caracterizacion de las proteinas

2.7.1. Fraccionamiento de las proteinas del musculo de cangrejo

El estado de las proteinas juega un papel importante en la determinacion de la calidad y
el valor de la carne procesada (Li, 2006). Las proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas
fueron separados utilizando la técnica reportada por Wagner y Afion (1985). Para ello, 29
de musculo fresco de las pinzas y cuerpo de cangrejo se homogeneizaron en una
solucion de Tris-HCI 0,05M, EDTA 1mM y 0,25M de sacarosa, a pH 7,6. Las muestras se
centrifugaron varias veces en la misma solucion; las proteinas sarcoplasmicas se
obtuvieron del sobrenadante, mientras que el precipitado se purificé con cloruro de
potasio (KCI) 0,15M, 0,05M de Tris-HCI, 1mM de EDTA y agua destilada para obtener las
proteinas miofibrilares. Todas las etapas del proceso de separacion de las proteinas se

realizaron a 4°C para evitar la degradacion de las mismas.

2.7.2. SDS-PAGE de las proteinas del musculo

Las proteinas miofibrilares y sarcopldsmicas del musculo fresco de cangrejo se
determinaron por electroforesis (SDS-PAGE) en dodecilsulfato de sodio en gel de
poliacrilamida segun la técnica descripta por Laemmli (1970). Las muestras fueron
deshidratadas, molidas y solubilizadas en una solucion que contenia 2% de SDS, urea
6M, 50mM Tris-HCI (pH 8,0), y 2% de 2-B-mercaptoetanol. La solucion se calentdé a
100°C durante 5 minutos y se incub6 durante 24 horas a 20°C. En la preparacion de las
calles para la corrida de las proteinas en la cuba de electroforesis se utilizé gel de
poliacrilamida al 10% y gel de stacking al 5%. Las proteinas se corrieron utilizando una
cuba de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories). Como patron se utilizé un estandar coloreado
azul (Bio-Rad Laboratories). Las proteinas separadas fueron tefiidas con 0,125% azul
brillante de Coomassie R-250 y el gel se decoloré en una solucidon que contenia 10% de

acido acético. Los andlisis se realizaron por duplicado.
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2.7.3. Resultados de las proteinas totales, miofibr  ilares y sarcopldsmicas obtenidas

por SDS page para el musculo de cangrejo fresco

Las proteinas de musculo de cangrejo determinadas por SDS-PAGE se muestran en la
Figura 2.7, en la misma se observa que la actina fue la proteina predominante de la
fraccion miofibrilar, mientras que la miosina de cadena pesada (MCP) fue la segunda
proteina mas abundante. La fraccion de proteinas sarcopldsmicas se encontraron a bajo
peso molecular, siendo esta fraccibn mas soluble en agua. Para la fraccion de proteinas
miofibrilares, se pueden resaltar cuatro bandas importantes correspondientes a: cadena
de miosina pesada (MCP), actina, paramiosina y cadena de miosina liviana (MCL). El
peso molecular para MCP, paramiosina, actina y MCL fue de 200, 110, 42 y 17 KDa
respectivamente. Valores similares fueron reportados por Benjakul y Sutthipan (2009)
para el cangrejo Scylla serrata y por Mizuta y col (2001) para el cangrejo de las nieves
(Chionoecetes opolio). Las proteinas miofibrilares son proteinas estructurales que
representan aproximadamente mas del 60% del contenido total de las proteinas, donde la
actina y la miosina constituyen las proteinas miofibrilares musculares més importantes
(Tornberg, 2005); estas proteinas son solubles en soluciones concentradas y de alta
fuerza ionica. Cuando las proteinas son desnaturalizadas bajo condiciones controladas,
sus propiedades pueden ser utilizadas con propésitos tecnolégicos dada la capacidad de
las mismas para formar geles resistentes (Baxter y Skonberg, 2007). La funcionalidad y
los efectos del calor en estas proteinas han sido estudiadas en varios mamiferos, aves y
especies marinas por diferentes autores (Park y Lanier, 1989; Bertola y col. 1994; Paredi
y col. 1998; Tornberg, 2005; Baxter y Skonberg, 2007). Las proteinas sarcoplasmaticas
(mioalbumina, globulina y enzimas), por otro lado, son solubles en soluciones acuosas de
baja fuerza i6nica (0,15M). Esta fraccién constituye entre el 25-30% de las proteinas
totales (Tornberg, 2005). La desnaturalizaciéon térmica de las proteinas miofibrilares se

describe en el Capitulo 3.
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Figura 2.7 a) SDS page de Ovalipes trimaculatus : 1- separacion de las proteinas
sarcoplasmicas, 2- separacion de las proteinas miof ibrilares, 3- patrén, 4- muasculo de
cangrejo crudo. b) SDS page de Danielethus patagonicus : 1- musculo de cangrejo crudo, 2-
patron, 3- separacion de las proteinas miofibrilare s, 4- separacién de las proteinas

sarcoplasmicas.

2.8. Caracterizacion histolégica

2.8.1. Materiales y métodos

Se realizaron cortes histol6gicos del musculo crudo de los cangrejos en estudio, para lo
cual se utilizaron tijeras y bisturis correctamente afilados. Primeramente se separé el
exosqueleto, y luego se fue cortando el tejido a modo de obtener una pequefia muestra
de musculo fresco. El mismo se encuentra muy adherido al caparazon y al mismo tiempo
presenta una textura himeda, blanda y amorfa lo cual dificulta su extraccion. Las
pequefias muestras fueron fijadas en Fijador de Carnoy: 6 volimenes de etanol 100%, 3
volumenes de cloroformo, 1 volumen de &cido acético glacial, a temperatura ambiente
durante 5 dias. Este fijador debe prepararse en el momento de ser utilizado. Después de

la fijacion, se deshidraté la muestra mediante concentraciones crecientes en alcohol
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etilico: una al 70% (12 a 24 horas), al 95% (1 hora c/u) y 2 al 99% (1 hora c/u). Luego, la
muestra fue pasada por tolueno y por ultimo bafiada en parafina para poder ser cortada
en un micrétomo. Los cortes realizados fueron de 5mm de espesor. El corte se tifid con
hematoxilina y eosina y se monto en un portaobjetos de vidrio con albumina de Mayer. El
corte se observd por microscopia Optica en un Microscopio Leica DMLB con camara
fotogréafica incorporada y programa de adquisicion de imégenes Leica DC 100 Version
2.51. La técnica empleada fue ajustada a partir de la descripta por Bevialcqua y col.

(1979) y Bevilacqua y Zaritzky (1980) para carne vacuna.

2.8.2. Resultados de la caracterizacion histoldgica

La Figura 2.8 muestra las secciones longitudinales de las fibras musculares de las pinzas
en estado fresco de O. trimaculatus y D. patagonicus de una muestra fijada en solucion
de Carnoy. En la Figura 2.8 se visualizan las fibras musculares compuestas de

miofibrillas. Las fibras musculares muestran un tipico patron de los musculos esqueléticos

estriados reportados para otros crustaceos (Gornik, 2009; Mizuta y col. 2001). EI musculo
estriado es un tipo de musculo que tiene como unidad fundamental el sarcomero. Al
observarlo bajo un microscopio, se observan bandas claras y oscuras alternadas. Las
fiboras del muasculo estan formadas por haces de células muy largas (hasta 30cm),
cilindricas y plurinucleadas, que contienen abundantes filamentos o miofibrillas. El

didmetro de las fibras musculares estriadas oscila entre 10 y 100um.
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Figura 2.8 Cortes histolégicos de mdasculo crudo de pinza de O. trimaculatus y D.
Patagonicus. Escala O. trimaculatus (10um), escala D.patagonicus (20um).

2.9. Sintesis del Capitulo

Los cangrejos D. patagonicus y O. trimaculatus se capturaron con el uso de trampas

plegables y por recoleccion manual por buceo respectivamente, tratando de evitar el
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estrés de los ejemplares. Los mismos se mantuvieron vivos hasta el procesamiento,
trascurriendo no mas de 30 minutos entre su captura y su acondicionamiento en el
laboratorio. Las tallas de cangrejos para la captura, en principio, no deben ser menores a
70mm de ancho de caparazon, para asegurar que se trata de individuos maduros, que ya
fueron capaces de reproducirse; de esta manera se asegura el mantenimiento o stock
poblacional.

Los valores de la composicion bioquimica proximal determinados, son los caracteristicos
para dichas especies marinas, siendo una carne rica en proteinas y baja en grasas. Los
valores de NBV y pH son elevados en contraste con otros recursos pesqueros, por lo que
se debe mantener condiciones de procesamiento adecuadas para evitar su aumento
durante el procesamiento de su carne; esto implica, por ejemplo, evitar aumentos de
temperatura y tiempos muertos de exposicion del musculo al aire. Los ejemplares
analizados poseen una buena capacidad de retener agua debido a la presencia de
proteinas miofibrilares principalmente. El recuento microbiano resultd bajo ya que se
capturaron y procesaron ejemplares sanos de aguas no contaminadas y dado que se
mantuvieron vivos hasta el momento del procesamiento. Se analizaron los pesos
moleculares de las proteinas miofibrilares y sarcoplamicas por electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE), observandose dos bandas predominantes: actina y
miosina. El conocimiento de las caracteristicas morfométricas y fisicoquimicas de la
materia prima de partida permitieron disefiar la estrategia para el procesamiento de la

carne de ambas especies de crustaceos.
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Capitulo 3

Primera Etapa de Calentamiento (Coccion)

3. Introduccion

Una de las caracteristicas mas importantes en la industrializacion de los cangrejos es
que el tejido muscular se presenta adherido al exoesqueleto, por lo que es
imprescindible un tratamiento térmico preliminar para poder desprenderlo. Segun lo
recomendado por el Codex Alimentarius (1983), dicha accion de calentamiento debe
desarrollarse durante un periodo suficiente para que el centro térmico alcance
temperaturas que produzcan la coagulacién de las proteinas. Si bien la penetracién del
calor debe ser suficiente para desnaturalizar las proteinas del musculo, la exposicion
excesiva al calor puede provocar: i) la deshidratacion del producto produciendo un
menor rendimiento de carne y el deterioro de la textura (Baxter y Skonberg,
2007,2008), i) la formacién de compuestos de amonio que producen olores
desagradables (Quitral-Robles y col. 2003), iii) la reaccion entre aminoacidos vy
azucares reductores (reaccién de Maillard), que tiene la desventaja de reducir el valor
nutritivo de los alimentos (Quitral-Robles y col. 2003). En cambio, si el proceso de
transferencia de calor es adecuado, se facilita el desprendimiento de la carne del
exoesqueleto formando un gel facil de extraer. Es dificil determinar métodos y
periodos de coccion de un modo general, debido a las diferencias de tamafio,
estructura y fisiologia de cada especie de cangrejo. Segun lo recomendado por el
Codex Alimentarius (1983) y la FAO (Edwards y Early, 1976) debe lograrse una
temperatura minima de la carne en el punto més frio comprendida entre 82 a 93,3°C.
En la actualidad, en la industria se utilizan diferentes tiempos y procedimientos de
calentamiento para diversas especies de cangrejos: Edwards y Early (1976) han
reportado para Cancer pagurus tiempos de coccidn para el cangrejo entero en agua en

ebullicion de entre 20 y 30 minutos. Cifuentes y Quifiinao (2000) reporté 15 minutos
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para el cangrejo dorado (Chaceon chilensis) cocido en agua a 100°C. Para secciones
de cangrejo de las nieves (Chionoectes) se recomienda una coccion de 7 a 15 minutos
en agua a 100°C segun el tamafio del cangrejo y de 3 a 5 minutos en vapor a 121°C
(Codex Alimentarius, 1983). Para cangrejo azul (Callinectes sapidus) entero se
recomienda una coccién con vapor durante 10 minutos después de alcanzar una
temperatura de 121°C o coccion en agua a 100°C durante un minimo de 15 minutos
(Codex Alimentarius, 1983). Como se puede observar, las condiciones reportadas son
muy variadas para las distintas especies.

Las proteinas musculares juegan un rol fundamental en la etapa de calentamiento del
muasculo de cangrejo. La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), es un método
adecuado para estudiar las transiciones térmicas de las proteinas del musculo in situ
(Paredi y col. 1994). El estudio de las proteinas musculares de diferentes alimentos se
ha enfocado mediante la determinacion de sus temperaturas de desnaturalizacién
(Tmax) y de los pardmetros cinéticos de sus transiciones endotérmicas tales como la
entalpia de desnaturalizacion y energia de activacion. En distintos reportes de
termogramas de DSC para alimentos marinos se observan dos transiciones
endotérmicas definidas, con valores de temperatura entre los 50°C y 72°C, por lo que
debido a la poca cantidad de tejido conectivo en el masculo de los crustaceos,
moluscos y pescados, las transiciones endotérmicas son asignadas mayoritariamente
a la desnaturalizacién de las proteinas miofibrilares y sarcoplasmaticas (Paredi y col.
1994, 1998; Rattanasatheirn y col. 2008; Benjakul y Sutthipan, 2009). Por otro lado,
debido a los mayores valores de temperatura maxima en las transiciones del musculo
de mamiferos, se atribuye mayor sensibilidad térmica a las proteinas de los productos
marinos.

La eleccion de un método y tiempo de coccion requiere de un conocimiento profundo
de las ventajas que ofrece cada una de las técnicas, como asi también de las
caracteristicas del alimento que se desea procesar. Esta informacion sera particular
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para cada linea de procesamiento que se desee implementar y producto a obtener. El
modelado matematico de las operaciones de procesamiento de alimentos ha sido
ampliamente utilizado. La aplicacion de modelos matematicos que permiten resolver
numéricamente las ecuaciones diferenciales a derivadas parciales que rigen los
procesos de transferencia térmica son de gran utilidad. Los mismos presentan
ventajas adicionales sobre las soluciones analiticas, ya que se pueden aplicar sobre
geometrias irregulares con propiedades térmicas vy fisicas variables (Erdogdu, 2010).
Diferentes problemas de transferencia de calor en alimentos marinos fueron
reportados por Erdogdu y Balaban (2010). Mokhtar y col. (2004) usaron una
metodologia de elementos finitos para ejemplificar los problemas de transferencia de
calor en paguetes de pescado durante la etapa de preenfriamiento. La simulacion
computacional en la industria alimentaria ha demostrado llevar una ventaja en
términos de costos y tiempos de desarrollo, al mismo tiempo que ayuda a optimizar la
seguridad y la calidad del proceso. Para resolver estos problemas, la simulacion
numérica del proceso de transferencia de energia permite calcular la distribucion
tiempo-temperatura en todo el dominio del alimento variando distintos parametros
como la temperatura del medio calefactor, los coeficientes de transferencia de calor, la
geometria del producto, entre otros. Su calculo resulta fundamental cuando es
necesario definir tiempos de calentamiento o adquirir equipamiento industrial. El
método de los elementos finitos resulta el mas adecuado para la simulaciébn numeérica
ya que permite resolver problemas en sistemas de geometrias irregulares como las
que se estudian en este Capitulo de Tesis.

El presente capitulo esta orientado a: a) Analizar la transferencia de energia en el
proceso térmico de coccion, realizando mediciones experimentales y modelando
matematicamente las historias térmicas de sistemas de geometria regular e irregular;
b) Determinar la cinética de desnaturalizacién de proteinas durante el calentamiento
del producto a diferentes temperaturas y tiempos; c) Acoplar el grado de
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desnaturalizacién de estas proteinas con el desprendimiento de la carne de cangrejo
de su lamina calcarea para un disefio Optimo del proceso tecnolégico del

calentamiento primario.

3.1. Muestreo y acondicionamiento de materia prima

Los ejemplares de cangrejos se capturaron y manipularon segln lo descripto en el
Capitulo 2. Cada ejemplar fue seccionado primeramente en cuerpo y quelas, siendo
luego, cada seccién, sometidas por separado a un tratamiento de calentamiento. Las
gquelas se obtuvieron seccionando a los ejemplares a la altura de la articulacion del
coxopodito, luego se hizo un segundo corte en la articulacién del carpopodito y se
obtuvieron las pinzas (Figs 1.2 y 3.1). Por otro lado, el cuerpo fue separado del
caparazén, eviscerado, y lavado en su interior con abundante agua utilizando un
cepillo limpio para poder remover las visceras, branquias y gonadas de su interior (Fig

3.1).

3.1.2. Analisis estadisticos

La raiz cuadrada del error medio cuadrético (root-mean-square error, RMSE), se utilizo
para medir las diferencias entre las temperaturas predichas numéricamente por el
modelo y los valores experimentales. El mismo se calculé como:

RMSE = \/z (Texp _MTprediChaS )2 (31)

Donde M es el numero de mediciones y Texp y Tpredichas son las temperaturas
experimentales y predichas numéricamente, respectivamente.
La raiz cuadrada del error medio porcentual cuadratico (Root Mean Square

Percentage Error, RMSPE) fue calculada como:

RMSPE = ZJEEL (3.2)
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Donde PE es el error porcentual calculado como:

Too = Toreai
PE - ( exp predichas JlOO (33)

exp

3.2. Determinacion de las curvas de penetracion tér  mica en cuerpo y pinza de
ambas especies de cangrejos a diferentes temperatur  as de calentamiento en

agua

3.2.1. Materiales y métodos

Los ejemplares machos de cangrejos vivos fueron seccionados en cuerpo y pinzas,
segun se observa en la Figura 3.1 (el mismo procedimiento fue llevado a cabo para
ambas especies), para medir en cada una de estas secciones las correspondientes
curvas de penetracién térmica. El calentamiento se realiz6 mediante inmersién en
agua en un bafio termostatico a 70°C, 80°C, 90°C y 100°C durante periodos de 900
segundos para los cuerpos de ambas especies y para las pinzas correspondientes a
D. patagonicus (DP) de 100-125mm longitud (pinzas grandes), y 500 segundos para
pinzas correspondientes O. trimaculatus (OT) de 40-50mm de longitud (pinzas
pequefias). Las curvas tiempo-temperatura se obtuvieron por medio del uso de
termocuplas tipo K, situadas en la zona de mayor espesor del tejido muscular, y
conectadas a un voltimetro (Omega, USA) que registraba la temperatura del musculo.
Considerando que la pinza se asemeja a un cilindro de seccion transversal eliptica, la
termocupla fue colocada en el centro geométrico del mismo. En el caso del cuerpo, la
geometria es irregular, por lo cual la termocupla fue colocada en la zona de mayor
cantidad de tejido muscular, llamada comercialmente “Jumbo” y que corresponde al
musculo de la insercion de la pata trasera en el cuerpo. Estos datos experimentales
fueron luego comparados con las simulaciones numéricas del problema de

transferencia de energia.
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Figura 3.1 Seccionado del cangrejo  D. Patagonicus . a) cangrejo entero; b) cangrejo sin
pinzas y decaparazonado; ¢) cuerpo de cangrejo evis  cerado, sin pinzas y patas listo para
el calentamiento; d) ejemplo del seccionado de las pinzas y patas; e) quela de cangrejo,

linea punteada negra: corte de la quela para la obt  encién de la pinza.

3.2.2. Resultados de las curvas de penetracion térm  ica a diferentes temperaturas
del agua de calentamiento

La Figura 3.2 muestra las curvas de penetraciéon de calor obtenidas para los cuerpos y
pinzas de ambas especies a temperaturas de calentamiento entre 70°C y 100°C.

En D. patagonicus, la longitud de las pinzas (LP) oscil6 entre 0,090-0,125m, el
diametro menor de la pinza (Dm) entre 0,027-0,035m, el diametro mayor (DM) entre
0,037-0,048 m y el alto u espesor (AIP) varid entre 0,023-0,034m (Fig 3.2c). Para O.
trimaculatus la longitud de las pinzas varié entre 0,035-0,050m, el diametro menor de
las pinzas entre 0,020-0,028m, el mayor entre 0,024-0,030m y el alto u espesor entre
0,018-0,023m (Fig 3.2b). La oscilacion de tamafios es menor para ejemplares de O.

trimaculatus, lo cual se debe a la morfometria misma de la especie. Ambas especies
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tienen tamafos similares de cuerpo (sin el caparazon). La longitud maxima oscil6 entre

0,058-0,080m y la altura entre 0,028-0,032m (Fig 3.2a).
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Figura 3.2 Curvas de penetracién térmica. a) Cuerpo ; b) Pinzas chicas (OT); c) Pinzas

grandes (DP). Curvas experimentales de calentamient  0: Azul- 100°C; Negro- 90°C; Verde-

80°C y Rojo- 70°C.
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3.3. Simulacion y modelado matematico de la transfe  rencia de energia, utilizando

un cédigo computacional en elementos finitos (MEF)

El proceso de transferencia de calor en el cuerpo y las pinzas de ambas especies de
cangrejos (Figs 3.1 y 3.2) fue modelado matematicamente considerando su geometria
regular e irregular segun el caso. La ecuacion no estacionaria en derivadas parciales
que representa la conduccion del calor en el cuerpo fue resuelta numéricamente
teniendo en cuenta un solido de revolucién. En el caso de las pinzas, el problema se
resolvio considerando que la geometria puede ser representada por un cilindro
extruido con una seccién transversal eliptica. En ambos casos (cuerpo y pinzas) se
considerd la presencia de un sistema heterogéneo formado por dos dominios de
diferentes materiales: carne y una capa externa calcéarea de carbonato de calcio.
Suponiendo que la geometria del sistema “cuerpo de cangrejos” se puede considerar
como un solido de revolucion, la ecuacion diferencial que gobierna la transferencia de

energia expresada en coordenadas cilindricas para un problema axial simétrico es:

oT _af. ar) af( _aT
Co.—r =— |k, r— |[+—|k, r— Q1 t0 3.4
e az[lrazj en (3.4)

oT _af aT) a( _aT
Co,—r =—|k, r— [+—| Kk, r— Q2 t>0 3.5
P2 p2 5 =2 o az( : az) en (3:5)

Donde Q1 y Q2 son los dominios en los que las ecuaciones son validas (1 es el
musculo y 2 es la capa calcarea), siendo T la temperatura, t el tiempo del proceso, p la
densidad, k la conductividad térmica y C, el calor especifico del material, r y z las
coordenadas geométricas.

Las condiciones iniciales y de contorno entre los dos materiales esta dada por:
-k, (OTm,) =k, (0T m,) en 501 t>0 (3.6)

donde nly n2 son los vectores externos normales unitarios en la interfase.

La ecuacion que representa la condicién de contorno convectiva es:
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-k, (OTm,)=hQT-T,,) en 502 t>0 3.7)

donde h es el coeficiente de transferencia calor de superficie, T €S la temperatura
externa del medio calefactor y 8Q, representa la superficie exterior del producto.

En el eje de simetria, la condicion limite es la siguiente:
-k,(OTIn,)=0 enr=0 t>0 (3.8)
La condicién inicial se considerd uniforme en ambos materiales, los dominios son:

T=T, en Qly Q2 t=0 (3.9

Con el fin de resolver las ecuaciones que gobiernan la transferencia de calor, se utilizo
un algoritmo numérico de elementos finitos (Segerlind, 1984) para predecir las curvas
de tiempo-temperatura en ambos dominios. Los dominios se discretizan en elementos

puntuales y nodos que forman la estructura de la red. La distribucion de la temperatura

('F) en cualquier punto del dominio se aproxima por el uso de funciones de
O

interpolacion (H) y las temperaturas de nodo (T) en el elemento dado.

La temperatura se representa mediante el uso de un espacio de dimension finita V,

con la interpolacién de funciones H (Método de Galerkin).

Aplicando el teorema de Green, se obtiene la siguiente ecuacion (3.10)

!(HtrpCpHd(Q))'*F—[J‘(chrHd(6Q)) +J(DHIDDH)D}(rd(Q)]'F+ Ichrde(éQ) =0 (3.10)
30— Q N

CG KG FG

donde CG es la matriz de capacitancia global, KG es la matriz de la conductancia

O
global, y FG el vector de fuerza global, T es el vector que representa los valores de

0

: oT
temperatura en los puntos nodales, y T representa la E
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Este problema semidiscreto es un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias que
puede ser resuelto por los valores de T en los puntos nodales de la region y esta dada

por:

CGT+KGT =FG (3.11)
El programa COMSOL Multiphysics (Programa v3.5a) se utilizé para generar la malla
de elementos finitos y para resolver numéricamente las ecuaciones no estacionarias
de transferencia de calor en derivadas parciales. La geometria del cuerpo de los
cangrejos se considero irregular, heterogénea y de revolucién, que incluyé una capa
calcarea de 1mm de espesor. Para las pinzas de ambas especies se consideré una
seccion transversal eliptica de un cilindro extruido, variando las correspondientes
dimensiones segun la especie considerada. Las longitudes de los ejes mayor y menor
de las secciones transversales elipticas medias fueron 0,400m y 0,285m para las
pinzas de D. patagonicus y de 0,277m y 0,225m para las pinzas de O. trimaculatus.
También se incluy6 la presencia de una lamina calcarea de 1mm y 0,7mm de espesor

para pinzas de D. patagonicus y O. trimaculatus, respectvamente.

3.4. Determinacion de las propiedades termofisicas del musculo: Densidad ( p),

Conductividad térmica (k) y Calor especifico (C )

3.4.1. Materiales y métodos

Para estimar los tiempos de calentamiento en un alimento de deben considerar las
propiedades termofisicas de los mismos, las cuales varian con la temperatura. Estas
variaciones suelen ser significativas y no despreciables en procesos donde se
involucra un cambio de fase del agua del alimento, por ejemplo durante la congelacion
(Capitulo 6). Se han realizado diferentes estudios con el objeto de conocer las
propiedades termofisicas de los alimentos en general y productos marinos en
particular (Sweat, 1975; Choi y Okos, 1986; Rahman, 1993); en éstos se han obtenido
valores para cada una de las propiedades y se han desarrollado modelos matematicos
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para predecir su comportamiento a partir de la relacion con la temperatura y
caracteristicas del material como: la compaosicion quimica, el contenido de humedad,
la estructura y tamafo, entre otras variables (Nesvadba, 2004). Las propiedades
termofisicas: densidad (p), calor especifico (C,) y conductividad térmica (k) del tejido
muscular de cada seccion del cangrejo, que se utilizan en el modelo computacional
propuesto para el calentamiento de pinzas y cuerpos de los mismos, se estimaron
teniendo en cuenta la composicion bioquimica del masculo, reportada en el Capitulo 2,
y utilizando las ecuaciones propuestas por Choi y Okos (1986) (Tabla 3.1). Estas son
aplicables a un rango amplio de temperaturas y tienen en cuenta la composicion de
diferentes alimentos, por lo que pueden ser utilizadas en diferentes condiciones de

procesos.

3.4.2. Determinacion de las propiedades termofisica s del musculo: Densidad ( p),

Conductividad térmica (k) y Calor especifico (C ;)

Aplicando las ecuaciones expresadas en la Tabla 3.1, junto con los valores de la
composicién bioquimica del Capitulo 2, se obtuvieron los graficos de densidad, calor
especifico y conductividad térmica para un rango de temperaturas entre 20°C y 100°C,
temperaturas a las cuales estuvieron sujetas las secciones de cangrejos (pinzas y
cuerpo) durante la coccion. La Tabla 3.2 muestra los valores de las propiedades
termofisicas calculadas a través de las ecuaciones propuestas por Choi y Okos (1986).
Dado que no hubo diferencias significativas en la composicidon bioquimica entre
especies, se considerd el mismo contenido bioguimico para ambas. Los valores de la
Tabla 3.2 se encuentran dentro del rango reportado por Radhakrishnan (1997) para
diferentes especies marinas, donde la conductividad térmica (k) varié entre 0,4AW/mK'y
0,6W/mK para un rango de temperatura de estudio entre 5°C y 35°C, siendo los
valores de k mayores en crustaceos, tales como los langostinos, en relacién a peces
como la caballa, donde la conductividad térmica fue menor debido a su mayor fraccién

grasa y menor contenido de humedad. Para el calor especifico, Rahman (1993) ha
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reportado valores en el rango de 3,29kJ/kgK a 3,79kJ/kgK para diferentes pescados y

mariscos frescos a temperatura de trabajo de 17°C aproximadamente.

Tabla 3.1 Ecuaciones propuestas por Choi y Okos (19 86) utilizadas para predecir las

propiedades termofisicas de tejido de cangrejo en | a simulaciéon numérica.

Propiedades Componentes Grupo de ecuaciones en funcion de la
termofisicas principales temperatura
Proteinas k=1,7881x10"+1,1958x10°T*-2,7178x10°T*
Grasas k=1,8071x10"-2,7604x10°T-1,7749x10°T?

k (W/meC)

Carbohidratos

k=2,0141x10"+ 1,3874x10°T- 4,3312x10°T?

k = Z kiXiV Cenizas k=3,2962x10™"+ 1,4011x10°T- 2,9069x10°T?
Agua k=5,7109x10™"+ 1,7626x10°T- 6,7036x10°T?
Hielo k=2,2196- 6,2489x10°T+ 1,0154x10™T?
Proteinas p=1,3299x10>- 5,1840x10™'T
p (Kg/m?) Grasas p=9,2559x10%- 4,1757x10"T
o= 5 xl.W o Carbohidratos | p=1,5991x1073- 3,1046x10™*T
"' | Cenizas p=2,4238x10°- 2,8063x10°'T
Agua p=9,9718x10%+ 3,1439x10°T- 3,7574x10°T?
Hielo p=9,1689x10% 1.3071x10™T
Proteinas Cp=2,0082+ 1,2089x10°T- 1,3129x10°T*
Grasas Cp=1,9842+ 1,4733x10°T- 4,8008x107°T?

C, (kJ/kg°C)

C, = D CuX/"

Carbohidratos
Cenizas
Agua

Hielo

Cp=1,5488+ 1,9625x10°T- 5,9399x10°T>
Cp=1,0926+ 1,8896x10°T- 3,6817x10°T?
Cp=4,1762x1073- 9,0864x10T+ 5,4731x10T?

Cp=2,0623x10°+ 6,0769T

*XiW es la fraccién en peso del componente i y Xiv es la fraccién de volumen estimado. T es la

temperatura (°C).
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Tabla 3.2 Propiedades termofisicas del misculo de ¢ angrejo y el caparazén calcareo.

Propiedades termofisicas

k(WmK) | pkaim® | cp(kd/kgK)

Tejido muscular* 0,54-0,60 1071-1034 3,76-3,82

Cape}razc')n 3,89 2700 0,806
calcareo**

*Los rangos de valores entre 20 y 100°C para el tejido muscular del cangrejo. Las propiedades
termofisicas como una funcién de la temperatura se calcularon utilizando Choi y Okos (1986)
mediante las ecuaciones, que se presentan en la Tabla 3.1.**Valores promedio de las
propiedades termofisicas de la capa calcarea en el intervalo de temperaturas entre 20 y 100°C.

3.5. Determinacion experimental del calor especific o (Cp,) por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC)

3.5.1. Materiales y métodos

La determinacion del C, también fue realizada utilizando Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC, TA Instruments, New Castle, Delaware, USA modelo Q100). En este
equipo se hicieron corridas de calentamiento a una velocidad de 10°C/min desde 10°C
hasta 100°C, con un periodo isotérmico inicial de 10 minutos a -50°C. La primera
corrida se realizé para obtener una linea de base, por lo que se utilizaron dos capsulas
vacias de igual peso. Luego se obtuvo el termograma correspondiente a un estandar
de zafiro. La tercera corrida se realizé con la muestra de carne de cangrejo cruda. El
procedimiento completo se realizé por triplicado, correspondiente a tres muestras
independientes. El equipo fue previamente calibrado y la temperatura corregida con un
estandar de agua bidestilada.

El calculo del C, se realiz6 segun la norma ASTM E1269 y segun McNaughton y
Mortimer (1975). EI mismo se obtiene a partir de las alturas L1 y L2, conociendo el
peso de la muestra (m2) y del zafiro (m1) y mediante la ecuacion representada en la

Figura 3.3.
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Figura 3.3 Representacion esquematica de las curvas obtenidas por DSC para el célculo
del calor especifico. Férmula para la obtencion del calor especifico del musculo de

cangrejo.

3.5.2. Resultados de la medicion del calor especifi  co por Calorimetria Diferencial

de Barrido

Los valores experimentales del calor especifico de la carne de cangrejo medido por
DSC se representan en la Figura 3.4 (linea discontinua). Los mismos se obtuvieron
aplicando la metodologia descripta anteriormente en la Seccién 3.5.1. Los valores de
C, experimentales fueron comparados con los obtenidos por las ecuaciones de Choi y
Okos (1986), que estan representados por la linea continua en la Figura 3.4. Se
observé una muy buena correlacion entre los valores de C, experimentales y los
predichos, en el rango de temperatura estudiado.

Es interesante notar que la curva de Cp obtenida por DSC, muestra varias inflexiones
leves que pueden ser atribuidas a la desnaturalizacion de las proteinas durante el
tratamiento térmico, teniendo en cuenta que el DSC es capaz de medir variaciones de
entalpia durante el desarrollo de la desnaturalizacion térmica. Sin embargo, debido a
los valores relativamente bajos de estos cambios de entalpia, las desviaciones en los

valores de C, no serian significativas para las aplicaciones en la simulacion de
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transferencia de calor. Hallazgos similares fueron reportados por Murphy y col. (1998)

para la carne de pollo.

3,86

3,82

3.78

Cp (kJikgK)

3,74

3,70 ' : '
0 20 40 60 80 100 120

Temperatura (*C)

Figura 3.4 Rango de valores del calor especifico (C ) de carne de cangrejo. Valores
experimentales medidos por DSC (linea punteada). Va lores predichos usando las

ecuaciones de Choi y Okos (1986) (linea llena).

3.6. Determinacion del coeficiente de transferencia caldrica (h)

En el proceso de calentamiento o enfriamiento, la transferencia de calor depende de
variables como la velocidad y las propiedades del fluido externo y la geometria del
alimento, entre otros pardmetros. Estos factores se consideran englobados en el
coeficiente de transferencia calérica en interfase (h, W/mZOC), el cual debe ser
introducido en el programa de simulacion numérica del proceso de calentamiento
(coccidn) de las pinzas y cuerpo de los cangrejos. Con el propésito de obtener los
valores de h se realizaron experimentos independientes utilizando prototipos de
geometria regular construidos en aluminio: esfera (6cm de diametro) y cilindro: (5cm
de didmetro y 5cm de altura), a los cuales se les insertaron termocuplas tipo K en su
centro geométrico. Una vez sumergidos los cuerpos de aluminio en los bafios
termostéticos a las diferentes temperaturas de calentamiento ensayadas, se
obtuvieron las curvas de temperatura en funcién del tiempo. Los coeficientes de

transferencia h se determinaron por el ajuste de las curvas predichas por el programa
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COMSOL Multiphysics a los datos experimentales de temperatura versus tiempo
obtenidos para la esfera y el cilindro de aluminio.

Los valores de h obtenidos oscilaron entre 750 y 850W/m?K. Estos valores fueron
luego introducidos en el modelo para simular el proceso de calentamiento de las

pinzas y cuerpo de cangrejo.

3.7. Resultados de la simulacion y modelado mateméat ico de la transferencia de

energia, utilizando un cédigo computacional en elem entos finitos (MEF)

Como ya se menciond, la Tabla 3.1 muestra las ecuaciones propuestas por Choi y
Okos (1986) para calcular las propiedades termofisicas (densidad, calor especifico y
conductividad térmica), de proteinas, grasas, carbohidratos, cenizas y agua como una
funcion de la temperatura. Con estas ecuaciones y el conocimiento de la composicién
quimica del tejido de cangrejo se calcularon las propiedades termofisicas del musculo
de cangrejo en funcién de la temperatura (Tabla 3.2).

Tanto los valores de las propiedades de la composicion termofisica del musculo de
cangrejo, como los de la capa calcarea que la recubre y los valores del coeficiente de
transferencia h se alimentaron al modelo numérico propuesto que se generd en el
programa COMSOL Multiphysics. Se resolvié en estado no estacionario la ecuacion
diferencial a derivadas parciales de conduccién de calor con condiciones de contorno
convectivas. En el caso del cuerpo, la geometria considerada fue irregular,
heterogénea y de revolucion.

Las secciones del sélido de revolucion que representa el cuerpo de cangrejo, se
obtuvieron a partir de fotografias del cefalotérax (Fig 3.2a). En todos los casos las
mallas fueron generadas en el programa COMSOL Multiphysics.

En la Figura 3.5 se muestra un ejemplo de la geometria computacional del cuerpo de
cangrejo con plano de simetria vertical, construido mediante la rotacién de la seccion
longitudinal alrededor del eje vertical (300°), que representa el cuerpo del cangrejo de

O. trimaculatus y la malla generada (731 elementos). La Figura 3.6 muestra un
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ejemplo de la malla de la seccion transversal eliptica (1071 elementos), que
representa una pinza de D. patagonicus; la misma geometria (con diferente tamafo)
se considero para las pinzas de O. trimaculatus (Fig 3.7). En las Figuras 3.5, 3.6 y 3.7
se observan también las curvas de penetracion térmica experimentales versus las
curvas simuladas numéricamente, realizadas en el cuerpo del cangrejo O. trimaculatus
y en el centro de las pinzas de D. patagonicus y O. trimaculatus para diferentes

temperaturas de calentamiento (100°, 90°, 80° y 70°C).

Tejido muscular

003"

Calcareo

120

100 -

0]
o
I

Temperatura (°C)
B D
o o

20 A

0 T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Tiempo (s)
Figura 3.5 Geometria computacional y malla generada correspondiente al cuerpo de O.
trimaculatus . Comparacion de los datos experimentales con la pr  ediccion de las curvas
de penetracion térmica a diferentes temperaturas de calentamiento. Azul: 100°C, Negro:
90°C, Verde: 80°C, Rojo: 70°C.
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Figura 3.7 Seccion transversal de la pinza y la mal la correspondiente a pinza de O.
trimaculatus . Comparacion de los datos experimentales con la pr  ediccion de las curvas
de penetracién térmica de las pinzas de  O. trimaculatus a diferentes temperaturas de
calentamiento. Azul: 100°C, Negro: 90°C, Verde: 80° C, Rojo: 70°C.
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Como uede observarse, el modelo propuesto en la simulacion numérica coincidio
satisfactoriamente con los datos tiempo-temperatura hallados experimentales para
todas las curvas. La raiz cuadrada del error porcentual medio (RMSPE%) entre las
temperaturas simuladas y experimentales, teniendo en cuenta todas las corridas, fue
menor a 4,2%, a través de lo cual se puede concluir que las predicciones del modelo

se consideran satisfactorias.

3.8. Determinacion de la cinética de desnaturalizac i6n de proteinas por

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

3.8.1. Materiales y métodos

Se utiliz6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, TA Instruments Q100, New Castle,
EE.UU.) para determinar la cinética de la desnaturalizacién de las proteinas
musculares. Se tomaron pequefias muestras de musculo fresco (aproximadamente
75mg) a partir de los cangrejos crudos. Estas muestras fueron tratadas térmicamente
en un bafio termostético con agua a temperaturas constantes de 60°C, 70°C, 80°C,
90°C y 100°C durante tiempos de inmersién que dependieron de la temperatura del
agua. Para 60°C, los tiempos de inmersidn oscilaron entre 15 segundos y 15 minutos,
mientras que a 100°C fueron de 2 a 40 segundos. Cada experimento se llevd a cabo
utilizando un minimo de 5 muestras de carne para cada especie de cangrejo. Se
inserté una termocupla Tipo K en el centro de cada muestra para asegurar que el
gradiente de temperatura sea despreciable. Posteriormente, el musculo crudo (control)
y las muestras tratadas térmicamente (que se sometieron previamente a diferentes
temperaturas y tiempos de calentamiento en un bafio termostatico) se colocaron en
capsulas de aluminio herméticamente selladas y se calentaron en el DSC entre 10°C y
100°C a una velocidad de 10°C/min. Cada corrida se realiz6 por triplicado para cuerpo
y pinzas de ambas especies. La metodologia adoptada para evaluar la
desnaturalizacion de las proteinas debida a la calefaccion se basé en los resultados

reportados de Martens y col. (1982). Estos autores explicaron que debido al desfasaje
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térmico en las muestras corridas en el DSC, por ejemplo a una velocidad de 10°C/min,
y agregado al hecho que la desnaturalizacion térmica de la proteina muscular es
irreversible, la proteina en un tejido de la carne puede ser desnhaturalizada a
temperaturas por debajo de los picos del DSC. Por lo tanto, es dificil leer datos
precisos de temperatura de desnaturalizacion directamente desde el termograma del
tejido crudo. Sin embargo, para una muestra que ha sido tratada térmicamente antes
del pasaje por el DSC, se observan picos cuyas areas son proporcionales a la
cantidad de proteina nativa que queda en la muestra después del primer tratamiento
térmico. Los porcentajes de proteina nativa que quedan después de cada tratamiento

térmico se obtuvieron de las areas bajo los picos de los termogramas.

3.8.2. Resultados de la cinética de desnaturalizaci On de proteinas por

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

De acuerdo con Burton y Robert (1972) y el Codex Alimentarius (1983), entre otros
autores, es necesario desnaturalizar las proteinas miofibrilares en el centro del cuerpo
y pinzas para obtener un desprendimiento adecuado de la carne de cangrejo del
exoesqueleto durante la extraccion manual ("Picking"). Por lo tanto, es importante,
desde el punto de vista tecnolégico, determinar la cinética de desnaturalizacion de las
proteinas miofibrilares debida al tratamiento térmico. Los termogramas obtenidos por
DSC del mdsculo de cangrejo crudo mostraron dos picos importantes; uno
correspondiente a la actina y el otro a la miosina, ambas proteinas miofibrilares. La
miosina es la proteina menos estable al calor, por lo tanto, las temperaturas de
desnaturalizacion térmica son menores que en el caso de la actina (Skipnes y col.
2008). Las entalpias de los picos endotérmicos de la actina y miosina disminuyeron
durante el tiempo de calentamiento. El efecto de la temperatura del agua del bafio
termostético (70°,80°,90°y 100°C) y el tiempo de calentamiento en la desnaturalizacién
de las proteinas miofibrilares se pudo observar a través de los gréaficos obtenidos por

el DSC. En la Figura 3.8 se muestran ejemplos de los termogramas del musculo de
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cangrejo después de tiempos de calentamiento especificados, a temperaturas del

agua de 70°C y 100°C.

Cortol Comtrol
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Figura 3.8 Termogramas obtenidos por DSC de las mue stras de muasculo de cangrejo
calentadas previamente en agua a: a) 70°C- con tiem pos de inmersién que oscilan entre
1 y 15 minutos. b) 100°C- con tiempos de inmersion gue oscilan entre 2 y 40 segundos.

Control es la muestra sin tratamiento térmico.

En la Tabla 3.3 se pueden observar los valores de las entalpias para la actina y
miosina a las diferentes temperaturas y tiempos de calefaccion de la muestra en el
DSC. Como entre ambas especies de cangrejos no se encontraron diferencias
significativas en las temperaturas maximas y las entalpias (ANOVA, P> 0,05), se

trabajé con sus valores medios.
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Tabla 3.3 Valores de temperaturas (T) y entalpias ( AH) para las diferentes temperaturas

de calentamiento a diferentes tiempos de exposicion en el bafio termostatico.

Termogramas 60°C

Tiempo(s) T1(°C) Area 1 AH(J/g) T2(°C) Area2 AH(J/g)
40 49,85 0,047+ 0,003 75,29 0,323+ 0,014
60 50,17 0,031+ 0,001 77,42 0,319+ 0,001
180 49,93 0,025+ 0,006 76,69 0,296+ 0,019
480 49,58 0,022+ 0,002 76,25 0,246+ 0,035
900 52,9 0,012+ 0,004 76,13 0,13+ 0,052

Termogramas 70°C

Tiempo(s) T1(°C) Area 1 AH(J/g) T2(°C) Area 2 AH(J/g)

30 48,86 0,077+ 0,004 76,64 0,306+ 0,029
60 48,86 0,048+ 0,002 76,71 0,275+ 0,046
120 49 0,031+ 0,002 77,29 0,243+ 0,007
180 49,01 0,027+ 0,002 77,33 0,156+ 0,019
300 49,36 0,019+ 0,002 79,65 0,114+ 0,008
600 49,7 0,013+ 0,001 80,13 0,035+ 0,042
900

Termogramas 80°C

Tiempo(s) T1(°C) Area 1 AH(J/g) T2(°C) Area 2 AH(J/g)
15 49,21 0,046+ 0,009 77,02 0,246+ 0,032
40 49,51 0,027+ 0,005 77,19 0,223+ 0,025
60 48,5 0,021+ 0,004
120 49,17 0,008+ 0,000

Termogramas 90°C

Tiempo(s) T1(°C) Area 1 AH(J/g) T2(°C) Area 2 AH(J/g)
5 49,21 0,030+ 0,003 76,77 0,296+ 0,015
10 50,41 0,020+ 0,002 77,3 0,089+ 0,000
30 - - - -
45
Termogramas 100°C
Tiempo(s) T1(°C) Area 1 AH(J/g) T2(°C) Area 2 AH(J/g)
2 49,44 0,040+ 0,003 75,77 0,254+ 0,074
5 49,09 0,019+ 0,008 76,99 0,066+ 0,029
15 - B - B
40 - B - B

Para el masculo sin tratamiento térmico las temperaturas maximas y las entalpias
resultaron: Tmax;= 49,02 + 0,41°C; AH;= 0,12 + 0,01J/g correspondientes a la miosina
y Tmax,= 77,47 + 0.63°C; AH,= 0,46 + 0,09J/g a la actina. Picos similares se han

observado en termogramas de DSC de varios productos marinos (Paredi y col 1998;
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Rattanasatheirn y col. 2008; Benjakul y Sutthipan, 2009). Los valores de entalpias
reportados por Benjakul y Sutthipan (2009) para el cangrejo Scylla serrata fueron
0,40J/g y 0,17J/g para actina y miosina respectivamente, valores similares a los

obtenidos en este trabajo.

3.9. Acoplamiento del modelo de transferencia de en  ergia con la cinética de

desnaturalizacion proteica
3.9.1. Modelado matematico
Considerando que la proteina nativa (P) se desnaturaliza por tratamiento térmico,

siguiendo una cinética de primer orden a temperatura T= cte, se propone:

dP L
——— =KP : con condicién inicial P=Po at=0 (3.12)

dt
donde P representa la concentracion de proteina nativa (no desnaturalizada), k es la
constante cinética de desnaturalizacion proteica a una dada temperatura y Po es la
concentracion inicial de proteina nativa.

Integrando la ecuacion resulta:
P

In —= =kt 3.13
P (3.13)

Cuando el tejido muscular se somete a tratamiento térmico en el bafio termostético la
proteina se desnaturaliza. Luego, al analizar esa muestra en el DSC, el area bajo el
termograma representa la energia puesta en juego para desnaturalizar la proteina que
ha permanecido en su estado nativo después del tratamiento térmico.

La relacion Po/P en un ensayo de DSC esta representada por la relacion de entalpias
AHo/AH. Los valores de AHo corresponden al &rea inicial bajo la curva de una proteina
dada y AH al area bajo dicho pico obtenida con muestras calentadas previamente en
agua. Representando entonces el In(AHo/AH) versus el tiempo se obtuvieron las

constantes cinéticas a distintas temperaturas de calentamiento.
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En funcion de los datos obtenidos de los termogramas (resultados Tabla 3.3) se pudo
relacionar la temperatura con la constante cinética de la reaccion de desnaturalizacion

de las proteinas, aplicando la ecuacion de Arrhenius:
k =k, exp(-Ea/RT) (3.19)

siendo k la constante cinética del proceso de desnaturalizacion, k, el factor pre-
exponencial, Ea la energia de activacion, R la constante universal de los gases y T la
temperatura absoluta (K).

Se obtuvo la energia de activacion para la desnaturalizacion de cada sistema proteico
mediante el ajuste de regresiones lineales a los datos, de acuerdo con la ecuacion

expresada en forma logaritmica:
Ink =Ink, - Ea/RT (3.15)
La siguiente ecuacion permite calcular el grado de desnaturalizacion proteica

alcanzado en un punto del sistema, teniendo en cuenta la historia térmica, a través de

la incorporacion de la informacion de la variacion de la temperatura en funcion del

tiempo T(t):
dP
- E =k, exp(-Ea/RT(1))P (3.16)

Integrando la Ecuacion 3.16 y reordenando los términos resulta:

- j dFP =k, j exp(-Ea/RT(t))dt (3.17)

2.303l0g [%} = ko [ exp(~Ea/RT())d t (3.18)

La historia térmica en cada punto puede incorporarse en la forma discretizada de la

ecuacion (3.18) resultando:

2.303log (%j = ko Z exp(-Ea/RT(ti)) Ati (3.19)

i=1
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Siendo T(ti) la temperatura media alcanzada por el punto para el intervalo de tiempo
Ati. Esta ecuacion permiti6 obtener el grado de desnaturalizacién alcanzado por los
sistemas proteicos en distintos puntos del tejido sometido a tratamiento térmico,
considerando los datos de las energias de activacion (Ea), y los valores de Po

(proteina inicial, J/g).

3.9.2. Resultados del acoplamiento del modelo de tr  ansferencia de energia con la

cinética de desnaturalizacion proteica

Los valores de AHo corresponden al area inicial bajo la curva de una proteina dada
mientras que AH son las areas bajo dicho pico obtenida con muestras calentadas
previamente en agua. Por lo tanto, representando In(AHo/AH) = (In P/Po) versus el
tiempo para cada proteina (Fig 3.9) se obtuvieron las constantes cinéticas a distintas
temperaturas de calentamiento. Las mismas se reportan en la Tabla 3.4.

En funcién de los datos obtenidos en los termogramas se pudo relacionar la
temperatura con la constante cinética de la reaccion de desnaturalizacion de las
proteinas aplicando la ecuacion de Arrhenius (Ec. 3.14). Se obtuvo la energia de
activacion para la desnaturalizacion de cada sistema proteico de acuerdo con la
ecuacion logaritmica (Ec. 3.15). En la Figura 3.10 se observa gréficamente la curva
donde se relaciona la constante cinética de desnaturalizacion (In(k)) y la temperatura
(1/K) para la actina y la miosina. La Tabla 3.5 muestra los valores de energia de
activacion y el factor preexponencial obtenidos a partir de las curvas de la Figura 3.10.
Las energias de activacion calculadas fueron 145,70kJ/mol para la miosina y
156,42kJ/mol para la actina. Valores similares de Ea fueron reportados por Yoon
(2004) para Alaskan Pollock y Pacific Whiting. Estos valores de Ea son inferiores a los
observados para musculos de especies bovinas (Martens y col. 1982; Wagner y Afion,

1985; Bertola y col. 1994).
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Ln(P/Po)

10 12

14 16

Tiempo (min)

Ln(P/Po)

h

Figura 3.9 Regresiones lineales para obtener las co
(min'l) de la desnaturalizacion de las proteinas a difere

100°C, Rojo: 90°C, Azul: 80°C, Verde: 70°C y Negro:

Tabla 3.4 Constantes cinéticas de Actina y Miosina

obtenidas de la Figura 3.9.

10

12

14

16

Tiempo [min)

nstantes cinéticas de primer orden k

60°C. a) Actina, b) Miosina.

ntes temperaturas. Naranja:

a las diferentes temperaturas,

Actina Miosina
Temperatura Temperatura
(°C) (K) 1/T(K) k In(k) k In(k)
60 333 0,00300 0,06 -2,63 0,11 -2,25
70 343 0,00292 0,26 -1,39 0,37 -0,98
80 353 0,00283 1,16 0,14 1,68 0,52
90 363 0,00275 7,84 2,19 11,38 2,43
100 373 0,00268 22,65 3,16 21,33 3,06
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In(k)

-4 T T
0,0026 0,0028 0,0030

UT(K)

Figura 3.10 Lineas de regresion para obtener las en ergias de activacion (Ea) de la
ecuacion de Arrhenius, para la desnaturalizacion t¢ ~ rmica de la miosina (linea punteada) y

actina (linea continua) en el musculo del cangrejo.

Tabla 3.5 Valores de la energia de activacion y del  factor preexponencial obtenidos a

partir de las curvas de la Figura 3.10.

Ea
Proteina Ln(ko) (kJ/mol) R’
Actina 53,68 156,42 0,99
Miosina 50,29 145,703 0,98

La Ecuacion 3.18 permite calcular el grado de desnaturalizacion proteica alcanzado en
un punto del sistema teniendo en cuenta la historia térmica de la pieza, a través de la
incorporacién de la informacion de la variacion de la temperatura en funcién del tiempo
La historia térmica en cada punto puede incorporarse en forma discretizada en la
ecuacion 3.19, donde T(ti) es la temperatura media alcanzada en el punto para el
tiempo ti, y At el intervalo de tiempo seleccionado para la discretizacion. Esta ecuacion
permitié obtener el grado de desnaturalizacion alcanzado por los sistemas proteicos en
distintos puntos del tejido sometidos a tratamiento térmico.

Para determinar el grado de desnaturalizacion alcanzado por las proteinas
miofibrilares se usaron las curvas experimentales de penetracion térmica presentadas
en la Figura 3.2, asi como las Ea de cada sistema proteico; se utiliz6 la Ecuacién 3.19
y se expreso el porcentaje de desnaturalizacion de las proteinas como 1-(P/Po)x100.
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De esta manera se calcularon los porcentajes de desnaturalizacién proteica
alcanzados por el cuerpo y pinzas a diferentes tiempos de proceso y para las distintas
temperaturas de calentamiento ensayadas.

La Tabla 3.6 muestra, a modo de ejemplo, los porcentajes de actina y miosina
desnaturalizada a lo largo del tratamiento térmico (para un intervalo de tiempo At=30s)
para las diferentes secciones de los crustaceos.

Los resultados indican que, para tiempos de tratamiento equivalentes, el porcentaje de
miosina desnaturalizada fue superior a los de la actina. La desnaturalizacion de las
proteinas miofibrilares en solucién con calor, generalmente resulta en la formacion de
un gel. La miosina es la Unica proteina, en este sistema, que forma geles en
soluciones a muy bajas concentraciones; sin embargo, si la actina esta presente en la
matriz, se obtiene un gel mucho mas firme (Tornberg, 2005). Los picos de proteinas
miofibrilares de las curvas endotérmicas disminuyeron mas rapidamente al aumentar
la temperatura. Todos los picos desaparecieron en las muestras tratadas a 70°C
durante 10 minutos y solo fueron necesarios 20 segundos a 100°C para alcanzar la
misma condicion. Un comportamiento similar fue observado por Skipnes y col. (2008)
en el analisis de la cinética de la desnaturalizacién de las proteinas en el bacalao del
Atlantico (Gadus morhua), reportando que las muestras calentadas mas de 10 minutos
a 68°C fueron totalmente desnaturalizadas.

Como se puede observar en la Tabla 3.6, después de 5 minutos de calentamiento a
100°C, la miosina fue totalmente desnaturalizada en el punto mas frio en las pinzas de
gran tamafio (D. patagonicus), mientras que la actina solo se desnaturalizé en un
76,97%; la desnaturalizacion total de ambas proteinas se logré después de 8 minutos.
Sin embargo, para las pinzas de O. trimaculatus, al ser méas pequefias, la
desnaturalizacion total de las proteinas miofibrilares a 100°C se alcanz6 a los 5

minutos de calentamiento.
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Tabla 3.6 Porcentaje de actina y miosina desnatural  izada en pinzas pequefias, grandes y

cuerpo para distintos tiempos de calentamiento ala s temperaturas ensayadas.

% de actina desnaturalizada % de miosina desnaturalizada

Cuerpo Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Tiempo (min) | 70°C | 80°C | 90°C | 100°C | 70°C | 8Q0°C | 90°C | 100°C
1 0 0 0 0| 0,08 0,12| 0,12 0,06
2 0,03 0,06 0,12 0,01 1,29 2,33| 4,05 0,28
3 0,30 0,74 1,79 05| 9,76 21,23 | 42,09 14,90
4 1,44 4,16 | 11,38 14,37 | 36,45 71,15| 96,35 98,36
5 4,45 13,93| 37,66 73,8 | 74,08 98,39 | 99,99 100
6 10,29 32,09 72,81 99,28 | 95,47 99,99 100 100
7 19,21 55,22 | 94,14 99,99 99,73 99,99 100 100
8 30,53 75,89 | 99,46 100 | 99,99 100 100 100

Pinza
Ovalipes Temperatura (°C) Temperatura (°C)

trimaculatus

Tiempo (min) | 70°C 80°C 90°C 100°C | 70°C | 80°C 90°C 100°C
1 0 0,00 0 0,03| 0,11 0,15| 0,19 0,15
2 0,06 0,14 0,63 3,86 4,04 8,27 | 16,52 63,27
3 0,13 2,37| 13,46 4477 36,9 71,68 | 96,87 99,99
4 1,67 12,89 | 61,12 97,99 | 88,17 99,86 | 99,99 100
5 8,09 35,07 | 95,76 99,99 | 99,72 99,99 100 100
6 21,65 61,20 99,93 100 | 99,99 100 100 100
7 40,14 81,21 (100,00 100 | 99,99 100 100 100
8 58,52 92,31 100,00 100 100 100 100 100

Pinza
Danielethus Temperatura (°C) Temperatura (°C)

patagonicus

Tiempo (min) 70°C | 80°C | 90°C | 100°C | 70°C | 80°C | 9Q°C 100°C
1 0,00| 0,00 0,00 0,01] 0,19 0,21| 0,23 0,26
2 0,01 0,03 0,11 0,18 1,55 2,35| 3,59 5,35
3 0,05| 0,07 1,52 3,13| 9,63| 18,95| 34,42 56,63
4 0,33| 0,72| 10,71 25,04| 36,37| 67,94| 93,89 99,88
5 1,61 4,24| 39,92 76,97 | 76,10 98,29| 99,99 100
6 529| 15,29| 82,57 99,23 96,96| 99,99 100 100
I 12,94| 36,7| 97,89 99,99 | 99,91 100 100 100
8 24,92| 62,85| 99,93 100| 99,99 100 100 100
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3.10. Determinacion de las condiciones de tiempo vy temperatura de
calentamiento para una adecuada separacion de la ca rne de cangrejo de la capa

calcarea en pinzas.

En general, para determinar las condiciones mas adecuadas de la separacion de la
carne de cangrejo de la capa calcarea se toma como referencia la temperatura de
calentamiento a 100°C, ya que es la més utilizada industrialmente para la coccidén de
crustaceos en agua (Burton y Robert, 1972; Edwards y Early, 1976); temperaturas por
debajo de los 80°C necesitan tiempos de calentamiento prolongados (Fig 3.11), lo cual
implica mayor tiempo de proceso y mayor gasto de energia. En la Figura 3.11 se
muestra un ejemplo de aplicacion practica industrial basado en los resultados
obtenidos, donde los datos de desnaturalizacion de la proteina, expresados en la
Tabla 3.6, se correlacionaron con condiciones empiricas adecuadas para el
desprendimiento de la carne de cangrejo del exoesqueleto (procedimiento de
extraccion manual llevado a cabo a el Laboratorio Tecnolégico de Bioquimica del
CENPAT).

La zona sombreada en la figura muestra el tiempo de calentamiento recomendado a
diferentes temperaturas del agua para lograr un desprendimiento adecuado de la
carne de cangrejo de la capa calcarea, para pinzas de D. patagonicus y O.
trimaculatus. Por debajo de la curva, el desprendimiento se hace dificil debido a un
tratamiento térmico insuficiente, que se correlaciona con los termogramas del DSC
donde se observa que las proteinas miofibrilares no estdn totalmente
desnaturalizadas. Este tipo de informacion puede ser util a nivel industrial con el fin de

optimizar el tratamiento térmico de los cangrejos.
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Figura 3.11 Condiciones de tiempo y temperatura de calentamiento para una adecuada
separacion de la carne de cangrejo de la capa calcA rea en pinzas. La zona sombreada
representa las condiciones recomendadas.

3.11. Sintesis del Capitulo
La simulacion computacional de la transferencia térmica se realizd resolviendo en

estado no estacionario la ecuacion diferencial a derivadas parciales de la conduccion

de calor con condiciones de contorno convectivas, utilizando el método de elementos
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finitos con el programa Comsol Multiphysics. Se ha considerando en todos los casos
(pinzas y cuerpo) la presencia de una capa calcarea externa al musculo.

Paralelamente, empleando Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), se observaron
dos picos cuyas temperaturas maximas y entalpias fueron: T;.q=49,02°C; AH;=
0,12J/g (miosina) y Tmaxx=77,47°C; AH,=0,22J/g (actina); de igual manera se
determinaron y analizaron los termogramas para las distintas condiciones ensayadas.
Las energias de activacion resultaron 145,70kJ/mol para la miosina y 156,42kJ/mol
para la actina. Acoplando la cinética de desnaturalizacién proteica, las energias de
activacion y las curvas de penetracion térmica se pudo correlacionar el grado de
desnaturalizacion alcanzado por las proteinas miofibrilares en el proceso de
calentamiento con las condiciones que permitieron separar el muasculo del
exoesqueleto. De los resultados obtenidos se derivd un ejemplo practico de aplicacion
industrial, presentado en un diagrama, en donde se pueden obtener los tiempos y
temperaturas de calefacciébn adecuadas para la separacion de la carne de la capa
calcarea en las pinzas de los cangrejos D. patagonicus y O. trimaculatus. Dicha
informacion es de suma importancia en el proceso industrial para la obtencion de
carne de cangrejo ya que, un tratamiento térmico insuficiente dificulta el
desprendimiento de la carne del exoesqueleto. Sin embargo, la exposiciébn a altas
temperaturas de calentamiento puede dar lugar a la deshidratacién del producto,
produciendo un menor rendimiento de carne, el deterioro de la textura, la generacién
de compuestos de amonio que otorgan olores desagradables, o la produccion de
reacciones de Maillard que reducen el valor nutricional de los alimentos. Por lo tanto,
debido a que la optimizacion del tratamiento térmico es de gran importancia, la
simulacion numérica, junto con la informacién sobre la desnaturalizacion de las
proteinas, pueden contribuir a establecer las condiciones adecuadas para la

transformacioén industrial de la carne de cangrejo.
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Capitulo 4

Determinacién del Rendimiento y Caracterizacion de la
Carne Cocida

4. Introduccion

La evaluacion de la rentabilidad econémica de la elaboracion de productos a partir de
recursos marinos depende en gran medida del rendimiento en carne que puede
obtenerse de cada individuo (Zugarramurdi y col. 2003). Para los cangrejos el
rendimiento puede variar segun la especie, época del afio, la talla y sexo del individuo,
como asi también del método y tecnologia empleada para la extraccion de su carne
(Gates y col. 1993; Cifuentes y Quiiinao, 2000; De-Wei Chen y col. 2007; Barrento y
col. 2009). Dado que en la mayor parte de las especies de cangrejos explotadas
comercialmente las tallas de los machos exceden ampliamente la de las hembras, y
gue se trata generalmente de especies poliginicas en las que cada macho es capaz de
aparearse con numerosas hembras, las pesquerias son dirigidas generalmente a la
captura exclusiva de machos (Goshima y col. 2000; Carver y col. 2005; Leal y col.
2008). Normalmente, la carne de cangrejo se separa, por un lado, en pinzas y patas, y
por el otro, en la carne proveniente del cuerpo. Por lo general, la carne de la pinza
tiene el valor mas alto, ya que se produce en grandes trozos con mejor color y sabor y
no necesita un proceso manual adicional. La carne extraida del cuerpo (pulpa) se
utiliza para la elaboracion de productos a base de carne de cangrejo (Trenholm, 1998);
la misma es preparada en forma manual, es dificil de remover y posee una gran
incidencia de restos de cartilagos o caparazon, si no es procesada en forma correcta y
cuidadosa (Trenholm, 1998). Si bien existen métodos alternativos a la extraccion
manual, como se menciond en el Capitulo 1, el personal capacitado alcanza mayores
rendimientos y realiza al mismo tiempo la limpieza y clasificacién de la materia prima.
Datos reportados para jaibas (Callinectes sp.) estiman que, en promedio, cada
operario puede procesar 100kg de materia prima entera al dia. El volumen de
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produccion es considerado a partir de que cada 8kg de jaiba entera se produce 1kg de
pulpa (Reyes Canino y col. 2003). Los sistemas de calentamiento mas utilizados por la
industria de estos crustaceos son la coccion a vapor o agua en ebullicién, siendo este
ualtimo el preferido por las plantas procesadoras dado el menor costo de equipamiento
y la obtencién de un mayor rendimiento en carne (Moody, 1982; Gates y Parker, 1992;
Gates y col. 1993). Sin embargo, algunos autores sostienen que la coccion al vapor
conserva mejor determinadas propiedades organolépticas, como el aroma,
caracteristico de estas especies (Ward y col. 1983; Chung, 1997). Independientemente
del método utilizado, es importante que la exposicion al calor no sea excesiva debido a
que puede provocar la deshidratacién del producto, generando menores rendimientos,
como también el deterioro de la textura o la produccién de compuestos nitrogenados
no deseados (Quitral-Robles, 2003; Baxter y Skonberg, 2007, 2008). Estos parametros
seran funcion de la materia prima de partida (Capitulo 2) y de los tiempos y
caracteristicas de los métodos de calentamiento utilizados para la extraccion de la
carne.

El presente capitulo estd orientado a: a) Conocer el rendimiento en carne de cada
especie de cangrejo en funcidn del sexo del individuo, método de calentamiento y
seccion del cuerpo de la cual es extraida la carne; b) Conocer las caracteristicas
fisicoquimicas de los cangrejos Ovalipes trimaculatus y Danielethus patagonicus luego
de ser sometidos a dos diferentes formas de calentamiento, agua en ebulliciéon (segun

lo recomendado en el Capitulo 3) y calentamiento por vapor.

4.1. Preparacion y acondicionamiento de la materia  prima

4.1.1. Método de medicion

Se recolectaron ejemplares de machos y hembras de cangrejos D. patagonicus (DP) y
O.trimaculatus (OT) en las costas del golfo Nuevo. Los cangrejos de DP fueron

capturados con trampas cebadas, y los ejemplares de OT recolectados por buceo
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autonomo. Los mismos se trasladaron vivos hasta las instalaciones del CENPAT
donde fueron pesados, medidos y acondicionados para su posterior procesamiento.

Una vez en el laboratorio, los cangrejos fueron clasificados segun lo descripto en el
Capitulo 2, Seccion 2.1. Al mismo tiempo se registraron el peso fresco total (PF) y el
peso de los quelipedos (PQ), pieza que resulta de cortar manualmente el cuerpo a la
altura de la articulacion de las coxas. Ademas, se registro el peso de ambas pinzas
(dactilo y manus) (PPi), que resultan de cortar al quelipedo a la altura de la articulacion
del meropodito. Dichos pasos se pueden observar en la Figura 3.1 del Capitulo 3. Los
individuos fueron ordenados segun el sexo basandose en la observacion visual del
ancho del abdomen. Luego de seccionar el ejemplar en cuerpo y pinzas, se eliminaron
del cuerpo, el caparazén y la masa visceral. Una vez clasificados, medidos vy
seccionados, los ejemplares de ambas especies fueron tratados térmicamente por
ebulliciobn en agua durante 8-10 minutos para pinzas de D. patagonicus, durante 4-6
minutos para pinzas de O. trimaculatus y 8 minutos para los cuerpos de ambas
especies. Por otro lado, se calentaron muestras de ejemplares machos de ambas
especies con vapor a presién en un autoclave de 105 litros de capacidad durante 3
minutos después de alcanzar los 110°C (Edwards y Early, 1976; Ward y col. 1983).
Luego de la coccion, los cangrejos fueron sumergidos en agua-hielo para detener el
proceso de calentamiento y facilitar el desprendimiento de la carne del exoesqueleto.
Una vez cocidos y refrigerados se determind el rendimiento en carne por: sexo,
método de coccidn y partes del cuerpo. El mismo se calculé porcentualmente como
carne extraida sobre el peso total del individuo (PF). La carne fue separada del
exoesqueleto en forma manual, usando una espatula y una cuchara pequefia de acero
inoxidable. En funcién del sector del cuerpo del cangrejo de donde fue extraida la
carne se la clasificé en las siguientes categorias (Fig 4.1): 1) "Jumbo"- correspondiente
a la carne del muasculo de la zona del cuerpo (cefalotérax) que constituyen las
inserciones musculares de las patas traseras, 2) "Flake"- correspondiente a la carne
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del musculo de la zona del cuerpo (cefalotérax) que constituyen las inserciones
musculares de las demés patas caminadoras, 3) "Arm” o “Mero”- el musculo del mero

y carpo del quelipedo y 4) “Pinza”- el masculo del manus y dactilo del quelipedo.

S S
L

e ﬁ

Figura 4.1 Cuerpo de O. trimaculatus (arriba): 1- “Jumbo”, 2- “Flakes”. Quelipedo de

D. patagonicus (abajo): 3- “Mero 0 Arm”, 4- Pinza.

La carne de las quelas (Mero y Pinzas) se extrajo rompiendo el exoesqueleto con una
maéquina de trituracion manual, similar a un rompenueces. Para la extraccion de la
carne de cefalotérax (“Jumbo” y “Flake”), primero se cortd el cuerpo en dos mitades
iguales y luego se extrajo la carne del “Jumbo” utilizando una cuchara pequefia de
acero inoxidable. Esta seccion corresponde a la mayor masa de carne del cuerpo (Fig
4.2). Una vez extraida la carne tipo “Jumbo”, se realizd un corte longitudinal a la altura
media del cuerpo para extraer las fibras musculares tipo “Flake” (Fig 4.2). Para cada

seccion de carne extraida se registré su peso.
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Figura 4.2 Cortes para la obtencién de carne de can  grejo del cuerpo (“Jumbo” y “Flake™).
Primer corte extraccion de carne tipo “Jumbo”, segu ndo corte extraccion de carne tipo
“Flake”.

4.1.2. Andlisis estadisticos

Las medias y las desviaciones estandar de los datos se calcularon con las funciones
estadisticas de la planilla de calculo de Microsoft Office Excel (version 2007). Las
regresiones y lineas de tendencia de las curvas también fueron calculadas con este
programa. Para el andlisis estadistico comparativo de los datos se usaron: para disefio
de datos paramétricos, un analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del
95%; para los valores de los datos no parametritos se utiliz6 una prueba paralela,
Mann-Whitney (Prueba U), al mismo nivel de confianza. Las pruebas se realizaron con

el programa de estadistica STATISTICA 8.0,(Statsoft Inc, version 2007).

4.2. Rendimiento por sexo y especie
4.2.1. Métodos de medicién
Se procesaron machos y hembras maduros de ambas especies, a los cuales se les

registraron sus pesos y medidas y se los clasific6 segun su estadio de muda (Seccion
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2.1, Capitulo 2). Los ejemplares de ambas especies y sexos fueron calentados por
agua en ebullicion y posteriormente refrigerados segun lo descripto en la Seccién 4.1
del presente Capitulo. El rendimiento por sexo se determin6 en funcion de la carne
total extraida, incluyendo todas las secciones del cuerpo. El mismo se calculé como:

[(Carne total extraida (CTE, g) / peso fresco del individuo (PF, g)) x100].

4.2.2. Resultados del rendimiento de cangrejos por Sexo y especie

Para los machos y hembras de D. patagonicus cocidos en agua a ebullicion, la
cantidad de carne extraida (CTE) aumentd con el aumento de la talla, es decir, a
mayor tamafio del ejemplar mayor cantidad de carne es extraida. La cantidad de carne
extraida para machos fue significativamente mayor que para las hembras de igual talla
(ANOVA, P<0,05) (Fig 4.3a). Para el rango de tallas estudiado, el rendimiento
porcentual en carne se mantuvo constante (Fig 4.3b). El rendimiento fue
significativamente menor en las hembras que en los machos (Prueba U de Mann y
Whithney, P<0,05), observandose que el rendimiento de las hembras no supero
valores del 15% (Fig 4.3b).

Al igual que D. patagonicus, para machos y hembras de O.trimaculatus calentados en
agua a ebullicion, la cantidad de carne extraida (CTE) aumentd con el aumento de la
talla (Fig 4.4a). El rendimiento porcentual, para el mismo rango de tallas estudiados,
no mostrd diferencias significativas entre sexos (ANOVA, P> 0,05) (Fig 4.4b). Se
puede observar que a partir de una determinada talla de ancho de caparazén
(AC>95mm), los rendimientos fueron significativamente mayores en los machos que
en las hembras, y otros machos de tallas menores a la mencionada (Prueba U de

Mann y Whithney, P< 0,05) (Fig 4.4b).

110 de 244
J.B.DIMA



150

a
100 4 ]
=
W o
50 ' sl .
. .. l&_}‘_, o
L R g Lk
oty &
ﬂ T T
50 100 150
AC (mm)
26
b i ! = ,
& F "
g & L i L =
r 15 T . * . |
- = -
i & WM
P
% s
-3 T T
50 100 150
AC (mmj

Figura 4.3 a) Relacién carne total extraida (CTE) d e D. patagonicus sobre la talla del
ejemplar (AC). b) Rendimiento porcentual de la carn e extraida en funcién de la talla (AC).
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Figura 4.4 a) Relacién carne total extraida (CTE) d e O. trimaculatus sobre la talla del
ejemplar (AC). b) Rendimiento porcentual de la carn e extraida en funcién de la talla (AC).

Machos (Azul), Hembras (Rojo).
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Los rendimientos en carne fueron mayores para la especie O.trimaculatus, superando
valores del 30%, mientras que para D. patagonicus no llegaron al 25% de rendimiento.
Debe considerarse que D. patagonicus posee un exoesqueleto grueso, fuertemente
calcificado y pesado, lo cual reduce el valor estimado de rendimiento en carne para
una talla determinada. Esta caracteristica es compartida por otras especies
emparentadas, pertenecientes también a los llamados “Stone Crabs”, como el
Menippe nodifrons (Oshiro y col. 1999). Por otro lado, los portinidos presentan
generalmente exoesqueletos menos calcificados, mas delgados y livianos, lo que
resulta en un mayor rendimiento porcentual en carne en relacion al peso total
(Edwards y Early, 1976; Sumpton, 1990). Estimaciones previas realizadas sobre otras
especies de braquiuros comerciales muestran que los rendimientos (peso de carne
extraida / peso fresco del animal x 100) varian aproximadamente entre el 18 y 39%
(Edwards y Early, 1976; Cifuentes y Quifiinao, 2000; Yomar-Hattori y col. 2006), rango en
el que se encuentran los ejemplares estudiados.

A partir del advenimiento de la madurez sexual de la mayoria de los braquiuros
comerciales las quelas de los machos adquieren mayor tamafio que las de las
hembras de igual talla (Carsen y col 1996; Leal y col 2008; Siam Lahera, 2011). Por
otro lado, la tasa de crecimiento corporal de las hembras disminuye en relacion a la de
los machos, alcanzando éstas menores tallas maximas (Goshima y col. 2000; Carver y
col. 2005; Leal y col. 2008). Como consecuencia, el rendimiento en carne suele diferir
entre sexos (Ogawa y col. 1973; Oshiro y col. 1999; Yomar-Hattori y col. 2006), como
se observé en el presente estudio. En el caso particular de los machos de D.
patagonicus, el dimorfismo sexual de las quelas resulta muy marcado en relacién a las
hembras (Leal y col. 2008), lo cual se ve reflejado en la gran diferencia de
rendimientos. En el caso de O. trimaculatus, el rendimiento en carne no presento
diferencias significativas entre sexos, sin embargo, los machos alcanzan mayores
tallas maximas que las hembras, lo cual resulta también en un incentivo adicional para
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que la industria demande la provision exclusiva de machos para su procesamiento.
Los resultados de los rendimientos reportados en el presente capitulo, refuerzan la
idea de que las pesquerias de braquiuros comerciales estén generalmente dirigidas a
la captura exclusiva de machos (Smith y Jamieson 1991; Solano 2006; Carver y col.
2005). En el caso particular de D. patagonicus, esta estrategia de explotacion no sélo
favoreceria la sustentabilidad de la especie desde el punto de vista biolégico, sino que
ademas resultaria eficiente en términos de rendimiento en la conversion de materia

prima a producto, dada la gran diferencia existente entre las hembras y los machos.

4.3. Rendimiento por método de coccion

4.3.1. Métodos de medicion

Por lo discutido en la Seccién 4.2 del presente Capitulo, para el estudio de
rendimientos por método de coccion so6lo se usaron ejemplares machos. Los
ejemplares machos de cangrejo de ambas especies fueron tratados térmicamente en
agua en ebulliciébn y con presion de vapor segun la metodologia descripta en la

Seccibn 4.1. El rendimiento se calculé segun lo expresado en la Seccion 4.2.

4.3.2. Resultados de los rendimientos por método de coccion

Como se menciond, el rendimiento de los ejemplares varia con la época del afio,
periodo de copula, tipo de muda, la talla, como asi también del método y tecnologia
empleada para la extraccion de su carne (Gate y col. 1993; Cifuentes y Quifiinao,
2000, De-Wei Chen y col. 2007; Barrento y col. 2009). Tanto en machos de D.
patagonicus como de O. trimaculatus, no se encontraron diferencias significativas
entre los métodos de calentamiento empleados (Prueba U Mann y Whithney, P> 0,05)
(Fig. 4.5). Sin embargo, en ejemplares de O. trimaculatus los cangrejos cocidos con
vapor superan por poco el 20% de rendimiento, inclusive en tallas grandes, mientras
gue para la coccion por ebullicion algunos ejemplares alcanzan mas del 30% del
rendimiento total (Fig. 4.5a). Para D. patagonicus esta diferencia no es tan marcada,
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sin bien en la mayoria de los casos, se reportan valores mayores para cangrejos

cocidos por inmersién en agua que con vapor (Fig. 4.5b).
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Figura. 4.5 a) O. trimaculatus ; b) D. patagonicus . Carne total extraida, segun el método

de calentamiento empleado, versus la talla del ejem  plar (AC). Inmersion en agua (azul),
Vapor (verde).

La exposicion al calor excesivo y altas temperaturas puede dar lugar a la
deshidratacion de la carne, lo cual se asocia a una mayor pérdida de agua por
coccion, y se traduce en un menor rendimiento en carne (Quitral-Robles y col. 2003;
Baxter y Skonberg, 2007). Una de las caracteristicas de la coccion por inmersion es
que otorga mayor humedad al producto, produciendo una mayor retencién de agua por
parte de las fibras musculares y otorgando mayor rendimiento. (Moody, 1982;
Trenholm, 1998; Quitral-Robles y col. 2003). Sin bien en la coccion por vapor se

observaron tendencias a menores rendimientos que en el calentamiento en agua en
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ebullicion, tanto en D. patagonicus y O. trimaculatus, no hubo diferencias significativas
a un nivel de significacién del 5% (Prueba U Mann y Whithney, P> 0,5), encontrdndose
diferencias significativas a un nivel de significacién del 10% (Prueba U Mann y
Whithney, P< 0,1). Una de las razones de este resultado es el grado de dispersion de
los datos obtenidos. Esta dispersion es normal y puede deberse a los diferentes
factores bioldgicos internos o externos previamente mencionados; un ejemplo de ello
puede ser las épocas del afio en las que se realizé la captura, donde el ejemplar se
encuentra mas o menos alimentado o, si bien se utilizan ejemplares en etapa de muda
4 y 5, pueden existir mudas 4 tempranas, donde el caparazén se encuentra
recientemente calcificado o mudas 5 tardias, donde el ejemplar esta cercano a su
proxima muda.

La eleccién de un método de calentamiento sobre el otro, requiere de un conocimiento
profundo de las ventajas que ofrece la utilizacion de cada uno de ellos, el cual sera
particular para cada linea de procesamiento que se desee o pueda implementarse. En
este trabajo en particular, en relacion a los rendimientos obtenidos por método de
coccion, el calentamiento por vapor resulto mas desventajoso que el calentamiento por

inmersién en agua.

4.4. Rendimiento segun las partes del cuerpo

4.4.1. Métodos de medicion

Los ejemplares machos de ambas especies fueron tratados térmicamente en agua en
ebullicion y por vapor a presién segun la metodologia descripta en la Seccion 4.1 de
este Capitulo. Una vez cocidos y refrigerados se determiné el rendimiento en carne de
cada parte comercial del cuerpo del cangrejo. En funcién de las secciones del cuerpo
de la que fue extraida, la carne se la clasifico en cuatro categorias: "Jumbo"; "Flake";

"Arm (Mero)” y “Pinza” (Seccién 4.1, Fig 4.1).
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La carne de las quelas (“Mero o Arm” y Pinzas) y del cefalotorax (“Jumbo” y “Flake”) se
extrajeron segun lo explicado en la Seccién 4.1. El rendimiento se calcul6 como:

[(carne total extraida de cada seccion/ peso total del individuo) x100].

4.4.2. Resultados de rendimiento segun las partesd el cuerpo

En machos de cangrejos de D. Patagonicus el total de carne extraida de los
quelipedos (Pinza y Mero) fue significativamente mayor que la extraida del cuerpo
(“Jumbo” y “Flake”), (Prueba U de Mann y Whithney, P <0,05) (Fig 4.6). Los valores
medios de rendimiento por partes del cuerpo para DP fueron: 40,02% para las Pinzas
(manus-dactilo), 33,56% para el “Arm” (carpo-mero), 14,08% para “Jumbo” y 12,34%
para “Flake”. En machos de O. trimaculatus, se observé un patron marcadamente
diferente, la carne extraida de los quelipedos fue significativamente menor que la del
cuerpo (Prueba U de Mann y Whithney, P <0,05) (Fig 4.6). Los valores medios de
carne extraida por parte del cuerpo para OT fueron: 24,51%, 16,46%, 37,19% y

21,84% para Pinzas, “Arm”, “Jumbo” y “Flake”, respectivamente.

26%

T4%

59%,

D. patagonicus O.trimaculatus

Figura 4.6 Rendimiento porcentual en carne represen tado por los quelipedos y por el

cuerpo. Quelas (Azul), Cuerpo (Rojo).

Este estudio representa un aporte importante en la estrategia pesquera y de desarrollo
técnico que se puede emplear para cada especie en particular. La carne proveniente
de distintas secciones corporales (pinzas, “Jumbo”, “Flake”, patas) poseen valores
diferenciales en el mercado (Trenholm, 1998; Yomar-Hattori y col. 2006). Como ya se

menciono, generalmente la carne de las quelas tiene el valor mas alto, ya que se
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produce en grandes trozos con mejor color y sabor y no necesita un proceso manual
adicional, mientras que la carne extraida del cuerpo es mas dificil de remover y
presenta una gran incidencia de restos de cartilagos, si no se la manipula
correctamente. Esto se relaciona con lo discutido anteriormente, en cuanto a que los
ejemplares de DP poseen un exoesqueleto rigido y muy calcificado en relacion a los
ejemplares de OT, por lo cual la extraccion de carne del cuerpo, ademéas de ser
menor, es de dificultosa remocién. En el caso de OT ocurre lo contrario, las quelas son
mas pequefias y el cuerpo representa una fuente importante de carne para la
elaboracion de productos a base de pulpa de cangrejo. Asimismo, debido a que su
exoesqueleto es delgado, permite realizar cortes para una rapida extraccion de la
carne del cuerpo. Por estos motivos, el estudio de los rendimientos por secciones
corporales resulta indispensable para establecer el procesamiento de cada especie en
particular (Trenholm, 1998; Yomar-Hattori y col. 2006). Por otro lado, la evaluaciéon de
estos rendimientos puede determinar la estrategia de explotacion pesquera que sera

implementada.

4.5. Caracterizacion quimica del musculo cocido de cangrejo

4.5.1. Método de medicion

Las secciones de pinza y cuerpo de los cangrejos D. patagonicus y O. trimaculatus,
fueron tratadas térmicamente en agua hirviendo a 100°C. Las pinzas se calentaron
durante 8min y 5min para ejemplares de DP y OT respectivamente, y 8min para los
cuerpos de ambas especies. El tiempo se contd a partir de producido nuevamente el
hervor. Posteriormente, las piezas cocidas se sometieron a un enfriamiento rapido en
un recipiente de agua con hielo y se almacenaron refrigeradas a 4°C en heladera para
realizar los analisis bioquimicos correspondientes. Se determiné el contenido de
humedad, proteinas, lipidos, cenizas y carbohidratos empleando las técnicas

descriptas en la Seccion 2.2 del Capitulo 2.
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4.5.2. Resultados de la composicidn quimica del can grejo D. patagonicus Yy

O. trimaculatus calentado por inmersion en agua a 100°C

La Tabal 4.1 muestra los valores de la composicion quimica de cuerpo y pinzas de D.
patagonicus y O. trimaculatus luego del calentamiento por inmersion en agua a los
tiempos recomendados. Estos valores seran utilizados para la simulacion de los
procesos industriales posteriores, como la pasteurizacion y la congelacion, necesarias

para la obtencion del producto final.

Tabla 4.1 Valores de composicion proximal de la car  ne de cangrejo cocida.

*Valores expresados en peso himedo.

D. patagonicus O. trimaculatus
Componente (%) Pinza Cuerpo Pinza Cuerpo
Humedad 77,58+2,03|76,58+0,99 | 76,56+1,08 | 76,01+0,08
Proteinas 14,24+1,48 111,86+0,03 | 15,59+1,94 | 14,56+2,16
Lipidos 1,04+0,10 | 0,99+0,06 | 1,03+0,08 | 1,07+0,12
Cenizas 1,61+0,06 | 1,63+0,09 | 2,44+0,11 | 1,7040,11
Carbohidratos 5,53+0,08 | 8,94+0,10 | 4,3840,12 | 6,6640,12

4.6. Determinacion de pérdida de peso por coccion, oxidacion lipidica (TBA),
capacidad de retencion de agua (CRA), célculo de ba ses nitrogenadas volétiles

(NBV) y pH en carne de cangrejo calentada en aguay  a vapor

4.6.1. Métodos de medicién

Los ejemplares machos de ambas especies fueron tratados térmicamente en agua en
ebullicion y vapor a presidén segun la metodologia descripta en la Seccién 4.1. Una vez
cocidos y refrigerados, se determinaron los siguientes parametros:

Pérdida de peso por coccién (Drip Loss): se determiné por la diferencia entre el peso
crudo (peso inicial) y el peso luego de la coccién (peso final).

(Peso inicial — Peso final) x100 (4.2)
Peso inicial
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Oxidacion de lipidos: Para la determinacion del indice de oxidacion lipidica se utilizé la
técnica del acido tiobarbitdrico (TBA). La interaccién de especies reactivas al oxigeno,
con los lipidos insaturados de las biomembranas permite la formacién de
hidroperoxidos lipidicos como principales productos, asi como la de una serie de
productos secundarios, entre ellos el malondialdehido (MDA).

Entre la variedad de métodos analiticos desarrollados para determinar el dafio
oxidativo de los lipidos, el mas comunmente utilizado se basa en la reaccion del
malondialdehido con el acido 2-tiobarbiturico (TBA) para formar aductos cromdgenos y
fluorescentes de MDA-TBA muy estables y que se pueden -cuantificar por
espectrofotometria de absorcion visible.

La reaccion del MDA con el &cido tiobarbittrico es el método mas empleado como
indicador de peroxidacion lipidica y actividad de radicales libres en muestras
biologicas. Se trabajo con muestras crudas y cocidas. Se desmenuzaron 2g de carne
de cangrejo, se agregé 16ml de &cido tricloroacético al 12% y se agitd en bafio de
hielo durante ¥2 hora. Luego de la agitacion se filtré la mezcla en un tubo de ensayo y
se tomaron 2ml del filtrado. Los 2ml del filtrado se colocaron en un tubo de hemolisis y
se adicionaron 2ml de TBA 0,5% p/v. Los tubos con 4ml (2ml de TBA y 2ml de muestra
digerida) se calentaron a 70°C por 30min, luego se enfriaron en agua bajo canilla y se
leyeron rapidamente en un espectrofotébmetro (HP 8452A) a 532nm en cubetas de
vidrio de 1cm.

El nivel de TBA se expres6 como:

Nivel de TBA (mg/kg) = A s3; X 14,77/ g muestra = mgMDA/kg

donde: g muestra: gramos de muestra inicial, Asz: absorbancia leida, MDA: &cido
Malondialdehido, 14,77: constante obtenida del coeficiente de extincion de la ley de
Beer,

M x Va x Ve x1000 =14,77
LxE
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siendo M: masa molecular del malonaldehido (72g), Va: volumen de la alicuota (2ml),
Ve: volumen del extracto (16ml), E: coeficiente de extincion molar del complejo
coloreado (1,56x10°M™), L: camino 6ptico (1cm).

El contenido de bases nitrogenadas volatiles del musculo cocido (NBV) se determind
segun la técnica descripta en la Seccion 2.3 del Capitulo 2.

El pH se determind segun la metodologia descripta en la Seccién 2.4 del Capitulo 2.
La Capacidad de retencion de agua del masculo cocido (CRA) se determind segun la

técnica descripta en la Seccion 2.5 del Capitulo 2.

4.6.2. Resultados de la caracterizacion quimicay f  isica del musculo cocido

En la Tabla 4.2 se observan las mediciones de los parametros fisicos y quimicos
obtenidos para las dos especies de cangrejos estudiadas, sometidas a tratamiento
térmico por dos métodos de calentamiento (inmersion en agua y con vapor). Para el
mismo método de calentamiento empleado, los valores no difirieron significativamente
entre una especie y la otra, (ANOVA, P>0,05). Se observaron diferencias significativas
entre los métodos de calentamiento para algunos pardmetros analizados, como la
pérdida de agua por coccion, el contenido de NBV y el pH (ANOVA P<0,05). El
aumento de la temperatura produce la liberacién de bases volatiles presentes en el
musculo de cangrejo. De acuerdo con Gallardo y col. (1982, 1990), el contenido de
NBV aumenta con el tratamiento térmico y por el efecto de mayor tiempo de
exposicion al calor. Durante el calentamiento se altera la composicion de los
compuestos nitrogenados y mas especificamente se producen variaciones en aminas
de bajo peso molecular. El nivel del NBV aumenta como consecuencia de la
degradaciéon de aminoéacidos y del 6xido de trimetilamina (OTMA). Esto trae como
consecuencia un mayor aumento en el pH, dado que la liberacién de aminas produce
un ambiente basico en la carne (Quitral-Robles y col. 2003). Otro factor importante, en
el caso del calentamiento por vapor, es la ausencia de un medio difusor como el agua,

para la liberacion de aminas solubles. Esto ultimo, sumado a las altas temperaturas del
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calentamiento por vapor, se manifiesta en un alto contenido de NBV, llegando a

valores no recomendados para su comercializacion.

Tabla 4.2 Valores de parametros fisicos y quimicos para carne de cangrejo calentada en

agua a 100°C y con vapor a 110°C.

D. patagonicus

Calentamiento por Calentamiento por
inmersién vapor
pinzas cuerpo pinza cuerpo
Pérdida de peso (%) 3,61+0,96 | 2,87+1,34 | 15,22+2,17 | 18,57+0,51
pH 7,52+0,02 | 7,47+0,07 | 8,38+0,10 | 8,24+0,10
NBV (mg%) 32,83+0,58 | 30,70+1,45 | 63,30+3,23 -
CRA (%) 86,61+0,54 | 87,62+1,10 | 80,24+1,61 | 79,85+1,20
TBA 0,20+0,02 | 0,22+0,01 | 0,2940,00 | 0,3040,01
O. trimaculatus
Calentamiento por Calentamiento por
inmersién vapor
pinzas cuerpo pinza cuerpo
Pérdida de peso (%) 3,84+15 | 2,78+1,10 |14,34+1,32 | 18,1840,31
pH 7,64+0,07 | 7,41+0,06 | 8,26+0,03 | 7,81+0,09
NBV (mg%) 22,48+2,47 | 22,12+2,28 | 57,76+3,37 | 47,41+1,50
CRA (%) 88,03+3,57 | 79,67+4,2 | 84,13+3,02 | 78,62+2,20
TBA 0,21+0,00 | 0,23+0,01 | 0,31+0,02 | 0,3240,01

Los valores de nitrégeno volétil y pH reportados para el calentamiento con vapor, aun
habiendo utilizado ejemplares recién capturados e higiénicamente manipulados,
superan los valores de calidad establecidos por la legislacion, inclusive la de paises
donde se permiten valores relativamente altos de pH y NBV en crustaceos cocidos.
Dependiendo de cada pais, los valores maximos permitidos para NBV oscilan entre
35mg% y 60mg% y establecen un valor de pH no mayor a 7,7 (Cddigo Alimentario de
Chile 1998; European Commission. 2005; Normas COVENIN de Venezuela). Los
valores encontrados en el presente trabajo son similares a los reportados por Quitral-
Robles y col. (2003) para la Jaiba Mora (Homalaspis plana). La pérdida de peso por
coccion también mostré diferencias significativas entre métodos de calentamiento.
Como se menciond en la Seccidon 4.3.2, la exposicion a altas temperaturas puede dar

lugar a una mayor deshidratacion de la carne. Los valores acido tiobarbittrico (TBA),
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se hallaron dentro de los reportados para otros crustaceos (Procépio de Moura y col.
2003; Benjakul y Sutthipan, 2009). Los mayores valores de TBA en la coccién a vapor
son esperables, debido a la utilizacion de mayores temperaturas que favorecen la
formacion de peroxidos (Huss, 1997). Estos dltimos estudios también refuerzan la

decision de la utilizacién de agua como método de calentamiento.

4.7. Color instrumental (Y, xy)

4.7.1. Materiales y métodos

Se determiné el color (Y, xy) en el musculo crudo y cocido de cuerpo y pinzas de cada
especie de cangrejo utilizando un colorimetro Minolta CR14 (Osaka, Japén). Los datos
se transformaron en L*, a*, b* (Hunter, escala de laboratorio). Las mediciones de color
se realizaron por triplicado. Luego se compararon los valores de L*, a*, b* previos y

posteriores a la coccién segun la ecuacion:

AE = /(Aa*)? + (Ab*)? + (AL*)? (4.2)

4.7.2. Resultados del célculo de color instrumental (Y, xy)

Al igual que en otros crustaceos, el color del masculo de los cangrejos cambia
notablemente durante y después del calentamiento (Himelbloom y col. 1983; Gates y
col. 1993; Chaiyawat y col. 2008; Parisenti y col. 2011). Los cambios de color en la
carne de cangrejo procesado han sido clasificados de acuerdo a diferentes categorias
generales de color predominante después de su calentamiento. Azul: relacionado con
los componentes en la sangre del cangrejo como el cobre o el hierro; Marron: debido a
los hidratos de carbono que producen junto a las proteinas la reaccién de Maillard;
Negro: causadas por el sulfuro de las reacciones de los metales durante el envasado;
Amarillo: debido a la oxidacion lipidica en el almacenamiento en congelaciéon y Rojo:
debido a los pigmentos musculares que se encuentran en la carne (Boon, 1975;
Requena y col. 1999). Los parametros experimentales de L* (Luminosidad), a* (+ rojo,

-verde), b* (+ azul, -amarillo) y el cambio de color total (AE) resultaron, en promedio
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para ambas especies, para el musculo crudo (sin tratamiento térmico) igual a:
L*=42,79, a*=-4,21 y b*=5,98. Para pinzas de D. patagonicus los parametros de color
luego del calentamiento en agua durante 8 minutos resultaron: L*=71,63, a*=-6,07 y
b*=8.06 con un AE=28,74, mientras que para pinzas de O. trimaculatus los valores de
calentamiento en agua durante 5 minutos resultaron: L*=68,87, a*=-6,74 y b*=6,77 con
un AE=28,30. Como se puede observar, el valor de L* aumenta significativamente al
igual que el valor b* (ANOVA, P<0,05), mientras que el valor de a* disminuye. Por ello
se pude inferir que los parametros L*, a* y b* mostraron que para la coccion del
musculo de cangrejo, a los tiempos y temperatura propuesto, el musculo vira de un

color blanco grisaceo a una un color blanco amarillento (Fig 4.7).

Figura 4.7 a) pulpa de cangrejo de OT cocida a 100° C por 30s; b) pinza de cangrejo de DP
cocida a 100°C por 30s; c) pulpa de cangrejo de OT  cocidas a 100°C por 5 min; d) pinza
de cangrejo de DP cocidas a 100°C por 8min.

4.8. Sintesis de Capitulo

Se estudio el rendimiento en carne de ambas especies de cangrejo en funcion del
sexo del ejemplar, el método de tratamiento térmico utilizado para el desprendimiento
de la carne y en funcion de las diversas secciones del cuerpo de los individuos. Las
hembras presentaron rendimientos mucho menores que los machos, lo que sustenta la

estrategia pesquera de dirigir la captura sélo a ejemplares machos. El rendimiento por
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coccion con vapor se vio desfavorecido, posiblemente a la mayor deshidratacion de la
carne por las altas temperaturas. Para D. patagonicus la mayor cantidad de carne se
extrajo de las quelas, siendo muy poca y dificultosa la extraccion de la carne del
cuerpo, contrariamente a lo observado en O. trimaculatus, donde la mayor cantidad de
carne se extrajo del cefalotérax (cuerpo). Los rendimientos obtenidos sientan una base
para el desarrollo de una estrategia pesquera y productiva que debe ser discriminada
por especie.

Los pardmetros fisicos y quimicos de la carne variaron segun el método de
calentamiento empleado, presentando para las muestras tratadas con vapor altos
valores de bases nitrogenadas volatiles, pH y pérdida de agua, que exceden los
valores permitidos para su comercializacion. El color también varié significativamente
durante la coccion, pasando de un color grishiceo a un blanco amarillento. La
informacion obtenida en el presente capitulo puede ayudar a sustentar o determinar
estrategias pesqueras y productivas para el desarrollo mas adecuado del proceso de
industrializacion de estas especies de crustaceos, sugiriendo en principio, el uso de
agua como método de calentamiento para facilitar la extraccion de la carne de las

especies de D. patagonicus y O. trimaculatus.
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Capitulo 5

Segunda Etapa de Calentamiento (Pasteurizacion)

5. Introduccion

La carne del cuerpo y de las pinzas destinada a la elaboracion de productos a base de
pulpa de cangrejo se extrae principalmente en forma manual, por lo tanto, el contacto
con el operador humano da la posibilidad de una potencial contaminacion microbiana.
La otra posibilidad de contaminacion depende de los sistemas de saneamiento y de
higiene de la planta (Trenholm, 1998; Galetti, 2010). Por lo tanto, la optimizacién del
proceso de pasteurizacion como base de inactivacion de microorganismos patégenos
para asegurar la calidad microbiol6gica del alimento, previo al proceso de congelado
del producto final, resulta de suma importancia para la seguridad del mismo (Codex
Alimentarius, 1983; Trenholm, 1998). La mayoria de las bacterias presentes en el
cangrejo se encuentran en el caparazén, las visceras y las branquias, por lo cual el
eviscerado y el rdpido manipuleo previo es importante en el procesamiento del mismo
(Gillman, 2001). Entre los patégenos caracteristicos y de facil contaminacion durante
la separacién de la carne para elaborar los productos a base de carne de cangrejo se
encuentra el Staphylococcus aureus. En este caso, los cangrejos pueden ser
contaminados a través de manipuladores infectados o a través del medio ambiente.
Con mayor frecuencia la contaminacion procede de un individuo con una infeccion en
las manos o con un resfrio (Huss, 1997). No obstante, su principal reservorio y habitat
es la nariz, garganta y piel del hombre, por lo que puede ser transferido directamente a
la carne durante la etapa de despulpado (comercialmente denominada “picking”).
Entre otros agentes patdégenos de principal preocupacién se encuentra la Listeria
monocytogenes (Gillman, 2001; Trenholm, 1998). L. monocytogenes esta distribuida
por todo el medio ambiente y se puede encontrar en una serie de productos

alimenticios incluyendo los crustaceos (Huss, 1997). En la actualidad la FDA (Food
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and Drug Administration) de los Estados Unidos de Norte América exige la ausencia
de L. monocytogenes en productos pesqueros listos para el consumo, tales como la
carne de cangrejo, mariscos o pescado ahumado (Huss, 1997). Listeria se encuentra
en las superficies en contacto con alimentos, y mas a menudo en las superficies que
no entran en contacto directo con los mismos, como los drenajes, los pisos, las
cabinas de los camiones de transportes y las camaras de refrigerado (Morillo y col.
2007).

Dado que la carne de cangrejo es manipulada previa a su envasado, antes de ser
congelada, la misma debe someterse a un proceso de pasteurizacion para eliminar la
presencia de microorganismos patdégenos (Edwards y Early, 1976; Codex
Alimentarius, 1983). El tiempo de exposicion a las temperaturas de pasteurizacion y la
letalidad del microorganismo son funcién del sustrato, pH, temperatura de trabajo,
tratamiento inicial del producto, presencia u ausencia de oxigeno, potencial de
reduccion y actividad de agua, entre otras variables (Trenholm, 1998). El Cdédigo
Internacional de Practicas para Cangrejos (Codex Alimentarius, 1983) ha
recomendado para la pasteurizacion de carne de cangrejo envasada, un calentamiento
de 85°C, manteniéndose a dicha temperatura durante un minuto. Sin embargo, se han
reportado varios trabajos donde la utilizacion de temperaturas por arriba de 83°C
puede producir cambios indeseables en el color de la carne durante su posterior
almacenamiento (Gates y Parker, 1992; Gates y col. 1993; Trenholm, 1998).

La utilizacién de envases con baja permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua,
sumado a la utilizacién de vacio para envasar la pulpa de cangrejo, también es de
gran ayuda en la proteccion de la materia prima. Este tipo de envasado permite la
utilizacion de un contenido menor de aditivos o de permanecer libres de ellos
conservando sus propiedades nutritivas y organolépticas tras el procesado (Parry,
1995; Kivancli Jimenez Martinez, 2007).

Para estimar los requerimientos energéticos y disefiar adecuadamente el proceso de
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calentamiento de la pulpa de cangrejo, es necesario predecir los tiempos de proceso
de manera precisa. La simulacion numeérica del proceso de transferencia de energia
permite calcular la distribucién tiempo-temperatura en todo el dominio del alimento
variando distintos parametros como la temperatura del medio calefactor o los
coeficientes de transferencia de calor. Esta informacion es fundamental cuando es
necesario diseflar un proceso industrial satisfactorio para asegurar la inocuidad del
alimento.

Dada la ambigliedad de la informacion acerca de los procesos de pasteurizacion en
carne de cangrejo, el presente capitulo esta orientado a: a) Optimizar el proceso de
pasteurizacion de la carne de cangrejo despulpada y envasada al vacio; b) Cuantificar
las curvas de letalidad de microorganismos patdégenos representativos como
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes determinando los parametros de
reduccion decimal (D), valor z y su energia de activacion (Ea); c) Simular
matematicamente la transferencia de energia durante el proceso de pasteurizacion
utilizando un coédigo computacional en elementos finitos (MEF) y validar
experimentalmente el modelo de transferencia térmica; d) Acoplar las historias
térmicas con el calculo de la letalidad microbiana de Staphylococcus aureus y Listeria

monocytogenes y validar microbiol6gicamente los resultados del modelo.

5.1. Preparacion de la muestra. Determinacién de la s curvas de penetracion

térmica en pulpa de cangrejo envasada al vacio

5.1.1. Materiales y métodos

Los cangrejos fueron seccionados en cuerpo y pinzas segun lo descripto en el
Capitulo 4. En el caso particular del cuerpo se extrajeron el caparazon y las visceras.
Las distintas partes fueron calentadas mediante inmersidon en agua en ebullicion y
luego enfriadas rapidamente en agua-hielo para permitir un mejor desprendimiento de
la carne del exoesqueleto. La carne utilizada para ser envasada fue la extraida del

cuerpo (“Jumbo” y “Flake”) y “Mero” del cangrejo O. trimaculatus. La misma se separd
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manualmente de la lamina calcérea y luego se envaso al vacio por 250g en peliculas
plasticas Cryovac (T7335) de 90 micrones de espesor, siendo las dimensiones del
envase 11,5cm de ancho por 19,2cm de largo. El vacio se realiz6 en una envasadora
Komet Plusvac 21 de una sola cabina. Los envases (“Pouches” comercialmente)
Cryovac T7335 para vacio, son envases multicapa de polietileno y nylon (PE/PA),
estan preparados especialmente para soportar amplios rangos de temperaturas,
presentan una baja permeabilidad al oxigeno (60cm®m?dia) y al vapor de agua
(9g/m?/dia). Estas bolsas estan disefiadas especificamente para soportar temperaturas
de 100°C, permitiendo de esa manera los procesos de pasteurizado, cocido y hervido.
Estan disefiadas para envasar mariscos, y demas productos que necesiten pasar por
procesos de altas temperaturas para ayudar a preservar la calidad del alimento.

La carne (pulpa) de cangrejo cocida envasada al vacio por 250g en peliculas plasticas
Cryovac, fue pasteurizada a distintas temperaturas constantes de calentamiento
(60°C, 72°C y 82°C) utilizando un bafio termostético. En principio, se registraron
experimentalmente las historias térmicas del producto mediante termocuplas
calibradas tipo K y adquisidor de datos (Omega, USA). Debido a que al colocar la
termocupla se producia pérdida de vacio, se utilizé un data logger de temperatura
digital (iButton® Sensors, Maxim products USA) de rango de trabajo de -55°C a 100°C,
con mediciones de temperatura cada 1 minuto. El iButton es un sensor de temperatura
digital muy pequefo, de geometria cilindrica de 0,3cm de alto y 0,5cm de diametro. El
mismo se colocdé en el centro geométrico del envase. Las historias térmicas
experimentales se utilizaron para ser comparadas con las predicciones del modelo
matematico de penetracion térmica de la segunda etapa de calentamiento

(pasteurizacion), utilizando el programa Comsol Multiphysics.

5.1.2. Andlisis estadisticos
Las medias y las desviaciones estandar de los datos se calcularon con las funciones

estadisticas de la planilla de calculo de Microsoft Office Excel (versibn 2007). Las
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regresiones y lineas de tendencia de las curvas también fueron calculadas a través de
este programa. Para el andlisis estadistico comparativo de los datos se uso un analisis
de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95%.

La raiz cuadrada del error medio cuadratico (root-mean-square error, RMSE) se utilizo
para medir las diferencias entre los datos de temperaturas calculados por el modelo

numeérico y los valores experimentales, segun las formulas descriptas en el Capitulo 3.

5.1.3. Resultados de las curvas de penetracién térm ica en pulpa de cangrejo
envasada al vacio.

Las curvas de penetracion térmica se realizaron sobre pulpa de cangrejo envasada al
vacio por 2509 (Fig 5.1). Una vez sellados, los envases alcanzaron un alto de 1,7cm.
Estos envases son generalmente conocidos en la industria bajo la denominacion
“pouches”. Los envases se sumergieron en un bafio termostatico a 60°C, 72°C y 82°C.
La temperatura fue registrada cada 1 minuto hasta alcanzar la temperatura final, como

se observa en la Figura 5.1.
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Figura 5.1 Curvas de penetracion térmica experiment  ales. Negro: 82°C; Rojo: 72°C; Azul:

60°C. Derecha: Imagen de pulpa de cangrejo envasada  al vacio.
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5.2. Determinacion experimental del calor especific o (C,) por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC)

5.2.1. Método de medicion

La determinacion experimental del calor especifico (C,) se realizd6 a través de un
Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC), TA Instruments, New Castle, Delaware, USA
modelo Q100. La medicion se realizd para el musculo de cangrejo cocido, usando la

misma metodologia descripta en la Seccién 3.5 del Capitulo 3.

5.2.2. Resultados experimentales del calor especifi co por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC)

En promedio, el calor especifico determinado por DSC entre 20 y 100°C fue
3,20kJ/kgK. Los valores de C, calculados se encuentran dentro del rango de valores
reportados por Radhakrishnan (1997) para diversas especies marinas, donde el mismo
oscilo entre 3,1kJ/kg°C y 3,8kJ/kg°C. Mohsenin (1980) ha discutido en detalle otros
métodos utilizados en las mediciones del calor especifico de diversos alimentos.
Mohsenin (1980) y Sweat (1986) sugirieron el calorimetro diferencial de barrido como

la mejor herramienta practica para la determinacién de Cr en los alimentos.

5.3. Modelado matematico y simulacién numérica de latra  nsferencia de energia,
en pulpa de cangrejo envasada al vacio, utilizando un codigo computacional en

elementos finitos (MEF)

5.3.1. Modelo matemético

Se resolvio la ecuacion diferencial que representa el balance microscépico de energia
no estacionario de conduccion en solidos para sistemas tridimensionales de geometria

irregular.

p(Mcp(MT = Dik(T)T) 6.

donde las condiciones iniciales y de contorno son las siguientes
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T=T, =0 enQ

oT oT
_kc(axmx +6ymy]:U(T_Text) t=0 en 38Q (5.2)

N« Y Ny son los vectores externos normales unitarios en la interfase, U es un coeficiente
de transferencia global que incluye la resistencia al flujo calérico debido al material
plastico, y considera la presencia de pequefios huecos de aire que contiene la carne,
Tex €S la temperatura externa del medio calefactor y 8Q. representa la superficie
exterior del producto. Para la simulacion numérica se utilizé el método de elementos
finitos con el programa Comsol Multiphysics (Ver el desarrollo de las ecuaciones en el
Capitulo 3). El producto envasado posee una geometria tridimensional con una
seccion transversal representada por una elipse de eje menor= 1,7cm y eje mayor=
11,5cm; la longitud del paquete es de 19,2cm. Dadas las dimensiones del envase se
desprecié la transferencia axial y se resolvi6 el problema como un sistema
bidimensional donde la transferencia de energia se producia a través de la seccion
transversal eliptica del envase. Se alimentaron al programa computacional las
propiedades termofisicas de la carne cocida: densidad (p, kg/m?®), calor especifico (Cp,
kJ/kgK) y conductividad térmica (k, W/mK). Para la condicion de contorno en la
interfase se tuvieron en cuenta los coeficientes de transferencia calérica convectivos y
las propiedades de la pelicula del envase. El coeficiente de transfrencia calérica del
medio calefactor (h,q.) S€ obtuvo mediante experimentos independientes con piezas
de aluminio (prisma de 5x7x15cm) similares al “pouche”. El coeficiente de tranfrencia
calorica se determind utilizando el mismo procedimiento descripto en la Seccién 3.7
del Capitulo 3. Se consideré en el modelo un coeficiente global de transferencia
calorica U cuyo calculo incluia la resistencia a la transferencia calérica del liquido de
calefaccion (1/h,gua), la resistencia térmica de la pelicula plastica del envase (e/Kenvase)

y la de la capa de aire dentro de dicho envase (1/h,y) de acuerdo con la ecuacion:
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+ e envase + 1 (53)

h

envase agua

=~

5.3.2. Resultados de la simulacion y modelado matem  atico de la transferencia de
energia, utilizando un coédigo computacional en elem entos finitos (MEF) en pulpa

de cangrejo envasada al vacio

Se alimentaron al programa computacional Comsol Multiphysics las propiedades
termofisicas de la carne cocida de cangrejo. Las mismas fueron: densidad (p)
=858kg/m°, calculada como el peso del la pulpa envasada (250g) dividido por el
volumen ocupado al ser sometida al vacio (desplazamiento de agua al ser sumergido
el paquete); calor especifico (C)=3,209kJ/kgK, calculado por DSC y la conductividad
térmica (k)=0,53W/mK, calculada por Choi y Okos (1983) segun las ecuaciones
propuestas en la Tabla 3.1 del Capitulo 3.

Para la condicion de contorno en la interfase se tuvieron en cuenta los coeficientes de
transferencia calorica convectivos y las propiedades de la pelicula del envase. De
acuerdo con la Ecuacion 5.3; el valor del coeficiente global de transferencia cal6rica
(V) fue de 40 W/m?K, calculado en base al h del medio calefactor (h=200W/m?C), el
espesor de la pelicula plastica (90um) y su conductividad térmica (k=0,42W/mK), y
considerando ademas la existencia de una delgada pelicula de aire (0,5mm) que
impone una resistencia adicional dentro del paquete. El espesor del material plastico
del envase y su resistencia a la transferencia resulta mucho menor que la debida a la
capa de aire. Como puede observarse, el modelo propuesto (simulacion numérica)
coincidié satisfactoriamente con los datos experimentales tiempo-temperatura para
todas las condiciones ensayadas, siendo la raiz cuadrada del error porcentual entre
las temperaturas simuladas y experimentales menor al 4% (RMSPE% < 4%) para
todas las corridas realizadas. En la Figura 5.2 se muestra la distribucion de
temperaturas en el envase expuesto a una temperatura de 82°C después de 1020

segundos.
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Figura 5.2 a) Distribucion de temperaturas a 1020s.  Temperatura externa = 82°C y malla
utilizada en el programa de elementos finitos; b) C urvas de penetracion térmica:
simulacién numérica (linea llena), temperaturas exp  erimentales (linea punteada). Curvas:
Negra- 82°C; Roja- 72°C y Azul- 60°C.
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5.4. Determinacion de la curvas de letalidad microb iana para Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes: célculos de los pardmetros de reduccién

decimal (D), valor z y energia de activacion (Ea)

5.4.1. Materiales y métodos

Se trabajd con cepas de Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes
proporcionadas por la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata.
Para cada patégeno se midié la cinética de letalidad térmica y se determiné el tiempo
de reduccion decimal (D) y el valor z (°C). Para la obtencién de estos parametros se
extrajeron 50g de carne cocida de cangrejo, la cual se inocul6 con 1ml del
microorganismo patégeno (1x10°’UFC/g). De la muestra inoculada se pesé 1g y se
colocod en tubos de vidrio de diametro muy pequefio para evitar gradientes de
temperatura en la muestra que va a ser calentada, a la misma se le adicion6 solucién
peptonada al 0,1%. Los tubos se colocaron en un bafio termostatico a temperatura
constante y a intervalos de 15 y 30 segundos se retir6 secuencialmente un tubo por
vez. Los experimentos se realizaron a las 3 temperaturas de calentamiento: 60°C,
72°C y 82°C. De cada muestra tratada térmicamente a diferentes tiempos y
temperaturas se sembrd 1 microlitro en placa con caldo nutritivo Baird-Parker Agar,
especifico para S. aureus y medio UVM (University of Vermont Medium) para L.
monocytogenes. Las placas sembradas se incubaron en estufa a 37°C por 48 horas.
Pasado dicho tiempo se cuantific6 el nimero de colonias por placa. Con esta
informacion se realizaron las curvas de letalidad microbiana en funcion del tiempo para
cada temperatura de trabajo. Los ensayos se realizaron por triplicado en el Centro de
Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, UNLP-CONICET).
Los valores de reduccion decimal (D) para Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogene, para cada una de las temperaturas ensayadas, se obtuvieron a partir
de la pendiente de Log(N/No) en funcion del tiempo (Fig 5.3), donde N es el numero
de colonias a un determinado tiempo de calentamiento y No es el nUmero de colonias

iniciales. El valor z (°C) para cada microorganismo fue hallado a partir de la pendiente
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del logaritmo decimal de D en funcién de la temperatura (Fig 5.4). Las energias de

activacion se obtuvieron utilizando la ecuacion de Arrhenius.

5.4.2. Resultados de la curvas de letalidad microbi ana para Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes: calculos de los pardmetros de reduccion

decimal (D), valor z (°C) y energia de activacion (  Ea)

La Tabla 5.1 muestra los valores de reducciéon decimal (D) obtenidos para Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus a las diferentes temperaturas ensayadas.
Los valores de D se obtuvieron a partir de las pendientes del Log(N/No) en funcion del

tiempo, como se muestra en la Figura 5.3.
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Figura 5.3 Curvas de letalidad microbiana a diferen tes temperaturas y tiempos de
calentamiento. Azul- 60°C; Rojo- 72°C; Negro- 82°C. a) L .monocytogenes , b) S. aureus.
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Tabla 5.1 Valores de tiempos de reduccion decimal D en minutos, obtenidos de las

pendientes (k) mediante ajustes de regresion a los datos de letalidad (Fig 5.3).

L. monocytogenes

T(°C) Pe(gfi':]e_ff)te D=-1/k (min) Log (D)
60 -0,45 D60=2,22 0,35
60 -0,38 D60=2,63 0,42
60 -0,38 D60=2,63 0,42
72 -1,80 D72=0,56 -0,26
72 1,75 D72=0,57 -0,24
72 -1,86 D72=0,54 -0,27
82 6,72 D82=0,15 0,83
82 -6,82 D82=0,15 0,83

S. aureus
Tec) | Fendiente D=-1/k (min) Log (D)
(min™)

60 -0,30 D60=3,33 0,52
60 -0,25 D60=2,92 0,59
72 -1,95 D72=0,51 -0,29
72 -1,90 D72=0,53 -0,28
82 5,05 D82=0,20 -0,70
82 5,39 D82=0,19 -0,73

Los valores de tiempo reduccion decimal D hallados se encuentran dentro del rango
publicado por Huss (FAO, 1997) para diferentes especies marinas, reportando valores
de Dg=1,95-4,48min para Listeria monocytogenes y Dg=0,43-7,9min para
Staphylococcus aureus.

El valor z (°C) para cada microorganismo representa el incremento de temperatura
requerido para reducir el valor de D en un 90%. El mismo fue hallado a partir de la
pendiente del logaritmo decimal de D en funcién de las tempertaturas (Fig 5.4); los
datos fueron extraidos de la Tabla 5.1. Los valores de z obtenidos fueron: z=16,6°C
para Staphylococcus aureus y z= 17,5°C para Listeria monocytogenes (Fig 5.4).
Valores de z entre 5°C y 17°C, para distintas especies marinas, fueron reportados por

Harrison y Huang (1990) y Huss (FAO, 1997).
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Asimismo se calcularon las energias de activacion utilizando la ecuacion de Arrhenius
en funcién del valor z hallado, las mismas fueron 129,39kJ/mol y 132,27kJ/mol para

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus, respectivamente.

Valor (2)
L.morocytogenes

Log (D)

Temperatura (°C)

valor (2)
5. aurels

Log (D)

Temperatura (°C)

Figura 5.4 Regresion lineal para obtener los valore s z (°C) para Listeria monocytogenes vy

Staphylococcus aureus en carne de cangrejo .

La dependencia del valor D y la temperatura (T) esta dada por el valor z y esta
relacionado a la vez con la Ea por la ecuacion Ea =9/5 [2,3R. T1. T2/ ], siendo T1 la
temperatura de referencia y T2 la del ensayo, en grados Kelvin. Como ocurre con los
valores z, el valor de Ea indica la sensibilidad a la temperatura de la velocidad de
reaccion. Como se observa en la ecuacion, los valores z son inversamente
proporcionales a los valores de Ea. Cuanto mayor sea Ea, mas va a aumentar la

velocidad de reaccion con el incremento de temperatura. En cambio, valores altos de z
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indican baja sensibilidad de la velocidad de reaccion a la temperatura. Dado que
Staphylococcus aureus es mas resistente al tratamiento térmico que Listeria
monocytogenes a las diferentes temperaturas estudiadas, los calculos de validacion

del modelo se basaron en la inactivacion de este microorganismo.

5.5. Acoplamiento de las historias térmicas con el célculo de la letalidad
microbiana de S. aureus y L. monocytogenes para la determinacion del tiempo

real del proceso de calentamiento
5.5.1. Modelo matemético
La destruccion de microorganismos durante el proceso térmico se ajusto a una cinética

de primer orden a través de la ecuacion:

dN 2.303
-—=kN ==—"°=N
t D (5.4)
donde N es el numero de colonias al tiempo t (UFC/g) y D es el valor de reduccién
decimal a la temperatura T.

Si se tiene en cuenta que durante el proceso de calentamiento D no se mantiene

constante sino que es funcion de la historia térmica del producto D(T) resulta:

To-T

D =D, 10 (5.5)

donde Dg es el tiempo de reduccién decimal a la temperatura de referencia, Tg €s la
temperatura de referencia y el valor z representa el incremento de temperatura
requerido para reducir el valor de D en un 90%.
Remplazando la Ecuacion 5.5 en la 5.4; al integrarla resulta:
Te-T
z

t
log N :_[10 dt (5.6)
N, ¢ D

donde Log(N/Ne) es el valor de pasteurizacion PV, numero de ciclos logaritmicos de
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poblacién microbiana que se proponen reducir en el proceso.
Discretizando la Ecuacién (5.6) se puede calcular el tiempo de calentamiento
necesario para satisfacer el valor Fp del proceso de pasteurizacion (Fp)

n (T -Tg)

> 10 2 At,=Fp =PV. D, (5.7)

5.5.2. Resultados del acoplamiento de las historias térmicas con el calculo de la
letalidad microbiana de S. aureus y L. monocytogenes para la determinacion del

tiempo real del proceso de calentamiento

Utilizando la Ecuacién 5.7, en la que se acoplan las historias térmicas de la carne de
cangrejo envasada al vacio por 250g en envases flexibles Cryovac T7335 (Fig 5.1),
considerando el valor de z previamente obtenido para S. aureus (microorganismos
base) y L. monocytogenes, y tomando un valor de pasteurizacién de cinco ciclos
logaritmicos (PV = 5), se pudieron determinar los tiempos de pasteurizacién en funcion
de la temperatura de proceso para lograr reducir los recuentos en 5 ciclos
logaritmicos. Dichos tiempos resultaron de 32, 20 y 17 minutos para S. aureus y 26, 18
y 8 minutos para L. monocytogenes a temperaturas del fluido de calefaccion de 60°C,
72°C, y 82°C, respectivamente.

Diversos informes (Codex Alimentarius, 1983, Ward y col. 1983) han recomendado
para la pasteurizacion de la carne de cangrejo envasada, un calentamiento a 85°C
manteniendo dicha temperatura durante un minuto. Dicha temperatura es tomada,
generalmente como referencia para productos enlatados. Varios trabajos realizados
sobre carne de cangrejo envasada en diferentes tipos de “packaging” han informado
que la utilizacion de temperaturas por arriba de 83°C puede producir cambios
indeseables de color y sabor en la carne durante su almacenamiento, debido al uso de
altas temperaturas (Edwards y Early, 1976; Gates y Parker, 1992; Gates y col. 1993;
Trenfiolrn, 1998). Edwards y Early, (1976), Gates y Parker, (1992) proponen tanto para

carne de cangrejo enlatada, como para pulpa de cangrejo envasada en diferentes
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empaques plasticos, una temperatura de pasteurizacion entre 80,6°C y 83°C. Por otro
lado, diversos autores (Ward y col. 1983; Gates y Parker, 1992; Gates y col. 1993) han
informado sobre la necesidad de utilizar diferentes tipos de envases con menor
volumen de carne, para reducir tiempos y costos de proceso, sugiriendo el cambio de
productos enlatados “steel cans” de 1 libra a latas de aluminio o plasticas, o al uso de
“pouches” flexibles envasados por 1/2 o 1/4 de libra. El actual desarrollo de empaques
disefiados para la pasteurizacion permite la optimizacion del proceso, permitiendo la
utilizacion de menores temperaturas de trabajo a tiempos y costos razonables de

proceso.

5.6. Experimentos de inoculacion con el patégeno S. aureus

5.6.1. Materiales y métodos

La temperatura de calentamiento, para la inoculacion de S. aureus, se seleccioné
tomando como criterio la bibliografia mencionada en la seccién anterior (Sec 5.5.2),
donde se recomiendan temperaturas de pasteurizacion entre 80,6°C y 83°C. Los
envases de 250g de carne de cangrejo envasada al vacio fueron inoculados con 1mi
de S. aureus (1x10'UFC/g). Los envases fueron sometidos a un calentamiento de 18
minutos en un bafio termostéatico a 82°C. Transcurrido el tiempo de calentamiento, se
sembré la muestra en placa con caldo nutritivo Baird-Parker Agar, especifico para S.
aureus, y se siguieron los pasos explicados en la Seccién 5.4, para comprobar que el
proceso de pasteurizacion disefiado producia la letalidad requerida, ya que no se

deberian contar colonias sobrevivientes.

5.6.2. Validacién del proceso de pasteurizacién con  siderando la inactivacion del

patdgeno S. aureus
La validacion microbiolégica del tiempo de proceso se realiz6 tomado en cuenta el
microorganismo mas resistente, S. aureus. Se pudo comprobar que el proceso de

pasteurizacion disefiado (“pouches” pasteurizados a 82°C por 18 min) producia la
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letalidad requerida ya que no se contaron colonias sobrevivientes. Es importante
resaltar, que para asegurar la calidad microbiologica del alimento, el mismo debe ser
envasado y pasteurizado inmediatamente después del despulpado de la carne y
posteriormente refrigerado o congelado, manteniendo siempre una temperatura menor
a los 10°C, a fin de impedir el crecimiento de los microorganismos que pudieron
sobrevivir a la pasteurizacién (Codex Alimentarius, 1983; Mossell y Moreno Garcia,
1982). Estas caracteristicas mencionadas son de vital importancia dado que, como se
menciond anteriormente, los manipuladores de alimentos son el principal origen de
contagio del S. aureus, y si las condiciones de temperatura y pH son las adecuadas y
las buenas préacticas de manufactura (BPM) son insuficientes, los estafilococos se
multiplican rapidamente. Valores por encima de los 10°UFC/g forman cantidades
minimas de enterotoxinas, altamente termorresistentes y peligrosas para la salud del

humano (Mossell y Moreno Garcia, 1982).

5.7. Sintesis del Capitulo

Dado que la extraccion de la carne se realiza manualmente, se ensayaron distintas
combinaciones de temperatura y tiempo de pasteurizacion (60°C, 72°C y 82°C), donde
se registraron las historias térmicas del producto: pulpa de cangrejo cocida envasada
al vacio por 2509 en envase flexibles Cryovac. Paralelamente, se realiz6 el modelado
matematico de la transferencia térmica durante la pasteurizacion de la carne cocida
envasada al vacio en envases de polietileno/nylon (PE/PA) de 90um y dimensiones de
11,5cm de ancho por 19,2cm de largo. Para la simulacibn numérica se utilizé el
método de elementos finitos con el programa Comsol Multiphysics, considerando que
el producto se podia asimilar a un sistema de geometria regular bidimensional cuya
seccion transversal correspondia a una elipse con eje menor de 1,7cm y eje mayor de
11,5cm. Se alimentaron las propiedades termofisicas de la carne cocida: densidad
(848kg/m?®), calor especifico (3,20kJ/Kg.) y conductividad térmica (0,42W/mK). Se

consider6 también un coeficiente global de transferencia calérica U, cuyo calculo
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incluia Ia resistencia a la transferencia caldrica del liquido de calefaccion (1/hagus), la
resistencia térmica de la pelicula plastica del envase (e/kenvase) Y 12 de la capa de aire
dentro de dicho envase (1/hg), €l mismo resulté U= 40 W/m? K. Para cada patégeno
se midio la cinética de letalidad térmica y se determind el tiempo de reduccion decimal
(valor D) y el valor z (°C), resultando z = 16,6°C para Staphylococcus aureus y z =
17,5°C para Listeria monocytogenes. Acoplando la cinética de destruccion de
microorganismos a las curvas de penetracion térmica, y tomando un valor de
pasteurizacién de cinco ciclos (PV=5), se pudo determinar el tiempo del proceso al
cual debe ser sometido el producto final, resultando para S. aureus (Fpgo = 32min) y L.
monocytogenes (Fpeo = 26min). La correspondiente validacion microbilolégica se
realizO a 82°C sobre el organismo mas resistente a la temperatura, S. aureus,
provocando la letalidad del microorganismo base. Los datos del presente estudio
permitirdn disefiar el proceso tecnoldgico para lograr la inocuidad de la pulpa de

cangrejo envasada y pasteurizada.
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Capitulo 6

Tiempos de Congelacion y Atributos de Calidad
Durante el Almacenamiento Congelado

6. Introduccién

La industria procesadora de carne proveniente de cangrejos constituye una actividad
incipiente en nuestro pais. Las especies de cangrejos Ovalipes trimaculatus y
Danielethus patagonicus son reconocidas como recursos de valor pesquero cuya
comercializacion puede generar productos de alto valor agregado. Una de las
principales maneras en que pueden ser comercializados es como productos
congelados, habiéndoseles aplicado previamente un tratamiento térmico (Codex
Alimentarius, 1983). Esto es importante ya que durante el almacenamiento de los
cangrejos sin coccion previa se producen reacciones enzimaticas que deterioran el
sabor y la textura del producto terminado y, dado que la carne de cangrejo esta
adherida firmemente al exoesqueleto, el resultado es un rendimiento deficiente y una
dificultad para la extraccion de la carne (Edwards y Early, 1976; Codex Alimentarius,
1983). Entre los productos congelados tradicionales que se estan exportando a partir
de estos crustaceos pueden mencionarse: el cangrejo entero, pinzas de cangrejo,
patas (cluster, generalmente en centollas) y bajo la forma de “salad meat” en bloques
(pulpa) sellados al vacio y empacados en cajas individuales de varios formatos: 250g,
1kg y 2kg, entre otros productos (Edwards y Early, 1976; Gates y col. 1993). No todos
los cangrejos se congelan de igual manera, ya que de cada uno se obtienen diferentes
resultados. Un ejemplo de ello son las centollas (Lithodes y Paralithodes) que
representan las especies comerciales de mayor tamafio y las mas adecuadas para la
congelacion en relacion a otras especies (Codex Alimentarius, 1983). El cangrejo
Dungeness (Cancer magister) es un crustaceo de gran porte y se congela, por lo

general, a -23°C como cangrejo cocido entero y eviscerado, con un tiempo de vida util
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de almacenamiento congelado entre 3 y 6 meses dependiendo de la velocidad de la
congelacion (Kolbe y Kramer, 2007). Esta forma es comparable con la empleada en la
congelacion del cangrejo Jonas (Cancer borealis) en el norte de California (Rebach y
col. 1990). Por otro lado, los cangrejos azules o siri (perteneciente a la familia de los
Portunidos, al igual que O. trimaculatus) son pequefios y no son adecuados para
almacenar en estado congelado como cangrejo entero, por lo que la carne se extrae
del caparazén y se envasa en latas o en bolsas plasticas, las cuales se pasteurizan y
luego se congelan (Morrison y Veitch, 1957; Kolbe y Kramer, 2007). Por el contrario,
como se mencion0 en los capitulos anteriores, Danielethus patagonicus es un
cangrejo perteneciente al grupo de los llamados “Stone Crabs”, este tipo de cangrejos
es reconocido por sus dos grandes pinzas, que a diferencia de los portunidos, solo las
pinzas se cosechan, se someten a coccion y congelan (Oshiro y col. 1999; Alvarez y
Briquets, 1983). Los cangrejos dan buenos resultados en el almacenamiento
congelado si el proceso de congelacion fue adecuado, pudiendo tener una vida util de
almacenamiento congelado a -18°C entre 6 meses y 1 afio sin sufrir alteraciones
(Kolbe y Kramer, 2007). La temperatura final de congelacion también es relevante;
para un aprovechamiento 6ptimo de la carne del cangrejo dorado (Chaceon chilensis)
la bibliografia indica que se debe aplicar un proceso de congelacion en el que la pieza
alcance una temperatura de -20°C y se mantenga posteriormente en camara a dicha
temperatura (Cifuentes y Quifiinao, 2000). Huss (FAO, 1998) y el Codigo Alimentarius
(1983) recomiendan una congelacion donde la pieza alcance como minimo una
temperatura de -18°C en el punto mas caliente. Cuando el tejido de un producto de
mar se congela, el punto inicial de congelacién se encuentra por debajo de 0°C debido
a las diferentes sales, proteinas y otras moléculas disueltas en el agua del producto. El
punto de congelacion inicial para productos marinos depende de su contenido de
humedad y es tipicamente del orden de -1,1 a -2,2°C (Kolbe y Kramer, 2007; Codex
Alimentarius, 1983; Huss, 1998). A partir del punto inicial de congelacién, el agua se
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separa como cristales de hielo (Zaritzky, 1997). La utilizacién de altas velocidades de
extraccién caldrica producird durante esta etapa pequefios y homogéneos cristales de
hielo que no distorsionan la estructura del sistema que se congela (Zaritzky, 2010,
2011). El conocimiento del tiempo de congelacion de un alimento es de gran
importancia para el disefio del proceso ya que se puede convertir directamente en el
tiempo de residencia del producto en el equipo de congelacion; ademas, el tiempo de
congelacion constituye una informacién necesaria para determinar la velocidad de
refrigeracion requerida en relacion con la capacidad del sistema de congelacion
(Zaritzky, 1997). Para estimar los requerimientos energéticos y disefar
adecuadamente los equipos de congelacion es necesario predecir tiempos de proceso
de manera precisa. El proceso de transferencia térmica en la congelacion de alimentos
estd gobernado por las ecuaciones diferenciales a derivadas parciales (EDP) de
conduccion de calor con cambio de fase. La simulaciébn numérica implica resolver un
problema matemético altamente no lineal, ya que las propiedades termofisicas del
alimento (conductividad térmica, densidad y calor especifico) son funciones
dependientes de la temperatura. Las variaciones bruscas de las propiedades
termofisicas con la temperatura son debidas a la conversién de agua en hielo que se
produce durante el proceso de congelacion. La solucién numérica de las ecuaciones
consiste en dos pasos: discretizar el dominio espacial para obtener ecuaciones
diferenciales ordinarias (EDO) correspondientes a un namero finito de temperaturas
nodales y, a continuacion, resolver este conjunto de EDO a distintos intervalos de
tiempo (Pham, 2012). Para discretizar el espacio o dominio, el método de elementos
finitos (MEF) es una de las herramientas més adecuadas ya que permite trabajar con
formas que no pueden ser representadas por una red ortogonal regular.

La simulacién numérica del proceso de transferencia de energia permite calcular la
distribucion tiempo-temperatura en todo el dominio del alimento variando distintos
parametros como la temperatura del aire refrigerante, los coeficientes de transferencia
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de calor y la geometria del producto a congelar. Esta informacién es fundamental
cuando es necesario definir procesos 6ptimos de congelacién o adquirir equipamiento
industrial especifico. En consecuencia, es de interés para el sector industrial del
congelado contar con informacion adecuada para el disefio y adquisicion de los
equipos de congelacion necesarios para esta actividad. Por esta razén, es importante
conocer los tiempos de congelacion de los productos teniendo en cuenta sus
caracteristicas particulares, como la composicion bioquimica y las propiedades
termofiscas en todo el rango de temperaturas de congelacion.

El presente capitulo esta orientado a: a) Utilizar el modelo numérico de elementos
finitos para simular el proceso de congelacion de “pouches” de carne de cangrejo; b)
Utilizar el simulador comercial COMSOL para predecir los tiempos de congelacion en
pinzas de cangrejo teniendo en cuenta una geometria irregular y heterogénea;
considerar ademas el cambio de fase y la variacion de las propiedades termofisicas
con la temperatura; c) Determinar los coeficientes de transferencia de calor en un tunel
industrial de congelacion (placa-producto y producto-aire); d) Validar los modelos
numéricos mediante experimentos de congelacion en tdnel a escala industrial; e)
Evaluar el efecto del tiempo de congelacién sobre el tamafio y la ubicacion de los
cristales de hielo en el tejido de la carne; f) Utilizar el modelo validado para analizar el
efecto de diferentes condiciones de funcionamiento (temperatura externa de
refrigeracion, coeficientes de transferencia de calor, temperaturas iniciales) en los
tiempos de congelacién de productos a base de carne de cangrejo a fin de disefiar y
controlar el proceso industrial; g) Evaluar la variacion de la calidad de los productos

pinzas y pulpa de cangrejo envasada, almacenados en cdmara a -22°C.

6.1. Preparacion y acondicionamiento de la materia  prima
6.1.1. Materiales y métodos
Para la optimizacion del proceso de congelacion se trabajé sobre dos productos

procesados a base de carne de cangrejo. Por un lado se trabajé con pinzas de
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cangrejos cocidas; las mismas fueron calentadas en agua a ebullicion durante 5min y
10min para ejemplares de O. trimaculatus y D. patagonicus, respectivamente. Por otro
lado, se procesaron los cuerpos de la especie O. trimaculatus, los mismos fueron
separados del caparazon, eviscerados y calentados durante 8min en agua en
ebullicion (Dima y col. 2012). Después de la coccion, ambas secciones (pinzas y
cuerpos) fueron sumergidas en agua-hielo para detener el proceso de calentamiento y
facilitar el posterior desprendimiento de la carne del exoesqueleto. En esta etapa las
pinzas ya se encontraban preparadas para ser congeladas. En el caso particular de los
cuerpos, la carne se separé manualmente de la ldmina calcarea y se envaso por 250g
al vacio en peliculas plasticas Cryovac (T7335) de 90um de espesor y dimensiones de
11,5cm de ancho por 19,2cm de largo. Una vez envasada y sellada se sometié a un
proceso de pasteurizacion en un bafio termostético a 82°C por 18 minutos segun lo
especificado en el Capitulo 5. Luego de ser pasteurizada la carne envasada se enfrio

rapidamente y se encontr6 preparada para ser congelada.

6.1.2. Analisis estadisticos

La raiz cuadrada del error medio cuadratico (Root-mean-square error, RMSE) v la raiz
cuadrada del error medio cuadratico porcentual (Root Mean Square Percentage Error,
RMSPE), se utilizaron para medir las diferencias entre los datos de temperaturas
calculados por el modelo (analiticamente) y los valores experimentales, segun las
ecuaciones descriptas en el Capitulo 3.

Las regresiones polindbmicas se realizaron utilizando el software SYSTAT 12. (Systat
Software Inc.).

Las medias y las desviaciones estandar de los datos se calcularon con las funciones
estadisticas de la planilla de calculo de Microsoft Office Excel (versién 2007). Para el
analisis estadistico comparativo de los datos se us6 un analisis de varianza (ANOVA)

a un nivel de confianza del 95%.

149 de 244
J.B.DIMA



6.2. Determinacion de curvas de congelacién en pinz  as y en pulpa de cangrejo

envasada al vacio

6.2.1. Materiales y métodos

Para las determinaciones de las curvas de tiempo y temperatura se utilizé6 un equipo
de congelacion desarrollado por la empresa Refmar S.R.L (Fig 6.1), situado en la
Planta “Madryn Mariscos”, perteneciente a los Pescadores Artesanales de Puerto
Madryn. EIl equipo es un tinel de congelacién horizontal continuo de 6 metros de largo
por un area transversal de 3,6m°. El mismo cuenta con seis ventiladores adaptados en
la parte superior que trabajan a una frecuencia maxima de 50Hz. El equipo alcanza
una temperatura méaxima promedio de -40°C. El tiempo maximo de residencia de los
productos dentro del tinel es de 40 minutos, pudiéndose regular dicha velocidad para
producir menores tiempos de residencia para la congelacion. Otra caracteristica
esencial del equipo es que el producto a congelar se coloca sobre una base metalica
conductora la cual se encuentra a la temperatura del equipo. Por esta razon, la
transferencia de energia durante la congelacion se produce por conveccion (aire) y por
conduccion (placa de apoyo). La velocidad del aire dentro del equipo se registré por
medio de un anemdmetro digital portétil (STANDARD St Modelo ST8, USA). La misma
varia entre 1,56m/s y 4,16m/s para frecuencias de operacion de los ventiladores entre
30Hz y 40Hz, respectivamente. Se registraron experimentalmente diferentes curvas de
congelacion de los productos: pinzas de cangrejos cocidas y carne de cangrejo
envasada al vacio, en el tunel de congelacion descripto. Las curvas se registraron a
velocidades entre 4,16m/s y 1,56m/s durante 35 minutos, que era el tiempo de
residencia de los productos dentro del equipo, y a una temperatura externa del aire frio

y la placa de contacto entre -27°C y -40°C.
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Figura 6.1 Fotos del prototipo del equipo de congel  ado disefiado por Refmar S.R.L.

El registro tiempo-temperatura se realizd, para las pinzas de cangrejo cocidas,
mediante termocuplas calibradas tipo K acopladas a un adquisidor de datos (Omega,
USA). Para la carne de cangrejo envasada al vacio, debido a que la insercion de una
termocupla producia pérdida de vacio, se utilizé un dispositivo digital de temperatura
(iButton® Sensors, Maxim products USA) de rango de trabajo de -55°C a 100°C, con
registros de temperatura cada 1 minuto; el mismo se colocé dentro del envase que
luego se sellé al vacio. Como se menciond, el iButton es un sensor de temperatura
digital, muy pequefio, y que no requiere cables de conexion. EI mismo se ubicé en el

centro geométrico del envase.
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6.2.2. Resultados de las curvas de congelacién de p  ulpa de cangrejo envasada al

vacio

Algunas de las curvas experimentales obtenidas para la carne envasada al vacio y las
pinzas de ambas especies de cangrejo se observan en la Figura 6.2. La linea
punteada roja pertenece a curvas de congelacion a 1,56m/s de velocidad del aire frio
dentro del tunel, mientras que la linea punteada azul corresponde a una velocidad de
4,16m/s.

Las pinzas se congelaron a mayor velocidad que la pulpa envasada. Debe tenerse en
cuenta que la carne de cangrejo desmenuzada (pulpa) posee un cierto grado de
porosidad debido a la presencia de aire que queda en el envase; por minima que
resulte la presencia del aire, disminuye considerablemente la velocidad de congelacion
del producto. Asimismo, se puede observar que la velocidad de congelacién disminuye
al disminuir la velocidad del fluido refrigerante. Si se comparan las curvas de
congelacion obtenidas a distintas velocidades de aire, para los distintos productos, las
diferencias se hacen notorias a partir del comienzo del cambio de fase (zona de
meseta), volviéndose mas pronunciada a medida que avanza el frente frio y disminuye
la temperatura. La zona de meseta es donde el agua se transforma en hielo y se pone
en juego el calor latente de cambio de fase, dando lugar al crecimiento de los cristales.
Cuanto mas tiempo permanezca el producto en esta zona, mas lenta sera la
congelacion y mas inconvenientes se presentaran durante la descongelacion,

pudiéndose producir una mayor exudacion o pérdida de agua del producto.
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Figura 6.2 Curvas de congelacién para: a) carne de  cangrejo envasada al vacio, b) pinzas
de D. patagonicus vy c) pinzas de O. trimaculatus. Linea punteada azul (4,16m/s); linea

punteada roja (1,56m/s). Temperatura externa -40°C.
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Una forma de medir la velocidad de congelacién es a través del tiempo local de
congelacion (tc); expresado como el tiempo (min) que tarda el alimento en pasar de la
temperatura inicial de congelacién a una temperatura de por ejemplo -10°C. Los
tiempos locales de congelacion para una velocidad del fluido refrigerante de 4,16m/s
resultaron de 12min y 9min para las pinzas de D. patagonicus y O. trimaculatus,
mientras que para una velocidad de 1,56m/s fueron de 17,5min y 14min,
respectivamente; en todos los casos la temperatura del fluido refrigerante fue de
-40°C.

A partir de las curvas de congelacion obtenidas se calculd la temperatura inicial de
congelacion Ti, utilizando el método de la tangente (Fennema, 1973). La Figura 6.3

muestra a modo de ejemplo el célculo de la Ti para pinzas de D. patagonicus.
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Figura 6.3 Calculo de la temperatura inicial de con  gelacién obtenida por el método de la

Tangente (Fennema, 1973) para pinzas de D. patagonicus.

La temperatura inicial de congelacién fue de -1,8°C; la misma resulté similar para la
carne envasada y pinzas de cangrejos cocidas. El punto inicial de congelacién
observado para dichos productos, depende de la composicion y del contenido de

humedad. El valor obtenido se encuentra dentro del rango de valores reportados para
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diversas especies marinas por Kolbe y Kramer (2007).

6.3. Determinacién de las propiedades termofisicas del musculo cocido

6.3.1. Materiales y métodos

El calor especifico de la carne de cangrejo (C,) en estado congelado y sin congelar, la
temperatura de congelacion inicial, la cantidad de agua no congelada y el calor latente
de congelacion, se midieron utilizando calorimetria diferencial de barrido (DSC) en un
Equipo TA modelo Q100 controlado por un médulo TA 5000 (TA Instruments, New
Castle, Delaware, USA). En este equipo se hicieron corridas de calentamiento a una
velocidad de 10°C/min desde -50°C hasta 100°C, con un periodo isotérmico inicial de
10 minutos a -50°C. La primera corrida se realizé para obtener una linea de base por
lo que se utilizaron dos cépsulas vacias de igual peso. Luego se obtuvo el termograma
correspondiente a un estandar de zafiro. La tercera corrida se realizdé con la muestra
de carne de cangrejo. El procedimiento completo se realizd por triplicado. El calculo
del C, se realiz6 segun la norma ASTM E1269 y segun McNaughton y Mortimer
(1975), como se explicé en el Capitulo 3. El calor latente de fusién (AHmM) se determin6
segun Roos (1986), mediante la integracion del pico de la curva de fusion; este valor
se utilizé para calcular la fraccion de agua no congelada en el alimento. Los limites de
integracién de temperatura del pico se tomaron cuando fue detectada una separacién
clara entre la curva y la linea de base. La fraccion de agua no congelada (xb) se
obtuvo experimentalmente a partir del termograma de descongelacién utilizando el
DSC. El cociente entre el calor de fusién del material, el cual se obtuvo integrando el
pico endotérmico del termograma, y el calor de fusion del agua pura (333,2 J/g)
(Weast y Astle, 1981) representa la fraccion de agua congelada en el alimento. El xb
se calcul6 como la diferencia entre el contenido de agua total del alimento y el
contenido de agua congelada (S4ay col. 1994).

Las propiedades termofisicas del musculo de cangrejo: densidad (p), calor especifico

(Cp) y conductividad térmica (k), que se utilizan en el modelo computacional que
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describe el proceso de congelacion, se estimaron teniendo en cuenta la composicion
bioguimica del musculo del cangrejo cocido reportado en el Capitulo 4, y utilizando las
ecuaciones propuestas por Choi y Okos (1986), expresadas en la Tabla 3.1 del
Capitulo 3.

La conductividad térmica de los alimentos congelados varia fuertemente con la
temperatura, si tenemos en cuenta que el hielo es casi cuatro veces mas conductor
gque el agua. La dependencia de la conductividad térmica con la temperatura se estimo

utilizando un modelo en paralelo (Choi y Okos, 1986):

k(T) =2 %" & (T) (6.1)
donde k es la conductividad global y k; es la conductividad térmica del componente i
(agua, carbohidratos, cenizas, lipidos, proteinas, y hielo si la temperatura se encuentra

Vi

por debajo de la temperatura inicial de fusion). La fraccion “x;"” corresponde a la
fraccion volumétrica de cada componente.

La densidad también sufre cambios significativos durante la congelacion de alimentos,
dado que el agua se expande un 10% por debajo del punto de inicial de congelacion

(disminuye la densidad) generando un stress térmico-mecénico importante.

La densidad del producto se calculé utilizando la siguiente ecuacion (Choi y Okos,

1986):
p(T) = 1X. (6.2)
o

donde p (T) es la densidad global y p; es la densidad del componente i (agua,
carbohidratos, cenizas, lipidos, proteinas, y hielo si la temperatura se encuentra por
debajo de la temperatura inicial de fusion). La fraccién “x” corresponde a la fraccién
masica de cada componente.

Cuando se calcula el calor especifico en un rango de temperaturas que abarcan

valores por arriba y por debajo del punto de congelacion se debe incluir el efecto del
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cambio de fase. Si el rango de temperaturas comprende el cambio de fase es
necesario tener en cuenta el aporte del calor latente en el rango de fusion del alimento
de acuerdo a la fraccién de hielo que se forma, el cual se denomina calor especifico
aparente. Para la carne de cangrejo, el mismo se estim6 usando la ecuacion
propuesta por Miles y col. (1983):

Cpap(T) = incpi - LXW % (63)

donde L es el calor latente de fusion del agua, Tf es la temperatura de inicio de
congelacion del producto determinado experimentalmente mediante el método
descripto por Fennema (1973), C, es el calor especifico global y Cp; es el calor
especifico del componente i (agua, carbohidratos, cenizas, lipidos, proteinas, y hielo si
la temperatura se encuentra por debajo de la temperatura inicial de fusion).

Si consideramos la cantidad de agua ligada o no congelable, la fraccion de hielo que
se forma como una funcién de temperatura (a T <Tf) se puede estimar segun Miles y

col. (1983) como:
X, = (X, — xb)(l—T?f) (6.4)

donde Tf es la temperatura inicial de congelacion (°C), x, es la fraccion mésica de
hielo, x,, es la fraccidbn mésica de agua en el alimento y xb es la fraccion masica de

agua no congelada (agua ligada) obtenida por DSC.

6.3.2. Resultados de la determinacion de las propie  dades termofisicas

Aplicando las ecuaciones expresadas en la seccion anterior, junto con los valores de la
composicidon quimica del cuerpo cocido de cangrejo reportados en el Capitulo 4, se
obtuvieron los gréficos de densidad, calor especifico aparente y conductividad térmica
para un rango de temperatura entre -40 y 20°C, temperaturas a las cuales estuvieron
sometidos los productos a base de carne de cangrejos durante la congelacién (Fig
6.4). El calor latente de fusion de la carne de cangrejo resulté AHM=243350J/kg. La
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fraccié de agua ligada determinada mediante DSC en base humeda resultd
xb=0,1484 y el calor especifico de la carne de cangrejo en un estado completamente
congelado (medido a -50°C) fue Cp.=1894,3J/kg°C. Estos datos experimentales se
incorporaron a las ecuaciones propuestas para la obtencion de las propiedades

termofisicas en funcién de la temperatura (Fig 6.4).
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Figura 6.4 Graficos de conductividad térmica, densi  dad y calor especifico aparente para

carne de cangrejo cocida, para un rango de temperat  ura de -40°C a 20°C.

6.4. Modelado matematico y simulacion numérica de |  a transferencia de energia

en el proceso de congelacion, utilizando un cédigo computacional en elementos
finitos (MEF)

Como se menciond anteriormente, simular numéricamente el proceso de transferencia
de energia con cambio de fase implica resolver un problema matematico fuertemente
no lineal, dado que las propiedades termofisicas del alimento intervinientes en la
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ecuacion diferencial (conductividad térmica, calor especifico y densidad) son funcion
de la temperatura. La variacion de estas propiedades termofisicas con la temperatura
es muy abrupta dada la conversion de agua a hielo dentro del alimento durante la
congelacion. Particularmente, el calor especifico aparente presenta una funcionalidad
cuasi delta de Dirac y es mas abrupta cuanto mas agua contiene el alimento debido a
la liberacion del calor latente de fusion en un rango pequefio de temperatura de
cambio de fase. El método de los elementos finitos es uno de los métodos mas
adecuados para resolver problemas en sistemas de geometrias irregulares como las
presentadas por algunos de los productos a base de crustdceos marinos. Existen
técnicas numéricas que incorporan los efectos del cambio de fase en las propiedades
termofisicas; densidad, conductividad térmica, y calor especifico aparente, teniendo en
cuenta su dependencia con la temperatura. En cada incremento del tiempo se debe
estimar el nuevo valor de calor especifico a través de la curva Cp,, (calor especifico
aparente) en funcion de la temperatura. Sin embargo, es muy dificil obtener una
convergencia utilizando esta técnica. Existen en la literatura varias técnicas propuestas
para evitar este problema utilizando el Método de Elementos Finitos (MEF) y calcular
el calor especifico efectivo cerca del rango de fusion (Cleland y col. 1984; Comini y col.
1989), sin embargo estas mejoras no siempre conducen a resultados satisfactorios
(Pham, 1995, 2008). Por estas razones, las formulaciones Entélpicas (H) se
desarrollaron con éxito y fueron utilizadas por varios autores (Mannapperuma y Singh,
1988, 1989). A su vez la integral de la conductividad térmica con la temperatura
representa la funcion de Kirchhoff (E), que es una funcibn mas suave con la
temperatura que la correspondiente a la conductividad térmica versus la temperatura.
Introduciendo simultdneamente ambas variables, H y E, en la ecuacién de conduccion
de calor se logra que el problema no-lineal se transforme en un problema lineal mas
simple de resolver.

Para simular la congelacién de “pouches” de pulpa de cangrejo en el tanel de
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congelado se utilizé una formulacion Entalpica y de Kirchhoff (Scheerlinck y col. 1997,
2001; Fikiin, 1996, 1998). La formulacién Entélpica se obtiene mediante la integracion
del calor especifico aparente volumétrico con la temperatura (Comini, 1974;
Mannapperuma y Singh, 1988, 1989; Pham, 2008) y la funcion de Kirchhoff, a través
de la integracién de la conductividad térmica con la temperatura. De esta forma la
ecuacion diferencial de transferencia de energia en términos de la temperatura se
transforma en una ecuacion diferencial en variable Entalpica y de Kirchhoff, ambas
variables mutuamente relacionadas. Esta formulacion ha sido utilizada con éxito para
la simulacion de procesos de congelacion en productos alimenticios de geometrias
irregulares tridimensionales (Santos y col. 2010a,b; Santos y Lespinard, 2011).

Para la congelacion de pinzas de cangrejos, que es un sistema heterogéneo y
compuesto, la formulacion Entélpica y de Kirchhoff presenta dificultades ya que existen
dos materiales con distintos valores de entalpia en intimo contacto (carne y capa
calcarea). En este tipo de problemas la energia se transfiere a través de resistencias
en serie, representado mediante dos dominios con distintas propiedades termofisicas,
la carne de cangrejo en contacto con una lamina calcérea. En la condicion de contorno
correspondiente a la interfase entre ambos materiales no existe unicidad en los valores
de entalpia y funcion de Kirchhoff, lo cual hace imposible su resolucion mediante esta
metodologia (Pham, 2008). Por lo tanto, para el caso de pinzas de cangrejos, se
propuso utilizar el software Comsol Multiphysics para simular la transferencia de
energia con cambio de fase cuando existen resistencias en serie. Asimismo, resulté
necesario contar con la informacion de los coeficientes de transferencia calorica en los

equipos de congelacion.

6.4.1. Modelo matematico de congelacion de pinzas d e cangrejo
El problema se bas6 en estudiar un problema de congelacion bidimensional en una
geometria de contorno irregular. Debido a las dimensiones promedio de las pinzas

(largo>didmetro), se consider6é que el aporte axial a la transferencia de calor era
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despreciable frente al intercambio de calor radial a través de la seccion transversal.
Por ende el problema se bas6 en estudiar un problema de congelacion en 2D de
contorno irregular tomando la seccion media de la pinza (Fig 6.5a,c).

Para las pinzas, el contorno irregular del objeto se obtuvo a través de imagenes
digitales, las cuales fueron procesadas en el programa Matlab. Luego, las imagenes
fueron importadas al mallador para su discretizacion en elementos triangulares (Fig
6.5b).

En el caso de las pinzas de cangrejo, se tiene un sistema compuesto por dos dominios
con propiedades termofisicas diferentes: carne de cangrejo y lamina calcarea. En el
caso de la carne, ésta sufre un proceso de cambio de fase durante la congelacion, en
cambio la lamina calcérea presenta propiedades termofisicas constantes en todo el
rango de temperaturas bajo estudio. Los problemas no lineales de conduccion de calor
que involucran cambios de fase se pueden describir mediante la siguiente ecuacion

diferencial definida en el dominio Q. Las ecuaciones que describen el sistema son las

siguientes:
oT
p.(T) Cp(T) - = Dk (NOT) en Q, (6.5)
oT
Pc CPc E =0 [ﬂkLcDT) en Q¢ (6.6)

donde el subindice “c” corresponde a la carne de cangrejo y “LC” a la ldmina calcarea.

Las condiciones iniciales y de contorno son las siguientes:

T=T, t=0 enQ.yQc

—K,c [‘;I [, + ?3; my} =Njjacay (T To) 120 en 0Qpacap (6.7)
—K.c (‘;I [, +‘;;I; myJ:hp_a (T-T,,) t=0 en 0Q,., (6.8)
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Como se explicdé anteriormente, el problema de la presencia de dos materiales con
distintas propiedades genera que la formulacion Entalpica y de Kirchhoff resulten
inaplicables dado que existen dos valores distintos de E y H en la interfase entre
ambos materiales (Pham, 2008). Por esta razoén, se utilizé el software comercial
Comsol Multiphysics para simular el proceso de cambio de fase con materiales en
serie. Esta metodologia se basa en representar al calor especifico aparente (que
incluye el cambio de fase) mediante la suma de las funciones Heaviside y Gaussiana,
lo cual genera una funcibn mas suave en todo el rango de temperaturas,
especialmente en la zona de cambio de fase, evitando inestabilidades numéricas para
la resolucidn por elementos finitos, segun lo recomendado por el manual del COMSOL
(Manual COMSOL Multiphysics vs. 3.4). Por ende el calor especifico de la carne de
cangrejo se describi6 de la siguiente manera:

AH
T,

m

donde el Cp. corresponde al valor de calor especifico de carne de cangrejo
congelada, T, es la temperatura del pico de congelacién (equivalente a la media p en
la curva gaussiana), AH, es el calor latente de fusion, y D es la funcibn Gaussiana

definida como

_(T_Tm)z
( dT? )

D) =<

NTTdT?

(6.10)

donde dT es la mitad del rango de transicion, 2dT corresponde a la diferencia de
temperatura donde ocurre la liberacion del 84% del calor latente de fusion (Neeper,
2000), f(Hea) €s una funcion escalon Heaviside, codificada en el entorno del programa
COMSOL-Matlab y tiene la gran ventaja de tener derivadas segundas continuas, lo

cual permite al programa resolver el problema a pesar de la abrupta variacion del calor

162 de 244
J.B.DIMA



especifico aparente, respetando los pardmetros fisicos, como son el rango de cambio

de fase, la temperatura de congelacion y el calor latente de fusion.
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Figura 6.5 a) Diagrama del corte transversal de la  pinza de cangrejo de D. patagonicus .
Medidas geométricas de la pinza utilizada para el m  odelo. b) Mallado de la pinza de D.
patagonicus. c¢) Ecuaciones del modelo propuesto par a la transferencia de calor en la
placa de apoyo y en el aire. La curva roja represen ta la seccién de apoyo de la pinza en

la placa del congelador.

En el caso de las pinzas se utilizoé el simulador COMSOL, donde se incorporaron las
funciones Kk(T) y p(T) en forma de tabla y se realiz6 la incorporacion del Cp(T)
utilizando una formulacién matemaética alternativa donde se mantienen tanto el rango
de congelacion como el calor de fusion del alimento. Los coeficientes de transferencia
h deben introducirse en el programa de simulacion. Como se menciono, debido a la
geometria de la pinza, se consider6 que el aporte axial a la transferencia de calor era

despreciable frente al intercambio de calor radial a través de la seccion transversal.
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Por lo tanto se basé en estudiar un problema de congelacién en 2D de contorno

irregular tomando la seccidn media de la pinza (Fig 6.5c).

6.4.2. Modelo matematico de congelacion de pulpade  cangrejo en “pouches”
Para el modelo de la carne envasada al vacio el problema se pudo asimilar a un
proceso de transferencia de calor unidimensional (Fig 6.6).

La ecuacion de conduccion de calor en términos de temperatura es la siguiente:
oT
p(M Cp(T)5 - =1 fk(T)T) (6.11)

En el caso de congelacion de envases, una forma de resolver el problema de la
congelacion es utilizando una transformacion de variables, utilizando la formulacién

Entalpica y de Kirchhoff, como se explico anteriormente en la Seccion 6.4.

H(T) = [ p(T) [Cp(T)dT (6.12)

E(T) = [k(TT 6.13)

donde H se define como la entalpia volumétrica, que es la integral del Cp volumétrico y
E es la funciéon de Kirchhoff, que representa la integral de la conductividad. Estas
funciones son mondétonamente crecientes y positivas por lo que para un Unico valor de
temperatura existe un anico valor de Entalpia y funcion de Kirchhoff, T* es una
temperatura de referencia que corresponde al valor cero de Entalpia y funcion de
Kirchhoff.

Las condiciones iniciales y de contorno son las siguientes:

T=T, t=0 enQ

X — 1 placa—

oT T oT ,
—k(axm +a mly +E mZJ_h p(T—Text) t=0 en 60placa—p (614)
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k9T [, + 97 ny il m, |=h",.(T-T,) t20 en 8Q., (6.15)
0X oy 0z

donde los subindices “placa-p” y “p-a” corresponden a la interfase placa-producto y
producto-aire, respectivamente.

Para el caso de la carne envasada se utilizo un coeficiente de transferencia h'p.,
(producto -aire), el cual relaciona las resistencias en serie a la transferencia de calor
dadas por la lamina plastica del envase (e/kpouche) Y la resistencia en la parte externa
expuesta al aire de enfriamiento (1/hge). A Su vez se consideré un coeficiente de
transferencia h'pacap (placa-producto) correspondiente a la superficie del envase
apoyado sobre la placa (1/hpaa). El coeficiente de transferencia (h’) incluye la
resistencia al flujo caldrico debido al material plastico (PE/PA), que contiene a la carne,
en contacto con el aire o placa segun corresponda, se considera ademas la presencia
de una delgada capa de aire dentro del envase plastico (0,5mm). El espesor del
material plastico del envase es de 90um y su resistencia a la transferencia resulta
mucho menor que la debida a la capa de aire.

Combinando las ecuaciones (6.11), (6.12), y (6.13) con las condiciones iniciales y de
contorno representadas por las ecuaciones (6.14 y 6.15), se obtiene un sistema de
ecuaciones diferenciales parciales con dos variables dependientes e interrelacionadas
Hy E (Santos y col. 2010, PIF: 13085/6).

oH

S 0°E en Q t>0 (6.16)
~(0E)IN=h')ee (T = T,) en 8Qpacap 20 (6.17)
-(OE)in=h",_(T-T,,) en 5Q,., t20 (6.18)
H = H, t=0 (6.19)

165 de 244

J.B.DIMA



Para construir la formulacion variacional del problema es necesario definir el residuo

como:
r= ‘?; 0E (6.20)

El método de elementos finitos utiliza una formulacién variacional que exige que la
integral del residuo ponderada en los nodos sea cero; de esta manera la energia se
conserva en promedio en todos los elementos. Al utilizar las funciones de forma tanto
para ponderar la integral como para representar la temperatura se aplica el método de

Galerkin de residuos ponderados (Zienkiewicz y Taylor, 1994a,b):
INT(G—H—DZE dQ=0 (6.21)
5 ot

Utilizando las reglas de diferenciacién, el término —N'J°E se puede escribir como
—-OMQN'OE) +ON' DE. Luego de aplicar el teorema de la divergencia, se obtiene la

siguiente ecuacion:

H
jNT ‘Zt dQ - INTDEMd6Q+IDNT MEdQ =0 (6.22)
Q
Las condiciones de contorno (Ecuaciones 6.17 y 6.18) se incorporaron en la
formulacion variacional en el segundo término de la Ecuacién 6.22, obteniéndose

jNT ‘;H dQ + j NN e p (T =T ) dBQ + [N, (T=T,,)d6Q + [ON" mEda=0  (6:23)
o 30,4 2

I

Reorganizando luego de aplicar el método de Galerkin:
CG B?TT +FGIOT(H) +KGE(H) =m (6.24)

donde:

CG =) ’;e:l J' (N'N)d Q. es la matriz global de capacitancia

e

=> 2'11 J (B "B)d Q. es la matriz global de conductancia

e
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s=1

s s

FG =3 ™ [(NTH oy o N)ABQ  + > ™ [(NTh',_ N)d3Q ,es la matriz
Q Q

global convectiva

s=1
Q)

m=>" [N oy Tor)BBQ, + >y [(NTh,_, T, )dBQ, es el vector térmico global,
30

H, E, y T son los valores nodales de entalpia de la funcién la Kirchhoff y de
temperatura, respectivamente. Se puede observar que, gracias a la simultanea
transformacion de variables en entalpia y en la funcién de Kirchhoff, todas las
propiedades no-lineales y dependientes de la temperatura fueron eliminadas y como
consecuencia las matrices en la formulacién por elementos permanecen constantes
(no aparecen k, C, y p en el calculo de matrices y vectores elementales); esto significa
que las matrices (CG, KG y FG) se calculan por fuera del ciclo que avanza en el
tiempo reduciendo significativamente el tiempo de maquina (Sheerlinck y col. 2001).
En otras palabras, el método permitio transformar un problema altamente no-lineal en
uno lineal gracias a la incorporacion de las variables E y H. Existen muchos trabajos
donde se aplica la variable entalpia en procesos de congelacién, sin embargo no es
frecuente encontrar trabajos con una simultanea transformacion Entalpica y de
Kirchhoff, siendo este un aporte muy interesante en lo referente a la simulacion de
problemas no-lineales de congelacion. La gran ventaja del método de Entalpia es que
en lugar de la solucién de las ecuaciones diferenciales parciales originales utilizando la
temperatura como variable, el problema se reformul6 en otra ecuaciéon diferencial
parcial que utiliza una variable de entalpia, donde el problema a resolver se puede
representar como un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias. Por lo tanto la
solucion que se da como valores de entalpia sobre todo el dominio es una funcién H =
H (x, y, z, tiempo). Si el coeficiente de transferencia de calor se considera constante
durante el proceso, FG y m también permanecen constantes.

La Ecuacion (6.24) es entonces un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias con

tres variables desconocidas, H, E y T, relacionadas entre si a través de funciones

167 de 244
J.B.DIMA



algebricas no lineales, H(T), E(T), H(E), T(H) , T(E), y E(H). La dependencia entre la
temperatura y las propiedades termofisicas se incorporan en la formulacion de entalpia
mediante el uso de las funciones T(H) y E(H). En primer lugar H(T) y E (H) se
construyeron de acuerdo con las Ecs. 6.12 y 6.13. A continuacion, usando el programa
Matlab 6.5 se obtuvieron las funciones T(H) y E(H). Reemplazando las funcionalidades
de E(H) y T(H) en la Ecuacion 6.24, el sistema se puede escribir como (Santos y
Lespinard, 2011)

dH _
E = f(H) (6.25)

La solucion del sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias necesarias para
avanzar en el tiempo se implementé mediante un método implicito con un At variable,
dentro del entorno del programa Matlab 6.5. El codigo computacional aplicando la
formulacién de Kirchhoff y de Entalpia también se programé en el Matlab. En virtud de
obtener el perfil tiempo-temperatura se utilizé la ecuacién T(H), la cual es una funcién
biyectiva asegurando que existe un unico valor de temperatura para la solucion del
problema planteado en funcion de la variable H. Debido a las dimensiones de los
pouches con carne de cangrejo, el sistema se podia asimilar a un proceso de
transferencia de calor unidimensional, considerando sélo el espesor del dominio. En la

Figura 6.6 se puede observar el esquema de los pouches utilizados para el modelo.

& A=115cm
e T T oy
2 ~(VE)n=h, (T-T,)
/ : |
H F
.1. L - _(?E)n =h' phxa—p'(T_TEﬂ)
5 PLACA
H=1,7¥cm

Figura 6.6 Diagrama representativo del producto car ne de cangrejo envasada al vacio.
Condiciones de contorno para el producto en contact o con el aire y para el producto en

contacto con la placa.
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6.5. Determinacion del coeficiente de transferencia caldrica en interfase (h) en el
tunel de congelacion. Curvas de velocidad de enfria  miento en sélidos altamente

conductores

6.5.1. Materiales y métodos

El coeficiente de transferencia de calor en la interfase (h, W/m?C) refleja las
condiciones de transferencia sobre la superficie expuesta del alimento y el medio
externo que lo rodea. Este pardmetro es muy importante para el calculo de tiempos de
congelacion y, en general, presenta una variabilidad mayor que las propiedades
termofisicas del producto, lo cual genera error en los célculos de la temperatura.

A fin de obtener un valor de coeficiente de transferencia cal6rica (h), para poder ser
usado como punto de partida en el modelo matemético que describe el proceso de
congelacion de los productos pinzas de cangrejo, se determinaron experimentalmente
los coeficientes de transferencia cal6rica en interfase utilizando solidos regulares
altamente conductores. Se emplearon a tal efecto una esfera (6cm de diametro) y un
prisma (5x7x15cm) construidos en aluminio y a los cuales se les insertaron
termocuplas tipo K en su centro geométrico para registrar la temperatura en funcién
del tiempo al ser introducidas en el tinel de congelacion. Se realizaron experimentos
bajo distintas condiciones operativas para determinar los valores de h: i) Para estimar
el hpacap (placa-producto) se colocaron los cuerpos solidos en el interior del tdnel
directamente sobre la placa conductora. ii) Para estimar el hp, (producto-aire) se
colocaron los cuerpos sélidos sobre un material aislante (poliestireno expandido con
perforaciones) para tener solamente el registro del aporte del aire en el enfriamiento.
Los coeficientes de transferencia h de la esfera y el prisma de aluminio aislados y
apoyados sobre la base metalica del tinel se determinaron por el ajuste de los datos
experimentales a las curvas de temperatura versus el tiempo, obtenidas mediante el
programa COMSOL Multiphysics. Se propusieron diferentes coeficientes de
transferencia de calor en la solucion numérica; las historias térmicas experimentales

se compararon con las simulaciones numéricas y se selecciond el coeficiente de
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transferencia de calor (h) que minimizaba la suma de las diferencias de los cuadrados
entre las temperaturas experimentales y las predichas. Los experimentos realizados
para determinar los coeficientes de transferencia de calor y poder validar el modelo se
llevaron a cabo en forma independiente para cada condicion operativa particular a la
que fue sometido el producto pinzas de cangrejo.

Por otro lado, cuando se utilizan cuerpos de geometria regular muy conductores el
coeficiente de transferencia puede ser estimado analiticamente, utilizando las curvas
de temperatura adimensional en funcion del tiempo.

Cuando el numero de Biot ( Bi=hD/k, cociente entre la resistencia al flujo de calor por
conduccion dentro de un cuerpo y la resistencia al flujo externo de calor por
conveccion) es lo suficientemente pequefio (<1/6), el gradiente de la temperatura
interna puede considerarse despreciable en comparacion con el gradiente de
temperatura en la capa del fluido en la superficie, por lo que se asume que la
temperatura interna del objeto bajo andlisis es sustancialmente uniforme en toda su
masa, en cualquier instante (“lumped parameters”).

A modo de ejemplo, tomando las curvas de temperatura en las esferas de aluminio,
registradas en tlnel de congelacion, bajo diferentes condiciones operativa, se pudieron
obtener los coeficientes de transferencia caldrica por conveccion en el aire (haye,
W/m’K). Para la obtencion del coeficiente (h) se compararon los resultados
experimentales con las soluciones analiticas de la ecuacion de transferencia de
energia por conduccién en estado no estacionario para sélidos sin gradientes de
temperatura:

hA (T-Trer) = -C,pV (dT/dl). (6.26)

donde T, es la temperatura del fluido refrigerante, A es area de transferencia (m?) y
V es el volumen del cuerpo ( m®).
El valor de h depende del estado fluidodinamico del sistema (esfera-aire), de la

geometria y de las caracteristicas del fluido. Por lo tanto, conociendo las propiedades
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termofisicas del aluminio (conductividad térmica (k), densidad (p) y calor especifico
(Cp)), el diametro de la esfera y la variacion de la temperatura en funcion del tiempo,
se pudo calcular el coeficiente de transferencia de calor h mediante una regresion
lineal de los datos experimentales de tiempo y temperatura.

Reordenando el balance macroscépico de energia e integrandolo entre los limites de 0
y t para el tiempo, y de Tia (Ti) y T para la temperatura, se obtiene la siguiente

ecuacion
In( T.—Trefj: -hA ‘ 6.27)
Ti—Tref pCpV

Esta ecuacion se puede aplicar para calcular h cuando la resistencia a la conduccion

de calor en el interior del sdélido es despreciable en relacion a la resistencia térmica a
la transferencia de calor por conveccion en el medio externo, es decir, el modelo es

valido para numeros de Biot muy bajos (NBi < 0,1).

6.5.2. Coeficiente de transferencia h. Resultados d e las curvas de velocidad de

enfriamiento en esferas de aluminio

La Figura 6.7 muestra las curvas de temperatura- tiempo en esferas de aluminio para
dos condiciones de transferencia caldrica. Uno de los casos corresponde a la esfera
de aluminio en el cual el calor se transfiere exclusivamente por conveccién del aire
refrigerante, ya que la esfera estd separada de la placa metalica y apoyada en un
soporte perforado para que el aire circule alrededor de la misma. El otro caso,
corresponde a la esfera apoyada en la cinta metalica (calor por conduccion y ademas
por conveccidn). Como es esperable la esfera apoyada en la cinta metalica presenta
una curva de descenso de temperatura mas rapida que en el caso donde la
transferencia se producia exclusivamente por conveccion. El error estandar de las
medias de las temperaturas se representa por la barra de error en la parte inferior

izquierda de la Figuras 6.7.
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Figura 6.7 Curvas de enfriamiento para la esfera de  aluminio sobre un soporte perforado

(Rojo) y para la esfera apoyada en la placa fria (A zul). Temperatura del aire -40°C.

Para el calculo analitico del hye de la esfera aislada se utilizaron los siguientes
valores: Temperatura del fluido refrigerante =230K, Temperatura inicial (Ti) =286K,
densidad (p)=2700kJ/m?, calor especifico (900kJ/kgK), &rea y volumen de la esfera de
aluminio. A partir de estos datos se obtuvieron los valores adimensionales de
tempartura (eje Y):

T* = T-Tref /Ti — Tref, donde T es la temperatura a cada tiempo, Ti es la temperatura
inicial y Tref es la temperatura del fluido refrigerante.

De la Ecuacion (6.27), In(T*) = (-hA/C,pV)t, se obtiene el valor de h, donde -hA/C,pV
es la pendiente de la curva In(T*) versus el tiempo.

En la Figura 6.8 se observan las regresiones lineales a 2 velocidades del tunel de
congelacion. El valor del coeficiente de transferencia calérica (h) resulté de h,.=14,6
W/m?K para las curvas de esferas de aluminio a una velocidad del aire refrigerante de
1,56m/s y h,ie=24,3 W/m?K para una velocidad del aire de 4,16m/s.

Por otro lado, se utilizé el programa Comsol Multiphysics para determinar el valor de h
correspondiente a la interfase aire-objeto (ha.) Yy objeto-placa (hpaca), para una
velocidad del fluido refrigerante de 4,16m/s. Los h obtenidos fueron h,;,.=20-30 W/m?K

Y Ngiaca =400-500 W/m?K. Estos valores fueron luego utilizados para simular la
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congelacion de las pinzas, considerando la fraccion de superficie apoyada sobre la

placa.
Tiempo (S)
0 Y
2500
-~ D5
E y =-00005x
= R® =037
-
T A5
3 5 = -0,001 3
R =0.5085
25 -

Figura 6.8 Regresion lineal de las curvas de enfria  miento para las esferas de aluminio
apoyadas en soporte perforado sin contacto con la p laca metalica y rodeadas por el flujo
de aire refrigerante. Velocidad del aire 1,56m/s (v ioleta) y 4,56m/s (Azul). Temperatura del
fluido refrigerante (Tf) -40°C.

Habiendo estimado previamente el hyacaaie S€ 10 pudo introducir como dato en el
modelo numérico desarrollado para pinzas de cangrejo. De esta manera se calcul¢ el
hpiacap (Producto-placa) que mejor ajustaba a las historias térmicas de los productos,
cuando los mismos se encuentran apoyados sobre la placa conductora en el tanel de

congelacion utilizado.

6.6. Resultados de la simulacién y modelado matemat  ico de la transferencia de
energia durante la congelacion de pinzas y “pouches ", utilizando un cddigo

computacional en elementos finitos (MEF)

La temperatura inicial de congelacibn medida a través el método de la tangente
(Fennema, 1973), la composicion quimica de la carne cocida de cangrejo obtenida
experimentalmente y la fraccién de agua ligada determinada mediante DSC en base
hameda (xb) fueron incorporadas a las ecuaciones descriptas en la Seccion 6.3 para
la obtencion de las propiedades termofisicas versus temperatura que se observan en
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la Figura 6.4. Posteriormente se realizo la integracion con la temperatura del calor
especifico volumétrico (calor especifico aparente por densidad) y conductividad
térmica para la obtencién de la Entalpia y funcién de Kirchhoff (Fig 6.9) a los efectos

de ser utilizados en el programa en elementos finitos codificado en el programa

H [J/m3|
[

Matlab 6.5.
<1t Entalpia Volumétrica Funcion de Kirehhoff

3 W
E
z-ﬂl
=

1t M

-4 -3 -2 -1 ] it} i Al 30 -2 -10 ] 1
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 6.9 a) Entalpia Volumétrica y b) Funcion de  Kirchhoff.

En el caso de los “pouches” se utilizaron coeficientes de transferencia (h’), los valores
que mejor ajustaron con el modelo unidimensional fueron h’p,(producto-
aire)=10W/m’K, y h’p|aca_p(pIaca-producto):SOW/mzK. En el caso de las pinzas, los
coeficientes de transferencia de calor obtenidos para los experimentos en el tanel
comercial con distintos objetos metalicos fueron hp.ie=20-30 W/m?K y Nplaca-p=400-500
W/m?K. Estos valores fueron luego utilizados para simular la congelacion de las
pinzas, considerando la fraccién de superficie apoyada sobre la placa. Los valores que
mejor ajustaron a los experimentos fueron h, =20 W/m°K y hpjacap =500 W/m?K.

La Figura 6.10 muestra las curvas de congelacibn para pouches obtenidas
experimentalmente y la obtenida con el modelo numérico desarrollado en Matlab, para
una de las experiencias donde las condiciones fueron: temperatura inicial Ti=7°C,
temperatura del aire T.=-40°C, coeficientes globales h’,., (producto-aire)=10W/m’K y

h’p,aca_p(placa-producto):SOW/mzK. La posicion de la termocupla era 0,85x10°m
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(Ubicada en el centro del “pouche”).
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Figura 6.10 Curva de congelacion para carne de cang rejo envasada al vacio. Linea de
puntos: temperatura experimental. Linea llena: temp  eratura predicha por el modelo,

utilizando la formulacién Entlalpica y de Kirchhoff

Las pruebas se realizaron por triplicado, el error estdndar de las medias de las
temperaturas experimentales se representa por la barra de error que se muestra en la
parte superior de la Figura 6.10. La raiz cuadrada del error medio cuadrado (RMSE)
fue de 1,5°C y la desviacion maxima absoluta (DMA) fue de 3,68°C. Como puede
observarse existe una muy buena concordancia entre los valores experimentales y
predichos usando el modelo numérico propuesto para la carne envasada.

La Figura 6.11 muestra el ajuste de la curva modelada y experimental para la pinza de
cangrejo de D. patagonicus. En el caso de la Figura 6.11a, las condiciones de
congelacion de las pinzas fueron las siguientes: Ti=8,8°C, T.=-40°C, hp.are=20 W/mK,
Npiaca-p=500 W/m?K y la posicién de la termocupla x=0,015m, y=0,010m. En la Figura
6.11b, las condiciones de congelacion fueron: Ti=12°C, T, =-35,4°C y la posicion de la
termocupla x=0,018m, y=0,010m. Cada ensayo se realizdé por triplicado. El error
estandar de las medias de las temperaturas experimentales se representa por la barra
de error en la parte superior de las Figuras 6.11a,b.
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Figura 6.11 Curvas de congelacion para pinza de ca ngrejo cocida de D. patagonicus .
Linea de puntos: temperatura experimental. Linea Il ena: temperatura predicha por el

modelo utilizando el simulador COMSOL.

Para las curvas mostradas en la Figura 6.11a el RMSE fue de 1,5°C y el DMA de
3,65°C, y para las curvas de la Figura. 6.11b, el RMSE fue de 0,99°C y el DMA de
2,65°C. Como puede observarse, se logré un muy buen ajuste entre el modelo

predicho y los valores experimentales a lo largo de todo el proceso de congelacién de

las pinzas de cangrejo de D. patagonicus.
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6.6.1. Seguimiento del punto mas caliente en las pi nzas de D.patagonicus

Un pardmetro importante cuando se estudia el proceso de congelacion, es observar el
seguimiento del punto mas caliente del alimento, ya que puede ayudar a establecer los
tiempos de permanencia minimos en el tinel y asegurar que el producto ha alcanzado
su temperatura de almacenamiento final. Es interesante observar que el punto mas
caliente en las pinzas de cangrejo no permanece en una posicion fija, sino que
describe una cierta trayectoria en el interior del producto. Este cambio en la posicion
se puede atribuir a la forma irregular de la pinza y los diferentes coeficientes de
transferencia de calor de superficie en la interfase (producto-aire y placa- producto).

A modo de ejemplo, en la Figura 6.12, se muestran las distribuciones de temperaturas
en la pinza de cangrejo D. patagonicus a distintos tiempos luego de haber sido
introducida en el tinel de congelacién. En la misma se observa que el punto mas
caliente esta inicialmente cerca del centro geométrico de la pinza (x=0,02236,
y=0,01388m) y en el transcurso del tiempo se mueve hacia arriba y hacia la derecha,
llegando finalmente a una posicibn en la superficie calcarea en x=0,03977,
y=0,01668m (Fig 6.12). El seguimiento del punto mas caliente se observé para el caso
de simulacibn de las pinzas de cangrejo D. patagonicus, suponiendo un
hp_ai,e=20W/m2K, una temperatura inicial de la pinzas Ti=8,8°C, y una temperatura

externa de refrigeracion Te,= -20°C.
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Figura 6.12 Avance del frente frio en todo el dominio simulado a distintos tiempos de

congelacion de la pinza de cangrejo de  D. patagonicus .

6.6.2. Efecto de las condiciones operativas en los  tiempos de congelacion

Una vez validados ambos modelos numéricos, se procedié a su utilizacion para
simular diferentes condiciones operativas variando, temperaturas externas del aire y el
coeficiente de transferencia de calor (h) y el coeficiente de transferencia (h") entre el
producto y el aire, segun corresponda a cada producto, simulando las distintas
velocidades del fluido refrigerante. En las Tablas 6.1 y 6.2 se muestran los distintos
tiempos de congelacion para pouches y pinzas de cangrejo, respectivamente.

Tabla 6.1 Tiempos de congelacién para distintos coe  ficientes globales de transferencia

h',.a(producto-aire) y temperaturas externas (T ¢y) considerando T =7°C y una temperatura

final de -15°C.

Tiempos de congelacién (min) para pouches
Coeficiente de Transferencia h’, o (W/m°K)
Text (°C) 5 10 15
-20 78.0 71.3 65.8
-30 45.8 41.8 38.6
-40 32.6 29.8 27.6
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Tabla 6.2 Tiempos de congelacion para distintos coe ficientes de transferencia
hp-a(producto-aire) y temperaturas externas (T o) considerando T ;=8,8°C y una

temperatura final de -15°C.

Tiempos de congelacion (min) para pinzas
Coeficiente de Transferencia h,, (W/m°K)

Tex (°C) 5 10 15 20
-20 42 39 36 34
-30 40 36 33 30
-40 38 33 29 27

En el caso de los “pouches” (Tabla 6.1), se calcularon los tiempos para que el punto
x=0,85cm (Fig 6.6) alcance una temperatura final de -15°C, siendo la temperatura
inicial del producto de 7°C y considerando distintos valores de temperatura externa del
aire refrigerante y coeficientes de transferencia (h’) correspondientes a la superficie
producto-aire. En el caso de pinzas (Tabla 6.2), se calcularon los tiempos para que el
punto x=0,022m y=0,017m (Fig 6.5) alcance una temperatura final de -15°C, siendo la
temperatura inicial del alimento de 8,8°C y considerando distintos valores de
temperatura externa del aire refrigerante y de coeficientes de transferencia (h)
correspondientes a la superficie producto-aire. A partir de esta informacion obtenida se
puede observar el efecto del coeficiente de transferencia h y de la temperatura externa
del aire refrigerante en los tiempos de congelacién. Utilizando los programas en
elementos finitos se puede determinar si el equipo tiene la capacidad suficiente para
alcanzar las temperaturas finales de conservacion. Por ejemplo, en el caso del tanel
de congelacion utilizado en el presente trabajo, dado que el tiempo maximo de
residencia es de 40 minutos, es posible concluir que es necesario utilizar una
combinacion adecuada de velocidad del ventilador (reflejado en los valores de hy h") y
temperaturas externas (Tex) de tal manera que el tiempo de proceso no supere el

tiempo de residencia en el equipo (40min).
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Por oto lado, basandose en los datos mostrados en las Tablas (6.1) y (6.2) y
utilizando el software SYSTAT 12, se obtuvieron regresiones del tipo polindbmicas para
los pouches y las pinzas de cangrejo con el fin de predecir los tiempos de congelacién
(tco) Necesarios para alcanzar -15°C en los puntos mas calientes. El tiempo de
congelacion resulta una funcion de la temperatura externa del aire refrigerante en el
tinel (Tex, °C) y el coeficiente de transferencia de calor aire-producto hy e (W/m?K).
Las ecuaciones 6.28 y 6.29 muestran las ecuaciones polinbmicas ajustadas a

“pouches” (Ec. 6.28) y pinzas de cangrejo (Ec. 6.29) y su correspondiente R?.

“Pouches” (-40°C < Teyq <-20°C y 5< W pare < 15W/m?K)

tco (MiN)=202,6 +7,715(Tex) -1,89333(N'p.0) +0,08783(Tex?)(N'p-a) -0,036(N'p.a) (Texr)
R?= 0.99982 (6.28)

Pinzas D. patagonicus (-40°C < Tex< -20°C y 5< W' qire < 15W/m2K)

tco(Min)=46,3469+0,04783(Tex)-0.01385(h,, 47)+0,03541 (T exr) (Np-2)-0,00102(hyy 22 (Texr)
R?=0,99925 (6.29)

Se observé un muy buena concordancia entre los tiempos de congelacion estimados
por el método de los elementos finitos y los estimados por las ecuaciones polinémicas
(Ecs. 6.28 y 6.29). Estas ecuaciones polindbmicas constituyen herramientas simples
que pueden ser utilizadas industrialmente para evaluar los efectos de la temperatura y

del coeficiente h externo para la determinacion de los tiempos de congelacion.

6.7. Observacioén histolégica de cristales de hielo

6.7.1. Materiales y métodos

La velocidad de congelacion influye sobre el tamafio y forma de los cristales de hielo,
que influyen al mismo tiempo sobre la calidad del producto (Zarirtzky, 1997, 2010; Kolbe y

Kramer, 2007). Se realizaron cortes histoldégicos de las pinzas y carne envasada,
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sometidas a diferentes condiciones operativas en el tunel de congelado (velocidad del
aire frio de 4,16m/s a 1,56m/s y temperaturas de refrigeracion de -40°C a -27°C), para
observar los efectos en el tamafio y forma de los cristales de hielo en los productos.
Inmediatamente después de finalizada la congelacion, se realizaron cortes histolégicos
de las muestras congeladas. La toma de muestra se realizé dentro de una camara de
congelacion a -22°C para mantener las muestras en estado congelado durante el corte
y la fijacion. Los cortes se fijaron en Fijador de Carnoy (segun lo descripto en el
Capitulo 2) y se almacenaron durante 5 dias a -22°C. Una vez transcurrido ese tiempo,
se retiraron de la camara y se procedio a la obtencion de los cortes segun la técnica
histologica descripta en el Capitulo 2 para musculo fresco. El corte se observé por
microscopia 6ptica en un Microscopio Leica DMLB con camara fotografica incorporada
y programa de adquisicién de imagenes Leica DC 100 Version 2.51. Por medio de las

imagenes obtenidas se determind el tamafio de los cristales de hielo.

6.7.2. Resultados de la observacién histologica de cristales de hielo

En la Figura 6.13 se muestran dos cortes histolégicos de la carne de pinzas de D.
patagonicus, congeladas a una velocidad del aire frio de 4,16m/s a -40°C y de 3,64m/s
a -27°C. Las mismas corresponden a tiempos locales de congelacion (tc) de 11min y
29min respectivamente. En la Figura 6.13a (tc=11min) se visualizan pequefios
cristales de hielo intracelulares de tamafio relativamente homogéneo, con un diametro
equivalente de 15um = 2um, mientras que en la Figura 6.13b (tc=29min) se aprecia un
tejido mas desgarrado con cristales de diferentes tamafios y formas, con un didmetro
equivalente de los cristales de hielo de 60um + 4um. Como se puede observar las
velocidades de congelacion tienen una influencia notoria en el tamafio de los cristales
de hielo de la carne de cangrejo congelada, ya que afectan la microestructura del
tejido de la carne. Como se describioé en la Seccion 6.2 del presente Capitulo, cuanto
mas lenta es la congelacion (mayor tc) mas irregular sera la formacién de cristales. En

este caso, los mismos crecen en los espacios intracelulares deformando las paredes
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de las células con las que entran en contacto, como consecuencia de ello, durante la
descongelacion, las células son incapaces de recuperar su forma y turgencia
originales, por lo cual el alimento se reblandece y los fluidos celulares se pierden por

exudado (Zaritzky, 1997).

Figura 6.13 Micrografias de cortes histoldgicos de pinzas congeladas de D. patagonicus ,
a) velocidad del aire frio de 4,16m/s a -40°C y b)  velocidad del aire frio de 3,64m/s a -27°C.
Escala: a) 100 pm y b) 50 ym.

6.8. Parametros de calidad de los productos congela  dos almacenados a -22°C
6.8.1. Materiales y métodos

Las pinzas de D. patagonicus y O. trimaculatus fueron congeladas durante 35min en
un tanel continuo segun lo descripto en la Seccion 6.1 a una temperatura del fluido
externo de -40°C y una velocidad del aire refrigerante de 4,16m/s, alcanzando una
temperatura en el centro de la pieza de -30°C, aproximadamente. La carne de
cangrejo envasada al vacio por 250g se congelé de la misma manera alcanzando una
temperatura final de -23°C, aproximadamente. Por otro lado, y bajo las mismas
condiciones, se congeld carne de cangrejo envasada por 250g en envases flexibles de
polietileno de 90um de espesor, utilizados para productos marinos, pero no aptos para
vacio, y se las consider6 como muestras de referencia (control). Los productos, pinzas
de cangrejo de OT y DP, carne envasada al vacio y el control (bolsas plasticas sin

vacio), todos congelados bajo las mismas condiciones operativas, fueron almacenados
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en una camara frigorifica a temperatura constante de -22°C, temperatura minima
recomendada por el Cédigo Alimentario Argentino (1969) y el SENASA (Cap. XXIII)
para el almacenamiento de productos marinos.

Los analisis de calidad se realizaron mensualmente durante 11 meses. Para la
realizacion de estos analisis se aplicé la misma metodologia para los 4 productos. La
muestra se extrajo del congelador y se colocé en una heladera a 4°C, dejandose
descongelar en esas condiciones durante 12h. Las muestras a analizar fueron
previamente pesadas antes de la descongelacion. En el caso de la carne envasada, la
misma fue extraida de su envase y colocada en bandejas cubiertas con papel
absorbente. En el caso de las pinzas se colocaron directamente en las bandejas con el
papel absorbente. Una vez descongeladas las muestras, se procedié a realizar los

analisis de calidad correspondientes.

6.8.2. Pérdida por exudado

6.8.2.1. Método de medicion

La pérdida de peso por exudado se calcul6 como la diferencia entre el peso inicial:
peso antes de la descongelacién (Pc) y el peso final: peso descongelado (Pd), es decir

transcurridas las 12h. El porcentaje de exudado se expres6 como (Pd/Pc x100).

6.8.2.2. Resultados de la pérdida por exudado

En la mayoria de los casos, el aumento del exudado por descongelacion esta
relacionado con la desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares, dafio celular, menor
solubilidad y agregacién de las proteinas que tiene lugar durante la congelaciéon y
descongelacion del alimento (Einen y col. 2002). La Figura 6.14 muestra los valores
mensuales de la pérdida por exudado para los cuatro productos. En las mismas se
observa un incremento progresivo con el tiempo de almacenamiento. En pinzas la

merma es baja, incrementandose los valores desde 1,7% al 3% hacia el Ultimo mes de
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almacenamiento. Los mismos representan valores aceptables de pérdida por exudado
durante la descongelacion.

Para la carne envasada, la merma es significativamente mayor que en las pinzas
(ANOVA, P<0,05). Una de las razones puede deberse a la presencia de agua en las
bolsas que se acumula durante el envasado, ya que el mismo se realiza
posteriormente a la coccion, estando el tejido completamente hidratado. Este
fendmeno fue observado por Kivancli Jiménez Martinez (2007) para langostino
pasteurizado y envasado al vacio. Ademas la carne en trozos tiene una gran superficie
expuesta, lo que produce una mayor deshidratacion durante la congelacion vy
descongelacion. A partir del noveno mes de almacenamiento, el control present6
valores de exudado significativamente mayores que la carne envasada al vacio
(ANOVA P<0,05). En ambos casos (control y vacio) la pérdida del peso se mantuvo en
niveles menores al 14%, porcentajes altos, pero inferiores a los observados por
Murakami (1994) y Kivancli Jiménez Martinez (2007) para carne de crustaceos

envasada.

6.8.3. indice de oxidacion lipidica (TBA)
6.8.3.1. Método de medicion
Para la determinacion del indice de oxidacién lipidica, se utilizé la técnica del acido

tiobarbiturico (TBA) descripta en la Seccion 4.9 del Capitulo 4.

6.8.3.2. Resultados de la medicion de TBA

La Figura 6.15 muestra los valores de TBA, parametro relacionado a la oxidacién de
los lipidos. Los valores de TBA aumentaron en forma gradual durante los 11 meses de
analisis para las pinzas y los productos envasados. Los 4 productos presentaron
valores bajos de rancidez oxidativa. En el caso de las pinzas, la carne se encuentra

protegida por una capa calcarea que las envuelve.
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Figura 6.14 Pérdida de peso por exudado de muestras almacenadas a -22°C. a) Carne
envasada al vacio (linea llena); Control (linea pun teada). b) Pinzas de DP (linea llena);

Pinzas de OT (linea punteada).

En la carne envasada al vacio, dada la baja permeabilidad al oxigeno (60cm®*m?/dia)
de la pelicula plastica (polietileno/poliamida), el envase funciona como barrera
protectora al oxigeno, manteniendo valores estables durante los meses de
almacenamiento. Para el envase control, si bien los valores de TBARs fueron bajos, se
observan mayores valores que la carne envasada al vacio. Este producto (control)
posee la menor proteccion al oxigeno. Benjakul y Bauer (2001) reportaron que la
oxidacion de lipidos puede ser inducida durante el almacenamiento de la carne de
pescado, debido a que los cristales de hielo formados durante el proceso de
congelacion podrian alterar las células y producir la liberacibn de compuestos

prooxidantes como el hierro. Benjakul y Sutthipan (2009) reportaron un incremento de
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TBARs a partir del cuarto mes de almacenamiento de pinzas congeladas del cangrejo
Scylla serrata. Este incremento no fue observado para las pinzas de OT y DP

estudiadas en el presente trabajo.
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Figura 6.15 Valores de TBA mensuales de muestras al macenadas a -22°C. a) Carne
envasada al vacio (linea llena); Control (linea pun teada). b) Pinzas de DP (linea llena);

Pinzas de OT (linea punteada).
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6.8.4. eterminaci()n de humedad

6.8.4.1. Métodos de medicion

El contenido de humedad se determiné mediante el secado de la muestra en estufa a
100°C hasta alcanzar un peso seco constante (AOAC, 1990), segun lo descripto en el

Capitulo 2.

6.8.4.2. Resultados de humedad

La Figura 6.16 representa los valores de humedad porcentual de los 4 productos
almacenados. En general, para los 4 productos, el contenido de humedad oscilé entre
un 75% y 81%. Estos valores guardan correlacion con los datos reportados para
exudado, donde los valores aumentaron con el tiempo de almacenamiento. Dicho
aumento se atribuye principalmente a la disminucion de la capacidad de las proteinas
de retener agua (Edwards y Early, 1976). En el caso de los productos envasados (Fig
6.15a), la cantidad de agua de la muestra control fue mayor y mas fluctuante que la
muestra envasada al vacio, la cual se mantuvo estable durante los meses de
almecenamiento; esto se correlaciona con lo encontrado para la pérdida de agua
(exudado), donde el control presentd valores de exudado mayores que la carne

envasada al vacio.

6.8.5. Medicion de pH

6.8.5.1. Materiales y métodos

Se pesaron y mezclaron 5g de muestra con 25ml de agua destilada, con agitacion
continua durante 5 minutos. El pH se midié mediante un pHmetro (Hanna instrument)

previamente calibrado con dos buffers (pH=4 y pH=7).
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Figura 6.16 Valores de humedad de muestras almacena das a -22°C. a) Carne envasada al
vacio (linea llena); control (linea punteada). b) P inzas de DP (linea llena); Pinzas de OT

(linea punteada).

6.8.5.2. Resultados del pH

La Figura 6.17 muestra los valores de pH para los 4 productos. Los 4 productos
presentaron un incremento gradual del pH con el transcurso de los meses; siendo la
oscilacion mas marcada en las pinzas de ambas especies, donde se alcanzan valores
limites permitidos de pH en el Udltimo mes de almacenamiento (pH=7,7). Un
comportamiento similar fue reportado por Procépio de Moura y col. (2003) para
camarén rosa, quienes informaron un valor maximo de pH de 8,1 durante su
almacenamiento. Este aumento del pH puede deberse a la descomposicién de

compuestos nitrogenados, como el oxido de trimetilamina (OTMA) o aminoacidos
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libres que le otorgan un caracter basico a la carne (Benjakul y Sutthipan, 2009; Quitral-
Robles y col 2003). Un comportamiento similar fue reportado por Ampuero y Lopez
Salinas (2005) para el salmén Coho (Oncorhynchus Kisutch) almacenado a -20°C
durante un afio. Para los productos envasados el valor de pH se incremento levemente
durante el almacenamiento; la diferencia entre el valor maximo y minimo solo implic
una variacion de 0,30 unidades. A diferencia de las pinzas, los productos envasados
se encontraron dentro de valores de pH aceptados por diferentes legislaciones
vigentes (Codigo Alimentario de Chile 1998; European Comision, 2005; Normas

COVENIN de Venezuela).
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Figura 6.17 Valores de pH de muestras almacenadas a  -22°C. a) Carne envasada al vacio
(linea llena); Control (linea punteada). b) Pinzas  de DP (linea llena); Pinzas de OT (linea

punteada).
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6.8.6. Capacidad de retencion de agua (CRA)
6.8.6.1. Método de medicion
La capacidad de retencion de agua (CRA) se determind y calculé segun lo explicado

en la Seccion 2.6 del Capitulo 2.

6.8.6.2. Resultados de la capacidad de retencion de  agua (CRA)

La Figura 6.18 muestra los valores de CRA para los 4 productos. Los mismos
presentan una marcada disminucién de este parametro en el tiempo, observandose
diferencias significativas entre los primeros y los Gltimos meses de almacenamiento
(ANOVA, P<0,05). En las pinzas esta disminucidon es menor que en los productos
envasados, manteniéndose dentro de valores razonables de CRA, dichos valores
guardan una correlacion con los datos de pérdida por exudado. En el caso de la carne
envasada, la pérdida de CRA es gradual y mas marcada, la misma se correlaciona
también con los mayores valores de exudado que se produce en la descongelacion de
los productos envasados. La disminucion de CRA fue significativamente mayor en las
muestras control (ANOVA, P<0,05), produciéndose una caida del 89% al 64%. Como
se menciond anteriormente, la disminucion de la capacidad de retencion de agua
durante la congelacion y descongelacion es consistente con el aumento del exudado
debido al dafio celular y la agregacion de las proteinas que tiene lugar durante la
congelacion y descongelacion del alimento (Einen y col. 2002). Hay que tener en
cuenta que los productos envasados pasan por 2 calentamientos previos, lo que
debilita la capacidad de las proteinas de retener agua. La determinacién de la pérdida
de agua en productos de mar congelados indica una proporcion de la proteina
desnaturalizada durante el almacenamiento congelado. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Ampuero y Lépez Salinas (2005) para el salmon Coho
(Oncorhynchus Kisutch), quienes encontraron que la congelacion y el almacenamiento

congelado causan desnaturalizacién y agregacion de las proteinas del pescado, asi
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como la ruptura de las células musculares, cuya principal consecuencia es un

descenso en la CRA que se manifiesta después de la descongelacion.
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Figura 6.18 Valores de CRA de muestras almacenadas a -22°C. a) Carne envasada al
vacio (linea llena); Control (linea punteada). b) P inzas de DP (linea llena); Pinzas de OT

(linea punteada).

6.8.7. Color instrumental (Y, xy)

6.8.7.1. Materiales y métodos

Se determino el color (Y, xy) utilizando un colorimetro Minolta CR14 (Osaka, Japon).
Los datos se transforman en L *, a *, b * (Hunter, escala de laboratorio). Luego se

compararon los valores de L *, a *, b * segun la ecuacion:

AE = /(Aa*)? +(Ab*)? + (AL*)? (6.30)
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6.8.7.2. Resultados del célculo de color instrument  al (Y, xy)

La Figura 6.19 muestra los valores de color en funcion del parametro AE, para los 4
productos. El color es uno de los pardmetros de calidad que se ve afectado por el
almacenamiento (Gate y col. 1993; Ampuero y Lopez Salinas, 2005). Existen factores
gque incrementan la pérdida de color, como la exposicion de los productos a la luz, la
temperatura de almacenamiento y la presencia oxigeno. La luz inicia la degradacién
de los carotenoides, la cual es incrementada por la presencia de oxigeno (No y
Storebakken, 1991). Para los 4 productos el color varié significativamente con el
tiempo (ANOVA, P<0,05). Esta variacion se debe principalmente al calentamiento
previo que sufre la carne de cangrejo antes de la congelacion y que se traduce luego
en una decoloracion durante el almacenamiento (Boon, 1975; Gates y col. 1993). Este
fendmeno se denomina comercialmente “blueing” (decoloracién hacia el azul) y es
atribuido a las altas temperaturas y tiempos prolongados de exposicion de la carne del
cangrejo al calor (Boon, 1975; Gates y col. 1993), en complemento a la presencia de
iones hierro y cobre en el musculo. Esto representa un inconveniente para la industria,
por lo que se sugiere el menor tiempo posible de exposicion al calentamiento.

Uno de los factores principales de la decoloracion, como se menciond anteriormente,
es la presencia de oxigeno. En la Figura 6.19a las muestras control (barras rojas)
presentan un mayor cambio de color con respecto a las muestras envasadas al vacio
(barras azules). Asimismo, en la Tabla 6.3 se observa que existe una mayor pérdida
de luminosidad y un mayor viraje hacia el azul (efecto “blueing”). Esta diferencia entre
las muestras control, envasadas en peliculas permeables al oxigeno y las muestras
envasadas al vacio se debe probablemente a las mejores propiedades de barrera de
este ultimo, que permite mantener mejor el color a lo largo del almacenamiento. En la
Figura 6.19b, para las pinzas de O. trimaculatus (barras violetas) se observa un
incremento gradual del color durante los meses de almacenamiento. Por el contrario,
para pinzas de D. patagonicus (barras verdes), los valores se mantienen relativamente
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estables, salvo durante los primeros meses de almacenamiento donde el AE es menor.
El valor b* es significativamente mas alto en pinzas de DP que OT (ANOVA, p<0,05).
Esta diferencia en este parametro en particular, puede deberse posiblemente, al mayor

tiempo de calentamiento al que son sometidas las pinzas de D. patagonicus.
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Figura 6.19 Valores de AE mensuales de muestras almacenadas a -22°C. a) Car ne

envasada al vacio (Azul); Control (Rojo). b) Pinzas  de DP (Verde); Pinzas de OT (Violeta).

En la Tabla 6.3 se muestra la variacion de los parametros triestimulo,
L* (Luminosidad), a* (+ rojo, -verde), b* (+ amarillo, -azul). Como se puede observar en
los ultimos meses los valores de L* disminuyen y los valores de b* aumentan, por lo

cual la carne se torna mas opaca y amarillenta.
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Tabla 6.3 Valores mensuales de L*, a* y b* para los

de cangrejo, almacenados a -22°C.

Carne de cangrejo envasada pasteurizada y congelada

diferentes productos a base de carne

Vacio Control

Meses L* a* b* L* a* b*
0 73,71 -7,41 8,43 72,04 -6,98 8,93
1 73,18 -7,18 7,78 73,48 -7,54 7,45
2 73,57 -7,85 6,93 72,83 -6,85 9,54
3 75,67 -8,19 5,88 72,18 -6,87 9,63
4 73,24 -6,36 9,96 71,90 -7,77 8,56
5 75,98 -7,45 8,34 72,77 -7,84 7,18
6 71,26 -6,68 8,24 72,08 -7,86 8,45
I 71,26 -6,68 7,67 71,94 -7,71 7,31
8 72,07 -7,10 7,95 69,53 -6,32 7,53
9 72,71 -7,40 7,53 67,99 -6,32 7,53
10 71,89 -6,03 8,06 66,63 -6,48 11,01
11 67,80 -6,48 10,56 66,63 -6,48 11,56

Pinzas de cangrejo cocidas y congeladas
Pinzas (OT) Pinzas (DP)

Meses L* a* b* L* a* b*
0 72,11 -7,28 4,49 70,85 -6,54 7,39
1 71,62 -7,56 2,57 69,86 -6,48 7,31
2 70,78 -7,38 3,76 68,04 -8,27 6,47
3 71,55 -7,13 2,67 65,35 -6,31 9,05
4 70,36 -7,69 2,59 65,80 -5,56 9,23
5 70,36 -7,80 2,52 65,50 -6,09 9,30
6 67,60 7,72 2,50 64,96 -6,58 7,37
7 67,01 -7,60 3,21 67,60 -7,92 6,70
8 67,23 -7,60 3,07 64,03 -6,21 5,22
9 66,26 -6,87 3,80 65,19 -6,89 5,56
10 65,95 -8,02 3,44 64,58 -7,83 8,50
11 65,80 -8,01 4,17 64,19 -7,28 8,98
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6.8.8. Evaluacion de parametros sensoriales

6.8.8.1. Materiales y métodos

El andlisis sensorial se realizé en el laboratorio de bioquimica de Centro Nacional
Patagdnico (CENPAT-CONICET) sobre un total de 31 personas mayores de 25 afios y
consumidoras de pescados y mariscos. Cada persona debia evaluar la aceptabilidad
de diferentes parametros sensoriales para una muestra envasada al vacio contra una
muestra control (sin vacio). El puntaje se realiz6 utilizando una escala hedonica del 1
al 9 correspondiente a: me gusta extremadamente, me gusta mucho, me gusta
moderadamente, me gusta ligeramente, no me gusta ni me disgusta, me gusta
ligeramente, me disgusta moderadamente, me disgusta mucho, me disgusta
extremadamente; la escala utilizada se observa en la Figura 6.20. Dicha escala es
ampliamente utilizada para ensayos de aceptabilidad de consumidores debido a su
simplicidad (Hough, 2010). Las muestras fueron codificadas con un numero y
colocadas sobre la mesada al azar. Cada panelista conté con un amplio espacio de
manera de estar comodo durante la degustacion. La degustacion fue individual. Para
dicha evaluacion cada persona contaba con: dos recipientes de vidrio numerados
donde uno poseia la muestra control y el otro la muestra envasada al vacio, un vaso
con agua, una cuchara y un cuchillo descartable. Los ensayos se realizaron cada dos
meses, con el fin de observar si habia diferencias significativas entre los métodos de
envasado y si estas diferencias variaban con el tiempo. Para evaluar la significacion de
la aceptabilidad del producto se realiz6 un Test de Student por cada atributo evaluado
por los consumidores. El ensayo fue a dos colas dado que se desconoce la inclinacion
del consumidor. En este caso, como se evaluaron 4 atributos, se realizaron 4 Test de
Student en forma independiente. El nivel de significacién utilizado fue de 0,05. Los

célculos se realizaron en el programa Excel 2007.
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Utilizando la siguiente escala, por favor evalie la aceptabilidad de cada atributo,

Disgu=ta Gusta
Color | | | | | | |:| |:| I:I I:l I:I I:l
Olor | | | | | | |:| |:| I:l |:| |:| |:|
Sabor | | | | | | |:| |:| |:| |:| |:| |:|
Textura 1O O OO0 O O O &0 &

Figura 6.20 Escala heddnica utilizada por los consu  midores para evaluar la aceptabilidad

de cada atributo sensorial de la carne envasada de  cangrejo y de la muestra control.

6.8.8.2. Resultados de la evaluacion de pardmetros  sensoriales

La Figura 6.21 muestra los valores promedio obtenidos para cada atributo de calidad
evaluado. Para todos ellos, en ambas muestras (control y vacio), los valores se
mantuvieron por encima de los seis puntos sobre una escala de nueve, siendo valores
aceptables de calidad. No se encontraron diferencias significativas entre métodos de
envasado hasta el noveno mes de almacenamiento inclusive (Tep<Tciico); SIN
embargo, en el dltimo mes, las diferencias si fueron significativas (Texp>Teiico) Para los
4 atributos de calidad evaluados.

En las muestras control se observdé una disminucién del puntaje en todos los
parametros analisados, mientras que para las muestras envasadas al vacio los valores
se mantuvieron relativamente estables a lo largo de los meses. El olor y el sabor
fueron los parametros que presentaron un menor puntaje a lo largo del
almacenamiento congelado. Debe tenerse en cuenta que el olor de la carne del
cangrejo es mucho mas intensa que en los demas productos de la pesca (Cifuentes y
Quininao, 2000), debido a la presencia de mayor concentracion de compuestos
amoniacales y sulfurados que le otorgan un olor caracteristico a la carne, la cual es
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desconocida por el consumidor de nuestra region. El olor y la percepcion del sabor

estan intimamente relacionados, por lo que la evaluacién de uno pudo incidir sobre el

puntaje del otro.
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En la Figura 6.22 se puede observar la variacibn mensual del puntaje promedio de

todos los atributos. La carne envasada al vacio (linea llena) se mantuvo constante a lo

largo de los meses, mientras que el control (linea punteada) presentd un descenso

significativo con respecto a las muestras envasadas al vacio, a partir de noveno mes

(ANOVA,

P<0,05); esto es atribuido, como se menciondé anteriormente, a la

disminucion de los 4 pardmetros de calidad sensorial analizados. Las muestras

congeladas envasadas al vacio se mantuvieron en valores aproximados de 8 puntos

(me gusta mucho), mientras que el control presentd valores aproximados de 7 puntos

(me gusta moderadamente) disminuyendo a valores de 6 puntos (me gusta
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ligeramente). En funcion de los parametros sensoriales analizados, se puede inferir
gue la carne congelada envasada al vacio posee una mejor aceptacién que el control
(sin aplicacion de vacio) a lo largo de los meses estudiados. Estos resultados se han
reforzado con parametros fisicos y quimicos como el exudado, la capacidad de
retencion de agua y el color instrumental, donde el control presentd valores

desfavorables con respecto a la carne envasada al vacio.

9.0
" 8,0 -
:
7,0 7
E,ﬂ T T T T T
1 3 5 T 9 1
Meses

Figura 6.22 Variacion mensual del puntaje promedio de todos los atributos. Carne

congelada envasada al vacio (linea llena), control  (linea punteada).

6.9. Sintesis del Capitulo

En la primer parte del capitulo, se utilizé un programa en elementos finitos utilizando el
lenguaje Matlab, el cual permitié conocer la temperatura en funcion del tiempo para el
proceso de congelacion de carne de cangrejo envasada en peliculas plasticas
(“pouches”). Asimismo, se model6é numéricamente mediante el simulador COMSOL el
proceso de congelacién de pinzas de cangrejo, considerando las distintas propiedades
termofisicas de los componentes del alimento: capa calcarea y carne, y los valores de
coeficiente de transferencia h. Para el modelado matematico de la carne envasada se
tuvieron en cuenta los coeficientes de transferencia calérica del producto en contacto

con el aire y con la placa metalica. Las predicciones numéricas concordaron
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satisfactoriamente con los resultados experimentales, permitiendo determinar los
tiempos de congelacién de los productos a base de carne de cangrejo. Por otro lado,
se analizo el efecto de la velocidad del aire en el tunel y de la temperatura externa del
aire refrigerante sobre los tiempos de congelacion de los productos, los mismos se
determinaron mediante el modelo numérico y finalmente fueron representados por
ecuaciones polindomicas simples, que pueden ser facilmente utilizadas por la industria.
Paralelamente, se analiz6 el tamafio y la localizacion de los cristales de hielo en los
productos congelados bajo diferentes condiciones operativas, lo cual permite
determinar una velocidad y temperatura éptima de congelacion, en funcion de lograr la
formacion de pequerios cristales de hielo que no dafien el tejido.

En la segunda parte del Capitulo, se estudio la vida util durante el almacenamiento
congelado de ambos productos, pinzas y carne envasada (“pouches” con aplicacion de
vacio y sin vacio). Los parametros de calidad durante el almacenamiento congelado se
mantuvieron estables durante los primeros 9 meses, disminuyendo gradualmente a
partir del décimo mes. Los analisis fisicos, quimicos y sensoriales mostraron
diferencias entre las formas de envasado del producto congelado hacia los ultimos
meses de almacenamiento. El exudado, la capacidad de retencién de agua y el color
instrumental fueron los parametros que mas difirieron entre métodos. Las diferencias
mas importantes fueron encontradas en el andlisis sensorial, observandose una mejor
puntuacién para la carne envasada al vacio que para el control (congelado y
almacenado en peliculas permeables al oxigeno). Este estudio comparativo resulta de
importancia ya que permite seleccionar la forma de almacenar y distribuir el producto
congelado, dado que el envase representa una variable importante en cualquier
proceso industrial y la decision dependera de la estrategia y disponibilidad econémica

de cada planta.
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Capitulo 7

Reutilizacion de los Residuos Industriales

7. Introduccién

Un proceso productivo no solamente es reconocido por la calidad de sus productos,
sino también por su calidad total, desde el ingreso de la materia prima hasta la salida y
tratamiento de sus desechos. En el procesamiento de cangrejos, para el
aprovechamiento del musculo comestible, se generan residuos soélidos de dificil
disposicién. En la industrializacién de la carne de cangrejo, el exoesqueleto restante
de la remocion de carne y visceras, representa entre el 45% y 55% de su peso total.
Estos desechos constituyen un contaminante rico en carbonato de calcio, pigmentos
(carotenoides) y quitina, que pueden ser valorizados si se disefia y aplica un método
de extraccion adecuado. La quitina que posee el exoesqueleto de dichos crustaceos
es un componente clave debido a su amplio espectro de aplicaciones industriales. Las
técnicas de extraccion de quitina reportadas son muy variadas, pues dependen en
gran medida de las caracteristicas de la fuente. La composicion del material de partida
varia notablemente de una especie de crustaceo a otra, o bien dentro de la misma
especie, encontrdndose caparazones gruesos y carbonatados, en contraposicion a
otros de laminas calcareas delgadas (Tsaih y Chen, 2003; Cho y col. 1998; Del Blanco
y col. 1999). La mayor parte de las técnicas desarrolladas para la extraccion de quitina
se basan en procesos quimicos de hidrolisis de la proteina y remocion de la materia
inorganica (parte calcarea). Algunos incluyen una decoloracion de la quitina extraida,
mediante una extraccion con solvente o la oxidacion de los pigmentos remanentes. El
rendimiento en quitina por gramo de caparazon triturado de cangrejo varia entre un 7'y
25% dependiendo de la fuente y del proceso empleado para su obtencion (Tsung Yen,
2009; Covas, 2006). La quitina es una sustancia muy clara, blancuzca o amarillenta, y

se puede presentar tanto en polvo como en escamas. Se la puede procesar para
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obtener derivados, de los cuales el mas conocido y de mayor aplicacion es el
quitosano. El quitosano es un polisacarido lineal que se obtiene por desacetilacion
parcial de la quitina. El mismo esta compuesto por dos tipos de unidades estructurales
distribuidas de manera aleatoria a lo largo de la cadena, la N-acetil-D-glucosamina y la
D-glucosamina, las cuales se encuentran unidas entre si por enlaces del tipo B(1—4)
glicosidicos (Parada y col. 2004). El quitosano se caracteriza biologicamente por su
biocompatibilidad (polimero natural no téxico, biodegradable a los componentes
normales del cuerpo) y por su bioactividad. Debido a sus propiedades funcionales y
fisicoquimicas, se le ha podido identificar una enorme cantidad de aplicaciones que
abarcan é&reas tan variadas como: alimentacion, medicina, agricultura, cosmética,
farmacia, entre otras multiples funciones, todas ellas beneficiosas (Covas, 2006). La
desacetilacién de la quitina para la obtencion de quitosano, se lleva a cabo por
hidrdlisis de los grupos acetamida en medio fuertemente alcalino a altas temperaturas,
preferentemente en atmosfera inerte o en presencia de sustancias que eviten la

despolimerizacion de la misma (Fig 7.1).

Cluitina

o o8 oH
- /YE-'Q/“
HO “hHo

o
HH; 2]

Cluitosano

Figura 7.1 Férmulas de la quitina y el quitosano.

Las condiciones especificas de la reaccion dependeran de diversos factores, tales

como el material de partida, el tratamiento previo, y el grado de desacetilacion
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deseado. No obstante, con un solo tratamiento alcalino, el méaximo grado de
desacetilacion alcanzado no suele sobrepasar el 85%. Tratamientos prolongados
suelen provocar la degradacion del polimero sin traducirse en un aumento sensible del
grado de desacetilacién (Alvarado y col 2005; Covas, 2006). Un estudio realizado por
Tsung Yen y col. (2008) determind que el quitosano de cangrejo contiene buena
actividad antioxidante, tiene la capacidad de eliminar los radicales hidroxilos y son
fuertes quelantes de iones ferrosos.

Es importante como parte total del proceso de obtencion de carne de cangrejo, el
estudio del aprovechamiento de los residuos de dicha industria alimentaria.

El presente capitulo tiene como objetivos: a) Realizar la extraccion de quitina de los
exoesqueletos de los cangrejos O. trimaculatus y D. patagonicus y determinar el
rendimiento de quitina y quitosano de los mismos; b) Determinar el grado de
desacetilacion del quitosano a partir de la quitina obtenida; c) Caracterizar la quitina y el

quitosano obtenidos por espectroscopia infrarroja (FTIR).

7.1. Generacion de residuos de cangrejos

El exoesqueleto restante del proceso industrial de los cangrejos O. trimaculatus y
D.patagonicus, resulta de la remocién de la carne y las visceras (génada, branquias y
hepatopancreas) de los mismos. La cantidad de exosqueleto generado como residuo
depende de cada una de las especies. Para O. trimaculatus, como se estudié en el
Capitulo 4, el rendimiento en carne alcanza el 30%, es decir, que del peso total del
individuo el 30% es carne; las visceras, destinadas en general a las plantas de
elaboracion de harina, también representan un porcentaje importante del peso total del
individuo, siendo para OT entre el 10% y 15% del peso del ejemplar. Este valor
depende del grado de desarrollo gonadal, época del afio y otros factores ecologicos. Si
tomamos los maximos porcentajes de carne y masa visceral que se extrae del
individuo, se puede estimar que la cantidad de exoesqueleto restante de la remocion

representa, en promedio, el 55% del ejemplar. Para el caso de D. patagonicus, la
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cantidad de carne representa como maximo el 22% del individuo, mientras que la
masa visceral llega a valores del 25%, por lo que la cantidad de exoesqueleto
generado representa, en promedio, el 53% del peso total del individuo.

Los exosqueletos remanentes de la extraccion de carne y visceras se rompieron en
trozos grandes, se lavaron con abundante agua dulce y se secaron en estufa a 65°C
durante 24h. Una vez secos se molieron en una picadora (Mulinex-Fhilips) hasta
obtener un tamafio equivalente de particula menor a 1mm y mayor a 0,5mm, este

tamano se determiné a través del uso de tamices.

7.2. Obtencién de quitina del exoesqueleto de cangr  ejos
7.2.1. Materiales y métodos
Los pasos a seguir para la obtencion de quitina del exosqueleto de ambas especies se

detallan en la Figura 7.2.

Lawade v secado
]
Triturado

!

Etapa de
desproteinizacién

!

Etapa de
descarbonatacidon

!

Etapa de
decoloracidon

I
Zecado

I
QUITTIA

Figura 7.2 Diagrama general para la obtenciéon de Qu itina.

La técnica de obtencion de quitina se ajustd a partir de la metodologia descripta por
Tsung Yenpor y col. (2009) para exoesqueletos de cangrejos. Para la obtencién del
rendimiento en quitina se partié de 20g de caparazon triturado. Para la eliminacion de
minerales, la muestra se traté con solucion de &cido clorhidrico (HCI) 1N a temperatura
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ambiente durante 6h, luego se filtré y se lavd con abundante agua destilada. Para la
eliminacion de las proteinas, la muestra se tratd con solucion acuosa de hidroxido de
sodio (NaOH) al 3% en proporcion 1:10 a 100°C durante 3h. La mezcla se filtr6 y se
lavé nuevamente con abundante agua destilada. Por ultimo, la muestra se decolor6
con hipoclorito de sodio al 0,32% durante 15 minutos y luego se traté con una solucién
de acetona y agua (75/25) durante 1h. Finalizada la decoloracion, se filtr6 y se realizé
sucesivos lavados con abundante agua destilada para eliminar cualquier residuo que
pudiera haber quedado. El precipitado obtenido se secd a estufa durante 24h. El
producto obtenido corresponde a Quitina. En la Figura 7.3 se puede observar cada

una de las etapas del proceso de la obtencién de la quitina.

Desproteinizacion Descarbonataci6 n Decoloracién

Figura 7.3 Etapas del proceso de obtenciéon de quiti na a partir de exoesqueletos de
cangrejos.

7.2.2. Rendimiento en la obtencién de quitina

El rendimiento en quitina en funcién del peso de caparazon de cangrejo triturado (20g),
fue de 17,5% para O. trimaculatus y 13,86% para D. patagonicus. Ambos rendimientos
estuvieron dentro del rango reportado por Covas (2006) para exosqueletos de
cangrejos de distintas especies: 7,6% para Callinectes sapidus, 15,5% para

Paralithodes camtschaticus y 26,6% para Chionectes opilio. El rendimiento en quitina
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de exosqueletos de crustaceos depende de la materia prima de partida y del ajuste de
las variables de la técnica implementada; sugiriéendose para cada etapa, diferentes
tiempos y temperaturas de digestion de la muestra (Cocoletzi y col. 2009; Covas,
2006; Marmol y col 2004). En la Figura 7.4 se puede observar el polvillo de quitina

obtenido.

Figura 7.4 Quitina obtenida del exoesqueleto de  O. trimaculatus.

7.3. Obtenciébn de quitosano a partir de la quitina del exoesqueleto O.
trimaculatus

7.3.1. Materiales y métodos

La quitina obtenida se sometié a un proceso de desacetilacion mediante el cual es
convertida en quitosano; para ello se pesaron 10g de quitina, la cual se traté con:
1) solucion de NaOH al 40% y 2) solucion NaOH al 50%, ambas en una relaciéon 1:4
p/v; las mismas se sometieron a agitacion constante durante 3h a 105°C.
Posteriormente, la mezcla se filtrd, se lavd sucesivas veces con agua destilada y se
secO a estufa a 35°C durante 48h. El polvillo obtenido corresponde a quitosano (Fig

7.5).
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7.3.2. Porcentaje de quitosano obtenido partir de |  a quitina del exoesqueleto de

O. trimaculatus

El quitosano obtenido a partir de la desacetilacion termoalcalina de la quitina de
cangrejo represent6 el 73,48% de la quitina inicial. Este valor de rendimiento resulta
muy satisfactorio y se encuentra dentro de los valores reportados para cefalotérax de
langosta (76,92%) (Covas, 2006) y para exosqueleto de camarén (76,56%) (Marmol y

col. 2005).

Figura 7.5 Quitosano obtenido a partir de la quitin  a del exosqueleto de O. trimaculatus
tratada con NaOH al 40%.

7.4. Valoracion potenciométrica del quitosano

7.4.1. Materiales y métodos

El grado de desacetilacion, representado como DD(%), es una de propiedades mas
importantes en la caracterizacion del quitosano, pues dependiendo de su valor el
polimero tendra diferentes aplicaciones (Parada y col. 2004; Covas, 2006; Cocoletzi y
col. 2009). La reaccion de desacetilacion de la quitina produce la eliminacién de
grupos acetilo (C=0-CH3) de la cadena polimérica, dando lugar a la formacién de
grupos reactivos aminos (NH,), y una sustitucion parcial o total de los grupos acetilo.
El grado de acetilacion DA(%), se define como el porcentaje de grupos acetilos aun
presentes en la cadena de quitina parcial o totalmente desacetilada. El contenido de

grupos acetilo (-COCH3) residuales (grado de acetilacién), o presencia de grupos
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aminos (NH;) (grado de desacetilacion), pueden ser determinados por varios métodos;
entre los més utilizados se encuentran el método potenciométrico y determinacién por
espectroscopia infrarroja (FTIR).

La titulacion potenciométrica es uno de los métodos mas simples utilizado por la
industria del quitosano debido a su bajo costo en reactivos y equipamiento
(Hernandez, 2004). Para la determinacion del grado de desacetilacion de las muestras
de quitosano obtenidas, se utilizo la técnica original descripta por Broussignac (1968) y
ampliamente utilizada en la actualidad. Para la determinacion del contenido de grupos
amino de las distintas muestras de quitosano (tratadas al 40% y 50% de hidréxido de
sodio) se procedio a la disolucion de 0,59 de cada uno de ellos, en 20ml de HCI 0,3M.
A continuacion, se titulé6 con una solucion de NaOH 0,1M la cual habia sido valorada
previamente con biftalato de potasio como patron primario. La valoracién
potenciométrica se llevé a cabo midiendo el cambio de pH cada 2ml de base afadida;
la adicion se realizé de forma lenta y con agitacién continua para homogenizar la
solucion y evitar errores debidos a la posible precipitacion del biopolimero. Las
mediciones se llevaron a cabo con un pHmetro Hanna Instrument, el cual se calibré a
pH 4, 7 y 9. Las medidas se realizaron dos veces por cada muestra. El procedimiento
resultd en una curva de titulacién de pH versus el volumen de NaOH afiadido, con dos
puntos de inflexién: el primero corresponde al exceso de HCI, mientras que el segundo
corresponde a la protonacion del quitosano. La diferencia entre los dos puntos de
inflexién representa los moles de H' necesarios para la protonacién de los grupos
amino libres (unidades desacetiladas), dando como resultado la cantidad de D-
glucosamina (D-GIcN) en la solucion valorante. Suponiendo que el resto de la muestra
es D-GIcNAc (N-acetil-D-glucosamina), el valor de DD% de la muestra se puede

obtener facilmente a través de la ecuacion propuesta por Broussignac (1968) donde:
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(7.1)

NAV

siendo M., =—— donde AV es la diferencia entre los dos puntos de inflexion del
w

grafico obtenido, N es la molaridad de la solucién de NaOH, w el peso en gramos de la
muestra seca de quitosano utilizada.

El porcentaje de desacetilacibn DD(%) del quitosano se obtiene mediante la Ecuacién
7.1, donde 203 es la masa molar de la glucosamina y 42 es la masa molar del grupo

acetilo.

7.4.2. Resultados de la determinacion del grado de  desacetilacion por titulacion

potenciométrica

El contenido de grupos amino en las muestras de quitosano se determiné por titulacién
potenciométrica (Broussignac, 1968; Gupta y Jabrail, 2006; Parada y col. 2004,
Cocoletzi y col. 2009). Se disolvié el polimero en una concentracién conocida de acido
clorhidrico y se valoré la mezcla con hidroxido de sodio, tal como se describid
anteriormente. El grado de desacetilacion DD% alcanzado se determind segun la
Ecuacion 7.1 propuesta por Broussignac, (1968). Los resultados de las titulaciones
para las muestras tratadas con NaOH al 40% y al 50% respectivamente, se muestran
en las Figuras 7.6a,b. En ambos casos se produce una curva de titulacion con dos
puntos de inflexiébn cuyos valores se determinaron segun el criterio de la primera
derivada. Como se menciong, la diferencia entre los dos puntos de inflexion en la
curva de titulacién corresponden a la cantidad de &cido requerido para protonar los
grupos amino del quitosano (ver Fig 7.1). Los resultados de la determinacion del grado
de desacetilacién obtenidos fueron del 50,3% para el quitosano tratado con hidréxido
de sodio al 40% y 74,8% para el quitosano tratado con hidréxido de sodio al 50%. En
este Ultimo caso, la proporcién de grupos amino fue mayor, lo que es indicativo de que
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este método de sintesis utilizado permite la obtencion de un producto altamente
desacetilado. Dicho valor se encuentra dentro del rango de los valores del quitosano
comercial (Hernandez, 2004; Parada y col. 2004; Covas, 2006). La quitina con mas de
un 50% de desacetilacion es considerada quitosano, por otro lado, algunos autores, lo
definen como tal ante un grado de desacetilacion superior al 60%. Usualmente, en el
caso del quitosano de uso comercial, se establece que el grado de desacetilacion se
encuentre comprendido entre el 60 y 95% (Hernandez, 2004; Parada y col. 2004;

Covas, 2006).
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Figura 7.6 Curva de titulacion del quitosano obteni  do con NaOH al: a) 40% y b) 50%. En
las graficas de la derecha se muestran los picos ma ximos que corresponden a los

puntos de inflexién de la curva de titulacién.
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El grado de desacetilacion de quitosano obtenido con NaOH al 40% es bajo en
relacion a los reportados en diversas literaturas (Cocoletzi y col. 2009; Mejia y
Hernandez, 2007; Marmol y col. 2007), donde los valores de desacetilacion superan el
65%, el cual es un valor 6ptimo para el quitosano comercial. Por otro lado, el quitosano
de baja desacetilacion (40%-50%) es usado para aplicaciones en soluciones de pH
ligeramente béasico. Por lo tanto, puede observarse que variando la concentracion de
hidroxido de sodio se puede obtener quitosano con un grado de desacetilacion

preseleccionado.

7.5. Caracterizacion de quitina y quitosano por esp  ectroscopia infrarroja (FTIR)
7.5.1. Materiales y métodos

Para la caracterizacion de la quitina y el quitosano obtenidos se utilizé espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Por su sencillez, la espectroscopia
infrarroja es quizas el método mas empleado en la determinacion cuantitativa del DD%
de quitosano. Esta técnica considera la variacién de absorbancia en la banda que
corresponde al grupo carbonilo —-C=0, a 1655cm™, caracteristica de la quitina, como
una medida de la disminucion de los acetilos. Esta banda conforme se produce la
reaccion va disminuyendo en su intensidad, es decir, que el grupo acetilo va
desapareciendo en la quitina, mientras que se va formando el quitosano (Hernandez,
2004; Cocoletzi y col. 2009).

Los andlisis de caracterizacion de quitina y quitosano por espectroscopia infarroja,
fueron realizados en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Procesos Cataliticos
(CINDECA), utilizando un Espectrémetro Infrarrojo por Transformada de Fourier
(Bruker IFS 66). En este estudio se presentan los resultados de las muestras tratadas
con hidréxido de sodio al 40%. Las muestras se prepararon para su analisis en forma
de pastillas con bromuro de potasio (KBr). Las mismas se preparan moliendo una
pequefia cantidad del polimero finamente dividido (2mg) conjuntamente con 100mg de

bromuro de potasio (KBr), la mezcla se prensa para obtener una pastilla, la cual se
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seca al vacio durante toda la noche. El método consiste en correlacionar la relacion de
absorbancias entre dos bandas de absorcién determinadas, con el porcentaje de N-
acetilacion del quitosano.

Para este trabajo se us6 el método de correlacion de Baxter y col. (1992) ya que ha
sido utilizado con frecuencia en la literatura (Herndndez, 2004; Covas, 2006). Segun

este método el grado de desacetilacion DD(%) se calcula por la siguiente ecuacion:

DD(%) = 100-[((A(1655cm )/A(3450cm ™)) x 115] (7.2)

donde A(1655cm™) y A(3450cm™) son las absorbancias de los picos del espectro IR
del quitosano, correspondientes a las bandas de grupo de amida primaria (1655cm™) y
los enlaces del grupo funcional —OH (3450cm™) respectivamente. Mediante este
procedimiento se obtienen buenos resultados para muestras con un grado de

acetilacion entre 0 y 55% (Hernandez, 2004).

7.5.2. Resultados de la caracterizacion por espectr  oscopia infrarroja (FTIR) de la

quitina y quitosano

La Figura 7.7a,b muestra los espectros infrarrojos de la quitina y quitosano obtenidos
para exosqueleto de cangrejo. Dado que los espectros estan expresados en funcion
de la transmitancia se hizo su correspondiente conversion a absorbancia.

Los valores se obtuvieron directamente de la grafica de quitosano (Fig 7.7b) siendo el
valor T%(1650) = ~54% y el valor T%(3450)= ~29%.

Transformando los valores a absorbancia y aplicando la Ecuacién 7.2 se pudo obtener
el grado de desacetilacion del quitosano tratado con hidréxido de sodio al 40%:

DD%-= 100 - [(0.26/0.59)x115) = 100 — 50.67 =

El grado de desacetilacién obtenido fue del 49,3% aproximadamente; dicho resultado
es congruente con el obtenido previamente por titulacion potenciométrica. Por lo tanto,
ambos métodos representan una buena estimacion del grado de desacetilacion del

quitosano obtenido.
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En la Figura 7.7b se muestra el espectro IR del quitosano con un 49,3% de
desacetilacion. En el mismo se pueden apreciar las bandas caracteristicas a 3450cm™
(tensién del grupo -OH), 3292cm™ (tensién del grupo N-H), 2919 y 2862cm™ (tensién
del grupo C-H), 1655cm™ (Amida 1), 1580 cm™ (doblaje del grupo -NH2), 1313cm™
(Amida 1I1), 1154 cm™ (tensién del puente C-O-C), 1082cm™ y 1032cm™ (vibraciones

del esqueleto propias de su estructura pirandsica).
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Figura 7.7 Espectro infrarrojo (IR) para: a) Quitin a y b) Quitosano de exosqueleto de
cangrejo de O. trimaculatus.
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En la Figura 7.7b se hace evidente la aparicion de la banda del grupo amino a
1621cm™ y se observa una mejor definicion en las bandas de los grupos -OH a
3450cm™ y -NH a 3254cm™, respecto al espectro de la quitina (Fig 7.7a), esto es

debido precisamente al proceso de desacetilacion a la que fue sometida la muestra.

7.6. Sintesis de Capitulo

Se analizé el contenido en quitina y quitosano de los residuos generados durante el
procesamiento de las especies de cangrejos O. trimaculatus y D. patagonicus. En la
industrializacion de la carne de dichos cangrejos, el exoesqueleto restante de la
remocion de carne y visceras representdé mas del 50%. El rendimiento en quitina
obtenido para ambas especies fue de 17,5% y 13,8% para O. trimaculatus y D.
patagonicus respectivamente. El proceso de obtencion de quitosano se realizd
utilizando hidroxido de sodio al 40% y al 50%. El grado de desacetilacién del mismo se
determiné por valoracion potenciométrica y se comparé6 con el método de
espectroscopia infrarroja (FTIR). Ambos métodos resultaron satisfactorios para la
determinacion del grado de desacetilacion del quitosano. El quitosano tratado con
hidroxido de sodio al 40% resultd en un grado de desacetilacion menor, por el
contrario, el quitosano tratado con hidréxido de sodio al 50% presenté un grado de
desacetilacibn mayor al 70%, encontrandose dentro de los valores comerciales de
quitosano. Los exoesqueletos de cangrejo desechados constituyen un contaminante
rico en quitina y quitosano, que puede ser valorizado si se disefia y aplica un método

de extraccion adecuado.
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Conclusiones Finales

¢ Se estudido el proceso tecnologico para la industrializacion de los cangrejos
marinos Ovalipes trimaculatus y Danielethus patagonicus capturados en las costas del
Golfo Nuevo, Chubut (Patagonia-Argentina), con el fin de proporcionar al sector
productivo la informacidon cientifico-técnica necesaria para lograr un O6ptimo
aprovechamiento de este recurso, proveyéndolo de valor agregado y evitando su
sobreexplotacion y comercializacion a bajo costo. El estudio abarco desde el analisis
de las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas de la materia prima de partida
hasta la reutilizacion de los desechos generados durante la industrializacion de dichas

especies.

¢ Se obtuvieron cangrejos de las especies D. patagonicus y O.trimaculatus por
medio del uso de trampas plegables y buceo en las aguas del golfo Nuevo, Puerto
Madryn-Chubut. Como primer paso para comprender el comportamiento del musculo
durante el proceso de transformacion de la carne de cangrejo, se realizd una
caracterizacion fisica, quimica e histoldgica de los musculos frescos de ambas
especies. Con el mismo fin se realiz6 la separacion en grupos de proteinas
miofibrilares y sarcoplasmicas segun la técnica (Wagner y Afon, 1985). La
caracterizacion proteica se realizd por electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE
utilizando el método de Lammeli (1971).

Las tallas de los cangrejos para la captura, en principio, no deben ser menores a
70mm de ancho de caparazon para asegurar la madurez y reproduccion de la especie.
Los valores de la composiciéon proximal determinados han sido los caracteristicos para
dichas especies marinas, siendo ricas en proteinas y bajas en grasas. Los valores de
nitrégeno bésico volatil (NBV) y pH son elevados en comparacién a otros recursos

pesqueros, por lo que se deben mantener condiciones de procesamiento adecuadas
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para evitar su incremento durante su proceso, esto implica, evitar aumentos de
temperatura y tiempos muertos de exposicion del masculo al aire. Los ejemplares
estudiados han mostrado poseer una buena capacidad de retener agua debido a las
caracteristicas de las proteinas miofibrilares, principalmente. El recuento microbiano
resultd bajo ya que se capturaron y procesaron ejemplares sanos de aguas no

contaminadas y se mantuvieron vivos hasta el momento del procesamiento.

¢ Se optimizo el proceso de calentamiento primario del cuerpo y pinzas de Ovalipes
trimaculatus 'y Danielethus patagonicus, determinando la mejor relacién
tiempo/temperatura sobre la base de la desnaturalizacion de las proteinas
miofibrilares, con el fin de lograr un desprendimiento adecuado de la carne del
exosqueleto de los cangrejos, manteniendo los parametros organolépticos
caracteristicos de cada especie.

La simulacion computacional de la transferencia térmica tridimensional se realizé
resolviendo la ecuacion diferencial a derivadas parciales de conduccion de calor en
estado no estacionario con condiciones de contorno convectivas utilizando el método
de elementos finitos con el programa Comsol Multiphysics. Se consider6 en todos los
casos (pinzas y cuerpo) la presencia de una capa calcérea externa al musculo.
Paralelamente, empleando Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) se observaron
dos picos cuyas temperaturas maximas y entalpias fueron: Tp1=49,02°C;
AH;=0,12J/g (miosina) Yy Tmaxe =77,47°C; AH,=0,22J/g (actina); de igual manera se
determinaron y analizaron los termogramas para las distintas condiciones ensayadas.
Las energias de activacion resultaron 145,70kJ/mol para la miosina y 156,42kJ/mol
para la actina. Acoplando la cinética de desnaturalizacion proteica, las energias de
activacion y las curvas de penetracion térmica, se pudo correlacionar el grado de
desnaturalizacion alcanzado por las proteinas miofibrilares en el proceso de
calentamiento primario, con las condiciones que permitieron separar el masculo del
exoesqueleto. Un ejemplo practico de aplicacion industrial se derivo de los resultados
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obtenidos y se presenté en un diagrama donde fueron recomendados tiempos y
temperaturas de calentamiento adecuadas para la separacion de la carne de la capa

calcarea en las pinzas del cangrejo D. patagonicus y O. trimaculatus.

¢ Se determind la composicion quimica y se midieron los parametros fisicos y
quimicos de la carne de cangrejo cocida en agua a ebullicién y por calentamiento con
vapor. Los parametros fisicos y quimicos de la carne variaron segun el método de
coccion empleado. Las muestras cocidas con vapor, presentaron altos valores de
bases nitrogenadas, pH y pérdida de agua, alcanzando valores no permitidos por la
legislacion vigente. El color también varié significativamente durante la coccién

pasando de un color grisaceo a un blanco amarillento.

¢ Se estudi6 el rendimiento en carne de ambas especies de cangrejo en funcion del
sexo del individuo, del método de coccion utilizado para el desprendimiento de la
carne y en funcién de las diversas secciones del cuerpo de los individuos. Las
hembras presentaron rendimientos mucho menores que los machos, lo cual sustenta
la estrategia pesquera de dirigir la captura sélo a ejemplares machos. El rendimiento
por calentamiento con vapor se vio desfavorecido en relacion al calentamiento en agua
a ebullicion, posiblemente debido a la mayor deshidratacion de la carne por las altas
temperaturas. Para D. patagonicus la mayor cantidad de carne se extrajo de las
guelas, siendo muy poca y dificultosa la extraccion de carne del cuerpo.
Contrariamente fue lo sucedido para O. trimaculatus donde la mayor cantidad de carne
se extrajo del cefalotérax (cuerpo). Estos rendimientos sientan una base para el
desarrollo de una estrategia pesquera y productiva que debe ser discriminada por

especie.

¢ Dado que la extraccion de la carne se realiza manualmente, se procedié a
optimizar el segundo proceso de tratamiento térmico (Pasteurizacién) de la carne. El
mismo se realiz6 en base a la eliminacion de patdégenos caracteristicos, tomando
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como referencia Sthaphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. Se ensayaron
distintas combinaciones de temperatura y tiempo de pasteurizacion (60°C, 72°C y
82°C), donde se registraron las historias térmicas del producto: pulpa de cangrejo
cocida envasada al vacio por 250g en envase flexibles Cryovac (“pouches”).
Paralelamente se realiz6 el modelado matematico de la transferencia térmica durante
la pasteurizacién de la carne cocida envasada al vacio en envases de polietileno de
90um de espesor, 11,5cm de ancho y 19,2cm de largo. Para la simulacion numérica se
utilizé el método de elementos finitos con el programa Comsol Multiphysics, dadas las
dimensiones del envase se desprecio la transferencia axial y se resolvio el problema
como un sistema bidimensional donde la transferencia de energia se producia a través
de la seccidon transversal eliptica del envase. Se alimentaron las propiedades
termofisicas de la carne cocida y se tuvieron en cuenta los coeficientes de
transferencia de calor en interfase y las propiedades de la pelicula del envase.

Para cada patdgeno se midio la cinética de letalidad térmica y se determiné el tiempo
de reduccién decimal (valor D) y el valor z (°C) resultando: z=16,6°C para
Staphylococcus aureus y z= 17,5°C para Listeria monocytogenes. Acoplando la
cinética de destruccién de microorganismos a las curvas de penetracion térmica se
pudo determinar el valor del tiempo del proceso para el producto final, resultando:

Fpeo=32min para S. aureus y Fpg=26min para L. monocytogenes.

¢ Con el fin de optimizar el proceso de congelacion de los productos, carne
envasada al vacio y pinzas de cangrejos, se determinaron las curvas de congelacion
de cada producto utilizando un tinel de congelacién horizontal continuo de 6 metros
de largo por un &rea transversal de 3,6m?, disefiado por la empresa Refmar S.R.L.
Una de las caracteristicas mas importantes del tinel es que el producto a congelar se
coloca sobre una base metalica conductora la cual se encuentra a la temperatura del
equipo. Dada esta caracteristica, la congelacion se realizd por conveccion (aire) y por
conduccion (placa de apoyo).
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Se utiliz6 un programa en elementos finitos utilizando el lenguaje Matlab, el cual
permitié conocer la temperatura en funcién del tiempo para el proceso de congelacion
de “pouches” a base de carne de cangrejo. Se model6 numéricamente mediante el
simulador COMSOL el proceso de congelacion de pinzas de cangrejo considerando
las distintas propiedades termofisicas de los componentes del alimento: capa calcarea
y carne. Los valores del coeficiente de transferencia h se obtuvieron a partir de
experimentos independientes con prototipos de aluminio (esferas y prismas).

Las propiedades termofisicas, tales como el calor especifico aparente y el calor latente
de fusién, se midieron utilizando Calorimetria Diferencial de Barrido. La conductividad
térmica (k) y la densidad (p) de la carne fueron calculadas utilizando las ecuaciones de
Choi y Okos (1986), que tienen en cuenta la fraccion de hielo como una funcion de la
temperatura. Las propiedades termofisicas calculadas se alimentaron al modelo
propuesto. El modelo numérico fue validado mediante mediciones experimentales y se
utilizd para predecir tiempos de congelacién en otras condiciones operativas del
equipo.

A partir de estos resultados, se obtuvieron ecuaciones polindmicas sencillas que
permitieron predecir el efecto de la temperatura del fluido externo y del coeficiente de
transferencia h en funcion de los tiempos de congelacion. Para las pinzas de cangrejo,
se analizé también la evolucion de la posicion del punto mas caliente del sistema. Las
predicciones numéricas concordaron satisfactoriamente con los resultados
experimentales permitiendo determinar de manera rapida y precisa los tiempos de
congelacion del producto carnico a base de cangrejo lo que conduce a la optimizacién
del proceso.

Se analizé el tamafio y la localizaciébn de los cristales de hielo en los productos
congelados bajo diferentes condiciones operativas, permitiendo determinar una
velocidad y temperatura éptima de congelacion para lograr la formacion de pequefios
cristales de hielo que no dafien el tejido.
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¢ Se evalud la variacion de la calidad de la carne de cangrejo cocida-pasteurizada y
congelada durante el almacenamiento a bajas temperaturas. Se realizd el seguimiento
de parametros fisicos, quimicos y sensoriales durante el almacenamiento en camara
de congelado a -22°C de: i) pulpa de cangrejo envasada al vacio pasteurizada-
congelada; ii) pinzas cocidas y congeladas de cangrejos de las especies
O.trimaculatus y D. patagonicus; iii) pulpa de cangrejo envasada, sin vacio,
pasteurizada y congelada. Los parametros de calidad analizados fueron: oxidacion
lipidica (TBA), capacidad de retencion de agua (CRA), pH (método potenciométrico),
calculo de color instrumental (Y, xy), exudado, porcentaje de humedad y pardmetros
sensoriales (color, olor sabor y textura). Dichos ensayos se realizaron mensualmente,
durante 11 meses. Los parametros se mantuvieron estables durante los primeros 9
meses de almacenamiento, disminuyendo gradualmente su calidad a partir del décimo
mes. Los anadlisis fisicos y quimicos mostraron en los UGltimos meses de
almacenamiento, diferencias significativas entre las distintas formas de envasado,
principalmente en el exudado, la capacidad de retencion de agua y diferencias
importantes en el analisis sensorial. Este analisis resulta relevante dado que el envase

resulta importante en cualquier proceso industrial.

¢ Por dltimo, como parte integral del estudio del desarrollo de una linea de
procesamiento de cangrejos y debido a la cantidad de exoesqueleto resultante del
proceso industrial para la obtencion de su carne, se estableci6 una metodologia
aplicable a nivel industrial para obtener quitina y quitosano de los desperdicios
generados durante el procesamiento de las especies de cangrejos O. trimaculatus y D.
patagonicus. El rendimiento en quitina fue satisfactorio, siendo del 13,8% y 17,5% para
D. patagonicus y O. trimaculatus, respectivamente, encontrdndose dichos valores
dentro de los reportados para otros crustaceos. Asimismo, se puso a punto el proceso
de obtencion de quitosano, combinando diferentes concentraciones de hidroxido de
sodio, tiempos y temperaturas de digestion. Se realiz6 asimismo la caracterizacién de
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la quitina y el quitosano obtenidos por espectroscopia infrarroja (FTIR). Para la
determinacion del grado de desacetilacion del quitosano, se utiliz6 valoracion
potencimétrica y espectroscopia infrarroja. El proceso de desacetilacion para la
obtencién del quitosano fue del 49% para quitosano tratado con hidroxido de sodio al
40% y del 74% para el tratado con hidroxido de sodio al 50%. Este Ultimo valor se

encuentra dentro del grado de desacetilacion del quitosano de valor comercial.

Como resultado del presente trabajo de Tesis se espera que a partir de su
implementacién en la industria, un numero sustancial de pequefias y medianas
empresas pesqueras de la region adopten la tecnologia desarrollada, generando
nuevos puestos laborales. Tomando en cuenta que las especies propuestas como
materia prima poseen una amplia distribucién en la costa chubutense, se prevé la
transferencia a todas las localidades litorales de la provincia. Asimismo, se espera que
la demanda de materia prima promueva la extraccién del recurso por parte de las
flotas artesanal y costera, generando una nueva actividad pesquera en la provincia.
Por ultimo, se espera que los datos proporcionados en el presente trabajo de Tesis

permitan el desarrollo  sustentable de dicha actividad econdmica.
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