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CAPITULO 1

INTRODUCCION



1.1. Alimentos precocidos congelados: Mercado Internacional

Los alimentos preparados congelados han tenido en los 1ultimos
afioe una rédpida y amplia expansién a nivel internacional (Tablas
1.1 a, by c). Se define a éstos como agquellos alimentos congela-
dos que mediante un tratamiento adecuado, incluyendo un proceso
de preservacién, han pasado todas las fases necesarias del proce-
samiento para ser consumidos directamente después de ser lleva-
@os a la temperatura adecuada (Paulus, 1977).

Tabla 1.l1a. Mercado de comidas preparadas en Estados Unidos

1987 1988 1989 1990 Variacion(%)
Peso total(x) 6.136 6.415' 6.626 6.773 10,4
Valor total(#) 12.278 13.357 14.396 15.063 22,7

(x) en millones de libras (#) en millones de délares
Datos de ésta y siguientes tablas extraidos de Quick Frozen Foods
(Octubre 1990)

Tabla 1.1b. Mercado de comidas preparadas en Europa

1982 1987 1992 Variacién(X)
P.T. X(x) P.T. X P.T. x 1982- 1987-
1987 1992
Francia 24,0 22 79,4 26 138,6 28  +27 +12
Alemania Occ. 24,2 22 79,4 26 129,8 28  +27 +10
Reino Unido 59,6 56 147,8 48 224,0 46 +20 +9
Total 107,8 100 30,6 100 492,4 100 +23 +10

P.T.: peso total en millones de libras
(%) porcentaje sobre el total



Tabla 1.1c. Mercado de comidas preparadas en Japbén

1988 1989 Variacion(%)
Peso total(x) 655.058 712.939 8,8
Valor total(#) 351.712 382.117 8,6

(*) en toneladas, (#)en millones de yens

La necesidad gque tiene nuestro pais de exportar productos ali-
menticios con mayor valor agregado hace imprescindible el estudio
de las dificultades tecnolégicas inherentes al procesamiento de

esta clase de alimentos.

1.2. Composicién de los sistemas a base de espesantes que inte-
gran los alimentos pre-cocidos congelados

Los alimentos preparados congelados suelen almacenarse a alre-
dedor de -18°C ya que a esta temperatura, la mayor parte del agua
contenida en el alimento est& congelada, no se observa crecimien-
to microbiano y los cambios de calidad derivados de reacciones
quimicas (por ejemplo, oxidacién de grasas) son mucho mas lentos
(Eichner, 1977). Debe recordarse, no obstante, que el dafio que
produce la congelacién en la microestructura de un alimento pre-
cocido es mucho més marcado gque en uno fresco.

Dentro de los alimentos preparados congelados se destacan 1los
que tienen una base cArnea, de especial interés por ser nuestro
pais un tradicional exportador de carnes. Esta clase de alimentos
preparadoe incluyen generalmente sistemas de cobertura (emulsio-
nes con o0 sin espesantes u otros agregados) que resultan indis-
pensables para proteger a los componentes s6lidos de deshidrata-
ciones y cambios quimicos esperables para tiempos de almacena-
miento prolongados. El uso de estos sistemas mejora considerable-
mente la aceptabilidad del alimento.



Sin embargo, los sistemas de cobertura son muy sensibles a los
procesos de congelacién y descongelacién, presentando sinéresis
(en aquellos casos en que han sido espesados con harinas y/o al-
midones) y coalescencia de glébulos grasos. El resultado de estos
fenémenos es el deterioro marcado de la estructura original acom-
pafiado por exudacién de liquido y separacidén de fases, gque dismi-
nuye la aceptabilidad del producto.

Sobre este tema, la literatura presenta diversas formulacio-
nes, objeto en la mayoria de los casos de patentes; sin embargo
es escasa la informacién acerca de los fenémenos fisico-quimicos
que interpretan este comportamiento frente a procesos desestabi-
lizantes como el de congelacién-descongelacién.

Este estudio esta orientado a encarar dichos fendémenos.

1.3. Definicién del sistema bajo estudio

Los sistemas de cobertura o salsas son bdsicamente emulsio-
nes, Yy por lo tanto, desde el punto de vista termodinémico, se
trata de sistemas inestables. En su formulacién intervienen ade-
mée de la fase dispersa (lipidos) y de la dispersante (agua o le-
che), s8sustancias que tienen accién espesante, estabilizante y
emulsificante.

Tres son los factores principales que influyen en la estabi-
lidad de una emulsidén: la dimensién de las gotas de la fase dis-
persa, la tensién interfacial entre los dos liquidos y la vieco-
sidad de la fase dispersante. La accib6tn de emulsificantes sobre
la interfase aceite/agua y la de los estabilizantes y espesantes
sobre la fase dispersante tienden a impedir la separacién de fa-
ses acentuada por el congelamiento (Andreotti y col., 1974).

Es necesario clarificar los términos espesante, estabilizan-
te y emulsificante, ya que frecuentemente se los encuentra en la
literatura como si fueran equivalentes.

‘Los espesantes actian dando cuerpo al sistema al aumentar la
viscosidad de la fase dispersante o continua. Los estabilizantes
tienen como funcién mantener una condicién homogénea durante el
procesamiento térmico y el almacenamiento. Como los estabilizan-
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tes (generalmente hidrocoloides) tienen wuna viscosidad propia
influyen también en la consistencia, aumentdndola ligeramente y
superponiéndose en parte con las funciones del espesante. Por
otro lado, como estas sustancias ayudan a estabilizar el balance
entre agua y grasa en la emulsién también hay una ligera superpo-
sicién de funciones entre el estabilizante y el emulsificante.

Loes emulsificantes (lecitinas, proteinas, aislados de soja,
mono y diglicéridos) tienen como funciétn la de mantener constante
la relacién entre las fases grasa y acuosa, condicién necesaria
para lograr una emulsidn estable. Si se utiliza mas emulsificante
qQue el necesario para mantener dicha proporcidén constante, este
emulsificante adicional tendr& una influencia estabilizante su-
perponiéndose asi con la funcién del hidrocoloide (Kuchenbecker,
1986).

El presente trabajo de tesis centra su atencién en el rol
del espesante y del estabilizante durante los procesos de conge-
lacién y almacenamiento congelado por lo que nos detendremos en
particular sobre sus respectivas estructuras.

1.3.1. Espesantes

Diversos autores (Hanson y col., 1951; Osman y Cummisford,
1959; Brunnek y Koptelova, 1970; Przybyl y col., 1983) han coin-
cidido en seflalar a los espesantes como causa principal del dete-
rioro sufrido por el sistema durante el almacenamiento congelado.

Los espesantes usualmente utilizados son almidones o harinas
de diverso origen. Otros hidrocoloides utilizados por la indus-
tria alimenticia son gomas, pectinas y gelatina. Por muchos afios,
los almidones fueron usados principalmente como espesantes béasi-
cos y fuente de carbohidratos. Actualmente también se emplean co-
mo estabilizantes, texturizantes, ligantes de agua o grasa y
coadyuvantes de emulsificacién. Los almidones no modificados
han sido utilizados tradicionalmente en rellenos, salsas, confi-
turas, etc.. Sin embargo, las comidas preparadas que incluyen en
su formulacién este tipo de almidones deben ser consumidas gene-
ralmente a las pocas horas de su preparacién, ya que carecen de



la estabilidad deseada para un alimento procesado. Las caracte-
risticas generalmente exigidas en estos casos son: resistencia a
cambios de pH, viscosidad estable, tolerancia al procesamiento,
buena textura, suficiente vida Gtil, capacidad de formar emulsio-
nes estables. La eleccidén del almidén adecuado puede conferir ee-
tas caracteristicas.

En este sentido, una de las alternativas en la produccidén de
alimentos refrigerados, congelados, o esterilizados ha sido 1la
utilizacién de almidones modificados. Existen distintos tipos de
modificaciones permitidas; las mds comunmente usadas son: hidré-
lisis, oxidacién, sustitucién y entrecruzamiento (Luallen,
1985). Los sistemas espesados con este tipo de almidones pueden
ser lo suficientemente estables como para que resulte innecesario
adicionar un estabilizante & la formulacién.

Las propiedades del almidén como espesante y los posibles cam-
bios experimentados durante el procesamiento y almacenamiento de
comidas preparadas en base al mismo requieren para su explica-
cién, de un conocimiento de la estructura y composicién del gra-
nulo de almidén. Considerar la organizacién molecular del almidén
puede facilitar la comprensién de las diversas propiedades textu-
rales, y en particular, de uno de sus principales atributos: la
capacidad de los grénulos para gelatinizar en agua caliente.

1.3.1.1. Almidén

Los grédnulos de almidén estén compuestos por dos polisacari-
dos: la amilosa, cadena lineal de unidades de anhidroglucosa en-
lazadas por uniones a-1,4 y la amilopectina, wuna molécula no li-
neal o ramificada, consistente en unidades de anhidroglucosa uni-
das por enlaces a-1,4 pero teniendo también uniones a-1,6 que ge-
neran asi los puntos de ramificacién (Figuras 1.1la y b). Los por-
centajes de amilosa y amilopectina varian segin el tipo y origen
del almidén. Asi, los almidones nativos de cereales contienen al-
rededor de 30 ¥ de amilosa y 70 ¥ de amilopectina. Los almidones
céreos y los de alto contenido de amilosa (amilomaiz) son modifi-
caciones genéticas constituidas por amilopectina casi pura en el



primer caso y un alto contenido de amilosa en el segundo (Tabla
1.2).

Tabla 1.2. Contenido de amilosa y amilopectina de almidones na-
turales. Rangos de temperatura de gelatinizacién.

Fuente amilosa(X) amilopec- rango de tempe-

tina(%) retura de gela-
tinizacién(eC)

papa 23 77 61-71

mandioca 20 80 63-79

trigo 20 80 52-65

arroz 15-35 65-85 70-82

maiz 25 75 65-77

maiz céreo 0 100 65-80

amilomdiz 77 23 65-(%)

(*) no determinado

Datos de contenido de amilosa extraidos de Cheftel y Cheftel
(1976). Datos correspondientes a entalpias de gelatinizacién
extraidos de Eberstein y col. (1980).

1.3.1.1.1. Estructura de la amilosa

La naturaleza esencialmente lineal de la amilosa fue reconoci-
da por primera vez hace mds de 50 afios por Meyer, Wertheim y
Bernfeld obteniéndose méds tarde pruebas aparentemente concluyen-
tes de ello cuando se encontré que el polisacédrido era cualitati-
vamente convertido en maltosa por la accién de la B-amilasa, ya
que s86lo una cadena de residuos de glucosa sin modificar wunidos
por enlaces a-1,4, podia satisfacer esta observacién (Banks y
Greenwood, 1975).
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Fig. 1.1. Estructura molecular del almidén. a) segmento de cadena de amilosa;
b) segmento de molécula de amilopectina (Campbell y col., 1980)



Se trata de moléculas muy largas, de varios centenares de
unidades de D-glucosa, que pueden alcanzar longitudes de hasta
4000 unidades (por ejemplo en papa), las que, aceptando el modelo
helicoidal de Kreger pueden constituir una cadena de hasta 1.400
nn de largo (1,4 um). Banks y Greenwood (1975) confirmaron la
presencia de por lo menos una fraccién de amilosa completamente
lineal. Los resultados de estos autores confirmaron la presencia
de dos tipos de amilosa en el grinulo de almidén: uno conteniendo
una barrera a la accién de la B-amilasa (grupos o uniones anéma-
los situados al azar) y otro completamente lineal constituido por
residuos a-1,4.

Con respecto a la disposicién que adguieren las moléculas de
amilosa en solucién acuosa, 8e han sugerido tres estructuras po-
sibles que se esquematizan en la Fig. 1.2. El modelo (a) (enro-
llamiento -al agar) carece por completo de una estructura tercia-
ria. E1 (b) (propuesto por Hollé y Szejtli) alterna secciones he-
licoidales de aproximadamente 120 unidades glucosidicas con tra-
mos de enrrollamiento al azar. Estos Ultimos otorgan la flexibi-
lidad necesaria al conjunto. El modelo (¢), finalmente, corres-
ponde a la "hélice deformada"” de Rao y Foster.

(a)

()

(b)

Fig. 1.2. Modelos propuestos para la molécula de amilosa em solucién acuosa:
(a) enrollamiento al azar; (b) bélice interrumpida; (c) hélice deformada
(Banks y Greenwood, 1975)



Una de las caracteristicas mé&s importantes de la amilosa es
su capacidad para formar complejos con iodo, quedando las molécu-
las de Iz alineadas dentro la hélice. El patrén de difraccién de
rayos-X de este complejo es muy similar al exhibido por el almi-
dén precipitado a partir de alcohol. Pronto se reconocié que las
cadenas de Acidos grasos podian también ocupar el centro de la
hélice de amilosa y dar un patron de difraccliédn similar al ante-
rior. Los ésteres de &cidos grasos y surfactantes con cadenas de
dcidos grasos en B8u estructura parecen complejarse de la misma
manera. El uso de estos agentes disminuye la afinidad del almidén
por el Iz mostrando que estén compitiendo por loe mismos sitios
(Banks y Greenwood, 1975).

-

1.3.1.1.2. Estructura de la amilopectina

Este polisac&rido puede tener cadenas de hasta 26-30 unida-
des de D-glucosa unidas por enlaces a-1,6 a los puntos de ramifi-
cacién, constituyendo éstos Gltimos un 4-5% de la estructura.

Se han propuesto tres modelos estructurales para la amilopec-
tina: el laminar de Haworth, Hirst e Isherwood es el mas simple
(Fig. 1.3a); la estructura sugerida por Staudinger y Housemann en
donde una cadena tinica sostiene todas las ramificaciones (tipo
espina de pescado) (Fig. 1.3b) y la ramificada al azar (tipo ar-
bol) propuesta por Meyer y Bernfeld (Fig. 1.3c). De los tres mo-
delos, el de Meyer fue el consistente con los resultados de estu-
dios enzimaticos posteriores (Banks y Greenwood, 1975). En la
Fig. 1.3d se muestra una representacién de la molécula de amilo-
pectina, de acuerdo al modelo actualmente aceptado (ramificado

al azar), segin Gallant y Bouchet (1986).
1.3.1.1.3. Estructura del granulo de almidén
El almidén es un material s6lido con una densidad de apro-

ximadamente 1,5 g/ml.Las plantas normalmente elaboran su almidén
en forma de granos microscédpicos (Sterling, 1978). Los grénulos



axtremo reductor
extremo no reductor
punto de ramificacidén
a-1,6

= cadena de aenlaces
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p— —
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0 axtremo reductor
¢ axtremo no reductor

Fig. 1.3. Modelos propuestos para amilopectina: (a) estructura laminar; (b) de
espina de pescado; (c) ramificada al azar (Banks y Greenwood, 1975). (d) Re-
presentacion esquemiAtica de 1la molécula de amilopectina (Gallant y Bouchet,
1986)
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mismos varian considerablemente en forma (més o menos esférica)
y tamafio (desde un diémetro de 2 um hasta 175 pm segin la proce-
dencia) por lo que la fuente de almidén puede identificarse sim-
Plemente por su apariencia al microscopio.

Para una caracterizacién completa del grédnulo de almidén, no
basta con el andlisis de la relacién amilosa/amilopectina vy ei
estudio de 1la estructura fina de los dos polisacéridos que lo
conforman sino qué ademés resulta imprescindible 1la comprensién
de la forma en gque las moléculas individuales estan dispuestas
dentro del granulo.

Se consldera al almidén como un material semicristalino des-
de los cléesicos trabajos de Katz y sus colaboradores (Katz, 1928;
Katz y Van Itallie, 1930). Como en los polimeros sintéticos, los
polimeros naturales de alto peso molecular est&n organizados en
regiones mds o menos cristalinas establecidas por uniones puente
de hidrégeno, y regiones amorfas. La extensidén de la cristalini-
dad puede ser estimada directamente a partir de la intensidad de
reflexidén de rayos-X (Sterling, 1978). Mediante este método fue-
ron distinguidos tres tipos de estructura cristalina en los gra-
nulos de almidon intactos, cuyos espectros de difraccién obte-
nidos fueron designados como A,B y C. El tipo estructural depen-
de de la fuente botédnica del almidén siendo el "A" caracteristico
de los cereales, el "B" de almidones de papa y maiz de alto con-
tenido de amilosa (también observado en el almidén retrogradado)
v el "C" tipico de almidones de leguminosas (Figura 1.4).

Fig. 1.4. Patrones de difraccién tipicos para almidones con espectro de rayos-
X tipo A, B y C (Banks y Greenwood, 1975)
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Los grénulos de almidén muestran birrefringencia bajo la luz
polarizada, dando la caracteristica Cruz de Malta. Son tanto se-
micristalinos como birrefringentes. Cabe aclarar que estos dos
aspectos no estédn necesariamente relacionados. El hecho de que el
almidén sea birrefringente implica uUnicamente que hay wun alto
grado de orientacién molecular dentro del grénulo, sin referencia
a ninguna forma cristalina.

Las moléculas de almidén se encuentran dispuestas con sus ejes
longitudinales de manera perpendicular a la superficie del gréanu-
lo (Sterling, 1977). Debido a que las moléculas en cualquier re-
g16n son esencialmente paralelas entre s8i, el granulo resulta
birrefringente.

Asimismo, las moléculas forman capas o "lamellae"” perpendicu-
lares al eje de simetria del granulo, siendo estas capas menos
visibles en el almidén procedente de cereales que, por ejemplo,
en el de papa. Estas capas no son evidentes en el granulo deshi-
dratado o no degradado. Segin Banks y Greenwood (1975) este tipo
de estratificacién tendria su origen en un fenémeno similar al
que se observa comunmente en la cristalizacién de polimeros sin-
téticos de alto peso molecular. Se piensa que el fenémeno es de-
bido a un enrollamiento o retorcimiento de las fibrillas crista-
linas durante el crecimiento de la esferulita a partir del nu-
cleo primario, por acumulacién de material en la superficie en
expansién. El material gue no puede acomodarse dentro de la es-
tructura del cristal es empujado hacia afuera, a la zona fundida
o a la solucién. A medida que el cristal se expande tiende a ra-
mificarse y el material no cristalino ase deposita entre estas ra-
mas. Asil, la esferulita es semicristalina, ya que contiene tanto
material amorfo como cristalino.

También es posible concebir que algunas moléculas largas de
almidén radialmente dispuestas estén atravesando varlas capas o
“lamellae” mientras que otras terminan en un nivel dado. Otra al-
ternativa es que la molécula de amilopectina pueda tener ramifi-
caciones radiales desde la cadena principal en sentido més o me-
nos paralelo a la cadena axial. Estas ramificaciones terminarian
en un mismo nivel, dando asi la definicibétn de las caracteristicas
capas (Sterling, 1978).
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1.3.1.1.4. Gelatinizacién del almidén

En presencia de suficiente cantidad de agua y bajo calenta-
miento hasta una temperatura adecuada, los grénulos de almidén
nativo se hidratan irreversiblemente hasta llegar a un punto en
que las fuerzas electrostdticas (puentes de hidrégeno) gque man-
tienen Juntos a los constituyentes moleculares del gréanulo estén
tan debilitadas que se pierde la orientaciétn molecular ordenada.
La desaparicién de la caracteristica birrefringencia se toma
usualmente como indice de este fenbémeno. Dentro de un rango rela-
tivamente estrecho de temperatura (5 a 10oC) todos los grénulos
de la poblacién muestran estos cambios marcados en sus propie-
dades, fenémeno que se conode bajo el nombre de gelatinizaciodn.

La gelatinizacién comienza en el hilum del grénulo y se ex-
tiende 1luego hacia la periferia del mismo. Ocurre antes en las
zonas amorfas, debido a que los puentes de hidrdgeno son mas dé-
biles en esas Areas (Dengate, 1988).

Existe una dependencia de 1la temperatura de gelatinlzacién
reapecto a las proporciones relativas de amilosa y amilopectina:
a mayor contenido de amilosa, mas alta serd la temperatura de
gelatinizacién (Tabla 1.2). Esto se explicaria por las uniones
mads firmes que presentan entre si las moléculas lineales de ami-~
losa, respecto a las de la amilopectina.

El primer paso del proceso de gelatinizacién es la hidratacién
y deformacidén de los grénulos, que aumentan su volumen de 3 a 6
vecee. La capacidad para polarizar la luz y difractar los rayos-X
se plerde en esta etapa temprana. Aparece una cavidad central que
aumenta su tamafio, incrementandose el volumen hasta 25-30 veces a
medida que prosigue el calentameinto. Entonces, el grénulo
hidratado colapsa y la suspensiétn es ahora completamente turbia
v viscosa (Sterling, 1978).

En el transcurso de la gelatinizacién, 1las moléculas lineales
de amilosa son expulsadas hacia la fase acuosa (Montgomery y
Senti, 1958; Reeve, 1954) mientras que las ramificadas permanecen
sin disolver.

La capacidad de hidratacién del gréanulo es funcién de la tem-
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peratura y de la constitucién genética. Los almidones con alto
contenido de amilosa gelatinizan tnicamente con dificultad. En
estos casos es posible encontrar grénulos birrefringentes (no ge-
latinizados) aun después de 30 minutos de calentamiento a 895°C
(Leach y col., 1959). Se puede suponer entonces gque la hidrata-
cién esté relacionada con el porcentaje de amilopectina (Waldt y
Kehoe, 1959; Bear y Samsa, 1943).

El alcance de la gelatinizacién depende también de otros fac-
tores: dafio meclnico del gré&nulo de almidén, presencia de agen-
tes que aumenten o disminuyan la temperatura de gelatinizacién
(azficar, sales de sulfato y loduros, tiocianatoas respectivamente)
(Sterling, 1978).

Bowler y col. (1980) mostraron que el aumento de volumen ra-
dial era limitado y existia Gina considerable hidratacién tangen-
clal de los grénulos durante la gelatinizacién. El rol de la ami-
losa aparece ligado a la restriccidén del aumento de volumen tan-
genclal ya que éste procede mée réapidamente una vez que la amilo-
sa ha sido expulsada del grénulo.

Por ejemplo, el almidén de trigo muestra dos etapas de in-
cremento de volumen atribuidas por Leach y col. (1959) a dos gru-
pos de enlaces hidrégeno que se "relajan” a diferentes temperatu-
ras. Una pequefila proporcién ocurre entre 60 y 702C e involucra la
ruptura de enlaces débiles o féacllmente accesibles de sitios
amorfos; un segundo incremento de volumen ocurre rédpido entre 80
y 90°C involucrando 1la ruptura de enlaces més fuertes o sitios
cristalinos menos accesibles.

Por tratarse de un verdadero proceso de fusién, se pueden em-
pPlear métodos calorimétricos, como el diferencial de barrido
(DSC) para el seguimiento de la gelatinizacién, pudiéndose medir
el calor endotérmico AH asociado al fen6émeno. En la Fig. 1.5 se
muestran las endotermas de gelatinizacidn caracteristicas para
tres genotipos de maiz (céreo, normal y de alto contenido de

amilosa).
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Fig. 1.5. Endotermas de gelatinizacién correspondientes a almidones de maiz
(a) normal; (b) céreo y (c) de alto contenido de amllosa (Stevens y Klton,

1971)

La pasta recien preparada de almidén gelatinizado es una mez-
cla de grédnulos hidratados y de fragmentos de grédnulos gque han
colapsado, conjuntamente con moléculas dispersas coloidalmente y
en solucién (Olkku y Rha, 1978). Miller y col. (1973) sefialaron
la importancia del exudado de amilosa como factor contribuyente a
la viscosidad total del sistema, mostrando que esta se hacia ma-
Xxima despﬁgs de transcurrida la mayor parte del incremento del
volumen del grédnulo. Segin estos autores, el aumento de viscosi-
dad se debe principalmente al exudado liberado de 1los gréanulos
que forma una red filamentosa entre ellos. A temperaturas eleva-
das, cuando la desintegracién granular se hace mds importante, la
viscosidad disminuye, lo que explica el pico caracteristico en la
curva viscosidad - temperatura (Fig. 1.6). Otros autores (Evans y
Haisman, 1979) han minimizado el rol de la amilosa como causa del
aumento de viscosidad de las pastas de almidén gelatinizado dan-
dole, en .cambio, mayor Iimportancia a la presencia de los

grédnulos hidratados no desintegrados.
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Fig. 1.6. Curva de viscosidad en funcién de tiempo ¥y temperatura para
distintas pastas de almidén (Cheftel y Cheftel, 1976)

1.3.1.1.5. Gelificacion y retrogradacién

Al enfriarse, las pastas de almidén gelatinizado adguieren -
dependiendo de la concentracién - la consistencia de un gel. Se-
gan Olkhu y Rha (1978), la amilosa es la principal responsable de
la formacién del gel aun en concentraciones tan bajas como 1,5 %.
La formacién de wuna estructura de gel estd relacionada con la
orientacion paralela que pueden adquirir las moléculas de amilosa
‘que forman uniones puente de hidrégeno entre si. Los resultados
de Ott y Hester (1965) describen dos funciones para la amilosa:
una como componente de redes que atrapan el agua no absorbida vy
la otra como material 1ligante gue "une"” fragmentos o grénulos
hinchados que no se hayan roto. A igualdad de otros factores, .el
grado de hidratacién de los grénulos de almidén y el tamarfio de
los fragmentos parecen determinar la cantidad de amilosa necesa-
ria para dar una estructura de gel firme, y de alli, la importan-
cla del rol de este polisacarido.

El seguimiento de la gelificacidén por rayos-X evidencia los
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cambios estructurales. Independientemente de 1la organizacién
cristalina inicial aparece un patr6n B. 8Sin embargo, como regla,
la birrefringencia no es restablecida. A medida que transcurre el
envejecimiento del gel éste se romperd, haciéndose mds opaco y
méds rigido y a menudo exudando agua (fenémeno denominado sinére-
sis). En los productos de consistencia pastosa se formarén flécu-
los de precipitado opaco. Sumado a esto, el patrén de difracciédn
de rayos-X se har& més fuerte. Estos fenbémenos resumidos bajo el
nombre de retrogradacién significan de alguna manera un “"retor-
no" al estado pre-gelatinizado. Sin embargo, el almidén retrogra-
dado no puede ser nuevamente gelatinizado aunque si resolubiliza-
do o repeptizado por calentamiento a altas temperaturas
(Sterling, 1978).

La retrogradacién aumenta con el almacenamineto prolongado,
particularmente a bajas temperaturas (Schoch, 1965, 1968; Longton
y Le Grys, 1981) pero -la estabilidad no se alcanza ni siquiera
después de 4 meses a 4°C. La estabilidad de los geles al proceso
de congelacién - descongelacién es a menudo criticamente impor-
tante para la industria de la alimentacidén, particularmente debi-
do a que la sinéresis puede ser tomada equivocadamente como evi-
dencia de dafio microbiano (Dengate, 1988).

La retrogradacién es explicable en términos de cristaliza-
cién de moléculas de almidén. Las cadenas macromoleculares de
almidén, originalmente dispersadas por gelatinizacién, probable-
mente entran en contacto por retorcimiento al azar, enrollamien-
to y desenrollamiento y establecen puentes de hidrégeno entre
ellas. Luego otros segmentos de las cadenas, que se han acercado,
son més susceptibles de entrar en contacto entre si una vez que
los primeros enlaces han sido establecidos, concreté&ndose més
uniones que las que se rompen. Cuanto m&s largas las cadenas,
mayor ser& el ntmero de enlaces que las vincularé&n con sus veci-
nas. Por este mecanismo, la amilosa quedaré& mas firmemente unida
que la amilopectina. El1 agua que rodeaba originalmente al almidén
dispersado serf& desplazada a medida que se forman los enlaces in-
termoleculares.

Durante mucho tiempo se atribuyé solamente a la amilosa el
fendbmeno de retrogradacién. En la Fig. 1.7 se muestra un esquema
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de Greenwood (1964) para explicar la diferencia entre gelacién y
retrogradacién. Segin Greenwood, la conformacién de la amilosa en
solucién seria la causa de uno u otro fenémeno. En un caso (re-
trogradecién), 1la molécula del polisacérido, al enfriarse lenta-
mente, se alinea gradualmente mediante la formacién de puentes
hidrégeno. Con el tiempo, tendria lugar la formacién de micelas
visibles y posteriormente, particulas insolubles. En cambio, un
enfriamiento rédpido conduciria a un gel. La amilopectina, segin
Greenwood, formaria soluciones extremadamente estables sin ten-
dencia a retrogradar. Como veremos, estos conceptos vigentes has-
ta hace poco tiempo, han sido recientemente revisados.

GRL.

Fig. 1.7. Comportamiento de las moléculas de amilosa en solucién ante
diferentes velocidades de enfriamiento (Greenwood, 1964)

1.3.1.1.6. Concepto tradicional de retrogradacién de almidoén

El grado y extensién de la retrogradaciédn depender& tanto de
factores intrinsecos como extrinsecos. Uno de los factores in-
trinsecos que afectan la retrogradacién de sistemas de almidén-
agua es la longitud de la cadena, pareciendo existir un largo de
cadena 6ptimo para la retrogradacién (Whistler, 1953). Aei, las
moléculas mds pequeiias no se asocian completamente mientras que
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las mayores tienen dificultades para alinearse con sus vecinas
por tramos largos.

La linealidad es también importante ya que la presencia de
ramificaciones tiene efecto inmediato sobre la retrogradacidn: la
extensi6tn més larga de enlace cristalino en una molécula de ami-
lopectina est& limitada a la longitud de la rama, es decir entre
26 y 30 unidades de glucosa. En esto residiria la causa de gue se
supusiera que la amilopectina retrograda en menor extensién que
la amilosa y al hacerlo quede no tan firmemente enlazada como 1la
amilosa (Lampitt y col., 1948).

Con respecto a los factores extrinsecos, los més importantes
son temperatura, concentracién, pH y tiempo.,.

El efecto de la temperatura no es consistentemente monoténi-
co: la retrogradacién es mas rapida alrededor del punto de conge-
lacién del agua. En ese punto habria primero una disminucién de
la solubilidad y si la temperatura est& por debajo de la de con-
gelacién, una lenta remocién de agua para participar en la forma-
cién de cristales de hielo dejando a las moléculas de almidén
"desnudo" tiempo suficiente para agregarse y alinearse en domi-
nios cristalinos. A temperaturas altas (mayores de 60°C) la re-
trogradacién se veria impedida, presumiblemente, por movimiento
de las moléculas y asociacién més al azar. A temperaturas mée ba-
Jas (-30°C y menos) el rdpido congelamiento del agua probablemen-—
te no desnuda las moléculas de almidén en gran medida y tampoco
da tiempo suficiente para orientarse en paralelo (Sterling,
1978). Como veremos, la explicaciébn sobre c6tmo influye la tempe-
ratura en el fenémeno ha sido hoy también revisada (Slade ¥y
Levine, 1987).

Por otro lado, cuanto mayor es la temperatura alcanzada por
la suspensiédn de almidén durante la gelatinizaciédn, mas lenta es
la velocidad de retrogradaciétn o dicho de otra forma, mayor el
grado de solubilizacién (Kalb y Sterling, 1961).

De acuerdo a Schoch (1941) la velocidad de retrogradacién
estd relacionada con la concentracién de almidén. Asi la forma-
cién de una capa o "piel” en la superficie de las suspensiones de
almidén gelatinizado se explicaria por la rédpida deshidratacién
en esa zona, con el consiguiente aumento de concentracién (Kerr,
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1950). Aparentemente, el efecto de la concentracién tiene un 1li-
mite superior, relacionado con el nimero total de enlaces forma-
dos, por lo que a altas concentraciones se favoreceria un perfec-
to alineamiento. Para una cantidad de agua del 50 ¥ la intensidad
obtenida del patrétn B de difraccién de rayos-X alcanza un méaximo
mientras que a 29 ¥ o menos (altas concentraciones de almidén) se
obtenia un patrén A. Con 29-30 ¥ de agua el patrén era intermedio
entre A y B ( Hellman y col., 1954).

Kalb y Sterling (1962) informaron que el efecto de la varia-
cién de pH en 1la retrogradacién dependia del procedimiento de
ajuste de pH: 81 el pH era ajustado antes de 1la gelatinizacién,
el méaximo grado de retrogradaciétn ocurria a pH=5, mientras que
ajustado después de la gelatinizacidédn el méximo se encontraba a
pH &cido (1,3-2,2). -

1.3.1.1.7. Nuevos conceptos sobre gelificacién y retrogradacién
de pastas de almidon

S1 bien tradicionalmente, el fendémeno de retrogradacién ha
sido asociado con s86lo uno de 1los polisacéAridos constituyentes
del almidén, la amilosa, trabajos mas recientes (Miles y col.,
1985; Slade y Levine, 1987; Morris, 1990) han demostrado el rol
relevante que cumple la amilopectina.

Segin Miles y col. (1985), la retrogradacién del almidén
consiste en dos procesos separables. Uno que involucra a la ami-
losa, térmicamente irreversible por debajo de los 100°C y que
predomina en los estadios iniciales de la gelacién y la retrogra-
dacién. En esta primera etapa habria una separacion en dos fa-
ges, una rica y otra deficiente en polimero. L& retrogradacién de
la amilosa ocurriria en la fase rica, antes de las 24 hs.. En una
segunda etapa, relacionada con la cristalizacién de la amilopec-
tina contintan los cambios iniciados en 1la primera: variacién
del mé6dulo de elasticidad y aumento de la cristalinidad. Se trata
de un fendmeno reversible por debajo de los 1002C, que tiene como
consecuencia un aumento de la rigidez del gréanulo de almidén ge-
latinizado, reforzando asi la matriz de amilosa.
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La amilosa por si sola es capaz de formar geles en donde
cada molécula participa a 1la vez de varias zonas cristalinas
(Morris, 1990). Estas zonas cristalinas consisten en arreglos
hexagonales de dobles hélices de seis vueltas de amilosa. La con-
centracién critica para la gelacién de amilosa se encuentra en
alrededor del 1 ¥ p/P y no depende del largo molecular. La red
puede desarrollarse en diferentes formas, dependiendo del tamafio
de la molécula de amiloesa. A pesos moleculares altos, el dificul-
toso acoplamiento lateral de las cadenas favoreceria la formacién
de una red fina que se hace mas gruesa con el tiempo, mientras
que a pesos moleculares mé&s bajos, que permiten una mayor asocia-
cién lateral de las dobles hélices, 8se producirian primero agre-
gados gruesos que se unen luego para constituir una red.

De lo anterior se desprende que la permanencia de la estruc-
tura seria dada por la combinacién de red amorfa con zonas cris-
talinas pudiendose comparar el proceso global con una nucleacién
cristalina (formacién de las hélices) seguida por crecimiento de
los cristales (asocliacién lateral) (Fig. 1.8).

Fig. 1.8. Formaciémn y asoclacién de dobles hélices: (a) formacién de la hélice
y elongacién de la cadena; (b) asociacién lateral de las regiones helicoidales
(Morris, 1990)
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La estructura del gel de almid6tm es mads compleja ya que in-
tervienen en ella los grénulos hidratados que "rellenan” la ma-
triz interpenetrante de amilosa, aumentando la rigidez de l1la mis-
ma. Paralelo al aumento de rigidez del gel durante el almacena-
miento, 8e produce un aumento de cristalinidad (patrén B de ra-
yos-X). Si se calienta el gel hasta una temperatura de 95°C se
revertird parcialmente este aumento de la cristalinidad a valor
.original, que corresponde al gel de amilosa. Como esta cristali-
.zacibn reversible fue detectada en gré&nulos gelatinizados separa-
dos de la red de amilosa, se la asocid con la amilopectina (Miles
y col., 1985). No es descartable por otro lado, un co-cristaliza-
cién amilosa-amilopectina.

La gelatinizacion se puede considerar una fusién cristalins,
en tanto que la retrogradacion es una cristalizacién. Tradicio-
nalmente se han tratado tanto la fusién como 1la cristalizacién
como procesos de equilibrio. Recientes estudios demuestran que se
trata en realidad de un proceso de no-equilibrio (gque explica,
por ejemplo, que a 4°C el almiddédn retrograde més que a temperatu-
ra ambiente)(Slade y Levine, 1987).

Estos autores han aplicado la teoria de volumen libre de
William-Landel-Ferry al fenbmeno de retrogradacién, tratado como
un proceso de no-equilibrio. Destacan particularmente la impor-
tancia de 1la temperatura de transicién vitrea (Tg). Entre esta
temperatura y la de fusién cristalina (Tm) el material permanece
en un estado viscoso y hay suficiente movilidad de las cadenas
para permitir la cristalizacion. La velocidad en que la misma
ocurre, al no seguir una cinética tipo Arrhenius, depender& de la
magnitud de AT= T-Tg. Por debajo de Tg, el material se encuentra
en estado vitreo: el movimiento molecular es tan lento que la
cristalizacién no ocurre en periodos finitos. Los geles de almi-
dén son polimeros parcialmente cristalinos ya que contienen agua.
El agua tiene un efecto plastificante ya que al aumentar la movi-
lidad molecular reduce tanto Tg como Tm. La Fig. 1.9 muestra las
curvas de nucleacién y propagacién de 1la cristalizacién dentro
del rango Tg-Tm. La velocidad de cristalizacién tendrd un valor

méximo a T=1/2(Tg+Tm), temperatura usualmente cercana a la am-
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Fig. 1.9. Cinética de cristalizacién de polimeros parcialmente cristalinos
(Morris, 1990)

1.3.1.2. Harina

La harina es el producto natural de la molienda del grano de
cereal, una vez separada la céscara y el germen. Por ello su com-
posicidn incluye porcentajes més altos de proteina lipidos y sa-
les minerales (alrededor de un 8 ¥ de proteina y 1 X de lipidos
en el caso de la harina de trigo).

Las propiedades de gelatinizacién de la harina se complican
por la presencia y las propiedades de la proteina. Anker y Geddes
(1944) mostraron que la sustitucidédn de proteinas de gluten por un
peso equivalente de almiddén decrecia el pico de viscosidad pero
que a iguales concentraciones de almidén la presencia de gluten
aumentaba dicho pico. La proteina naturalmente presente en la ha-
rina incrementaba 1la viscosidad en un 15 ¥ mas Qque una cantidad

equivalonteo do almidon.
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1.3.2. Estabilizantes: hidrocoloides

Hidrocoloides o coloides hidrofilicos ee la forma en que co-
munmente se hace referencia a las gomas. Desde el punto de vista
quimico son polisacéridos de alto peso molecular, estimado en el
orden de varios millones. Sus propiedades los hacen componentes
texturales importantes en 1la formulacién de sistemas alimenti-
cios. Las gomas son solubles o dispersables en agua, produciendo
espesamiento o gelificacién al hidratarse.

Usualmente son clasificadas segin su origen: el agar, furce-
larén, carragenanos y alginatos se obtlienen de algas marinas; la
goma arédbiga, karaya y tragacanto son exudados de plantas; la go-
ma guar, de algarrobo y tara, a partir de semillas; la carboxime-
tilcelulosa (CMC) y celulosa microcristalina son derivados de 1la
celulosa; la goma x&ntica es un producto de fermentacién mi-
crobiana; la gelatina, una proteina derivada del col&ageno.

Las caracteristicas de cada goma se basan en su capacidad de
producir un aumento de viscosidad cuando se dispersan en agua.
Debido a esta capacidad las gomas tienen una variedad de funcio-
nes en los alimentos: ligazén, cobertura, suspension, estabiliza-
cién, gelificacién, emulsificacién, espesamiento. Estas aplica-
ciones las hacen mas tGtiles en alimentos farinaceos, postres pre-
parados, bebidas, postres congelados, confituras, aderezos y sal-
sas, productos lacteos (Igoe, 1982).

Las propiedades funcionales de las gomas se relacionan con
su composicién, siendo los principales aspectos (Pomeranz, 1985):

a)Componentes moleculares: tipo de monémero (hexosas, pento-
sas, &cidos urbnicos, etc) y configuracién del anillo.

b)Grupoe funcionales: tipo (carboxilos, ésteres sulfato,
fosfatos, metilo, etc.), localizaciétn en la molécula y grado de
sustitucién.

¢ )Estructura: unién glicosidica, tipo de cadena que origina,
grado de ramificacidén, grado de polimerizacién y distribucién de
unidades béasicas

d)Conformacién espacial: hélice, cinta, asociacién, micela,
etc.

Los tipos de uniones que gobiernan la formacién de geles son
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principalmente no covalentes, en particular son importantes 1los
puentes de hidrégeno, las unionee i6nicas y las fuerzas débiles
del tipo dipolo - dipolo y Van der Waals; éstas Utimas son espe-
cialmente wutiles en las interacciones que desarrollan estos hi-
drocoloides con las proteinas (Cherry, 1982).

1.3.2.1. Goma xantica

Se trata de un polisacarido extracelular que se obtiene de
la fermentacién de 1la glucosa por el microorganismo Xantomona
campestria. Su composicién se basa en un blogue que 8e repite,
constituido por cinco unidades (Fig. 1.10a). La cadena principal
se construye sobre dos unidddes @-D-glucosa ligadas en 1-->4;
hasta aqui esta cadena es idéntica a la celulosa. Las unidades
restantes gue constituyen las cadenas laterales son: una a~-D-ma-
nosa, un acido B-D-glucurénico y una a-D-manosa nuevamente; so-
bre la primera manosa puede haber una acetilacién del carbono 6 y
en la manosa terminal puede haber un piruvato en forma de acetal
en los carbonos 4 y 6. Si bien la molécula es perfectamente regu-
lar en cuanto a la unidad basica descripta, la irregularidad con-
siste en el grado de acetilacién y de piruvatacién. Tanto el glu-
curénico como el piridvico dan a la molécula un marcado caracter
negativo.

La conformacién espacial que adopta es una hélice cuyas ra-
mificacliones se pliegan sobre el eje central ejerciendo un efecto
protector, por 1lo que estas moléculas son altamente estables a
los ataques enzimAticose. Las hélices est&n compuestas por cinco
blogues que se repiten por vuelta (Fig. 1.10b) (Fiszman, 1989).

Se puede conseguir como sal de potasio, con el potasio sus-
tituido en los grupos carboxilo. Como hay pocos grupos carboxilo
en la molécula, en comparacién con otras gomas como el alginato,
la reactividad de la goma x&ntica es minima. Esto se debe también
en parte a la configuracién fisica de la molécula. Debido a las
cortas cadenas laterales, no puede entrecruzarse utilizando como
puente iones divalentes ya gque se hace dificil el alineamiento
que 81 ocurre en otros polisaca&ridos. Por encima de pH=10, 1la
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goma xédntica tiene tendencia a formar geles con Ca++ y otros io-
nes polivalentes pero en este rango de pH no existen aplicaciones
particulares en alimentos.

La goma xé&ntica 8se disuelve facilmente en agua fria o ca-
liente para dar soluciones de alta viscosidad a bajas concentra-
ciones. Las soluciones son mAs pseudopléasticas que las que se
pueden obtener con cualquiera de las otras gomas disponibles, por
lo que resulta un buen agente de suspensién aun a bajas concen-
traciones. Por otro lado, las soluciones son marcadamente resis-
tentes al calor. Pueden mantenerse a elevadas temperaturas por
periodos largos sin mayor cambio en la viscosidad. La presencia
de sales mejora aiun mds la resistencia. También resulta completa-
mente estable a las condicionee de congelacién y a muy bajas con-
centraciones (0,1-0,2 ¥) contribuye sorprendentemente a la esta-
bilizacién ante procesos de congelacién-descongelacién de muchos
productos que también contienen almidén. Presenta también exce-
lente tolerancia a los cambios de pH, disolviéndose a cualquier
PH que pueda encontrarse en productos alimenticios. Es compatible
con la presencia de la mayoria de los otros hidrocoloides, inclu-
vendo el almidén. Aunque no es reactiva con la mayoria de las
otras gomas, sl reacciona especificamente con la goma de algarro-
bo para dar un gel.

En cantidades pequeflas, del orden de 0,25 a 0,30 ¥ mejora la
estabilidad de emulsiones aceite/agua. Esta estabilidad existiré
aun a altas temperaturas debido a la naturaleza pseudopléstica de
las soluciones. Esta caracteristica es probablemente la principal
razén por la que la goma xa&ntica es tan excelente estabilizante
de emulsiones; no actia de la misma manera que la mayoria de los
emulsificantes.

En cantidades aun del orden del 0,1 ¥ da mayor estabilidad
ante la congelacidén y descongelaciédn a los aderezos y salsas en
base a almidén, con un marcado control de la sinéresis sin aumen-
tar demasiado el cuerpo del sistema, y permaneciendo la viscosi-
dad del producto terminado constante en un amplio rango de tempe-
raturas (Rocks, 1971).
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1.4. Congelacién

1.4.1. Agua libre y ligada

Existen varios factores que condicionan directa o indirecta-
mente el proceso de solidificacién del agua.

El agua en los sistemas biolégicos esté& presente en dos for-
mas, ldentificadas como "agua libre" y "agua ligada”. La primera
e8 la que permite el desarrollo de todos los procesos quimicos,
bioléglicoes y enziméticos, mientras que la segunda - que represen-
ta s6lo del 2 al 5 ¥ del total - estd précticamente fijada a las
sustancias no voldtiles del sistema mediante puentes hidrégeno y
fuerzas de naturaleza electrostdtica. El agua "ligada" presenta
de hecho propiedades distintas del agua libre; menor tensidn de
vapor, menor temperatura de congelamiento, distinta estructura y
orientacién molecular. Mientras gque el agua pura congelada se
dispone segin un retioculo hexagonal regular, el agua en una solu-
cién de hidrocoloides genera una estructura distorsionada.

Desde el punto de vista energético es méds favorable para una
molécula de agua la formacién simultédnea de varios puentes de
hidrégeno que de uno solo, 1lo que hace posible la rédpida consti-
tucién de grupos ordenados ("“clusters”). Se trata de entidades
estructurales gque deben interpretarse de modo puramente estadis-
tico y que se encuentran a un nivel energético mas bajo que la
molécula aislada (Fig. 1.11a) (Lerici, 1971).

La existenclia de estos grupos ordenados puede dificultar la
formacién del reticulo cristalino, 1lo que explica la facilidad’
con que es posible subenfriar el agua pura.

La presencia de un soluto provoca alteraciones de la es-
tructura del agua en funcién de su naturaleza. En torno de un
soluto polar existe una regién (A) donde el agua no estd ligada
entre si por puentes de hidrégeno sino al soluto por uniones de
tipo electrostético. Su inmovilidad deriva del bajo nivel energé-
tico y entdlpico, consecuencia de este tipo de unién.

En una regién més lejana (B), 1las moléculas esté4n sometidas
a una interaccién demasiado débil para provocar una orientacién
del momento dipolar pero suficiente para impedir la formacién de
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(b) representacién esquemitica de las reglones que se conforman en torno a um
ion (Lerici, 1971)
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"clusters”. Esta regién intermedla es, en la préactica, més desor-
denada que la de la regién mas lejana (C), correspondiente a las
moléculas de agua que no reciben la accién del ién (Fig. 1.11b).
Muchas de las propiedades fisicas de las soluciones de elec-
trolitos son interpretadas teniendo en cuenta la situacién de 1la
molécula de agua respecto del campo electrostatico creado por el
ién. En particular, durante el congelamiento, 1las moléculas de
agua pertenecientes a las regiones A y B no pueden participar 1li-
bremente de la construccién o crecimiento de los nicleos de hie-
lo, debiendo primero sustraerse a la influencia del campo creado
por los iones que tienden a orientarlas a lo largo de una direc-
cién incompatible con aquella prevista en el reticulo cristalino
del hielo. Esto se traduce en un obstdculo para la cristaliza-

cioén.

1.4.2. Estructura del hielo

La estructura del hielo puro ha sido determinada a partir
de estudios que involucran rayos-X, difraccién de neutrones y
electrones, espectroscopia infrarroja y RAMAN.

La celda unitaria de hielo consiste de 4 moléculas con las
siguientes dimensiones a 02C: 7.37 A a lo largo del eje C y 4.52
A a lo largo del eje A. Hay varias formas de describir la celda
unitaria del hielo, todas las cuales satisfacen los requerimien-
tos mencionados. Las 4 moléculas por celda unidad estdn acomoda-
das de la siguiente manera: las 8 moléculas de las esquinas estén
cada una compartida por otras 8 celdas; las cuatro moléculas del
borde estan cada una compartida por otras 4 celdas y las molécu-
las internas no son compartidas. El namero total de moléculas re-
sultantes es 8/8 + 4/4 + 2 = 4.

La manera en que cada molécula de agua puede asoclarse con
otras cuatro (nimero de coordinacién 4) es facilmente visualizada
considerando las moléculas no compartidas y sus cuatro vecinas
cercanas (Fig. 1.12).
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Fig. 1.12. Representacién del reticulo cristalino de hielo (I) (Lerici, 1971)

El hielo puede existir en 10 estructuras polimérficas cris-
talinas conocidas y también en un estado amorfo o vitreo de es-
tructura méds bien incierta. De las 11 estructuras, el hielo ordi-
nario (I) es la uUnica estable a presién normal a O°C.

El hielo cibico (Ic) y el vitreo son estables a presién normal
86lo sl la temperatura es suficientemente baja.

1.4.3. Cristalizacién del hielo

La cristalizacién es la formacién de una fase s6lida siste-
méticamente organizada a partir de una solucién, sustancia fundi-
da o vapor. Este fenémeno consta de dos etapas: nucleacién vy
crecimiento cristalino.

La nucleacién es la combinacién de moléculas en una particu-
la ordenada de tamafio suficiente para que subsista y sirva como
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sitio de crecimiento cristalino.

El crecimiento cristalino es simplemente el agrandamiento
del nicleo mediante la adicién ordenada de moléculas. En un sis-
tema policristalino, ambos eventos pueden ocurrir simulténeamen-
te (Fennema, 1973).

1.4.3.1. Nucleacién

Siempre que no se incorpore ni remueva calor del sistema,
el agua y hielo puro pueden coexisir en egquilibrio a 0°C. La re-
mocién de calor hace que el agua se convierta en hielo sin nece-
sidad de nucleacién, y el sistema puede solidificar totalmente
mientras la temperatura se mantiene constante o cercana a 0°C. Si
el hielo estd inicialmente ausente del sistema, el proceso de so-
lidificacién sigue un patrén distinto debido a que la nucleacién
debe preceder al crecimiento del cristal. Bajo enfriamiento, 1la
temperatura de este sistema invariablemente debe descender por
debajo de O0°C antes de la nucleacién para que pueda tener lugar
la solidificacién posterior. Esto sugiere gque se debe superar una
barrera energética (energia de activacién) antes de que ocurra la
nucleacién.

La barrera energética puede explicarse sobre la base de cam-
bios en la energia libre que acompafian la nucleacién. Una ecua-
cién apropiada para este propésito es:

AG = (4/3) n r3 AGp + 4 " r2 ¢ (1.1)

donde AG es el cambio de energia libre que acompand la formaciof
de una particula esférica ordenada, r es el radio de la particula
esférica ordenada, AGp es la diferencia en energia 1libre entre
las fases 86lida y liquida en el grado de subenfriamiento bajo
consideracién y o es la energia interfacial por unidad de A&rea.
El primer término de la derecha es un término de "volumen"
que es siempre negativo por debajo de 0oC (favorece a la nuclea-
cién) y se hace cada vez més negativo a medida gque aumenta el ra-
dio de la particula. Este término estd relacionado fundamental-
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mente a la energia libre que es liberada cuando se forman unio-
nes hidrégeno durante la asociacién de moléculas de agua en una
particula ordenada. En particulas muy pequefias, la energia libre
liberada por mol es significativamente menor que para particulas
mayores, ya gque una molécula de la superficie de una particula
con pequefio radio de curvatura tiene muchos vecinos para formar
uniones hidrégeno.

El segundo término es un término de superficie, siempre po-
sitivo (desfavorable para la nucleacién) y se hace cada vez méas
grande a medida gque aumenta el radio de la particula. Este térmi-
no se refiere a la energia que debe adicionarse para formar la
interfase hielo - agua.

Como los dos términos son de signo opuesto y como el término
de energia superficial predomina cuando el radio de la particula
es pequefio, la funcién AG vs. r (Fig. 1.13) pasa por una méximo.
Este médximo representa la energia libre de activacién de la nu-
cleacién a la temperatura bajo consideracién. Una particula con
el tamafio correspondiente al méximo AG se dice que tiene un ra-
dio "critico"” r¥ ya que tiene igual probabilidad de crecer o de-
sintegrarse. Las particulas con radio menor que el valor critico
se conocen como “"embriones" o “"gérmenes” y tienden a desintegrar-
se mientras que aquellas con radios mayores que el valor critico
se conocen como "nacleos” y tienden a crecer.

La formacién de 1los primeros nicleos de hielo (nucleacién
homogénea) puede ser interpretada como debida a fluctuaciones es-
tadisticas locales en la densidad y configuracidén del agua pura
que llevan al posible encuentro de regiones con orientacién y di-
mensién de tipo cristalino (por ser un fen6meno estadistico se
explica, por ejemplo, gque el agua presente en un recipiente de
100 ml dificilmente pueda permanecer liquida por debajo de -5°C
mientras que en un dispositivo de diédmetro de 0.1 cm puede alcan-
zar una temperatura de -24°C sin solidificar) (Lerici, 1971).

Chalmers (1977) arribé a una expresién para la velocidad de
nucleacién en términos de numero de nucleos formados por unidad
de volumen y tiempo de la siguiente forma:

I =ATexp [-(B Te2/ AT2 T)] (1.2)
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siendo A y B constantes que s6lo dependen del sistema, AT=Te-T,
el subenfriamiento y Te, la temperatura de equilibrio.

Esta ecuacién es de tipo estadistico y puede apreciarse que
a mayor subenfriamiento, mayor serd el nimero de nicleos formados
por unidad de tiempo y volumen y que para iguales velocidades de
enfriamiento, cuanto menor sea el volumen del sistema, mayor se-
rd el tiempo reguerido para iniciar la nucleacidn.

Fig. 1.13. Cambioos de encrgia libre durante la nucleacldén (Cbalmers, 1977)

La nucleacién puede ser homogénea o heterogénea. Ambas re-
quieren cierta energia de activacién para producirse y se ven fa-
vorecidas por el subenfriamiento del sistema. La nucleacién homo-
génea tiene lugar en sistemas puros y requlere grandes subenfria-
mientos para producirse. La heterogénea (que predomina en alimen-
tos) ocurre en presencia de cuerpos extrafios, llamados nuclean-
tes, que disminuyen la energia de activacién (Ea), requiriendo
por este motivo subenfriamientos menores (Fennema, 1973).

De 1lo anterior concluimos que el carédcter de la nucleaciodn
(tipo y numero de nicleos por unidad de superficie que se forman)
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estd fuertemente influenciado por la velocidad de enfriamiento,
temperatura y la naturaleza y concentracién del soluto.

Si la velocidad est& dentro de ciertos limites la molécula
de agua tiene tiempo suficiente de disponerse de modo de comple-
tar el reticulo cristalino mientras gque un enfriamiento demasiado
rdpido provocard formaciones irregulares. El s6lido que se forma
en estas condiciones es llamado "vitreo"” ya que puede considerar-
se 86lo parcialmente cristalino. Un congelamiento réapido conduce
a la forma cristalina de esferulita; con un congelamiento lento
es posible observar toda la sucesiétn de formas (prisma hexagonal,
estrella, roseta, etc.) que se van compenetrando para constituir
finalmente un complejo homogéneo (Lerici, 1971).

1.4.3.2. Crecimiento cristalino

Una vez constituido el micleo cristalino, comienza su creci-
miento, proceso que a diferencia del anterior, 8élo requiere un
minimo subenfriamiento. El desarrollo estéd gobernado esencialmen-
te por (Lerici, 1971):

a)la transferencia de materia

b)la transferencia de calor

Con respecto a la primera, 1la velocidad con que la molécula
de agua puede difundir a la superficie del cristal depende de una
serie de factores tales como la difusividad del agua en el medio,
el grado de agitacién (natural o forzada) y la diferencia de den-
sidad entre 1la 2zona préxima a la superficie de desarrollo y la
zona lejana.

Por otra parte, 1la remocién de calor requiere un adecuado
cambio térmico entre el sistema biolégico sometido a congelacién
y el ambiente externo. El crecimiento de un solo cristal resulta-
r& por lo tanto, funcién de la conductividad térmica del sistema,
del grado de mezclado, del gradiente de temperatura existente en-
tre la superficie del cristal y una superficie alejada de ésta.

Si la transferencia de materia y de calor no actiGan con 1la
misma intensidad en todos los puntos de la masa involucrada al
terminar el proceso se obtendrd wuna distribucién irregular de
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cristales en zonas de elevada densidad cristalina (alta nuclea-
cién) y otras donde pocos nicleos han podido crecer para formar
un verdadero macrocristal (Lerici, 1971). Segun Fennema (1973),
el crecimiento de soluciones relacionadas con alimentos, involu-
cra un control por transferencia de energia ya que las moléculas
de agua son pequetias, de gran movilidad y estédn presentes en
abundancia salvo en las etapas finales donde cobra importancia la
viscosidad del medio o cuando se enfrian piliezas muy pequefias a
altas velocidades y bajas temperaturas.

No existe acuerdo acerca de si el crecimiento del cristal
procede s86lo mediante la adicién de moléculas individuales o si
medliante la adicidén simultdanea de moléculas individuales y
"clusters” previamente formados.

Los cristales presentan sitioes defectuosos, que pueden ser
puntuales (vacancias intersticiales, sustitucién por impurezas)
lineales (de borde o espiral) o de superficie (limite de grano).
Estos defectos resultan favorables al crecimiento cristalino ya
gque previenen la formacién de caras planas perfectas, generando
sitios favorables para el crecimiento, que cobran importancia du-
rante el crecimiento lento de los cristales. Cuando la velocidad
de crecimiento es rdpida los mecanismos de crecimiento gque tienen
en cuenta los defectos, cobran menoe importancia. Esto es asi
porgque muchas m&s moléculas se unen al cristal que las que pasan
a la fase liquida aumentando asi la probabilidad de que dos o més
moléculas se orienten sin la ayuda de un defecto cristalino. Este
proceso (nucleacién bidimensional) facilita el crecimiento en di-
reccién normal a la superficie y el cristal resultante exhibiréa
més probablemente superficies irregulares.

1.4.3.3. Tamafio ecristalino

Resulta bien conocido el hecho de que la congelacién rédpida
de alimentos u otro material de origen biolégico produce crista-
les més pequefioe y méas numerosos que la congelacidédn lenta del
mismo tipo de especimenes (Fennema, 1973).

En la Fig. 1.14 se observa que en un sistema "no sembrado”
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mantenido a una temperatura entre el punto de fusién y el punto N
se formar&n s6lo unos pocos nicleos y cada uno creceréd extensa-
mente. Esta situacién corresponde a una lenta remocién de energia
calérica (congelacién lenta), en la cual la temperatura de la
muestra permanece cercana a la temperatura de equilibrio sélido-
liquido.

Por otro lado, si un sistema "no sembrado” es enfriado a una
temperatura bien por debajo del punto N se formaré&n muchos nacle-
o8 y cada uno creceré& sb6lo hasta cierto limite. El tamafio crista-
lino final es por lo tanto inverso al nimero de nicleos.

NUCLEACION
HETEROGENEA

VELOCIDAD =g

CRECIMIENTO

0° N —-50°
TEMPERATURA (°C) —

SUBENFRIAMIENTO INICIAL —
VELOCIDAD DE REMOCION DEIL CALOR—

Fig. 1.14. Velocidades comparativas de mucleaci6tn y crecimiento cristalino del
agua segin la influencia del subenfriamiento y velocidad de remocién del calor
(Fennema, 1973)

1.4.3.4. Morfologia de los cristales de hielo
La apariencia externa o morfologia de loes cristales, indi-
viduales o agregados, es influida por cualquier factor que alte-

re el flujo y posterior unién de la sustancia que cristaliza so-
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bre la superficie del cristal. Alguno de estos factores son:

a) condiciones térmicas: grado y uniformidad del subenfria-
miento o supersaturacién, velocidad y temperatura de enfriamien-
to.

b) composicién del medio de cristalizacién: naturaleza,
concentracién y distribucién de solvente, solutos, membranas vy
componentes celulares.

c¢) condiciones de superficie: curvatura, proximidad de otros
cristales, posicidn y caracteristicas de las superficies limitan-
tes.

d) caracteristicas de crecimiento inherentes al cristal.

Tan pronto como se constituyen los nicleos, éstos comienzan
a crecer por adicidén de moléculas sobre la interfase s86lido-1li-
gquido. La velocidad de crecimiento cristalino se expresa en tér-
minos del respectivo avance de fase que es funciédn del subenfria-
miento y se puede expresar como:

R=B ATn (1.3)

No obstante, habiendo sido definida una interfase sbélido-
ligquido, hay diferentes alternativas de crecimiento de acuerdo a
la distribucién de temperatura por delante de ella.

Asi, s8i consideramos una interfase agua-hielo, ambos en es-
tado puro (Fig. 1.15a), se observard gque con ese perfil de tempe-
ratura el crecimiento serd estable, dando lugar a una interfase
plana. Si por cualquier motivo apareciera una protuberancia en la
interfase, el extremo mads externo de la misma 8se encontraria
menoe subenfriado ¥y creceria por lo tanto mas lentamente gque el
resto de la interfase tendiendo a desaparecer.:

Por otro lado, si la distribucién de temperaturas en la pro-
ximidad de la interfase es la que muestra la Fig. 1.15b, el ex-
tremo de la protuberancia encontraria un mayor subenfriamiento y,
de acuerdo a la ecuacién (1.3) creceria més rapidamente que el
resto de la interfase, avanzando més ain y alcanzando subenfria-
mientos mayores. El resultado sera una interfase inestable con
ramificaciones que se proyectan por delante de la interfase ori-
ginal. Este tipo de crecimiento es denominado crecimiento dendri-
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tico. La condicién de inestabilidad surge del hecho de gque 1la
temperatura del liquido decrece a medida que noe alejamos de la
interfase (dT/dx <0).‘
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Fig. 1.15. Condiciones alternativas de crecimiento cristalino: (a) Crecimiento
estable; (b) crecimiento de dendritas; (c) crecimiento de dendritas térmicas
en solucidon; (d) crecimiento de celdas o dendritas celulares (Calvelo, 1981)

Este comportamiento es extensivo a las soluciones, slempre

que los perfiles de temperatura y concentracién por delante de la
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interfase den lugar a un d AT/dx > 0. En ambos casos, liquido pu-
ro o solucién, el crecimiento es causado por lo que se conoce co-
mo subenfriamiento térmico (Fig. 1.15 b y ¢).

Aun cuando la temperatura aumente en la direccidén de la fase
liquida (dT/dx > 0), 1la acumulacién del soluto por delante de la
interfase generando un gradiente de concentraciétn puede permitir
la existencia de una zona de espesor V¥ donde dAT/dx > 0 y las
condiciones de inestabilidad hacen posible el crecimiento de
celdas hexagonales adyacentes y estructuras ramificadas denomina-
.das dendritas celulares. Este tipo de subenfriamiento se denomina
constitucional (Fig. 1.15d).

A medida que avanzan ambas, celdas y dendritas celulares es-
tan sujetas a un mecanismo de seleccibn donde prevalecen los
cristales cuyo eJje de maximo crecimiento coincide con la direc-
clén del gradiente térmico.

En la Fig. 1.168 se muestra las tres dreas: a) de nucleacién;
b) de .erecimiento dendritico libre; c¢) de crecimiento de dendri-

tas celulares o celdas.

MORFOLOGIA DEIL HIELO

e —— b
C "
L ——

zmona de celdas
Z zona o dendritas celulares
mona de dendritica
nucleacidn libre

Fig.1.16. Morfologia de los cristales de hielo durante las etapas iniciales de
la congelacién. La flecha indica el sentido del flujo calérico (Calvelo, 1981)

40


coincd.de

El grado de subenfriamiento determina el tipo de morfologia
cristalina gue pueda encontrarse tanto en agua o soluciones acuo-
sas, ya que no existen diferencias esenclales entre los habitos
de hielo formados a partir de una u otra (Macklin y Ryan, 1966).
Bajo 1las condiciones de 1la Fig. 1.15a y bajas velocidades de
congelacién se presentardn superficies continuas y planas. Se
trata de casos dificiles de obtener ya que la diferencia con res-
pecto al punto de congelacién no puede ser mayor de 0,6°2C (Lusena
y Cook, 1953,1954; Williamson y Chalmers, 1967).

Con subenfriamientos térmicos moderados (Fig 1.15b y ¢) o
constitucionales (Fig. 1.156d) y velocidades de enfriamiento .ma-
yores (15°C/cm) pueden obtenerse superficies continuas e irregu-
lares de tipo dendritico celular y slimetria hexagonal (Holmes ¥y
col., 1957; Plaskett y Winegard, 1959; Tiller, 1964; Harrison y
Tiller, 1963).

Con velocidades de enfriamiento grandes y bajas temperaturas
(lo que generalmente se logra en especimenes pequefios) se obtie-
nen interfases discontinuas. En alimentos congelados o especime-
nes de origen bioldégico de mas de 1 cm3, teniendo en cuenta las
velocidades de remocién de calor y subenfriamientos que pueden
lograrse, 86lo se encontrarédn estructuras hexagonales (placas,

estrellas, rosetas).

1.4.4. Velocidad y tiempo de congelacién de los alimentos

La prediccién y control del tiempo de congelacién ha sido
siempre de gran importancia en la industria como factor de in-
fluencia en la calidad del. producto y ademés, porgque dicho tiem-
po determina la capacidad de produccién y por ende, 1la economia
del proceso.

Por tratarse los alimentos de sistemas complejos, si bien la
formacién de los primeros cristales de hielo en la superficie del
producto puede utilizarse para seflalar el inicio de la congela-
cién, no es posible definir con la misma claridad el punto final.
Esto se debe a que el agua en un alimento no congela toda a 1la
misma temperatura (Fig. 1.17). En condiciones de equilibrio y a
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temperaturas inmediatamente por debajo del punto de congelacién,
siempre queda una cierta fraccién de agua en estado liquido. Esta
fraccién se hace menor a medida que desciende la temperatura y
pueden separarse mezclas eutécticas pero incluso a temperaturas
comparativamente reducidas ain existe agua sin congelar.

De acuerdo a un criterio que toma como referencia la calidad
del producto, se puede definir el tiempo de congelacibén como
aquel requerido para que se forme la mayor cantidad de hielo en
el mismo. Asi, el Instituto Internacional del Frio (1972) define
el tiempo de congelacién nominal de un producto de dimensiones
especificadas, a una temperatura inicial de 0°C, como el tiempo
qQque tarda el centro térmico en alcanzar una temperatura 102C por
debajo del punto de congelacién inicial. Se supone que en ese mo-
mento se coneigue virtualmente la total formacién de hielo. E1
centro térmico de una pieza es el punto que tiene la temperatura
mée alta al final del proceso de congelacién.

TIEMPO (HB)

Fig.1.17. Esquema de curvas de congelacién tipicas de alimentos y materiales
blolégicos congelados a diferentes velocidades. La velocidad de enfriamiento
aumenta de la curva (a) a la (c). S=subenfriamiento (Femnema, 1973)
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Desde un punto de vista préactico, se puede definir el tiempo
de congelacién caracteristico (tc) como el tiempo que tarda un
punto del alimento en pasar de la temperatura de inicio de conge-
lacién a -102C, teniendo en cuenta gque en un producto de regular
tamafilo las zonas en contacto con el medio refrigerante estéan so-
metidas a mayor velocidad local de congelacién que las correspon-
dientes al interior del mismo.

A partir de los tiempos de congelacién pueden definirse ve-
locidades globales de congelacién, las que dependen no sélo de
la masa de producto a congelar y sus propiedades térmicas (calor
especifico y conductividad térmica) eino también de la temperatu-
ra del medio refrigerante, del procedimiento de refrigeracién y
de la naturaleza del material constituyente del envase, si lo tu-
viera (Lawrie, 1974). -

Segin la definicién del 1Instituto Internacional del Frio
(1972) 1la velocidad media de congelacion (Vec) es la relacién en-
tre la minima distancia desde la superficie al centro térmico vy
el tiempo transcurrido entre que la superficie alcanza 0°C y el
centro térmico 10°C menos que la temperatura inicial de congela-
cién. Esta velocidad se expresa en cm/h y es la velocidad prome-
dio de avance del frente del hielo durante la congelacién.

1.4.5. Equipos de congelacién

En la Tabla 1.3 se presentan las distintas velocidades de
congelacién gque 8se pueden lograr con equipos de uso comin en la
industria (IFF, 1972).

Para la congelacién de productos envasados para la venta,
velocidades mayores que 0,5 cm/h se consideran satisfactorias;
para la congelacién rapida individual (IQF), se deberian utilizar
velocidades mayores que 5 cm/h.

Los equipos de congelacién pueden clasificarse segin que el
medio de transferencia de calor sea: 1)gaseoso (cémaras, tiuneles,
lecho fluidizado); 2)met&lico (placas); 3)liquido (congelado por
inmersién); 4)liquido a temperatura de cambio de fase (nitrégeno
o frebén).
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Tabla 1.3. Velocidades y equipos de congelacién

Tipo de con- Velocidad de congela- Instalaciones
gelacién cién segun IIR (em/h)

Lenta 0,2-0,5 Céamara estanca

Rapida 0,5-3,0 Taineles de
frio,placas

Muy réapida 5-10 IQF, lecho
fluidizado

Ultra-réapida 10-100 Rociado o

inmersién en
l1iquidos crio-
génicos

Mientras que las cémaras y tineles admiten toda clase de
productos (con o sin envoltorio), en blogue o individuales, 1las
placas y los congeladores por inmersiétn s6lo aceptan productos
envueltos y el nitrégeno liquido y fre6n s6lo son usados para
congelacién individual.

Congelacién mediante gases frios: pueden realizarse en sis-
temas continuos (tineles, lecho fluidizado) o discontinuos (céma-
ras). Los congeladores discontinuos se usan s6lo cuando la canti-
dad de material a congelar es reducida. Tienen la ventaja de que
se pueden congelar alimentos de formas irregulares y ademés se lo
puede hacer individualmente. Los problemas de transferencia de
masa entre el fluido refrigerante y el alimento gquedan 1limitados
a la evaporacién de humedad en los productos sin envasar. La
principal desventaja radica en los menores coeficientes de trans-
misién del calor respecto a los congeladores de placa o inmer-
sién. Las temperaturas del aire est4n generalmente entre -20 y
-40°C y sus caudales pueden variar de 0,5 a 18 m3/s.
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Cuanto mayor es la velocidad del aire, mayor es el coeficiente de
transferencia de calor.

Congelacién por contacto con un s6lido frio: el producto es
presurizado hidrédulicamente entre placas de metal por 1las que
circula 1liquido refrigerante. Las placas se montan en paralelo?
en sentido horizontal o vertical; éste ultimo caso es cominmente
usado para productos deformables sin envasar. Este tipo de conge-
laciétn se sustenta en una muy buena transferencia de calor, que
se refleja en menores tiempos de congelacién siempre que el pro-
ducto sea en si mismo un buen conductor. Por otro lado, esta ven-
taja puede verse reducida en la medida en que se aumente el espe-
sor del producto.

Congelacién por inmersién en un ligquido frio: presenta b&a-
sicamente tres ventajas; pueden obtenerse elevados coeficientes
de transmisibn del calor entre el sélido y el ligquido, hay una
mayor versatilidad en cuanto a la forma del alimento pudiéndose
congelar con 1igual facilidad alimentos de formas regulares o
irregulares y permite efectuar congelacién individual.

1.5. Recristalizacién del hielo durante el almacenamiento con-
gelado

El control del tamafio y forma cristalinoe seria relativa-
mente fécll s8i 1los cristales una vez formados fueran estables.
Desafortunadamente, son inestables, es decir, durante el almace-
namiento congelado sobrellevan cambios metam6rficos a los que de-
nominamos en conjunto "recristalizacién”. Este término incluye
cualquier cambio en el numero, forma, tamafio, orientacién o per-
fecciébn del ambito de los cristales que sucede una vez que se ha
completado la solidificacién inicial.

La recristalizacidén ocurre debido a que los sistemas tienden
a un estado de equilibrio en el que la energia libre (G) sea mi-
nima y el potencial quimico se iguale entre todas las fases. La
energia libre de una fase cristalina se hace minima cuando su es-
tructura es perfecta y su tamaflo es infinito (carece de limites).
En un sistema real esto se traduce como el tamafio y forma de

45



equilibrio que pueden alcanzar los cristales.

Existen distintos tipos de recristalizacién: a)iso-mésica
b)migratoria c)por aglomeracién o adherencia d)inducida por pre-
8ién y e)irruptiva. Las méds comunee en alimentos son b) y c).

La recristalizacién iso-mésica se refiere a cualquier cambio
en la forma o estructura interna de un cristal individual que
permita reducir el nivel de energia. Por ejemplo, ocurre cuando
un cristal de forma irregular y con gran relaciétmn superficie/
volumen (dendritas) asume una estructura més compacta.

La recristalizaciéon migratoria, también conocida como 'cre-
cimiento de grano"” se basa en la tendencia gque presentan 1los
cristales mds grandes de un sistema policristalino a crecer a ex-
pensas de los més pequefioe. Como posibles mecanismos para que es-
to ocurra se pueden mencionar: fusién-difusién-recongelacién o
sublimacién-difusiébn-condensacién. El resultado es un incremento
en el tamafio eristalino promedio, una disminucién del numero de
cristales y de la energia superficial del conjunto de 1la fase
cristalina. Los cristales més pequefios al tener una muy alta cur-
vatura, no pueden unir moléculas de agua a su superficie tan fir-
memente como los grandes. Exhiben por lo tanto un punto de fusién
més bajo y mayor solubilidad que los grandes.

La recristalizacién por aglomeracién es la que se produce
cuando cristales en contacto se unen para dar un cristal dnico,
resultando asi un incremento del tamafio cristalino medio, una
disminucién del numero de cristales y de la energia superficial
de la fase cristalina. Un mecanismo probable es el de difusién.

En el caso de la recristalizacién inducida por presién, cre-
cen preferencialmente los cristales cuyos planos basales estén
alineados en la direccién de la fuerza aplicada, a expensas de
otroe con orientaciones desfavorables. La probabilidad de que
ocurra este tipo de recristalizacién es mayor en especimenes
grandes, en los qgque s8e pueden desarrollar grandes presiones
durante la congelacién.

Finalmente la recristalizacién irruptiva se produce cuando
las condiciones de congelacién llevan a un estado parcialmente no
cristalino, que al sufrir un aumento de temperatura hasta un
cierto punto critico, permite la aparicién abrupta de cristales.
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En especimenes de alto contenido de agua y viscosidades iniciales
bajas (la mayor parte de los alimentos) resulta poco probable que
las velocidades usadas conduzcan a este tipo de estado, no com-
pletamente cristalino.

1.6. Descongelacién

La descongelacién de un alimento o material biolégico es mése
lenta que la congelacién. Si un cuerpo se descongela, el calor de
fusién tiene que transmitirse por conduccién a través de una capa
de producto descongelado, mientras que en 1la congelacién se
transmitia a través de una capa de producto congelado. Como la
conductividad térmica del aéﬁa es8 unas 4 veces menor que la del
hielo y la difusividad térmica 8 veces menor, durante la descon-
gelaciéon la masa congelada llega rédpidamente a una temperatura
ligeramente inferior a 0°C pero a continuacién la gran cantidad
de calor necesario para la fusibétn sblo se transmite muy lentamen-
te a través de la capa acuosa que se forma en el exterior. Duran-
te todo este tiempo el producto permanece en torno a 0°C y esto
no es favorable debido a que queda expuesto a concentraciones re-
lativemente altas de solutos; se facilita la recristalizacién del
hielo y el desarrollo de microorganismos psicr6filos. De esto se
desprende que sea aconsejable una descongelacibédn répida.

1.7. Congelacion y almacenamiento de pastas de almiddén

Scharling en el afio 1844 informaba que en un sistema conte-
niendo almidén que fuera sometido a un proceso de congelacién y
descongelacién se producia una separacién de solucién clara vy
material de estructura esponjosa.

Hanson y c0l.(1951) estudiaron el efecto de diversos facto-
res (homogeinizacién, tipo de espesante, temperatura de congela-
cién, almacenamiento y descongelacién) en la formulacién y proce-
samiento de salsas blancas destinadas a comidas congeladas. Par-
tiendo de una formulacién bésica (4,6 X de espesante, 4,6 X de
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aceite vegetal hidrogenado, 90,2 ¥ de leche descremada y 0,6 X de
sal) efectuaron diversos ensayos almacenando a distintos tiempos
y temperaturas. Adjudicaron al tipo de espesante el rol principal
en la inestabilidad observada (produccién de exudado y desarrollo
de aspecto cortado o arenoso). El uso de almidonese y harinas
ricoe en amilopectina minimizaba el deterioro, concluyendo los
autores que la inestabilidad era causada por la retrogradacién de
la amilosa, de alli que el uso de almidones céreos podria evitar
este efecto. Por otro lado, estos almidones o harinas presentaban
la desventaja de tener una estructura extensible, poco adecuada
para salsas.

En 1959, Osman y Cummisford corroboraron los resultados de
Hanson y col. e indicaron también como principal factor de ines-
tabilidad la retrogradacién de la amilosa. Por otro lado demos-
traron que otros constituyentes naturales de las formulaciones,
tales como proteinas de harina y de leche ejercian un efecto es-
tabilizante, de allil que las salsas blancas preparadas a partir
de harina de arroz céreo mostraran mayor estabilidad que las de
almidén de arroz céreo frente a los procesos de congelacién-des-
congelacién.

Hood y Siefried (1974), usando almidones quimicamente modi-
ficados demostraron que los cambios ultraestructurales ocurrian
durante el almacenamiento congelado y que la magnitud de estos
cambios dependia més de las fluctuaciones de temperatura que del
tiempo de almacenamiento. Los cambios ultraestructurales fueron
atribuidos por los autores a la retrogradacién del almidén (prin-
cipalmente de la amilosa aunque sefialan también el rol de la ami-
lopectina) y con ello se explicaba que el uso de almidén modifi-
cado guimicamente, minimizara la sinéresis al evitar estéricamen-
te el acercamiento de las cadenas lineales de amilosa.

Por otro lado, aungue mencionado en menor medida en la lite-
ratura, existiria otro fen6meno que influye en el deterioro de
pastas congeladas lentamente. Schulze y col. (1964) informaron
que durante la congelacién de pastas de almidén en cémara a -2/-
3oC se formaba un coacervato. Este fen6meno es coloidal, es decir
independiente del tipo de particulas dispersas y no debe confun-
dirse con la retrogradacién. Se trata de la separacién de un sol
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en dos soles: uno més rico en material coloidal dispersado que el
otro, observdndose una masa esponjosa y un ligquido claro en equi-
librio. Tanto la amilosa como la amilopectina pueden dar lugar a
la formacién de coacervatos. El unico requisito es que una apre-
ciable fraccién del almidén esté en estado coloidal y que se al-
cance una relacién critica agua-almidén. Esto dltimo se logra du-
rante la congelacién lenta al separarse parte del agua como hie-
lo.

Trabajos més reclentes (Suzuki y col., 1977) han centrado su
atencién en las condiciones de congelacién y el agregado de esta-
bilizantes con el fin de obtener productos estables que puedan
ser comercializables. Los estudios de estos autores demostraron
que la cantidad de liquido separado asi como los cambios de vis-
cosidad eran menores cuando la congelacién era répida y gque esto
también influia en la conservacién posterior a bajas temperatu-
ras: el deterioro durante el periodo de almacenamiento congelado
era menor en las muestras que habian sido congeladas radpidamente.
El agregado de un hidrocoloide estabilizante (alginato de sodio)
aunque minimizé el deterioro, no tuvo el efecto esperado.

Kikuchl e Izutsu (1981) trataron de obtener una salsa blanca
estable en base a harina de trigo, reconociendo la formacién de
una estructura densa (agregada), como la descripta por Schulze,
durante la congelacién. Estos autores utilizaron velocidades de
congelacién lentas.

Un trabajo més reciente (Przybyl y col., 1983) traté de re-
lacionar 1los cambios macroscépicoe observados en salsas blancas
congeladas con la formacién de cristales de hielo. Estoe autores
utilizaron pastas de harinas, almidén de papa, amilosa y amilo-
pectina, haciendo hincapié en el tratamiento térmico de las pas-
tas y su influencia en la retenciétn de agua por parte del siste-
ma. Encontraron que cuanto mayor era la velocidad de congelacién
y descongelacién, menor era el volumen de exudado. Confirmaron
que la retrogradacién era un fendémeno tipico de los sistemas ri-
cos en amilosa y que la homogeinizacién conducia a salsas més es-
tables, asil como un aumento de la cantidad de espesante en la
formulacién dieminuia la produccién de exudado.

Los estudios microscépicos de estos autores revelaron que
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las muestras homogeneizadas preparadas a partir de harina de tri-
g0 y grasa mezclados previamente (roux) y congeladas a -25°C pre-
sentaban cristales méds pequefios y uniformes, similares a muestras
preparadas de la misma forma pero no homogeneizadas.

En general 1la literatura existente en torno a este tema se
ha centrado siempre en la observacién y cuantificacién de los fe-
némenos macroscdpicos (exudado, viscosidad, cambios estructura-
les) otorgédndole un rol fundamental al espesante y al fendémeno de
retrogradacién, involucrado con el mismo. No obstante, son pocos
los estudios que traten de relacionar los cambios observados no
86lo a la retrogradacién del almidébn sino también a la formacién
de cristales de hielo durante la congelacién y su posterior re-
cristalizaciédn durante el almacenamiento.

1.8. Accién de los hidrocoloides en productos congelados

Segin lo resumido por Shuman (1960), 1los hidrocoloides ten-
drian efecto sobre el crecimiento cristalino de tres maneras:

a. 8Si el hidrocoloide es compatible, puede unirse por si
mismo a la superficie del cristal, alterando asi el crecimiento
normal del oristal. Para que haya compatibilidad, 1los posibles
puntos de formacién de unién en el hidrocoloide, deben estar es-
paciados de tal forma que se adecien dichos espaciamientos a 1los
posibles sitios de formacién de enlaces en el cristal. En el caso
de enlaces i6énicos, 1los puntos posibles de formacién de la unién
en el hidrocoloide serian grupos tales como loe carboxilos. Asi,
estando negativamente cargados, tendrian que adecuarse a sitios
cargados positivamente en el cristal. En el caso de enlaces hi-
drégeno, grupos tales como oxhidrilos en el hidrocoloide debe-
rian adecuarse a las posiciones de los &tomos de oxigeno u otros
dtomos convenientes en el cristal. Debido a la probable falta de
compatibilidad en la mayoria de las combinaciones cristal-hidro-
coloide, este efecto no es tan comin como los otros.

b. Una segunda forma de accién es la competencia entre el
hidrocoloide y el cristal por los bloques moleculares gque pueden
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constituir el cristal. El mismo término "hidrocoloide” indica la
tendencia de estos materiales a ligar agua. El crecimiento de los
cristales de hielo competiria con cualquier hidrocoloide en solu-
cién por las moléculas de agua. Por ejemplo, cada molécula de
gelatina en solucién puede bloquear 2500 moléculas de agua.

Un incremento de la viscosidad usualmente acompafia a la
competencia. Las moléculas ligadas por el hidrocoloide no sirven
ya como moléculas de solvente y por lo tanto la concentracién de
solutos se ve incrementada. El aumento de la viscosidad podria
tener un efecto retardador por si miemo en el crecimiento del
cristal.

c. Una tercera accién es la combinacién de los hidrocoloides
con las impurezas que de otra manera afectarian el crecimiento
del cristal. Por ejemplo, un hidrocoloide que se combine con Ca++
eliminaria su bien conocido efecto en la cristalizacién de azi-
car.

Resumiendo, el efecto de los hidrocoloides seria triple:

—compatibilidad

-competencia

-combinacién

Recientemente, trabajos de algunos autores (Budiaman y
Fennema, 1986; Reid y col., 1987) han cuestionado la eficacia de
los hidrocoloides para evitar la formacién y recristalizacién del
hielo en productos congelados, aungue todavia no hay pruebas con-
cluyentes en uno u otro sentido.

1.9. Objetivos

Del punto anterior se desprende el rol fundamental del espe-
sante y de los hidrocoloides en el proceso de deterioro sufrido
por los sistemas a base de almidén gelatinizado destinados a pla-
tos preparados congeladoes, asi como la importancia demostrada por
las condiciones de congelacién de los mismos.

En el presente trabajo se eligieron como sistemas de estudio
pastas de almidén de maiz y de harina de trigo, dos de los espe-
santes universalmente utilizados para la formulacién de sistemas
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de cobertura y qQue, a diferencia de los almidones quimicamente
modificados son de fécil obtencién. Los objetivos planteados fue-
ron:

Desde un punto de vista basico:

- Estudiar las variaciones en la produccién de exudado Yy
comportamiento reolégico (cambios macroscbplcos) en suspensiones
de almidén de maiz y de harina de trigo gelatinizados congeladas
a diferentes velocidades y almacenadas a distintas temperaturas.
Estos temas ser&n desarrollados en los Capitulos 3 y 4.

-Relacionar los cambios macroscépicos observados con los fe-
némenos de recristalizaciétn del hielo y retrogradacién del almi-
dén, cuyo estudio se desarrollaré& en los Capitulos 5 y 6, respec-
tivamente. -

-Estudiar el efecto del agregado-de un estabilizante (hidro-
coloide) con el fin de cuantificar su accién a nivel macroscépico

y microscépico.

Desde un punto de vista tecnolégico este estudio permitiré:

-Evaluar las ventajas de utilizar la incorporacién de esta-
bilizantes a las formulaciones de este tipo de sistemas frente
al empleo de otras alternativas tecnolé6gicas para lograr mayor
vida Gtil del producto, tales como el uso de altas velocidades de
congelacién.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS
DE CONGELACION



2.1. Preparacién de suspensiones de distintos tipos de almidén
gelatinizado

Para el presente trabajo se utilizaron como espesantes almi-
dén de maiz comin comercial (Refinerias de Maiz S.A.) y harina de
trigo 000 (Molinos Rio de la Plata S.A.), con las especificacio-
nes que se detallan en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Composicién de los espesantes utilizados

Almidén de maiz Harina de trigo
agua 11,3 12,5-13
proteinas 0,3 9-11
lipidos 0,6 1,5
cenizas 0,3 0,6
fibras - 0,6
amilosa/amilopectina (%) 25/75 25/75

Nota: valores expresados en ¥ p/p en base humeda salvo (%)
Datos provistos por Refinerias de Maiz S.A. y Molinos Rio de la
Plata S.A.

Para obtener una pasta de forma reproducible, varios facto-
res deben ser cuidadosamente controlados durante el proceso de
preparacién, por ejemplo: temperatura inicial, velocidad de au-
mento de temperatura, médxima temperatura alcanzada, velocidad de
agitacién, tiempo de calentamiento, pH y calidad del agua utili-
zada (H&rrdd, 1989).

Se prepararon dos clases de pastas, con y sin agregado de
goma x&ntica (hidrocoloide estabilizante). La goma x&ntica
utilizada (Saporitti Hnos. S.A.C.I.F.) respondia a las siguientes
especificaciones: humedad, 11%; cenizas, 9%; pH en solucién al
%, 7,0 viscosidad (solucién al 1% en ClNa al 1%), 1400cps;
contenido méximo de arsénico (como As), 3 ppm; contenido mé&ximo de

plomo y otros metales pesados (como Pb), 29 ppm.
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Como dispersante se utiliz6 agua destilada, preparéndose
partidas de 400 g en recipientes cilindricoe de vidrio de 7 cm de
didmetro y 10 cm de altura.

El método de preparacién utilizado fue el siguiente:

a. suspensién en frio de 40 g de almidén en 360 gramos de
agua destilada )

b. calentamiento en bafio termostatizado a 80 + 2°C durante
;0 minutos con agitacién mecédnica permanente a 680 rpm mediante
un huso helicoidal.

Las velocidades de calentamiento fueron de 17°C/min al ran-
go de temperatura més bajo (30 a 50°2C) y 8°C/min en el rango de
gelatinizacién (62-72°C). La mezcla alcanzé los 80°C en aproxima-
damente 6 minutos y permanecié a una temperatura promedio de
83cC durante 4 minutos. La temperatura fue medida en el centro y
en el borde del batch mediante termocupla cobre-constantan regis-
trédndose la historia térmica por medio de un registrador Gilson
N2 (Francia). El gradiente de temperatura hallado entre el borde
y el centro del batch fue de 2°C. -El tipo de agitaci6tn elegida
para la preparaciétn traté6 de satisfacer la necesidad de minimizar
el gradiente de temperatura entre el borde y el centro del reci-
piente y el dafio ocasionado a la suspensién.

El proceso de gelatinizacién fue seguido con microscopio de
luz polarizada (Leitz Ortholux II con cémara Leitz Vario
Orthomat, Leitz, Alemania) para verificar que todos los grénulos
hubieran perdido la caracteristica Cruz de Malta (Fig. 2.1). El
grado de gelatinizacién final fue tal que todoes los grénulos per-
dieron su birrefringencia, aumentaron su volumen y se rompieron
parcialmente, pero sin llegar a perder su identidad (Fig. 2.2a).
Este grado de gelatinizacién corresponde a una 2zona cercana al
méximo de viscosidad posible para este tipo de pastas ya que co-
existen grénulos semidesintegrados con 1la amilosa 1liberada al
medio. Dado que el modelo bajo estudio es de aplicacién directa
en la industria de comidas preparadas como parte integrante de
los sistemas de cobertura a los que se hizo referencia en el Ca-
pitulo 1, se realizaron ensayos para verificar si el grado de
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Fig. 2.1. Secuencia de gelatinizacion de una suspensién de almidén de maiz (10
X p/p).

(a) sin gelatinizar (60°C); (b) y (c) parcialmente gelatinizado (65°C); (d)
totalmente gelatinizado (75°C)

(a) y (b): micrografias tomadas con luz polarizada. (c) y (d): micrografias
obtenidas con contraste de fases. +—— = 20 1m
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Fig. 2.2. Comparacion del estado del gramulo de almidén en el sistema modelo
almidén-agua (a) y en un sistema de cobertura completo (b) correspondiente a
una misma concentraci6én de espesante (10 ¥ p/p). A: gramulo de almidén; B:
glébulo de grasa.

Micrografias obtenidas contraste de fases. — = 25 um.
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gelatinizacién del almidén en el sistema completo era similar al
obtenido en el sistema almidén - agua. En la Fig. 2.2b se muestra
una micrografia correspondiente a una salsa blanca (10 ¥ almidén
de maiz, 10%¥ aceite vegetal parcialmente hidrogenado, 80 ¥ leche
descremada) cuya concentracién de espesante es igual a la del mo-
delo utilizado. En ella se puede apreciar el estado de los granu-
los de almidén gue, como en el sistema modelo, han perdido su
birrefringencia y se encuentra semidesintegrados.

En todos los casos la concentraciétn de espesante fue del 10
% p/p (£ 0,3). Para estimar las pérdidas de agua durante la pre-
paracién se realizdé un control de concentracid6tn sobre cada parti-
da mediante determinaciones de extracto seco. Para estas determi-
naciones se utilizé una balanza Mettler LP 16 provista de una
unidad infrarroja de secado sobre una balanza PE300 con impresora
GA44 (Mettler Instrumente AG, CH-8606 Grefensee, Suiza).

Las pastas de harlna de trlgo se prepararon en ildénticas
condiciones pero el tiempo total de preparacidén fue de 25 minutos
para lograr el mismo grado de gelatinizacién que en el caso de
pastas de almidon de maiz, y por lo tanto a un grado similar de
desintegracion granular. En este caso, las velocidades de calen-
tamiento fueron de 17°C/min entre 30 y 50oC, 8,3 <C entre 50 y
62¢C y 3,3°C/min entre 62 y 782C, siendo el rango de gelatiniza-
cién de la harina de 52 a 78°C. La mezcla alcanzé los 80°C en 8
minutos y fue mantenida a una temperatura promedio de 83°C duran-
te 17 minutos.

En el caso de las pastas con agregado de hidrocoloide, se
eligié la concentracién del mismo (0,3 ¥ p/p) de acuerdo a lo re-
comendado en literatura (Kuchenbecker, 1986) y a las especifica-
ciones adjuntadas por los distribuidores. El procedimiento segui-
do fue el siguiente:

a. suspensiéon de la goma xédntica (1,2 gramos) en tres cuar-
tas partes del total de agua a utilizar (aproximadamente 270 ml)

b. disoluclén del hidrocoloide mediante calentamiento (no
mds de 40°C) con agitacién constante durante 15 minutos hasta
lograr una solucién clara y homogénea

c. suspensién del almidén o harina en el resto del agua ob-
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teniéndose una pasta  homogénea a la que fue incorporada 1la sus-
pensién anterior

d. preparacién de la pasta como en los casos anteriores con
un tiempo de calentamiento de 10 a 25 minutos segin que el espe-
sante fuera almidén o harina de trigo

El orden seguido en esta preparacién fue determinado de
acuerdo a ensayos previos, en donde se verificé que el mayor gra-
do de homogeneidad del sistema, relacionado con una total disolu-
cién de la goma xéntica, se obtenia suspendiendo a ésta previa-
mente e incorporédndola a la pasta almidén-agua.

2.2. Congelaci6én y almacenamiento de las muestras

Los detalles del procedimiento de congelacién de las mues-
trae seran dados en los capitulos correspondientes ya que cada
muestra fue adecuada en tamafio y cantidad al ensayo para la que
estuviera destinada. Todas las congelaciones fueron controladas
con termocuplas de cobre-constantan y los datos registrados con
un equipo Datalogger Fluke 2240C (USA).

De las curvas de temperatura en funcién del tiempo se obtu-
vieron las velocidades de congelacidn expres&ndolas segun las
definiciones del Instituto Internacional del Frio dadas en el
primer capitulo.

Las congelaciones fueron realizadas en cémaras a distintas
temperaturas (-20 y -80°C), de aire estanco, y camara Deware con
Nz liquido para realizar congelaciones por inmersién. Para las
descongelaciones se wutilizaron: 1) cuarto climatizado a 20°C (&
0,5°C) y 2) bafio termostdtico Haake F3 (Alemania) de temperatura
regulable, con precisién de décima de grado. Los almacenamientos
se realizaron en cémaras de -5, -10 y -20°C (*0,5°C), sometidas a
controles periédicos de temperatura durante todo el tiempo en que
se prolongaron los ensayos.
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CAPITULO 3

PRODUCCION DE EXUDADO



3.1. Fen6meno de sinéresis en pastas de almidén

El fen6meno de sinéresis es uno de los que més atencién ha
recibido en el estudio de pastas de almidén. Es indispensable,
para la comprensidn adecuada de este fenémeno, el conocimiento de
la microestructura del sistema. Muchas proteinas y polisacéaridos
tienen la capacidad de formar geles que pueden retener hasta un
99 X de agua. En la estructura gelificada final se considera que
el agua posee diversos grados de movilidad. La mayor o menor fa-
cilidad que ésta tenga para "escapar"” de la masa del gel depende
de numerosos factores, entre ellos se puede mencionar: la natura-
leza quimica del polimero, el tipo de red formada, las condicio-
nes de hidratacidén y de enfriamiento, la presencia de solutos,
etc. -

El mecanismo que produce la sinéresis no es del todo conoci-
do. La formacién del gel conlleva un clerto grado de agregacién,
pero sl éste continGia més alléd de cierto punto podemos encontrar-
nos ante dos situaciones: si las interacciones son uniformes en
toda la masa, 8e producird contraccién acompafiada por expulsién
de agua; 8l predominan las interacciones localizadas se formaré
una estructura gruesa y también disminuiré la capacidad de reten-
cién de agua (Hermansson, 1988).

En particular, nos interesa la expulsién de agua que se pro-
duce tras el proceso de congelaciébn-descongelacién de un gel de
almidén.

El objetivo del presente capitulo fue analizar el efecto de
la velocidad de congelacién y el agregado de hidrocoloide en la
produccién de exudado a partir de geles de almidén de maiz y ha-

rina de trigo.

3.2. Metodologia para la cuantificacién de exudado

3.2.1. Congelacidén, almacenamiento y descongelacién de las mues—
tras

Las pastas utilizadas fueron preparadas en la forma descrip-
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ta en el Capitulo 2. A los efectos de comparar los resultados con
los de un almidén genética y guimicamente modificado de uso reco-
mendado para alimentos congelados, se prepararon pastas de almi-
dén Polar Gel N°o5 (Amaizo, USA) de la forma descripta para el al-
midén de maiz comin. En el caso del almidén de maiz comin y hari-
na de trigo se prepararon pastas con y sin agregado de hidroco-
loide estabilizante (goma x&ntica).

Se pesaron alicuotas de 5 gramos de pasta en dispositivos
cilindricos de pléstico, de fondo removible, de 2,5 cm de diéme-
tro. El espesor de las muestras resulté de 1,5 cm. Cada muestra
fue congelada en dicho dispositivo, en forma individual y envuel-
ta en Parafilm con el objeto de evitar deshidrataciones durante
el almacenamiento congelado.

Las velocidades de congelacidn ensayadas fueron: 0,3 cm/h
(tc=150 minutos); 0,6 cm/h (tc=65 minutos) y 270 cm/h (tc= 0,03
minutos) clasificables como congelacién lenta (cémara), répida
(tGnel) y ultra-réapida (liquido criogénico) respectivamente. Las
primeras se lograron en cémaras de -20 y -80°C respectivamente;
la tercera por inmersién en Nz liquido.

El monitoreo de las condiciones de congelaciétn se efectub
segin lo descripto en el Capitulo 2. Las muestras fueron congela-
das hasta una temperatura final de -20°C, estabilizadas durante
12 hs a esa temperatura y trasladadas a cémaras de almacenamiento
a -5, -10 y -20oC. La cuantificacién del liquido exudado se rea-
1126 en las muestras recién congeladas, y a la primera, cuarta y
octava semana de almacenamiento congelado. La descongelacién en
todos los casos se realizb6 en clmara climatizada a 20°C. Al res-
pecto se tomaron en cuenta, estudios de Chan y Toledo (1976)
quienes informaron la ausencia de efecto de la velocidad de des-
congelacidétn sobre la capacidad de retenciétn de agua del gel.

3.2.2. Fundamentos del método de cuantificaciétn de exudado utili-
zado

Loe métodoes comunes para la medicién de la capacidad de re-
tencién de agua se basan en la aplicacién de una fuerza externa
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como presién, centrifugacién o succién capilar de wun material
poroso en contacto con la muestra. La cantidad de agua liberada
dependerd de las condiciones experimentales y estas tienen, por
lo tanto, que ser cuidadosamente consideradas en cada caso. El
factor mé&s importante es mantener un minimo grado de deformacién
posible durante la mediciétn. Las deformaciones pueden ocasionar
cambios estructurales en el material que alteren su capacidad de
retener agua. Por ejemplo, al aplicar fuerzas de centrifugacién
altas o presiones, las estructuras débiles pueden romperse com-
rPletamente durante la medicién y en tales casos se obtiene infor-
macién acerca de las subfracciones formadas mas que de la estruc-
tura como un todo (Hermansson, 1986).

En este sentido, el método de succién capilar por contacto
de la muestra con un medio poroso adecuado es uno de los Qque me-
nos manipulacién involucra. En el presente trabajo, se utilizé
una modificacién del método "Blotter” disefiado para derivados de
tomate (Baidén y col., 1987). Cada muestra descongelada fue des-
moldada -mediante remocidén del fondo del envase- sobre un cuadra-
do de papel de filtro Whatman Nel de 15 cm de lado, previamente
secado en estufa hasta peso constante, dejé&ndola en contacto du-
rante un minuto. Se midié el avance del anillo de humedad, tomado
como Indice de sinéresis; los resultados se expresaron seguin:

D - Di
% de exudado = ————— x 100 (3.1)
Do

donde D: didmetro del halo formado por una muestra congelada vy
descongelada en las condiciones descriptas; Di: dié&metro del halo
formado por la muestra sin congelar; Do: di&metro del halo al
iniciarse el contacto con el papel de filtro.

Los didmetros equivalentes de los halos se midieron con un
analizador de im&agenes Morphomat 30 (Zeiss, Alemania). Se define
como diédmetro equivalente el de un circulo de 1igual superficie
que la del halo formado. Los ensayos se realizaron por triplica-
do y se expresaron las medidas en mm.
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Loe factores a analizar fueron: velocidad de congelacién,
tiempo y temperatura de almacenamiento, agregado de estabilizan-
te. Los resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza y
la significacién estadistica de las diferencias se determiné me-
diante un teet de menor diferencia significativa. (LSD) con un ni-
vel de 95 X de confianza.

3.3. Resultados y discusién

En la Figura 3.1 se puede observar el efecto de la velocidad
de congelacién y el agregado de hidrocoloide sobre la produccién
de exudado en pastas de almidén de maiz y de harina de trigo. El
resultado observado fue diferente segin el sistema analizado. En
el caso de pastas de almidén de maiz, la congelacién por inmer-
8ién en N2 liquido produjo un porcentaje de exudado que no pre-
senté diferencia significativa (P = 0,05) con el observado en
muestras congeladas rédpido (0,6 cm/h) mientras que las muestras
congeladas lentamente (0,3 cm/h) produjeron cantidadee significa-
tivamente mayores.

En cambio, en el caso de las pastas en base a harina de tri-
80, no 8e hallaron diferencias significativas entre los niveles
de exudado obtenidos a través de congelacién rdpida o lenta pero
8i resultéd significativamente inferior el exudado correspondiente
a congelacién en Nz liquido (33 ¥ menos). Se observa que bajo
las tres velocidades de congelacién utilizadas, los niveles de
exudado obtenidos para las pastas de harina fueron menores que
los correspondlientes a las de almidén de maiz, lo gque puede rela-
cionarse con una mayor retencién de liquido por parte de los ge-
les de harina debido a la presencia de proteina.

Las proteinas s8son capaces de ligar grandes cantidades de
agua mediante la formacién de uniones puente de hidrégeno entre
los grupos- polares de las cadenas laterales y las moléculas de
agua. Los grupos funcionales de las proteinas que intervienen en
este tipo de uniones son: carboxilo, amino, imidazol, carbonilo,
sulfhidrilo, hidroxilo y guanidina (Sosulski, 1977).

La capacidad de retenciétn de agua es una de las propiedades
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Fig. 3.1. Efecto de la velocidad de congelacién y el agregado de goma xAntica

en la produccién de exudado en pasta de almidon de maiz (a) y harina de trigo
(b). N = congelado por immersiéon en Nz liquido (270 cm/h). R = congelado a 0,6
ca/h. L = congelado a 0,3 cm/hf/Zsin goma xéntica [ |con goma xéntica.

Las barras indican los errores standard
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funcionales de las proteinas gque incide en su comportamiento
durante el procesado y almacenamiento de productos alimenticios,
afectando la calidad y aceptacién de los mismos. En particular,
es bien conocida la capacidad de hidratacién de las principales
proteinas de la harina (gliadina y glutenina) (Pomeranz, 1985).
Esta caracteristica Juega un rol fundamental en alimentos como
pan y salsas. En los primeroe trabajos sobre estabilidad de sal-
sae blancas congeladas (Hanson y col., 1951; Osman y Cummisford,
1959) ya se habia reportado una menor separacién de 1liquido en
agquellas preparadas en base a harina de trigo respecto a las for-

muladas con almidén.
En todos los casos, el agregado de goma xédntica como estabi-

lizante, condujJo a una marcada disminucidén de la sinéresis. En
particular, para las pastas de harina, la presencia combinada del
hidrocoloide y la proteina tiene como consecuencia una muy baja
produccién de exudado (menor o igual al 5 ¥ en todos los casos).

En la Fig. 3.2 se pueden comparar loe resultados de exudado
obtenidos a dos temperaturas de almacenamiento usuales (-10 vy
-20°C) y dos tiempos (1 y 8 semanas) para muestras de almidén de
maiz comin y harina de trigo sin agregado de estabilizante con-
geladas ultra-rdpido y rédpido y con agregado de hidrocoloide con-
geladas rédpido y lento. Se muestran ademds los resultados obteni-
dos para pastas de almidén modificado Polar Gel a dos velocidades
de congelacién: rédpida y lenta. No se han representado los valo-
res de exudado correspondientes a pastas con goma xé&ntica conge-
ladas por inmersidén en Nz liquido ya que no presentaron diferen-
cia significativa respecto a las pastas con estabilizante conge-
ladas réapido.

Se observa que, en el caso de las pastas de almidén, los
niveles de exudado aumentan a tiempos largos de almacenamiento
pero, en aquellos casos en que se incorporé goma xéntica y se
mantuvo la temperatura de almacenamiento a -20°C, el incremento
en la produccién de exudado no fue significativo tras ocho sema-
nas. Las pastas de almidén almacenadas a -10°C no presentaron,
aun a la octava semana de almacenamiento, wuna produccién de exu-
dado significativamente diferente a las almacenadas a -20°C.

Las pastas de harina de trigo mostraron a tiempos largos, un
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Fig. 3.2. Produccién de exudado en pastas de almidon de maiz comin y harina de
trigo (con y sin agregado de estabilizante) y almidon de maiz modificado Po—-
lar Gel congelados a distintas velocidades y almacenadas (a) 1 semana a -10°C;
(b) 8 semanas a -10°C; (c) 1 semana a -20°C; (d) 8 semanas a -ZO"C.conge—
lado a 270 cm/h, sin agregado de goma xAntica. [[77] congelado a 0,6 cm/h, sin
agregado de goma xAntica.[ |congelado a 0,3 cm/h, sin agregado de goma xan-
tica. [::7] congelado a 0,6 ca/h con agregado de goma xAntica. fyy] congelado a
0,3 ca/h con agregado de goma xAntica.

Las barras indican los errores standard.
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menor grado de separacién de fases que las de almidén de maiz. A
la octava semana de almacenamiento se encontraron diferencias
significativas entre el porcentaje de exudado producido por pas-
tas almacenadas a -10°C respecto a las pastas almacenadas a
-20°C, 1lo que parece indicar una mayor incidencia de la tempera-
tura de almacenamiento en la einéresis de las pastas de harina
en comparacién con las espesadas con almidén de maiz. Asimismo,
el agregado de hidrocoloide permitié obtener, en ambos casos,
pastas con niveles muy bajos de producciébn de exudado inclusive a
tiempos largos de almacenamiento.

Las pastas preparadas en base a almidén modificado Polar
Gel, (a pesar de ser un producto importado recomendado para ali-
mentos congelados) presentaron, +tras una semana de almacenamien-
to a -10°C, valores de exudado muy altos (1,4 veces el valor ini-
cial). Estos valores superan notablemente los obtenidos para pas-
tas de almidén de maiz y harina con estabilizantes para el mismo
tiempo y temperatura de almacenamiento. En este sentido no se
halld ventaja, desde el punto de vista de la produccién de exuda-
do, en el empleo de Polar Gel como espesante frente, por ejemplo,
a la utilizacién combinada de altas velocidades de congelacién
(inmersién en Nz 1liquido) y almidon de maiz comin o harina de
trigo cuando la temperatura de almacenamiento utilizada fue de
-10eC.

A -20°C, 1los resultados obtenidos con pastas de Polar Gel
(congelado rapido) son comparables a los de pastas de harina con
estabilizante congeladas a la misma velocidad (inferiores a 10 ¥)
pero los valores correspondientes a pastas congeladas a baja ve-
locidad son mucho més altos aun a la primera semana de almacena-
miento que los obtenidos en los otros casoa. De agqui se despren-
de que la baja velocidad de congelacidén, asi como la temperatura
de almacenamiento empleada, afectan notablemente la capacidad de
retencién de agua del Polar Gel.

En la Fig. 3.3 se comparan los porcentajes de exudado para
pastas de almidén de maiz con y sin estabilizante, congeladas a
dos velocidades (rédpido y lento) y almacenadas a distintas tempe-
raturas (-5, -10 y -20°C). El andlisis de varianza efectuado a
cada tiempo de almacenamiento confirmé que los valores de exudado
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Fig. 3.3. Produccién de exudado en funcién de tiempo y temperatura de
almacenamiento de pastas de almidén de maiz comin con y sin agregado de
estabilizante, congeladas a distintas velocidades.

(a), (c) y (e) congeladas a 0,6 ca/h y almacenadas a -5, -10 y -20°C, respec-
tivamente.

(b), (d) ¥y (f) congeladas a 0,3 cm/h y almacenadas a -5, -10 y -20°C, respec—
tivamente.

ain agregado de goma xintica |:]con agregado de goma xintica.

Las barras indican los errores standard.
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correspondientes a muestras congeladas a distintas velocidades
mantienen entre si diferencias significativas a lo largo de todo
el almacenamiento congelado. Resultados en el mismo sentido fue-
ron obtenidos para salsas blancas congeladas por Suzuki y col.
(1977) quienes demostraron que la cantidad de 1liguido separado
era menor cuando la congelacibén era répida y que esto también
influia en la conservaciédn posterior a bajas temperaturas: el
deterioro durante el periodo de almacenamiento congelado era
menor en las muestras que habian sido congeladas rapidamente.

El agregado de estabilizante, como se observa en la Figura y
que fue corroborado por el anflisis de varianza, resulté un fac-
tor de incidencia significativa.

La menor produccién de exudado encontrada en las muestras
almacenadas a -5°C se debe a la formacién de una estructura poro-
sa tipo esponja. Como ya fuera: descripto por otros autores
(Schulze y col. 1864, Suzuki y col. 1977), esta estructura apare-
ce cuando se emplean bajas velocidades de congelacidén, pero es
importante recalcar que las muestras congeladas ré&pido, que no
presentaron los mencionados cambios durante la congelacién en si,
desarrollaron la estructura tipo microesponja durante el almace-
namiento a -5°C. No fue asi con las muestras congeladas por in-
mersién en Nz liquido o aquellas que tenian estabilizante. En los
casos en que se produjo este cambio de estructura durante el
almacenamiento a -5°C, 1los niveles de exudado fueron menores que
los obtenidos a temperaturas mds bajas de almacenamiento (-10 vy
-20°C). Una posible explicacién es que este tipo de matriz (mi-
croesponja), al retener el agua més firmemente por capilaridad,
reduce los niveles aparentes de exudado. En este caso, la cuanti-
ficacién del ligquido exudado no sirve como parémetro de deterio-
ro ya que, aunque el sistema ha sufrido un cambio en su textura
que lo hace inaceptable, los niveles aparentes de exudado se man-
tienen bajos.

Por otro lado, no se encontré una diferencia significativa
en la produccién de exudado para muestras almacenadas a -10 vy
-20°C. Las muestras que habian sido congeladas lentamente presen-
taron mayores niveles de exudado que las sometidas a congelamien-
to répido.
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En cuanto a los cambios de textura, si bien s6lo durante el
almacenamiento a -5°C se formdé la estructura tipo esponja, se
observaron otro tipo de cambios bajo las otras condiciones. Las
pastas sin hidrocoloide almacenadas a -10 6 -20°C presentaban una
textura mas granulosa que las que tenian hidrocoloide. Estas,
ademés de no desarrollar esponjosidad a ninguna de las temperatu-
ras de almacenamiento ensayadas, tenian una consistencia méds sua-
ve y homogénea.

Los resultados del almacenamiento a distintas temperaturas
para pastas de harina de trigo se muestran en la Fig. 3.4. Al
igual que en el caso de las pastas de almidén, el desarrollo de
una estructura tipo esponja a -5°C (con excepciétn de las pastas
congeladas en N2z ligquido y aquellas con goma x&ntica) condujo a
valores aparentes de exudado menores que los esperados. El andli-
sis de varianza dio como resultado un efecto muy significativo
del agregado de establlizante y la existencia de una interaccién
entre éste y el factor temperatura de almacenamiento.

En aquellos casos donde se habia incorporado goma xantica,
al no formarse la estructura tipo esponja, las muestras almacena-
das a -5°C, produjeron una cantidad significativamente mayor de
exudado que las conservadas a -10 6 -20°C lo que mostrd que el
efecto del mencionado hidrocoloide tiene poca incidencia cuando
las temperaturas de almacenamiento son altas.

Chan y Toledo (1976) relacionaron la capacidad de retencién
de agua con los cambios fisicos ocurridos durante la congela-
cién. Estos autores observaron que la mayor disminucién en 1la
capacidad de retencién de agua ocurria durante el cambio de fase
en 8i y no en el enfriamiento previo o posterior atemperado. El
cambio estructural observado por ellos y otros autores (Schulze y
col., 1964; Suzukl y col., 1977;Kikuchi e Isutzu, 1981) -formacién
de una estructura porosa tipo microesponja- fue atribuido por
Chan y Toledo a la retrogradacién del almidén sugiriendo que 1la
fase méAs severa de este fenbmeno tenia lugar simulténeamente con
la formacién de cristales de hielo, influyendo- el largo del pe-
riodo de cambio de fase y la manera en que tenia lugar la forma-
cién de los cristales. Por otro lado, no hallaron un efecto sig-
nificativo de las condiciones de congelacién sobre el grado de
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Fig. 3.4. Produccién de exudado en funcion de tiempo y temperatura de almace-
namiento de pastas de barina de trigo con y s8in agregado de estabilizante,
congeladas a distintas velocidades.

(a), (c) ¥ (e) congeladas a 0,6 cm/h y almacenadas a -5, -10 y -20°C, reaspec-
tivamente.

(b), (d) ¥y (f) congeladas a 0,3 cm/h y almacenadnas a -5, -10 y -20°C, respec—
tivamente.

[Z] sin agregado de goma xéntica [ |con agregado de goma xAntica.

Las barras indican los errores standard.
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sinéresis producido llegando a la conclusién que la dinamica de

la retrogradacién durante el estadio inicial de la formacién de
los cristales de hielo en gelee de almidén seria la clave a tener
en cuenta.

Otros autores (Przybyl y col., 1983; Poulsen y Jakobsen,
1983) también relacionaron el tamafio cristalino con el grado de
sinéresis producido, aungque existen referencias bibliograficas
(Kikuchi, 1981; Schulze y col., 1964) que explican la separacién
de fases como un cambio de dispersiéon del gel o fenémeno coloi-
dal, que s8se genera con el uso de bajas velocidades de congela-
ciodn.

3.4. Consideraciones finales

Como se desprende de lo descripto en el presente capitulo el
efecto de la velocidad de congelacion es de suma importancia en
el mantenimiento de las cualidades texturales de las pastas de
almidén gelatinizado. Bajas velocidades conducen a mayores nive-
les de produccién de exudado o bien formacién de una estructura
de microesponja que tornan lnaceptables a las pastas de almidén y
de harina. La congelacién por inmersién en Nz liguido contribuye
a mantener durante el almacenamiento congelado niveles de exudado
més bajos que utilizando otras velocidades. Por otro lado, resul-
ta importante 1la eleccidén de la temperatura de almacenamiento:
bajas temperaturas conducen a una menor produccién de exudado pe-
ro ademés evitan cambios estructurales indeseables, como el desa-
rrollo de la mencionada estructura esponjosa. A -5°C, temperatu-
ra de almacenamiento que representa un ejemplo de abuso térmico,
salvo en el caso de las muestras congeladas wultra-rapido o las
estabilizadas con hidrocoloide se pierde la textura original.

Como alternativa, el empleo de goma xédntica, un hidrocoloide
estabilizante, permite flexibilizar las condiciones de congela-
cién pudiéndose incluso utilizar con buenos resultados bajas ve-
locidades. No obstante, resulta aconsejable el almacenamiento a
bajas temperaturas ya que a -5°2C la accién del hidrocoloide no
resulta tan eficaz.
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Desde el punto de vista de obtencién de una minima sinére-
sis, 1la harina es mejor espesante que el almidén ya que retiene
mejor el agua -probablemente por la presencia de proteina- y aun
en malas condiciones de congelacién se obtienen niveles mas bajos
de exudado que con lae pastas de almidén. El Polar Gel (almidén
quimica y genéticamente modificado) no present6 ventajas pues se
observd mayor cantidad de exudado a altas temperaturas de almace-
namiento. S6lo fue comparable a los resultados obtenidos con las
combinaciones almidén o harina con goma xédntica cuando se utili-
zaron altas velocidades de congelacién y una temperatura de alma-
cenamiento suficientemente baja.

La relacién entre los fendémenos que ocurren a nivel molecu-
lar (retrogradacién del almidén, formacién y recristalizacién de
hielo) con el grado de sinéresis y los cambios texturales obser-
vados durante la congelacién y el almacenamiento congelado (for-
macién de microesponja, desarrollo de granulosidad) serd encara-
da en siguientes capitulos.
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CAPITULO 4

COMPORTAMIENTO REOLOGICO



4.1. Introduccién

El estudio de las propiedades de flujo de los sistemaes ali-
menticios es de suma importancia desde el punto de vista de la
calidad organoléptica y su procesamiento.

Un cuerpo se deforma cuando la aplicacién de una fuerza al-
tera su forma o tamafio. Se dice gue fluye cuando su grado de de-
formacién cambia continuamente con el tiempo. En reologia un
cuerpo ideal puede clasificarse como eléstico, plastico o viscoso
dependiendo del tipo de deformacién que sobrelleva bajo la apli-
cacién de una fuerza: un cuerpo elédstico se deformar& mientras
dure 1la aplicaciétn, uno pléstico sufriré una deformacién perma-
nente y uno viscoso, fluir&d. Los cuerpos de materiales reales
combinan todas estas propiedades reolégicas en grados diversos
(Shoemaker y Figoni, 1984).

En el caso de fluidos viscosos una de las ecuaciones consti-
tutivas mése utilizadas es el modelo de Ostwald-De Waele o ley de
la potencia:

T =mDn (4.1)

donde T = esfuerzo de corte (Pa), D=gradiente de velocidad (s-1),
m = indice de consistencia y n = indice de comportamiento de
flujo.

Esta ecuacién se emplea a menudo para describir el comporta-
miento reolégico de polimeros fundidos y ha demostrado wun buen
ajuste sobre todo en el campo de altos gradientes de velocidad.
Con un exponente n=1 esta ecuacibétn se convierte en 1la ecuacién
constitutiva de los fluidos newtonianos.

Valores de n menores que 1 se relacionan con un comporta-
miento de tipo pseudopléastico llamado también de viscosidad es-
tructural. Valores de n mayores que 1 describen un comportamiento
tipo dilatante (sistemas que muestran un aumento de viscosidad al
aumentar el gradiente de velocidad). El primero es bastante fre-
cuente en sistemas alimenticlos: la viscosidad disminuye cuando
se eleva el gradiente de velocidad. Muchos sistemas como emulsio-
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nes o dispersiones, cuando se encuentran en reposo presentan sus
particulas (gotas, cadenas de polimeros) altamente desordenadas.
Ello ocasiona una gran resistencia interna al flujo lo que se
traduce en una alta viscosidad. Con un gradiente de velocidad
creciente, las particulas contenidas en el liguido, es decir, 1la
fase dispersa, 8se orientan en la direcciétn del £flujo, £fluyendo
més facilmente, por lo que la viscosidad disminuye.

Por otro lado, las propiedades reolégicas pueden depender
del tiempo, reflejando la naturaleza de la estructura del sistema
y pudiendo deberse a tixotropia, viscoelasticidad o ambas (Cheng
y Evans, 1985; Harris, 1972).

La respuesta de un sistema depende de la relacién entre la
magnitud de la fuerza que Be aplica y la de las fuerzas interpar-
ticulares e intermoleculares que definen su estructura. La depen-
dencia con el tiempo es la manifestacién. de las distintas veloci-
dades de un mismo proceso de transformacién y su deteccidédn depen-
de de la velocidad a la que se desarrolla dicho proceso, de la
rapidez de respuesta y de la técnica experimental qgue se utilice
para su medida (Rha, 1878).

Los fluidos que presentan una dieminucién 1limitada de 1la
viscosidad con el tiempo, al aplicar repentinamente una esfuerzo
cortante, se denominan tixotrépicos. Su viscosidad disminuye has-
ta gque se alcanza un valor minimo para un gradiente de velocidad
constante dado (estado "sol"). Una sustancia tixotrépica no sbélo
se fluidifica en funcién del tiempo de cizallamiento, 8ino que
recupera su estructura de gel tras un periodo de reposo tipico
para cada sustancia (tiempo de regeneracién). En la Fig. 4.1a se
ejemplifica un comportamiento tixotrépico tipico: al no coincidir
la linea ascendente (I) con la descendente (II), queda delimitada
entre ambas una superficie de histéresis la que segun Shoemaker y
Figoni (1984) es indicativa del grado de ruptura estructural. El
lazo de histéresis resultante depende de la historia previa de
corte y tanto del grado de cambio en el gradiente de velocidad
como del valor méximo de dicho gradiente, por lo que la relacién
entre el &rea y los parémetros del material suele ser compleja.
En la Fig. 4.1b vemos que al aplicar un gradiente de velocidad
creciente, la viscosidad disminuye (I) debido a la destrucciétn de
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Fig. 4.1. Representacién grafica de la tixotroplia (Schramm, 1984)
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la estructura original y por el aumento de orientacién molecular.
En la segunda parte del eneayo (II) la viscosidad aumenta menos
de lo que disminuyé en la primera y a D=0 no alcanza el valor
original.

La explicacién se resume graficamente en la Fig. 4.1c: en la
primera fase, un gel se transforma rdpidamente en sol por ciza-
llamiento constante; en la segunda se transforma de nuevo el sol
en gel. La estructura tixotrépica puede tardar mucho tiempo en
regenerarse completamente, pero una regeneracién parcial puede
ocurrir en segundos o minutos.

Por otra parte, las sustancias con comportamiento reopécti-
co, a la inversa del tixotrbépico, muestran un aumento de viscosi-
dad en funcién del tiempo de cizallamiento. En el caso de las
sustancias reopécticas, la curva descendente transcurre por en-
cima de 1la curva ascendente. Este tipo de sustancias es menos
frecuente gque el tixotrbépico. Muchos casos catalogados como de
comportamiento reopéctico tienen explicacién en cambios fisicos o
quimicos que ocurren durante la medicién (por ejemplo, gelifica-
cién o pérdida de disolvente por evaporacién) (Schramm, 1984).

Los fluidos denominados viscoeldsticos recobran parcialmente
la forma original al cesar el esfuerzo cortante pero, se trata de
una respuesta no instanténea resultante de una conducta en parte
elastica, tipica de los s6lidos y en parte viscosa, caracteristi-
ca de los liquidos.

El comportamiento viscoelédstico aparece después de una de-
formacién o tensidén. Cuando la tensién es pequeria, la teoria vis-
coeldstica permite relacionar las propiedades reolégicas funda-
mentales a la estructura en reposo. Si se sale de esta zona vis-
coelastica lineal puede ocurrir una ruptura estructural y la in-
terpretacién basada en la viscoelasticidad se hace difieil.

Muchos sistemas alimenticios, asi como otros materialees con
propledades de flujo tiempo-dependientes presentan comportamien-
tos complejos, que algunos autores han definido como tixo-viscoe-
lasticos, es decir, de un fluido viscoelastico que sobrelleva una
ruptura estructural (Cheng y Evans, 1985; Harris, 1972). Para ca-
racterizar el comportamiento tiempo-dependiente de estos sistemas
deben considerarse tanto los cambios estructurales como el fenb6-
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meno de viscoelasticidad. La medicién bajo un cizallamiento cons-
tante permite la cuantificacién de la ruptura estructural sola-
mente y no de la viscoelasticidad; sin embargo, el efecto viscoe-
ldstico aparecerd cada vez que se produzcan arranques o detencilo-
nes del viscosimetro. La Fig. 4.2 ilustra este comportamiento;
las regiones A-B y C-D representan el comportamiento viscoelasti-
co y B-C indica la ruptura estructural (Figoni y Shoemaker,
1981).

La agudeza del pico en el punto B dqpende del gradiente de
velocidad empleado.

-—. D=cte sie—relajacisn >

ESPFUERZO DE OORTE
(9]

o

TIEMPO

Fig. 4.2. Comportamiento de flujo de un sistema viscoelédstico que sobrelleva
ruptura estructural. Las regiones AB y CD representan la conducta viscoelasti-
ca, la regién BC representa la ruptura estructural durante la aplicaciém de un
gradiente de velocidad constante (Figoni y Shoemaker, 1981).
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4.2. Comportamiento reolégico de pastas de almidén gelatinizado

Dos factores contribuyen al comportamiento reolégico de las
pastas de almidén: los grédnulos hidratados dispersoes y la red de
amilosa en solucién. A temperaturas por debajo de 100°C y en au-
sencia de agitacién mecénica vigorosa, los grénulos de almiddén de
contenido de amilosa normal conservan su identidad. Para estos
sistemas, el incremento en la viscosidad de la suspensién respec-
to a la del medio dispersante s6lo se relaciona con la fraccién
de volumen ocupado por las particulas. La forma y deformabilidad
de las particulas pueden también ser factores importantes. Segun
Ellis y col. (1989), tanto la hidratacién de los grénulos como la
amilosa solubilizada contribuyen a la viscosidad observéandose que
a altas fracciones de volumen, las suspensiones acuosas de los
grénulos hidratados se comportan segin.la ley de la potencia. El
grado de hidratacién depende de 1la velocidad de calentamiento
(particularmente en el caso del grénulo de trigo) y de la tempe-
ratura.

Evans y Haisman (1979), estudiando el comportamiento reolé-
gico de pastas de diversos tipos de almidén gelatinizado (hasta
10¥ p/p), encontraron que a altos gradientes de velocidad (7 a
1142 8—-1) todos los sistemas probados se comportaban, en buena
aproximaocién, ocomo flufdoon quo obodocon a la loy do la potencia.

Si blen existen numerosos trabajos en literatura que anali-
zan el comportamiento de las suspensiones gelatinizadas de almi-
dén (Evane y Haisman, 1979; Bagley y Christianson, 1982;
Christianson y Bagley, 1983; Ellis y col., 1989; H&rrdd 1989a,
1989b, 1989c), asi como los cambios en sus propiedades viscoelés-
ticas durante el almacenamiento (Wong y Lelievre, 1982; Roulet y
col., 1990) son escasos los trabajJos sobre el comportamiento reo-
l6gico de pastas de almiddn congeladas y descongeladas.

El objetivo del presente capitulo fue estudiar el cambio en
las propiedades reolégicas de pastas de almidén gelatinizado so-
metidas a congelacién y almacenamiento congelado y del agregado
de estabilizante en dicho comportamiento (modificacién en la vis-
cosidad y comportamiento reolbé6gico). Asimismo, se analizé6 el com-
portamiento viscoel&Astico de las pastas congeladas.
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4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Ensayos reolégicos con viscosimetro rotacional

En el presente trabajo se utilizé wun viscosimetro Haake
Rotovisco RV2 (Alemania), provisto de un sistema termostético
Haake F3 y un programador Haake PG142. Como sistema de medicién
se utiliz6 un sensor del tipo MVIP (cilindros coaxiales con su-
perficies perfiladas) cuyas especificaciones son las siguientes:

Radio interno del rotor: 20,04 mm
Radio del estator: 21 mm

Altura del rotor: 21 mm

Volumen de muestra:40 cm3

Motor

Sensor del momento
de giro

Fig. 4.3. Sistema de wmedicién de cilindros coaxiales tipo Searle (Schramm,
1984)
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El viscosimetro rotacional utilizado es de sistema Searle;
éste tipo de sistema se basa en dos cilindros coaxiales, de los
cuales el interno (rotor) gira con wun namero de revoluciones
constante o variable segin el programa, provocando el flujo de la
muestra que se encuentra en la ranura anular entre los dos cilin-
dros. El cilindro exterior, llamado generalmente vaso de medicién
o0 estator, permanece en reposo. La resistencla del liquido ciza-
llado es proporcional al momento de giro dependiente de la visco-
sidad. Entre el motor y el eje del cilindro interior estéd coloca-
do un elemento de medicidén del momento de giro -normalmente un
resorte de acero que se torsiona- (Fig 4.3). Esta torsién es una
medida directa de la viscosidad de la sustancia estudiada. Aungue
el principio Searle presenta limitaciones cuando se efectia la
mediciébn de 1liguidos de viscosidad muy baja tiene la ventaja de
gque puede cubrir, no obstante un amplio rango de viscosidades ¥y
permite ademéas un facil atemperado de la muestra dado que el ci-
lindro externo no gira.

En los ensayos realizados, se registré el torque obtenido
para variaciones de velocidad de rotaciétn entre O y 1024 s—-1 en
sentido ascendente durante tres minutos, con constancia a maxima
velocidad durante un minuto y en sentido descendente con el mismo
gradiente y tiempo. Las mediciones se efectuaron a 60,0 + 0,1oC.
Es importante destacar que el comportamiento reolégico 8bélo se
puede representar adecuadamente cuando los ensayos se efectian
con programas de gradientes de velocidad lentamente ascendentes o
descendentes. Bajo estas condiciones se da tiempo suficiente para
que se produzca el esfuerzo de corte correspondiente a cada gra-
diente de velocidad preseleccionado.

A partir de las curvas reold6gicas obtenidas, se calcularon
las viscoslidades aparentes a determinadas velocidades de corte
(512, 768 y 1024 8-1) y los valores de los parédmetros n y m de
la ec.(4.1) utiliza&ndose para esto GUltimo la zona de la curva co-
rrespondiente a altos gradientes de velocidad (500-1024 s—-1). Pa-
ra la obtencién de los parémetros fue necesario multiplicar 1los
valores de ¢torque y la velocidad de rotacién por constantes ca-
racteristicas de la geometria del sistema de medida.
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Para el estudio del comportamiento viscoeléstico, se regis-
tré el torque obtenido en funcién del tiempo a velocidad de ro-
tacién constante (32 s—1) con una velocidad de carta de 0,2 cm/s.

4.3.2. Preparacidtn de las muestras

Las pastas preparadas segin lo descripto en el Capitulo 2
fueron separadas en alicuotas de 50 g colocados en recipientes
cilindricos de pléstico de 4,5 cm de didmetro y 7,0 cm de alto.
Las pastas fueron dejadas enfriar hasta temperatura ambiente, se
cubrié la parte superior de cada recipiente con Parafilm y se
congelaron a distintas velocidades obteniéndose los siguientes
valores: 216 cm/h (tc= 0,19 min) por inmersién en Nz liquido; 0,8
cm/h (tc=135 min) en cémara estanca de -80°C (congelaciétn réapida,
equivalente a las condiciones en tinel o placa); 0,3 cm/h (tc=405
min) en cAmara estanca de -20°C (congelacién lenta).

Las muestras se llevaron en todos los casos hasta temperatu-
ra final de -20°C, se dejaron estabilizar a esa temperatura 12
hs. y luego se almacenaron en cémaras a -5, ~10 y -20<C.

Se realizaron mediciones a las 1, 2, 4, 8 y 12 semanas de
almacenamiento congelado efectuéndose la descongelacién en baflo
termostdtico a 60°C permaneciendo en el mismo de 30 a 45 minutos.
Las muestras fueron vertidas en el vaso de medicién del viscosi-
metro, previamente termostatizado, con la menor manipulacién po-
sible. Las mediciones fueron efectuadas luego de un periodo de
estabilizaciétn de tres minutos a 60°C.

4.4. Resultados y discusidén

4.4.1. Efecto de la velocidad de congelacién en el comportamiento
reoloégico de pastas de almidén gelatinizado

En la Fig. 4.4 se muestran las curvas reolé6gicas de T en
funcién de D obtenidas para pastas de almidén de maiz sin agrega-

do de goma xé&ntica, sometidas a distintas velocidades de congela-
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cién.

En todos los casos, tanto para pastas de almidén de maiz co-
mo de harina de trigo, podemos distinguir doe zonas en las curvas
reolégicas: a gradientes de velocidad menores de 500 s—1, el com-
portamiento se relaciona fuertemente con la viscoelasticidad de
la pasta, ya sea por la formacién de una estructura tipo esponja
o por la presencia de goma xédntica. Como ocurre con otros siste-
mas alimenticios (Bourne, 1982), 1la reodestrucoién que ocurre a
gradientes de velocidad mayores acerca el comportamiento al de un
fluido pseudopléstico, que obedece a la ley de la potencia.

Como se observa en la Fig. 4.4, la congelacién por inmersién
en Nz liquido (b) no altera significativamente el comportamiento
reolégico de la pasta, que es pseudopléastico en todo el rango ¥
ligeramente tixotrépico, como el del sistema sin congelar. Al
mismo tiempo, se observa gue cuanto maes lento se congela, el pico
de viscoelasticidad (que aparece a bajos gradientes de velocidad)
es més notorio. El caso més critico es el de la congelacién lenta
(d) en que no s6lo se observa un pico agudo (relacionable con la
viscoelasticidad) sino gque ademds, la rama descendente de la cur-
va regresa por arriba, comportamiento que se puede relacionar con
una mayor separacién de la fase acuosa, que produce una concen-
tracién de la pasta por eliminacién de liquido.

Evans y Haisman (1979) encontraron que el liguido sobrena-
dnantoe obtonido por contrifugnolom de lon proparadon do almidon
gelatinizado tenia muy baja viscosidad (aungue el contenido de
86lidos fuera alto) sugiriendo de esta manera que el material ex-
terno a los grénulos tiene poco efecto sobre la reologia de las
suspensiones. En el mismo sentido, Christianson y Bagley (1983)
informaron que 1la viscosidad dependia s6lo del volumen ocupado
por los gréanulos hidratados, ya que no hallaron efecto de la red
filamentosa gque 8e forma en torno al grénulo gelatinizado. Una
separacidén de liquido durante la medicién podria generar de este
modo una fase de viscosidad muy baja, que al reconstituirse luego
a gradientes de velocidad més altos genera a su vez un aumento de
la viscosidad, explicéndose aai la rama descendente gque retorna
al origen por arriba de la ascendente que se observa en 1la Fig.
4.4.
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Fig. 4.4. Curvas de esfuerzo de corte va. gradiente de velocidad correspon-

dientes a pastas de almidon de maiz 10 ¥ p/p congeladas a diastintas wvelocida-
(b) congelada ultra-répido (216 ca/h);
(c) congelada rapido (0,8 cm/h); (d) congelada lemto (0,3 cm/h)

des y sin congelar.

(a) sin congelar;
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H4rrdd, basandose en estudios reolégicos para pastas de
almidéon de distintas concentraciones y preparadas con distintos
métodos enuncié como hipétesis que la magnitud del esfuerzo de
corte controlaba los cambios estructurales y por lo tanto, tam-
bién el tipo de dependencia con el tiempo. Esta hipbétesis expli-
caria los compor%amientos complejos e inclusive mixtos (tixotré6-
Plcos-reopécticos, segin la zona de la curva) que se observan en
este tipo de sistemas. Por otro lado, el incremento del &rea en-
cerrada entre las ramas ascendente y descendente se puede rela-
cionar con un mecanismo de reodestruccién -es decir con una es-
tructura que es facilmente destruida por una accié6n mecénica
(Seves y Croce, 1966; Hirrtd, 1989c) y que se correlaciona con un
valor residual relativamente alto de eafuerzo de corte después de
la detencibé6n del rotor (H8rrbdd, 1989c). El hecho de que existe
destruccién de una estructura se refleja en que ésta no vuelve a
manifestarse 8i se realiza un segundo ciclo sobre la misma mues-
tra (Seves y Croce, 1966). La congelacién, como ya se vio en el
Capitulo 3, produce cambios estructurales importantes, que se ma-
nifiestan en formacién de estructura esponjosa o granulosa segun
la velocidad empleada. La primera parte de las curvas de las Fig
4.4 ¢ y d indican que se produce una destruccidn de estructuras
de tipo viscoelastico generadas durante la congelacién y que en
estrecha relaciém con ello se produce un fuerte incremento del
comportamiento tixotrdépico de las pastas.

En la Fig. 4.5 se han representado, a modo de ejemplo las
curvas de viscosidad aparente en funcién del gradiente de veloci-
dad (0-1024 B-1) correspondientes a pastas de almidén de maiz sin
congdelar y congeladas a distintas velocldades. §Se observa que la
viscosidad aparente dieminuye con el aumento de gradiente de ve-
locidad, comportamiento caracteristico de los fluidos pseudopléas-
ticos. Se observa también qQque las pastas congeladas lentamente
presentaron una menor viscosidad aparente (a cada gradiente de
velocidad) respecto de las congeladas a velocidades méas altas.

En la Fig. 4.8 se observa el efecto del agregado de goma
xéntica sobre el comportamiento reolégico de las pastas de almi-
don gelatinizado. Hasta valores de D = 500 s—-1, predomina el
efecto viscoelédstico, relacionado con la presencia del estabili-
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Fig. 4.5. Curvas de viscosidad aparente vs. gradiente de wvelocidad
correspondientes a pastas de almidon de maiz 10 X p/p congeladas a distintas
velocidades y e8in congelar (®) sin congelar; (0) congelada ultra-répido (216
ca/h); (A) congelada répido (0,8 ca/h); (O) congelada lemto (0,3 cw/h)
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Fig. 4.6. Curvas de esfuerzo de corte va. gradiente de velocidad correspon-

dientes a pastas de almidon de maiz 10 ¥ p/p,
distintas velocidades y sin congelar.

con goma xAntica,
(a) sin congelar;

congeladas a
(b) congelada ultra-

rédpido (216 cm/h); (c) congelada répido (0,8 cm/h); (d) congelada lento (0,3

ca/h)
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zante. Este efecto, que abarca una rango més amplio de gradientes
de velocidad que en el caso de la Fig. 4.4d, no debe confundirse
con el pico de ruptura caracteristico de las estructuras tipo es-
ponja formada por la congelacién lenta. En el caso de las pastas
con goma xéntica, el pico ancho revela la ruptura de una estruc-
tura, apareciendo inclusive cierto efecto reopéctico, pero este
mismo comportamiento se encuentra en 1las pastas sin congelar
(Fig. 4.6a) y no estéd relacionado con caracteristicas texturales
indeseables del producto. Como se aprecia comparando las Fig 4.6
b, c y d con la correspondiente a la pasta sin congelar (a), el
aspecto méds destacable del agregado de hidrocoloide es que el ti-
po de comportamiento reolégico no varia significativemente entre
las pastas congeladas a distintas velocidades y aun entre éstas y
la pasta sin congelar. Deasde el punto de vista organoléptico, las
pastas con agregado de estabilizante presentaban una textura sua-
ve y homogénea, independientemente de la velocidad de congelacién
utilizada, mientras que las gque no incluian goma xantica en su
formulacién manifestaron, tras la congelacidén, los caracteristi-
cos aspectos '"arenoso’” (congelacibédn rapida) y '"esponjoso” (conge-
lacién lenta).

Las pastas en base a harina de trigo, sin agregado de hidro-
coloide (Fig. 4.7), mostraron un comportamiento similar a las de
almidén pero no se observé reopexia en el caso de las congeladas
lento, 1lo que probablemente se debe relacionar con una menor se-
paracién de 1liquido y un menor desarrollo de la estructura tipo
esponja. Probablemente, la presencia de proteina sea el factor
que determine esta diferencia en el comportamiento, ya que al re-
tener agua minimiza la desolvatacién durante la congelacién len-
ta. Esta desolvatacién es la que favoreceria la formacién de una
red fibrilar gruesa, tipo esponja.

Como en el caso anterior, el agregado de estabilizante (Fig.
4.8) minimiza el efecto de la velocidad de congelacién, obtenién-
dose un comportamiento reolégico eimilar al de la pasta sin
congelar.
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Fig. 4.7. Curvas de esfuerzo de corte va. gradiente de velocidad correspon-
dientes a pastas de harina de trigo 10 ¥ p/p congeladas a distintas wvelocida-
des y 8in congelar. (a) sin congelar; (b) congelada ultra-rédpido (216 cm/h);
(c) congelada réapido (0,8 cm/h); (d) congelada lento (0,3 cm/h)
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Curvas de esfuerzo de corte va.
correspondientes a pastas de harina de trigo 10 X p/p,
congeladas a distintas velocidades y sin congelar.

gradiente de velocidad
con goma xAintica,
(a) sin congelar; (b)

congelada ultra-répido (216 cm/h); (c) congelada répido (0,8 cw/h); (d)

congelada lento (0,3 cm/h)
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4.4.2. Efecto del almacenamiento congelado

Con respecto al comportamiento viscoeladstico de las pastas
de almidén de maiz (s8in goma xédntica), manifestado en la zona de
gradientes de velocidad (D) < 500 s—1, el almacenamiento congela-
do no produjo cambios cuando la congelacién se efectudé por inmer-
8i6n en N2 ligquido, obteniéndose curvas similares a las de la
pasta recién congelada (Fig. 4.4b).

Las pastss congeladas a 0,3 cm/h presentaron a lo largo de
todo el periodo de almacenamiento el comportamiento esquematizado
en la Fig. 4.4d, es decir con un agudo pico de ruptura estructu-
ral relacionable con 1la formacién de una matriz esponjosa. En
cuanto a las pastas congeladas rapido (0,8 cm/h), 8se observd du-
rante el almacenamiento a -5°C (no asi a -10 y -20°C) el desarro-
llo paulatino del pico de ruptura caracteristico de la estructura
tipo esponja, aunque no tan agudo como en el caso de las pastas
congeladas lentamente. En pastas de harina de trigo congeladas
répido y almacenadas a -5°C, 8e observd también el desarrollo de
un pico de ruptura pero menos pronunciado que en el caso de las
pastas de almidén. Las curvas obtenidas para pastas de almidén de
maiz y de harina de trigo a las que se agregd goma xantica, mos-
traron a lo largo de todo el periodo e independientemente de 1la
velocidad de congelacién y temperatura de almacenamiento utiliza-
das, un comportamiento similar al de la muestra recién congelada.

Numeroscs autores (Seves y Croce, 1966; Wong y Lelievre,
1982, H&rrdd, 1989a, 1989b, 19896c) han utilizado la ley de la
potencia para el modelado del comportamiento de pastas de almi-
dén. En el caso que nos ocupa, debido a la variabilidad de com-
portamiento dentro del rango de 0 a 500 s-1, al manifestarse
alll la componente viscoelastica del sistema, se cuantificaron
las viscosidades aparentes en el rango de aplicacién de la ley de
la potencia (es decir a D> 500 s-1), con el objeto de analizar el
efecto de velocidad de congelacién, temperatura y tiempo de alma-
cenamiento.

A modo de ejemplo, se muestran en la Tabla 4.1 ay b, los
valores promedio de viscosidades aparentes obtenidos para cada
condicién de ensayo para sistemas en base a almidén de maiz con
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y sin hidrocoloide y en la Tabla 4.2 a y b, 1los correspondientes
a pastas en base a harina de trigo.

Tabla 4.1a. Viscosidades aparentes a 512 y 1024 s—1 para pasta d9
almidén de malz sin agregado de estabilizante.

Tiempo de v 512 -1 1024 s—1
almacena- (cm/h)

miento Temperatura de almacenamiento(<C)
(semanas) -5 -10 -20 -5 -10 -20

Viscosidades aparentes (mPa.s)

216,0 309 211 233 154 266 289

1 0,8 94 131 123 64 85 74
0,3 85 83 87 50 72 69

216,0 258 170 236 157 166 154

2 0,8 192 150 164 124 105 99
0,3 68 117 152 50 90 114

216,0 320 189 256 191 126 158

4 0,8 138 156 183 88 104 119
0,3 a7 81 129 59 69 103

216,0 453 300 239 275 188 152

8 0,8 199 170 194 126 100 117
0,3 66 95 80 61 76 70

216,0 418 311 302 244 198 179

12 0,8 123 126 192 79 85 122
0,3 68 70 66 62 69 54

El error standard relativo en los valores de viscosidad es de
14 %
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Tabla 4.1b. Viscosidades aparentes a 512 y 1024 81 de pastas de
almidén de maiz con agregado de estabilizante

Tiempo de V' 512 s-1 1024 e
almacena- (cm/h)

miento Temperatura de almacenamiento(eC)

(semanas) -5 =10 ~-20 -5 -10 -20

Viscosidades aparentes (mPa.s)

218,0 157 201 205 106 132 130

1 0,8 144 157 166 93 96 106

0,3 226 176 163 113 95 108

216,0 205 177 200 133 113 264

2 0,8 171 132 176 88 84 113

0,3 189 206 201 95 125 110

216,0 —% 192 242 173 134 153

4 0,8 154 220 164 97 143 108

0,3 245 219 211 162 134 134

218,0 —% 149 176 129 128 120

8 0,8 132 165 149 132 104 92

0,3 183 1563 203 119 97 141

216,0 216 —* 141 143 127 95

12 0,8 135 143 186 86 97 111

0,3 209 189 195 132 124 124

¥ Valores no considerados por corresponder al final del pico de

viscoelasticidad

El error standard relativo en los valores de viscosidad es de

9 X
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Tabla 4.2a. Viscosidades aparentes a 512 y 1024 s—1 para pastas

de harina de trigo sin agregado de estabilizante.

Tiempo de \'J 512 s—1 1024 s—2
almacena- (cm/h)

miento Temperatura de almacenamiento(eC)

(semanas) -5 -10 -20 -5 =10 -20

Viscosidades aparentes (mPa.s)

216,0 251 206 198 168 136 138

1 0,8 151 122 145 99 83 81

0,3 43 103 148 37 68 50

216,0 210 214 281 146 144 180

2 0,8 135 138 148 89 92 95

0,3 50 89 71 38 62 48

216,0 264 237 186 163 160 132

4 0,8 105 120 163 67 80 107

0,3 70 108 84 48 73 85

218,0 132 241 188 89 157 128

8 0,8 130 127 125 82 80 79

0,3 57 69 104 40 46 63

216,0 163 241 191 107 159 133

12 0,8 110 146 168 73 91 108

0,3 47 45 84 35 37 82

El error standard relativo en loe valores de viscosidad es de

12 X
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Tabla 4.2b. Viscosidades aparentes a 512 y 1024 s—1 para pastas

de harina de trigo con agregado de estabilizante.

1024 s—2

Tiempo de \') 512 8-
almacena- (cm/h)
miento Temperatura de almacenamiento(°eC)
(semanas) -5 -10 -20 -5 =10 -20
Viscosidades aparentes (mPa.s)
2186,0 145 286 —* 125 176 171
1 0,8 132 185 150 100 138 112
0,3 161 222 94 117 163 70
216,0 143 148 265 132 106 169
2 0,8 126 164 132 88 121 92
0,3 174 214 182 128 154 135
216,0 185 227 222 176 135 153
4 0,8 154 129 149 113 o7 109
0,3 133 183 157 96 136 119
216,0 168 129 -~ 134 97 154
8 0,8 132 123 179 98 91 129
0,3 221 154 160 150 117 105
218,0 142 247 265 121 148 164
12 0,8 155 147 113 117 110 82
0,3 101 176 1886 69 132 134

¥ Valores no considerados por corresponder al final del pico de

viscoelasticidad
El error standard relativo en los valores de viscosidad es de

12 X
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En las Fig. 4.9 y 4.10 se han graficado los valores corres-
pondientes a viscosidades aparentes de pastas de almid6én y hari-
na de trigo, respectivamente, medidos a un gradiente de velocidad
de 512 8~1. Se observa que no hay una tendencia definida de 1los
valores de "z.p en funcién del tiempo de almacenamiento, 1lo que
fue confirmado por el andlisis de varianza discriminando los tres
factores: tiempo, velocidad de congelacién y temperatura de alma-
cenamiento. E1 hecho de que el tiempo de almacenamiento tenga po-
ca influencia frente al deterioro producido durante 1la congela-
ciébn confirma los resultados obtenidos por otros autores sobre
seistemas en base a almidén (Suzuki y col., 1977). Estoe autores
informaron que las salsas congeladas rdpidamente sufrian poca in-
cidencia del factor tiempo de almacenamiento, mientras que las
congeladas lentamente mostraban una disminucién de la viscosidad
aparente a tiempos largos de almacenamliento (26 semanas). La tem-
peratura de almacenamiento tampoco resulté tener una incidencia
significativa (P = 0,05). El1 factor velocidad de congelaciétn tuvo
efecto muy significativo en ausencia de estabilizante.

De lo anterior se desprende que el almacenamiento congelado
no afecta significativamente la viscosidad aparente de las pastas
de &8almidén en 1la zona de la curva a D > 500 s~-1, obteniéndose
valores similares a los de las pastas recién congeladas.

Con respecto a la zona donde se manifiesta la conducta vis-
coeldstica, el almacenamiento no tuvo casi efecto salvo en el
caso de las pastas congeladas a 0,8 cm/h y almacenadas a -5°C, en
que se observd una agudizacién del pico de ruptura estructural.
No obstante, este cambio producido a bajos gradientes de velo-
cidad no afectd el comportamiento a gradientes mas altos.

95



a b
400}
“ 300}
o
Q.
£ 200}
-~ n
a il
o —h— —h— —A4
| Ny L 1 ) 1 1 I 1 I
c d
400F
200} e —
mN
1 1 I I I L ) I
20 40 60 80 20 40 60 80

t (dias)

Fig. 4.9. Viacosidades aparentes en funcién del tiempo de almacenamiento a
distintas temperaturas correspondientes a pastas de almidon de maiz 10 X p/p
congeladas a distintas velocidades, con y sin agregado de goma xAntica; (a)
ain goma xAntica, almacenada a -5°C; (b) con goma xfmtica, almacenada a -5°C;
(c) sin goma xAntica, almacenada a -20°C; (d) con goma xAntica, almacenada a
-20°C. (@) congelado ultra-rapido (216 cm/h); (m)congelado rapido (0,8 cm/h);
(A) congelado lento (0,3 cm/h).
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Fig. 4.10. Viscosidades aparentes em funcién del tiempo de almacenamiento a
distintas temperaturas correspondientes a pastas de harina de trigo 10 X p/p
congeladas a distintas velocidades, con y sin agregado de goma xAntica; (a)
sin goma xAntica, almacenada a -5°C; (b) con goma xAntica, almacenada a -5°C;
(c) sin goma xAntica, almacenada a -20°C; (d) con goma xAntica, almacenada a
-20°C. (@) congelado ultra-répido (216 cm/h); (W)congelado réapido (0,8 cm/h);
(A)congelado lento (0,3 ca/h).
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4.4.3. Efecto de la velocidad de congelacién en los parémetros m,
n del modelo de Ostwald-De Waele.

Teniendo en cuenta lo dicho respecto al ajuste del comporta-
miento reolégico de este tipo de sistemas a altos gradientes de
velocidad (Evans y Haisman, 1979; Bourne, 1982), se calcularon
los indices n y m mediante la regresi6tn lineal efectuada con el
programa SYSTAT, de la forma logaritmica de la ec. (4.1):

log T = logm+ n log D (4.2)

En las tablas 4.3 a ¥y b se muestran los valores obtenidos.
Tabla 4.3a. Efecto de la velocidad de congelacién en el indice n

para pastas de almidén de maiz y harina de trigo con
y 8in agregado de establilizante.

sin Velocidad de congelacién (cm/h)

congelar

216 0,8 0,3

Indice de comportamiento de flujo (n)

almidén de maiz 0,337 0,309 0,363 0,754
sin goma xéantica (0,040)™ (0,013) (0,021) (0,032)
almidén de maiz 0,342 0,408 0,339 0,378
con goma xédntica (0,026) (0,011) (0,016) (0,014)
harina de trigo 0,373 0,430 0,380 0,506
sin goma xéntica (0,025) (0,014) (0,010) (0,022)
harina de trigo 0,534 0,501 0,549 0,526
con goma xé&ntica (0,020) (0,034) (0,042) (0,072)

¥ error standard.

(n) de pastas sin congelar corresponde a la

media de duplicados. Los restantes son promedio de 18 valores
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Tabla 4.3b. Efecto de la velocidad de congelaciétn en el indice m
para pastas de almidén de malz y harina de trigo con
y sin agregado de estabilizante.

sin Velocidad de congelaciédn (cm/h)
congelar

216 0,8 0,3

Indice de consistencia (m) (Pa.s—n)

almidén de maiz 22,21 23,59 9,30 0,58
8in goma xdntica (0,50)* (3,02) (1,41) (0,13)
almidédn de maiz 14,09 8,22 10,39 10,16
con goma x&ntica (3,22) (0,84) (1,05) (0,92)
harina de trigo 8,35 8,06 6,22 1,90
8in goma x&ntica (1,68) (1,09) (0,48) (0,29)
harina de trigo 2,63 5,77 2,48 3,35
con goma xédntica (0,12) (1,38) (0,18) (0,43)

¥ error standard. (m) de pastas sin congelar corresponde a la
media de duplicados. Los restantes son promedio de 16 valores

Las diferencias entre los par&metros n y m correspondientes
a las distintas condiciones fueron analizadas mediante el test de
de minima diferencia significativa (LSD) para un nivel de con-
fianza del 95 %.

El test mostré que en el caso de las pastas de almidén comin
ein hidrocoloide, no habia diferencias significativas en el indi-
ce de comportamiento de flujo (n) entre las pastas congeladas ré-
pido (0,8 em/h) y las congeladas por inmersiétn en Nz ligquido (216
em/h). En cambio, 81 se encontraron diferencias significativas
entre los valores de n correspondientes a pastas congeladas lento
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(0,3 cm/h) y las congoladus a las otras dos velocidades. E1 iIndi-
ce de comportamiento de flujo result6 més cercano a 1 en el caso
de las pastas congeladas lentamente, lo que revela un comporta-
miento mds préximo al newtoniano y un alejamiento del comporta-
miento pseudoplédstico tipico de las pastas de almidén sin conge-
lar. En cuanto al indice de consistencia (m), la diferencia fue
significativa entre los m correspondientes a la pasta sin conge-
lar y loe m correspondientes a congelaciétn lenta y réapida, pero
no se encontraron diferencias significativas entre el indice de
consistencia de las pastas congeladas por inmersién en Nz liquido
y la sin congelar. Los valores obtenidos revelan una tendencia a
la disminucién de m paralelo a la disminucién de la velocidad de
congelacién, mientras que el n aumenta acercédndose a 1. Esto se
puede relacionar con el grado de ruptura estructural que conlleva
la congelacién. Cuanto més lenta la velocidad, mayor dafio se pro-
duce en la estructura, que pierde su firmeza. Si se observa la
Fig. 4.4d, vemos qQue la pendiente del tramo de la curva corres-
pondiente a la zona de 500-1024 s—1 es mayor que en los otros ca-
sos, coincidiendo con la ruptura estructural, evidenciada por el
pPico. Este tipo de comportamiento se encontré6 en todas las mues-
tras congeladas lentamente, correspondientes a distintos tiempos
de almacenamiento.

En cuanto a las pastas de harina de trigo, el indice de com-
portamiento de flujo de las pastas congeladas lentamente resultéd
significativamente distinto al de la pasta sin congelar, en cam-
bio el test no arrojé diferencias significativas entre los n co-
rrespondientes a las pastas congeladas ultra-rédpido y répido y el
de la pasta sin congelar. Con respecto al indice de consistencia,
vale lo dicho en el caso de las pastas de almidén, encontréndose
diferencias significativas para la congelacién lenta.

El efecto del agregado de goma x&ntica fue notable en evitar
el deterioro producido por la congelacién, inclusive utilizando
bajas velocidades, no encontréndose diferencias significativas
entre los indices correspondientes a distintas condiciones de
congelacién.

100



4.4.4. Comportamiento viscoelastico de los geles de almidbén

En la Fig 4.11 se muestran, a modo de ejemplo, las curvas
obtenidas (T en funcién del tiempo, a una D = 32 s—1)) para pas-
tas de almidén congeladas a 216, 0,8 y 0,3 cm/h. Se observa 1la
eimilitud con la curva de la Fig. 4.2, debido al doble efecto,
viscoeléstico y de ruptura estructural.

En la literatura se han utilizado modelos de diferente com-
rlejidad para cuantificar la dependencia del tiempo en el compor-
tamiento viscoeldstico de alimentos. Carbonell y col. han resumi-
do los més importantes (1990):

1) Modelo de Weltmann:

Ui- Uz
In(tz/t1)

donde B es el coeficiente de ruptura tixotrépica. Ui y Uz repre-
sentan las viscoslidades pléasticas a ti y tz, respectivamente.
Una modificacién de la ecuacién propuesta por Weltmann es:

T2 = T1 - VT 1n (t2/t1) (4.4)
donde la constante T1i es el esfuerzo de corte después de un corto
periodo de corte, pudiendo determinarse a un gradiente de veloci-
dad de 1 s8—-1; \)T es la velocidad de ruptura tixotrépica.
2) Modelo de Hahn, Ree y Eyring:

log (T - Te) =P -8¢t (4.5)

donde Te e8 el esfuerzo de equilibrio, T - Te es la calda de es-

fuerzo de corte que sigue idna relaci6tn de primer orden con el
tiempo y p ¥y a son constantes para el sistema.
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Fig. 4.11. Curvas de esfuerzo de corte en funcién del tiempo a un gradiente de
velocidad constante (D=32 s8-1) para pastas de almidon de maiz 10 X p/p,
congeladas a distintas velocidades:

-=-216cm/h; -—---0,8ca/h; — 0,3 ca/h.
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3) Modelo de Cheng y Evans:

Describe el fen6meno combinado tixotropia-antitixotropia ob-
servado en algunos materiasles, cuando al estudiar el comporta-
miento de flujo a velocidades crecientes, el valor de disminuye
para cada velocidad mientras qQque, durante la medida a velocidades
decrecientes, en cada paso de velocidad se observa un aumento del
valor de T con el tiempo. Utilizan para la descripcién de este
comportamiento reolégico dos ecuaciones generales, la ecuacibén de

estado:
T :«?()t,D)D (4.6)

donde A es un parametro que refleja el estado de alteracién es-
tructural en que se encuentra el producto. La otra ecuacién uti-
lizada es la de velocidad de ruptura estructural:

dA
— = 8o (», D) (4.7)
dt

indica que 1la velocidad a la cual cambia la estructura, g, es
también funcidén tanto del gradiente de velocidad (D) como del
par&metro estructural.

4) Modelo de Tiu y Boger:
T =A(To + m Dn) (4.8)

donde To es el esfuerzo de corte a t=0, A es un parémetro estruc-
tural dependiente del tiempo y m y n son los parametros de la ley
de 1la potencia. En este modelo se asume que la variacién con el
tiempo del parametro estructural A obedece a una cinética de
segundo orden:

dA
— = Ki (A= 2Aq)2 (4.9)
dt
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donde la contante Ki depende del gradiente de velocidad y debe
determinarse experimentalmente.

5) Modelo de Figonli y Shoemaker:
T - Te = (To - Te) ©Xp (-t/A) (4.10)

donde Te e8 el esfuerzo de equilibrio, To es8 el esfuerzo a t=o
4 Aes el tiempo de relajacidn.

8) Modelo de Bird-Leider:
T=mDr [1+(bD¢t - 1) exp(-t / ¢ n)l (4.11)

donde m, n son loes parémetros de la ley de la potencla (ec 4.1);
b y ¢ son pardmetros ajustables, sliendo c¢ el parédmetro estructu-
ral dependiente del tiempo. A tiempos 1largos, 1la ecuacién de
Bird-Leider converge a 1la ecuacibétn constitutiva de Ostwald-De
Waele (ec. 4.1).

A pesar de que entre los diversos modelos empleados para
describir el comportamiento viscoeléastico, el de Bird y Leider
(1974) ha resultado eficaz en la descripcién del comportamiento
de diversos sistemas alimenticios (mayonesa, manteca, margarina,
puré de manzana, aderezos), 8on relativamente escasos los traba-
jos que han empleado este modelo (Kokini y Dickie, 1981; Dickie
y Kokini, 1982).

En este trabajo se ha seleccionado el modelo de Bird-Leider
para ajustar los datos experimentales. Empleando en la ec. (4.11)
los valores de n y m previamente calculados en la seccién 4.4.3
s8e regresionaron los datos experimentales de T vs. t obtenidos
de la curva correspondiente a la Fig. 4.11 Se utilizé para ello
el programa SYSTAT para regresiones no lineales obteniéndose loe
pardmetros b y ¢ que se muestran en la Tabla 4.4, Junto con los
coeficientes de correlacién no lineal obtenidos mediante el men-
cionado programa.
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Tabla 4.4. Efecto de la velocidad de congelacién sobre los paré-—
metros b y ¢ del modelo de Bird-Leider estimados para
pastas de almidéon comin de maiz.

Velocidad de congelacién b (x 103) c r(Xx)
(em/h) (adimensional) (8)

216,0 7,401 11,699 0,999

0,8 10,193 17,284 0,997

0,3 12,235 17,645 0,996

(*) coeficiente de correlacién no lineal

El ajuste a las curvas experimentales, como se desprende de
los coeficlientes de correlacién obtenidos fue muy bueno.

Se observa Qque el parédmetro b, vinculado con el esfuerzo de
corte méximo (correspondiente al pico que aparece a bajos gra-
dientes de velocidad), crece a medida que la velocidad de conge-
laciébn se hace mas lenta mientras que c, relacionado con la rela-
Jacién presenta la misma tendencia. Ambos parémetros se vinculan
con loes efectos viscoeldstico y tixotrépico Qque aparecen en las
curvas.

4.5. Consideraciones finales

En sintesis, el andlisis de los datos obtenidos durante la
congelacién y el almacenamiento congelado revelan que el deterio-
ro producido en la textura de pastas de almidén o harina debido a
la congelacién en si es mucho més importante que el que se produ-
ce durante el almacenamiento. Salvo en el caso de las pastas con-
geladas répido (0,8 cm/h) y almacenadas a -5°C, en que se vio fa-
vorecido el desarrollo de una estructura esponjosa y por lo tanto
de un pico de ruptura a bajos D, ni el tiempo ni la temperatura
de almacenamiento resultaron tener una incidencia significativa
en el dafio estructural en comparacién ocon el efecto de la veloci-
dad de congelaciétn. Esta influye notablemente en el comportamien-
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to reolégico de las pastas, apareciendo, cuando las condiciones
de congelacién son inadecuadas, picos pronunciados que revelan
la existencia de una estructura viscoelastica formada durante la
congelacién y destruida por aplicacién del esfuerzo durante los
ensayos reolégicos. En este sentido, el uso de altas velocidades
(congelacién por inmersién en liguido oriogénico) permitié mini-
mizar notablemente los cambios estructurales (bédsicamente el de-
sarrollo de esponjoeidad) observados a velocidades de congelacién
més bajas y mantener asl la calidad de textura original de la
pasta aun durante el almacenamiento congelado.

S1 bien, desde el punto de vista del deterioro, traducido en
cambios en los indices de consistencia y de comportamiento de
flujo y en la viecosidad aparente, no se observaron diferencias
significativas entre harina y almidén de maiz, s8in embargo, si
resultd importante la mejora obtenida mediante el agregado de
hidrocoloide. La incorporacion de goma xédntica en la formulacién
permitié obtener sistemas estables desde el punto de vista reolé-
gico, independientemente de la velocidad de congelacién utiliza-
da.

Se desprende de este estudio que para una comprensién méas
acabada de 1los cambios en el comportamiento reolégico de pastas
de almidén gelatinizado sometidas a un proceso de congelacién-
descongelacién no basta con el anélisis de los tradicionales in-
dices de la ley de la potencia, (n) y (m) -ley cuya aplicacién en
estos casos es valida s6lo a gradientes altos de velocidad- s8ino
que resulta indispensable el estudio cuali y cuantitativo de la
zona donde se manifiesta la estructura viscoelastica del sistema.

Las transformaciones estructurales que explican la aparicién
del comportamiento viscoeléstico y tixotré6pico pueden relacionar-
se, al igual que en el caso de la sinéresis -objeto del capitulo
anterior- con los fendémenos de formacién y recristalizacién de
hielo y retrogradacién del almidén gque ser&n tratados en 1los
siguientes capitulos.
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CAPITULO 5

CRISTALIZACION ¥ RECRISTALIZACION
DEIL HIEIO



5.1. Introduccibén

Si bien el almidén es utilizado cominmente en la formulacién
de alimentos precocidos congelados, la informacién existente des-
de el punto de vista microscédpico sobre los cambios que ocurren
durante la congelacién y el almacenamiento es limitada (Meryman,
1966; Berghofer y Klaushofer, 1976; Holmes y Soeldner, 1981;
Przybyl y col., 1983). El deterioro ya descripto en los capitulos
anteriores (sinéresis, formacién de matriz esponjosa) ha sido
atribuido por numerosos autores a la retrogradacién (Hanson vy
col., 1951; Osman y Cummisford, 1959; Brunnek y Koptelova, 1970;
Chan y Toledo, 1976) mientras que otros trabajos ponen el énfasis
en la formacidédn y posterior recristalizacién del hielo (Przybyl y
col., 1983). Como ya fue definido en la introduccién, se denomina
recristalizacibén al crecimiento de los cristales de hielo de ma-
yor +tamafio a expensas de los mds pequefios, 1lo que conduce a la
reduccién del nimero total de cristales y al incremento del dia-
metro medio cristalino (Sy y Fennema, 1973; Bevilacqua y Zaritz-
ky, 1982; Harper y Shoemaker, 1983; Martino y Zaritzky, 1987,
1988, 1989).

Cuando se miden tamafios cristalinos del hielo en matrices
congeladas, resulta dificil preservar la estructura y mantener la
localizacién y tamafio de los cristales. Este tipo de estudios
puede encararse de dos maneras:

a. observacién microscépica directa de la muestra congelada
con ayuda de una platina refrigerada;

b. observacién indirecta de los huecos dejados por los cris-
tales de hielo en el sistema (técnicas de sustitucién a bajas
temperaturas)

En la técnica de observacién directa, la muestra debe cor-
tarse y observarse a baja temperatura por lo que se requiere de
un equipamiento adecuado qQque permita un estricto control térmico.

En este sentido, en la técnica de sustituci6tn, si bien la
etapa de disoluciétn y fijaci6én se realiza a temperaturas inferio-
res a 0°C, las restantes etapas se llevan a cabo a temperatura
ambiente resultando asi mucho més versatil. Esta metodologia se
basa en la disolucién de los cristales de hielo de 1la muestra
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congelada mediante una solucién que incluye una sustancia fijado-
ra de la estructura que se quiere preservar. En este caso no se
observan los cristales de hielo en forma directa sino los huecos
dejados por ellos tras su disolucién.

Diferentes autores (Varriano-Marston, 1877; Chabot y col.,
1978, 1979; Chabot, 1981; Christianson y col., 1982) han recomen-
dado las técnicas de grabado por congelacibdn ("freeze-etching”) o
liofilizaciébn (“freeze-drying”) para la preparacién de muestras
para la observacidédn microscépica. No obstante, estas técnicas
adolecen de serias desventajas a temperaturas por debajo de 0<C.

La técnica de liofilizacién requiere, generalmente, que los
especimenes sean enfriados hasta -45 6 -60°C; en tanto que en el
caso de la sustitucién a baja temperatura, se utilizan temperatu-
ras similares o ain més bajas.

Las técnicas de grabado en frio requieren temperaturas de
-100°C o aun inferiores (Hunt, 1984). El enfriamiento a tempera-
turas més bajas produce la formacién adicional de hielo, por lo
que la informacién obtenida por estos métodos est4d 1limitada por
las modificaciones en cantidad y distribucién de los cristales
que las técnicas en si introducen.

La fijacién 1isotérmica a temperaturas inferiores a 0°oC es
una técnica de equilibrio introducida por MacKenzie y col. (1975)
Que preserva la estructura y mantiene la relacién conformacional
de la fase hielo en equilibrio termodin&mico con el especimen
congelado. Esta condicién se alcanza con una solucién fijadora
con punto de fusién igual al de la temperatura de fijacién (es
decir, la temperatura a la que se encuentra la muestra) y el man-
tenimiento de estas condiciones durante el periodo de fijacién.
Estas formulaciones interactGan con los componentes del especimen
confiriendo rigidez a la matriz y asegurando la preservacién del
patrén cristalino original (MacKenzie y col., 1975; Hunt, 1984;
Lampila y col., 1985; Martino y Zaritzky, 1986).

No existen reglas acerca de cull es el mejor fijador para
suspensiones de almidén gelatinizado (Kalab, 1983).

Generalmente, es necesario probar varios fijadores y elegir
aguel que permite lograr una mejor calidad total de fijacién
(Bechtel, 1990). En bibliografia puede encontrarse un amplio
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rango de agentes fijadores, concentraciones y sistemas buffer
(Varriano-Marston, 1977; Angold, 1979; Chabot y col. 1979; Falk,
1980; Bechtel, 1990). Sin embargo, la mayoria de los trabajos
sobre pastas de almidén, masas y productos horneados informan
sobre el uso de aldehidos talea como glutaraldehido o formal-
dehido como fijadores. Bechtel (1990) enfatizé que para la
localizacién ecitoquimica de carbohidratos, la fijacién con
formaldehido parece ser la mejor elecciédn.

El formol ha sido citado como fijador de glucégeno en teji-
dos de origen animal aunque est& aun en discusién 81 su acciédn
fijadora es a nivel del polisacarido en si o si en realidad, fi-
Ja la matriz proteica que rodea al gluc6égeno (Everson Pearse,
1960). Asimismo, el formol ha resultado adecuado como fijador pa-
ra cliertos materiales botédnicos de paredes celulares gruesas, de
dificil preservacién con otros fijadores (Pease, 1960).

El objetivo de este capitulo fue analizar el efecto de 1la
velocidad de congelacién y temperatura de almacenamiento en el
tamaflo y distribucién de los cristales de hielo formados en pas-
tas gelatinizadas de almidén de maiz y de harina de trigo con y
sin agregado de hidrocoloide. Para realizar tales mediciones a
partir de micrografias se utiliz6é6 la técnica de sustitucién iso-
térmica a bajas temperaturas que incluye como etapa importante la
fijacién.

La optimizacién de esta técnica incluye la prueba y selec-
cién de distintas soluciones fijadoras. Teniendo en cuenta que el
aspecto més discutido de este tipo de metodologia es la contrac-
cién de la matriz durante la deshidratacién quimica, la seleccién
de un fijador que minimice el problema resulta, por lo tanto, muy
importante (Hood y col., 1974; Lee, 1984).

Asimismo se analizé la velocidad de difusién del fijador en
el sistema a las bajas temperaturas de almacenamiento (-5, -10,
=15 y -202C) y se utilizaron modelos matemAticos para predecir
los tiempos minimos de fijacién a cada temperatura.
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Preparacién de las muestras

Las pastas de almidén de maiz y de harina de trigo, con y
s8in hidrocoloide, fueron preparadas segin lo descripto en el Ca-
pitulo 2. Las pastas asi obtenidas fueron distribuidas en peque-
fios moldes cilindricoes de aluminio de 0,8 cm de diémetro y 0,5 cm
de altura, 1los cuales se envolvieron totalmente en pelicula
plastica (Parafilm) con el fin de evitar deshidrataciones duran-
te el almacenamiento congelado. Las muestras fueron congeladas
hasta una temperatura final de -20°C, en cémara de -20° y de
-80°C logré&ndose respectivamente, velocidades de congelacién de 2
cm/h (tc=4,5 min) y de 15 cm/h (tc=1,0 min), es decir, répida y
ultra-rapida. A los fines de comparar cualitativamente el grado
de deterioro producido en la estructura de la pasta bajo diferen-
tes veloclidades de congelacién se efectuaron congelaciones a 0,1
cm/h (tc=156 min) y por inmersién en liquido criogénico (Nz) (>
100 em/h).

Para el estudio de 1la cinética de recristalizacién, las
muestras recién congeladas fueron trasladadas a cémaras de alma-
cenamiento a -5, -10 y -20oC (1+0,5°C) donde permanecieron por
un periodo méximo de 90 dias. A diferentee tiempos de almacena-
miento (0, 8, 15, 30, 60 y 90 dias), muestras por duplicado ele-
gidas al azar, fueron procesadas de acuerdo con el método de fi-
Jacién que se describe a continuacién.

5.2.2. Observacidédn microscépica: técnica de sustitucidn isotérmi-
ca a temperaturas bajo cero

La técnica empleada se basé en la utilizada por Martino y
Zaritzky (19868), adecuéndola a las caracteristicas del sistema
bajo estudio.

Las muestras congeladas, almacenadas en cémaras de -5, -10 y
-20°C, fueron inmersas en la soluclién fijadora previamente en-
friada hasta cada temperatura, 1llevAndose a c¢abo wuna fijacién
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isotérmica.

Una vez que las muestras fueron fijadas, los pasos siguien-
tes fueron llevados a cabo a temperatura ambiente. La deshidrata-
cién fue efectuada con una serie de soluciones etanélicas de con-
centracién creciente (desde 70 hasta 100 ¥ v/v de alcohol absolp-
to). Las muestras de pastas de almidén o harina fueron clarifica-
das a continuacién en benceno (solvente afin con el medio de in-
clusién) y embebidas en parafina de uso histolégico (Paraplast
PLus, Monoject Scientific, USA, PF=56-58°C). Estos pasos se efec-
tuaron en forma automatica mediante un equipo Histokinette tipo E
7326 (British American Optical Co. Ltd.) basado en un mecanismo
que permite rotar un porta-muestras y sumergirlo en las distintas
soluciones de acuerdo a un programa de intervalos de tiempo de-
terminado.

Las dimensiones de las muestras cilindricas fueron medidas
después de la deshidrataciétn, clarificacién y parafinizacién con
el fin de determinar las modificaciones de tamafio introducidas
por la técnica. Los factores de contracciédn (FC) fueron evaluados
como la relacién entre el diédmetro de la muestra después del pro-
ceso completo de fijacién respecto al valor inicial.

Para poder efectuar los cortes se realizé la inclusién defi-
nitiva de las muestras en bloques de parafina. Para ello fueron
trasladadas después del procesado en el equipo automético a mol-
des de papel de 2,0 x 1,5 x 1,5 cm, 1llenos de parafina liquida.
Una vez solidificados los bloques y montados sobre tacos de made-
ra se efectuaron los cortes mediante un Micrétomo Rotatorio mode-
lo 820 American Optical. El montaje fue tal que permiti6 el corte
transversal a la direccibébn en la cual se produjo el crecimiento
de los cristales de hielo en la pasta. El espesor de los cortes
fue de 10 um.

Una vez adheridos al portaobjetos con albimina de Mayer (al-
bamina de huevo en glicerina al 60 ¥ v/v) los preparados fueron
desparafinizados con xileno, hidratados mediante una serie de so-
luciones etanblicas de concentraciétn decreciente (de 100 a 70 X%
v/v) y finalmente tefiidos con wuna solucién acuosa de Iz (1 ¥
p/v). Para su montaje definitivo se procedié6 a una nueva deshi-
dratacidén mediante pasajes sucesivos por soluciones de concentra-
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cién de etanol creciente hasta llegar a alcohol absoluto, 2 6 3
pasajes por xileno, interponiéndose finalmente entre el cubreob-
Jeto y el especimen un medio de indice de refraccién adecuado
(Balsamo de Canadha).

Las micrografias de los cortes asi preparados fueron reali-
zadas con un microscopio Leitz Ortholux II con cémara Leitz
Vario Orthomat (Leitz, Alemania). De cada duplicado correspon-
diente a una dada condicién de congelacién y almacenamiento se
tomé un numero de micrografias tal que permitiera la medicién de

por lo menos 150 cristales.

5.2.2.1. Seleccidn del fijador

Con el fin de seleccionar un fijador efectivo, fueron proba-
das diferentes formulaciones (Tabla 5.1).

La eleccién del fijador se realizdé en base a la calidad del
corte obtenido, rigidez de la muestra, coheeidén del material des-
pués del corte (resistencia a la desintegracibén), resistencia del
material al proceso de tefildo y mantenimiento de las dimensiones
relativas.

El etanol y el ClNa fueron utilizadoe como co-solutos con el
objeto de bajar el punto de congelacién de la solucibébn. El prime-
ro es un agente de deshidratacién muy utilizado debido a su efec-
tividad y baja toxicidad.

El glutaraldehido fue probado debido a que es uno de los fi-
Jadores mds cominmente usados (MacKenzie y col. 1975, Hunt, 1984;
Lee, 1984; Lampila y col., 1985). Las sales de fosfato fueron a-
gregadas a una de las formulaciones con el fin de adecuar el pH
al de la muestra (pH=b5).

Las muestras tratadas con las diferentes formulaciones fue-
ron sometidas a los siguientes pasos de la técnica seghn se des-
cribid® en la seccibétn anterior, utilizé&ndose dos temperaturas de
fijacibn, -5 y -20<C.
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Tabla 5.1. Formulacién de las

soluciones fijadoras

Componentes Concentracién Referencia
(¥ p/P )
Carnoy (Cloroformo, é&cido Feder y
acético glacial, etanol 30, 10, 60 Sidman
absoluto) (1958)
Woodroof
(1939)
5, 10, 70, 15 Van Hulle

Acido acético, formalde-
hido al 40%¥, etanol abso-

y col(1965)

luto, agua Presente
5, 10, 38, 47 trabajo

Etanol absoluto, formalde- 45, 10, 45 Presente

hido al 40%, agua trabajo

Etanol absoluto, formalde- Lynch y

hido al 40X, agua 45, 10, 45 col.(1965)

fosfato dibésico de sodio 0,35*

fosfato monobésico de sodio 0,65*

Glutaraldehido al 25%, etanol Presente

absoluto 8, 92 trabajo

(%) Concentraciones expresadas en ¥ p/v

5.2.2.2. Difusidédn del fijador y determinaci6dn de tiempos de fija-

cién

Una vez efectuada la eleccién del fijador mads adecuado, en

base a los resultados obtenidos, se determiné el tiempo de fija-

cién requerido por ese fijador a cada una de las temperaturas de
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almacenamiento (-5, -10 y -20<C).

Los experimentos para establecer las velocidades de fijacién
fueron llevados a cabo mediante simulacién de traneferencia de
masa unidireccional en medio semi-infinito. Las pastas de almi-
dén fueron colocadas en recipientes cilindricos de 3,5 cm de dia-
metro y 8 cm de altura, ocupandose con loes geles el 50 ¥ del vo-
lumen disponible y congeléndose posteriormente hasta una tempera-
tura final de -20eC. Las pastas fueron transferidas posteriormen-
te a camaras de almacenamiento a -5, -10, -15 y -20oC. La solu-
cién fijadora fue pre-enfriada a esa temperatura y colocada en el
espacio libre de la parte superior de los recipientes cilindri-
cos. A diferentes tiempos, se midié el avance del frente fijador
con calibre. A cada tiempo, se calculd el coeficiente de difusién
en la zona donde el hielo es reemplazado por la solucliébn fijado-
ra, mediante ecuaciones validas para medio semi-infinito, con co-
eficiente de difusibén discontinuo.

.La concentracién de 1la 8solucién fijadora en el frente de
avance se obtuvo a partir de la determinacién experimental de la
curva de congelacidon de la solucidn.

Mediante los coeficientes de difusién obtenidos, 8se estima-
ron los tiempos de fijaciébn necesarios para las pequefias muestras
utilizadas en las observaciones microscépicas. El anhlisis invo-
lucré la aplicaciédn de modelos matematicos basados en transferen-
cia de masa unidireccional y los coeficientes de difusién previa-

mente determinados.

5.2.2.3. Mediciones de recristalizacién

Los experimentos de recristalizacidén fueron llevados a cabo
con muestras cilindricas de pastas de almiddén y de harina, con ¥
sin hidrocoloide preparadas segin lo descripto en 5.2.1. A partir
de las micrografias obtenidas se determinaron los diémetros equi-
valentes de los cristales de hielo en forma indirecta, es decir,
midiendo los huecos dejados por ellos en el sistema. Se midié un
minimo de 150 cristales para cada velocidad de congelacién,
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tiempo y temperatura de almacenamiento, utilizé&ndose un analiza-
dor de imégenes Morphomat 30 (Zeiss, Alemania) para determinar
los dismetros equivalentes y a partir de ellos, 1las distribucio-
nes cristalinas. Se probé el ajuste de dos tipos de distribucio-
nes, normal y log-normal, calculandose las frecuencias y paréme-
tros estadisticos (diametro equivalente medio, varianza, desvia-
cién standard) mediante planillas de cdlculo del programa Lotus
123. Se obtuvieron asi los histogramas de frecuencias relativas
en funcién del diametro cristalino para cada tiempo y temperatura

de almacenamiento.

5.3. Resultados y discusiébn

5.3.1. Seleccién del fijador

De acuerdo a los criterios mencionados en 5.2.2. se realizé
la seleccidn del fijador méas adecuado.

Se observé wuna marcada contraccién de las muestras fijadas
con soluciones con alta concentracién de etanol absoluto como el
Carnoy. Esto es atribuible a la diferencia de presién osmética
entre la muestra y la 8solucién fijadora. Similares resultados
fueron obtenidos por Cohen (1984) y Lee (1984).

Utilizando ClNa para disminuir el punto de congelacién de la
solucibédn hasta -20°C se obtuvieron resultados poco satisfactorios
debido a que las altas concentraciones necesarias (23,3 ¥ p/p)
producian una gran diferencia de fuerza ib6nica entre la solucién
y la pasta de almidén, observandose también en este caso una mar-
cada contraccién.

El co-soluto finalmente elegido fue el etanol, formulédndose
las soluciones fijadoras con 1la minima concentracién de este
alcohol compatible con la depresién del punto de congelacién
deseada. De este modo, la inclusién de agua en las soluciones
evité una contraccién dréstica de las muestras durante la fija-
cién aunque limité la variedad de formulaciones posibles debido
a problemas de miscibilidad.

Como se mencioné previamente, 1la calidad de los cortes eva-
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luada & travées de la observacién microscéplica de pastas conge-
ladas fijadas con diferentes soluciones fue uno de los parémetros
utilizados para determinar la bondad del método de fijacién. Los
cortes obtenidos a partir de muestras fijadas con glutaraldehido
mostraron ruptura en la red de almidén y desintegracién. Por otro
lado, 1la fijaciébn ineficiente se evidencibé6 en este caso en ia
dificil manipulacién de las muestras para obtener los cortes.

La solucién fijadora conteniendo las sales de fosfato produ-
Jo en ciertos casos opalescencia cuando la temperatura decrecia
por lo que esta formulaciédn fue finalmente descartada. Problemas
similares a estos fueron informados por Hunt (1984) con respecto
a los precipitados de fosfato.

La contraccién relativa de las muestras después de cada es-
tadio de la fijacién isotérmica se muestra en la Fig. 5.1 (a, b,
c y d) para las dos soluciones con las que se obtuvieron los me-
Jores resultados. La soluciédn de etanol absoluto, formaldehido
al 40 X y agua (45, 10, 45 X v/v) fue la finalmente seleccionada
ya que produjo la menor contraccién de la matriz.

La accién fijadora del formol puede relacionarse con su ca-
pacidad para reaccionar con los grupos OH del polisacérido, for-
mando wuniones de tipo acetélico y hemiacetélico. Esta reactivi-
dad caracteristica del grupo funcional aldehido con diversos gru-
pos funcionales (amino, imino, amido, carboxilo, oxhidrilo, sul-
fhidrilo, anillos arométicos, entre otros) es esquematizada por
Everson Pearse (1960) segin:

RH + CH20 ==== R.CH=(0H)
R.CHz(OH) + HR® ==== R-CHz-R" + Hz0

Las uniones asi formadas son facilmente hidrolizables salvo
en los casos en gque RH es un grupo SH o aromdtico y tiene lugar
la formacidn de un puente metilénico. No obstante, clertas condi-
cliones del medio (pH, formacibén de puentes de hidrébégeno estabili-
zantes, deshidratacidn favorecida por la presencia de etanol)
pueden explicar la efectividad del formol como fijador para pas-
tas de almidén, al actuar como factores de estabilizacidédn de las
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Fig. 5.1. Contraccién relativa de las muestras después de cada estadio del mé-
todo de fijacién isotérmica a -5°C. ()= diémetro de la muestra medida después
de cada estadio. (Zji = diémetro de la muestra antes de la fijacién. [/7:acido
acético glacial, formaldehido (40 X), etanol absoluto, agua (5, 10, 70, 15 X
v/v); I_:l:etanol absoluto, formaldehido (40 X), agua (45, 10, 45 X v/v). (a)
4 dies de fijacién; (b) 7 dias de fijacioén; (c) después de deshidratacién y
clarificacién; (d) después de inclusién en parafina. Las barras indican los
errores standard.
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uniones acetédlicas que se puedan formar.
El factor de contraccién medio para este sistema fijador a
las diferentes temperaturas probadas fue de 0,81 + 0,06 (P=0,05).
Otras consideraciones acerca de errores sistemdticos intro-
ducidos por la contraccién de las muestras durante el procesa-
miento pueden hallarse en la secciébn 6.3.4.3.1.

6.3.2. Difusiébn del fijador

La velocidad de difusién del fijador a temperaturas por de-
bajuo de VU°C fue determinada en un sistema con tLranstferencla de

masa unidireccional en un medio semi-infinito, donde la penetra-
cién del frente de avance X(t) era muy pequefla respecto a las me-
didas de la muestra de almidén en la direccién de transferencia
de masa (x). En el sistema elegido la concentracién del fijador
en la superficie x = 0 permanecia constante (c = ce). El coefi-
clente de difusibén cambia en forma discontinua con un valor cons-
tante finito en la zona donde el hielo es disuelto por la solu-
cién fijadora (0 € x < X(t)) hasta llegar a O en la zona congela-
da (x > X(t)) donde el fijador no penetra. De acuerdo a la ley de
Fick, la ecuaciétn de difusién en la regién O < x < X(t) es:

Sc 82¢
L)) (5.1)
5t S5x=2

donde ¢ es la concentracién de fijador al tiempo t y posicién x
con las siguientes condiciones iniclales y de limite:

t=0 e¢=0 A x
t >0 ¢ = ce x=0 (5.2)
C = Cx x = X(t)

donde cx es la concentracién del fijador en el frente de avance.
La solucién de la ecuacién (5.1) y la posicién del frente de
avance X(t) fueron dadas por Crank (1957).
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X ="D»b tir2 (5.3)

donde b es la pendiente de la recta obtenida representando X en
funcidén de t1i72, Ademés:

Ce b b2 b
g = -1 =/ exp —— erf ———— (5'4)
- 2Pz T O Zpia

» Crank (1957) provee una solucibétn gréfica a la funcidédn g en térmi-
nos de b/2 P1/2, de donde puede obtenerse el coeficiente de di-
fusién alimentando los deméds parémetros.

Se supuso que el frente del fijador tenia una concentracién
de equilibrio correspondiente al punto de congelacién. Esta con-
centracidédn cx fue determinada a partir de la curva de puntos de
congelacién experimentales de 1la solucién fijadora (Fig. 5.2)
graficada como temperatura de congelacién en funcién de ¢° (con-
centracién de la soluciétn fijadora). Asimiemo se supuso un coefi-
ciente de particidén constante (s) en la pasta de almidén (c = s

c’), luego:

= — (5.5)

donde c¢“x es la concentracidn de la solucidn cuyo punto de conge-
lacién coincide con la temperatura de la cdmara de almacenamien-
to, c’e e8 la concentracién de la solucién fijadora en contacto
con la pasta de almidén.

Las posiciones de avance del frente X(t) fueron medidas en
funcién del ¢tiempo a diferentes temperaturas (-5, -10, -15 y
-202oC). Los grédficos de X vs. t1i72 a dichas temperaturas resulta-
ron lineas rectas segin la ec. (5.3) (Fig. 5.3); los valores de b
fueron obtenidos experimentalmente a partir de las pendientes de
la regresién lineal de los datos.

Loes valores experimentales de b y de ce/cx fueron alimenta-
dos a la soluciébn gri ica de la ec. (5.4) para obtener los coefi-
cientes de difusién a diferentes temperaturas (Tabla 5.2).

119



r r.1. LT

Punto de congelacidn (°C)
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Fig. 5.2. Puntos de congelacién de la solucién de la solucién fijadora: etanol
absoluto, formaldehido (40 X), agua (45, 10, 45 X v/v)
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Fig. 5.3. Efecto de la temperatura sobre la posicién del frente de fijacién
como funcién de (tiempo) 1/2 en pasta de almidon de maiz (10 % p/p)
considerada como medio semiinfinito (o) -5°C; (O) -10°C; (A) -20°C
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La energia de activacién para la difusién fue estimada de
acuerdo a la ley de Arrhenius, obteniéndose un valor de Ea =
95,44 + 1,15 KJ/mol.

Tabla 5.2. Efecto de la temperatura sobre el coeficiente de difu-
8ion del fijador elegido en pastas de almidon de maiz

T(=C) D x 1019(m2 s-1)
-5 1,21 + 0,20
-10 0,60 £ 0,06
-15 0,21 + 0,05
-20 0,11 £ 0,06

5.3.3. Tiempo de fijacién de las muestras

Los valores de velocidad de avance del frente, 1los coefi-
cientes de difusién calculados y la distribucién de concentra-
ciones del fijador fueron utilizados para predecir los tiempos de
fijacién de pequeilas muestras en base a modelos matemdticos sim-
plificados.

Los tiempos de fijacidén a cada temperatura fueron estimados
en dos pasos:

1) El1 tiempo (ti) necesario para que el frente llegue al centro
de la muestra; el perfil de concentraciones en ese momento abarca
desde ce en el borde hasta cx en el centro.

2) El tiempo (tz) necesario para aumentar la concentracién en el
centro de la muestra a un valor c¢c = 0,8 ce. Experimentos previos,
utilizando la solucién fijadora en distintas concentraciones vy
los criterios de calidad de corte ya mencionados, mostraron que
esta concentracidn resultaba suficiente para la fijacién de 1la
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matriz.

Con el fin de poder utilizar como modelos mateméaticos solu-
ciones analiticas a la ecuacién de difusién en estado no estacio-
nario, 8e supuso transferencia de masa unidireccional en ambos
pasos. Esta suposicién condujo a valores sobreestimados de tiempo
de fijacién ya que los sistemas reales presentan transferencia de
masa bi o tridireccional; sin embargo esta prediccién sencilla,
al ser por exceso, permite asegurar una penetraciédn suficiente de
la solucibén para lograr la fijacién.

Para el primer paso, el tiempo (ti) se obtuvo a partir de la
ec.(5.3) usando los datos experimentales de b; se consider6 para
los célculos una muestra de 4 mm de espesor.

Para la segunda etapa se tuvo en cuenta que, una vez que el
frente de avance alcanza el centro de la placa finita, el coefi-
clente de difusién es constante en todo el rango de concentracio-
nes (Crank, 1957). En este caso puede usarse la bien conocida so-
lucién matematica para la difusién en placa plana con un coefi-
clente de difusibén constante pero con una dada distribucién ini-
clal de concentraciones. Con el fin de simplificar el modelo ma-
tematico, 8e considerd que la concentracién inicial era uniforme
e igual a cx, valor de concentracién correspondiente al centro de
la placa y punto minimo del perfil. Esta suposicién condujo
nuevamente a una sobreestimacién del tiempo de fijacién, pero
permitié el uso de soluciones matemadticas analiticas. Los valores
de cx/ce para cada temperatura se muestran en la Tabla 5.3. La
solucién de Carslaw y Jaeger (1978) y las cartas de Heisler para
placa plana (Holman, 1976) fueron utilizadas para estimar el
tiempo (tz) necesario a efectos de aumentar la concentracién del
fijador en el centro de la muestra (x = 0) desde c=cx hasta ¢=0,8
Ce, Begun la ecuacién:

(5.8)

=1 - —
4 12

C -Cx 4 & (-1)» -P(2n+1)2 w2 ¢
exp
Ce-Cx T an 2n+1

Los coeficientea de difusién, previamente determinados a ca-
da temperatura, fueron utilizados en este paso para calcular el
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tiempo (t) siendo 1 el seml espesor de la muestra (2 mm).
Los valores obtenidos para el tiempo de fijacidén total (Ta-
bla 5.3) muestran el importante efecto de la temperatura de fija-

cién.

Tabla 5.3. Efecto de la temperatura en el tiempo de fijacién de
muestras de 4 mm de espesor

T(eC) Cx/Ce Tiempo de Tiempo de Tiempo total
fijacién fijaciébn de fijacién
ta (h) tz (h) (h)
-5 0,29 3,2 5,1 8,3
-10 0,44 7,8 7,9 15,7
-15 0,61 47,2 18,8 66,0
-20 0,70 100,0 22,0 122,0
cx = concentracion del fijador en el frente de avance;
ce = concentracién del fijador en el borde de la muestra.

Como cabe esperar, a temperaturas més altas, donde se ve fa-
vorecida la difusién de las sustancias fijadoras, el tiempo total
requerido para la fijacién de la matriz de almidén es mucho menor
(aproximadamente 15 veces) que el necesario a mads bajas tempera-
turas. La consecuencia practica de estos resultados es el empleo
de mayores tiempos de inmersién en la solucién fijadora en el ca-
80 de las muestras almacenadas a -20°C (no menos de 5 dias).
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6.3.4. Influencia de las condiciones de congelaciétn y almacena-
miento en la distribucién de tamafios cristalinos en pas-
tas de almid6n de maiz y de harina de trigo sin y con
agregado de estabilizante

5.3.4.1. Efecto de la velocidad de congelacién

A partir de las mediciones de loe diémetros equivalentes de
los cristales de hielo se construyb6 en cada caso el histograma
correspondiente de frecuencias relativas en funcién de diametro
(De).

Para el cédlculo del diédmetro cristalino medio y su error se
aplicaron en una primera etapa las férmulas correspondientes a
distribuciédn normal y distribuciédn logaritmica comprob&ndose el
ajuste de ambas mediante el test X2 (chi cuadrado). Al encontrar
que no habia demasiadas diferencias en cuanto a la bondad del
ajuste, para el total de 128 histogramas obtenidos se opté por la
distribucién normal ya que ofrecia mayor sencillez para el célcu-
lo de la media, varianza y desviacién standard.

En las Figs. 5.4 y 5.5 se pueden observar las micrografias
de pastas de almidén de maiz y harina de trigo, respectivamente,
8in agregado de goma xéntica, correspondientes a muestras conge-
ladas a distintas velocidades sin almacenamiento posterior. Las
zonas claras corresponden a los huecos dejados por los cristales
de hielo. Comparando las micrografias (a) y (d) de cada serie,
correspondientes a las velocidades mas alta (> 100 cm/h) y més
baja (0,1 cm/h) respectivamente, se puede apreciar el mayor tama-
filo de 1los cristales de hielo formados por congelacién lenta que
produce mayor deterioro de la matriz de almidén gelatinizado. Por
el contrario, una congelaciédn ultra-répida por inmersiémn en Nz
liquido al conducir a la formacién de cristales mucho més peque-
fios, conserva en mayor medida la estructura uniforme original. El
agregado de estabilizante, segiin se desprende de las micrografias
(Figs. 5.6 y 5.7) no tuvo un efecto notorio sobre el tamafio cris-
talino inicial, ya que en el caso mas critico (congelacién lenta)
la estructura presentaba un deterioro similar al de la pasta sin
agregado de goma xéntica.
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Fig. 5.4. Efecto de la velocidad de congelacién sobre el tamafio de cristales
de hielo en pestas de almidon de malz sain agregado de goma xAntica.
Velocidades de congelaciétn: (a) > 100 cm/h; (b) 15 ca/h; (c) 2 em/h; (d) 0,1
ca/h. —— =100 m
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Fig. 5.5. Efecto de la velocidad de congelacién sobre el tamafio de cristales
de hielo en pastas de harina de trigo sin agregado de goma xAntica.
Velocidades de congelacion: (a) > 100 cm/h; (b) 15 em/h; (c) 2 ca/h; (d) 0,1
ca/h. —— = 100 im
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Fig. 5.6. Efecto de la velocidad de congelacién sobre el tamafio de cristales
de hielo en pastas de almidéin de maiz con agregado de goma xAntica.
Velocidades de congelacion: (a) > 100 cm/h; (b) 0,1 cm/h. —— = 100 mm
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Fig. b5.7. Efecto de la velocidad de congelacién sobre el tamafio de cristales
de hielo en pastas de harina de +trigo con agregado de goma xAntica.
Velocidades de congelacion. (a) > 100 ecm/h; (b) 0,1 cm/h. +—— =100 um
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Para analizar el efecto de la velocidad de congelacién, in-
teresaba en particular el estudio de las distribuciones cristali-
nas en muestras recién congeladas. En la Fig. 5.8 se han repre-
sentado los histogramas de frecuencia cristalina (¥) en funcién
del diametro equivalente (um) para muestras congeladas a distin-
tas velocidades sin posterior almacenamiento congelado. Las dis-
tribuciones (a) y (b) corresponden respectivamente a las muestras
de las micrografias (c¢) y (b) de la Fig. 5.4, es decir a pastas
de almidén comin sin agregado de goma xéntica. Las distribuciones
(e) v (f) son las correspondientes a las pastas de harina de tri-
g0 cuyas micrografias se muestran en la Fig. 5.5 ¢ y b. Se
observa que todas las distribuciones correspondientes a conge-
laciones rapidas (15 cm/h) abarcan un rango mas estrecho de
didmetros -cristalinos. En "la Tabla 5.4 se muestran los valores
obtenidos de dié&metro equivalente medio inicial (Do) para las dos
velocidades de congelacién analizadas en los distintos sistemas
en estudio. Pudo confirmarse que cuanto mayor era la velocidad
de congelacién, menores eran los diédmetros medios de las
distribuciones obtenidas.

De la observacién de las distribuciones se desprende que una
congelacién més ré&pida da lugar a distribuciones mas estrechas
(menor desviacién standard o) correspondiendo ademds, la distri-
bucién a didmetros cristalinos menores (menor De). Aun no habien-
do diferencias de méds de 5 um en las medias como es el caso de
las Fig. 5.5 ¢ y d, vemos que la forma de las distribuciones (re-
lacionable con o) son muy distintas. Por ello, es importante
considerar ambos valores, el de la media y el de o como paréme-
tros de comparaclidén. Posteriormente se ver& que el andlisis de la
desviacién standard de la distribucién inicial es de gran impor-
tancia respecto a la recristalizacidén del hielo que ocurre du-
rante el almacenamiento.

Las mediciones confirmaron que el agregado de estabilizante
no afecta significativamente el tamafio cristalino inicial, ya que
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Fig. 5.8. Histogramas de frecuencia relativa (X) en funcién del diémetro
equivalente (De) de cristales de hielo en pastas de almidén de maiz sin
agregado de goma xfintica congeladas a 2 ca/h (a) ¥y 16 cm/h (b); con agregado
de goma xAntica congeladas a 2 cm/h (¢) ¥y 15 cm/h (d) y para pastas de harina
ein agregado do goma xAntica congeladas a 2 ca/h (e) y 15 ca/h (f) y con
agregado de goma xintica congeladas a 2 cm/h (g) y 15 cm/h (h)

Frecuencia relativa (%)
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Tabla 5.4. Diémetros eqqivalentee medios de muestras congeladas
s8in almacenamiento posterior

Do (um)

Vo = 2 em/h Va = 15 cm/h
almidén de maiz 37,34 £ 2,50 30,89 + 1,81
almidén de maiz
con goma x&ntica 34,49 + 1,68 29,69 + 0,84
harina de trigo 39,07 + 1,33 33,76 + 1,09
harina de trigo
con goma x&ntica 39,93 + 1,00 33,91 + 0,70

Limites de confianza de los di&metros cristalinoes estimados para
una probabilidad del 95 %

a pesar de haber una diferencia significativa entre los diémetros
medios cristalinos de pastas de almidén de maiz sin y con hidro-
coloide congeladas a menor velocidad (37,34 um y 34,49 um respec-
tivamente) en los otros casos las diferencias estan dentro del
error. Con respecto a la proteina de la harina, ésta no parece
ejercer un efecto apreciable durante la congelacién en si ya que
las diferencias de diadmetro medio cristalino entre pastas de ha-
rina y de almidén de maiz (39,07 um y 37,34 um respectivamente)
no difieren significativamente segiin ensayo t-student para dife-
rencia de medias (P=0,05).

5.3.4.2. Recristalizacién de hielo en pastas de almidon de maiz y
de -harina de trigo. Efecto de la temperatura de almace-
namiento y del agregado de estabilizante

En la Fig. 5.9 s8e presentan las micrografias obtenidas para
muestras de almidén de maiz comin sin agregado de goma xa&ntica vy
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en la Fig. 5.10, los histogramas de frecuencia cristalina en fun-
cién del De correspondlentes a las micrografias de la Fig. 5.9,
para una velocidad de congelacién de 2 em/h. Tanto en las micro-
grafias como en los histogramas se observa que hay un crecimiento
notable del tamafio cristalino cuando la temperatura de almacena-
miento es de -5°C. El didmetro medio de una muestra almacenada a
esta temperatura durante 8 dias resulté de 40,51 um mientras que
tras 60 dias de almacenamiento llegé a 66,96 um. Esto se refleja
en la distribucién donde se observa un achatamiento del histogra-
ma en funcién del tiempo de almacenamiento debido al incremento
de las frecuencias de los cristales de mayor diédmetro y la consi-
guiente disminucidén de las correspondientes a 1los cristales de
menor tamafio, efecto caracteristico del proceso de recristali-
zacién. -

Por otro lado, el almacenamiento a temperaturas mAs bajas
(-10 y -20°C) mantiene la distribucibén cristalina dentro de wun
rango més estrecho y no produce un corrimiento del De a valores
tan altos como en el caso del almacenamiento a -5°C, aun a tiem-
pos largos de almacenamiento (Fig. 5.10 d y f).

Las Fig. b5.11 y 5.12 muestran respectivamente las microgra-
fias y los histogramas correspondientes a pastas de almidén con-
deladas a 15 cm/h, s8in agregado de estabilizante. Se observa que
las diferencias entre la muestra congelada y almacenada a -5°C
durante 15 dias y la que tiene 60 dias de almacenamiento no son
muy notorias, reflej&ndose este hecho en las distribuciones cris-
talinas. En particular, las muestras almacenadas a -20°C presen-
tan un distribucién de diémetros cristalinos muy similar a la
inicial (Fig. 5.12 d y £).

Las siguientes micrografias e histogramas corresponden a
pastas de harina de trigo congeladas a 2cm/h (Fig. 5.13 y 5.14
respectivamente) y a 15 cm/h (Fig. 5.15 y 5.16), almacenadas,
como en el caso anterior a tres distintas temperaturas. Vemos que
similarmente a lo antes descripto para pastas de almidén, el cre-
cimiento cristalino es importante a -5°C pero no se observan cam-
bios sustanciales cuando el almacenamiento es a -10 6 -20°C res-
pecto a la muestra sin almacenamiento.
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Fig. 5.10. Histogramas de frecuencia relativa (¥) en funcién de diametro
equivalente (De) de cristales de hielo de pastas de almidén de maiz sin
agregado de goma xintica congeladas a 2 cm/h correspondientes a distintos
tiempos y temperaturas de almacenamiento. (a) 8 dlas a -5°C; (b) 60 dias a
-5°C; (c) 8 dias a -10°C; (d) 60 dias a -10°C; (e) 8 dias a -20°C; (f) 60 dias
a -20°C.
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Fig. 5.12. Histogramas de frecuencia relativa (¥) en fumcién de diémetro
equivalente (De) de cristales de hielo de pastas de almidon de maiz sin
agregado de goma xAntica congeladas a 15 cm/h correspondientes a distintos
tiempos y temperaturas de almacensmiento. (a) 15 dias a -5°C; (b) 60 dias a
-5°C; (c) 15 dias a -10°C; (d) 60 dias a -10°C; (e) 15 dias a -20°C; (£f) 60
dias a -20°C
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Fig. 5.13. Micrografias de pastas de bharina de trigo sin agregado de goma
xAntica congeladas a 2 cm/h correspondientes a distintos tiempos ¥y
temperaturas de almacenamiento. (a) 15 dias a -5°C; (b) 60 dias a -5°C; (c) 15
dias a -10°C; (d) 60 dias a -10°C; (e) 15 dias a -20°C; (f) 60 dias a -20°C
— = 100 m
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Fig. 5.14. Histogramas de frecuencia relativa (X) en funci6n de diémetro
equivalente (De) de cristales de hielo de pastas de harina de trigo sin
agregado de goma xAntica congeladas a 2 cm/h correspondientes a distintos
tiempos y temperaturas de almacenamiento. (a) 15 dias a -5°C; (b) 60 dias a
-5°C; (c) 15 dias a -10°C; (d) 60 dias a -10°C; (e) 15 dias a -20°C; (f) 60
dias a -20°C
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Fig. 5.15. Micrografias de pastas de harina de trigo sin agregado de goma
xédntica congeladas a 15 cm/h correspondientes a distintos tiempos y
temperaturas de almacenamiento. (a) 15 dias a -5°C; (b) 60 dias a -5°C; (c) 15

dias a -10°C; (d) 60 dias a -10°C; (e) 15 dias a -20°C; (f) 60 dias a -20°C
—t = 100 T
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Fig. 5.16. Histogramas de frecuencia relativa (X¥) en funcién de diémetro
equivalente (De) de cristales de hielo de pastas de harina de trigo sin
agregado de goma xAntica congeladas a 15 ca/h correspondientes a distintos
tiempos y temperaturas de almacenamiento. (a) 15 dias a -5°C; (b) 60 dias a
-5°C; (c¢) 15 dias a -10°C; (d) 60 dias a -10°C; (e) 15 dias a -20°C; (f) 60
dias a -20°C
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El agregado de goma xadntica no produjo una variacién apre-
clable en el aspecto de las micrografias y la obtencién de las
distribuciones de frecuencias de diadmetro equivalente no diferian
significativamente de las obtenidas para pastas sin agregado de
estabilizante. En la Fig. 5.17 se muestran a modo de ejemplo, mi-
crografias correspondientes a pastas de almidén de maiz con esta-
bilizante congeladas a 15 cm/h y almacenadas 60 dias a -5°C y a
-20°C.En las siguientes Figuras (5.18, 5.19, 5.20 y b5.21) ee
representaron los histogramas correspondientes a pastas de almi-
dén de maiz y de harina de trigo con hidrocoloide congeladas a
2cm/h y 15 cm/h y almacenadas a -5 y -20°C. De la comparacién con
los histogramas correspondientes a pastas de almidén comin y de
harina de trigo sin estabilizante (Fig. 5.10, 5.12, 5.14 y 5.18)
se aprecia 1la ausencia de un efecto inhibitorio del crecimiento
cristalino por parte del hidrocoloide usado, goma x&ntica.

En todos los casos se alcanzb6 un diametro equivalente medio
méximo o 1limite a largos tiempos de almacenamiento (Dl) corres-
pondiente a una distribucién cristalina estable. El diametro 1i-
mite resulté dependiente de la temperatura de almacenamiento y de
la velocidad de congelacién.

El hecho de que el didmetro limite dependa de la velocidad
de congelacién puede relacionarse con las caracteristicas de 1la
distribucidén cristalina inicial. Asi, si en las muestras recién
congeladas la distribucién de diametros cristalinos <tiene un
cierto Do y o,durante la recristalizacién la distribucién cris-
talina se desplazaré& hacia mayores valores alcanzando un diéame-
tro limite D1 tal que

D1 - Do = no (5.6)

donde n (factor de desplazamiento) depender& de la temperatura de
almacenamiento.

En la Tabla 5.6 se muestran los valores de Do y D1 obtenidos
en cada caso ¥y los valores del factor de desplazamiento n para
cada temperatura y velocidad de congelacién.
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Fig. 5.17. Micrografias de pastas de almidén de maiz con agregado de goma
xéntica congeladas a 15 ca/h y almacenadas 60 dias a (a) -5°C,(b) -20°C
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Fig. 5.18. Histogramas de frecuencia relativa (%) en funcién de dismetro
equivalente (De) de cristales de hielo en pasta de almidén de maiz con
agregado de goma xAntica correspondientes a muestras congeladas a 2 cm/h ¥
almacenadas a -5°C durante 8 dias (a) y 60 dias (b) y a -20°C durante 8 dias
(c) y 60 dias (b)
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Fig. 5.19. Histogrsmas de frecuencia relativa (%) en funcién de diémetro
equivalente (De) de cristales de hielo en pasta de almidon de maiz con
agregado de goma xAntica correspondientes a muestras congeladas a 15 ca/h y
almacenadas a -5°C durante 8 dias (a) y 60 dias (b) y a -20°C durante 8 dias
(c) ¥y 60 dias (b)
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Fig. 5.20. Histogramas de frecuencia relativa (X) en funcién de diémetro
equivalente (De) de cristales de hielo en pasta de harina de trigo con
agregado de goma xAntica correspondientes a muestras congeladas a 2 ca/h y
almacenadas a -5°C durante 8 dias (a) y 60 dias (b) y a -20°C durante 8 dias
(c) y 60 dias (b)
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Fig. 5.21. Histogramas de frecuencia relativa (%) en funcién de diametro
equivalente (De) de cristales de hielo en pasta de harina de trigo con
agregado de goma xAntica correspondientes a muestras congeladas a 15 cm/h y
almacenadas a -5°C durante 8 dias (a) y 60 dias (b) y a -20°C durante 8 dias
(c) y 60 dias (b)
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Tabla 5.6. Factores de desplazamiento de distribucién cristalina

para distintas velocidades de congelaciédn y temperatu-—
ras de almacenamiento

V Do Temperatura de almacenamiento
(cm/h) -5eC -10eC -20eC
Dl n D1 n Dl n

almidén sin

2 37,34 66,35 1,99 51,10 0,94 45,67 0,57
(14,58)*

goma xéntica 15 30,89 47,29 1,31 41,60 0,86 36,43 0,44

(12,52)

almidén con

2 34,49 60,57 2,11 41,99 0,61 38,15 0,30
(12,36)

goma xéntica 15 29,69 44,75 1,72 34,78 0,58 33,71 0,46

(8,75)

harina sin

2 39,07 57,78 1,63 46,06 0,61 43,17 0,36
(11,48)

goma x&ntica 15 33,76 52,84 2,15 40,94 0,81 39,59 0,68

(8,86)

harina con

2 39,93 62,22 3,16 47,68 0,77 43,45 0,35
(7,06)

goma xéntica 15 33,90 45,69 1,66 38,54 0,58 36,53 0,33

(7,12)

Do,

Dl en um.

(%) desviacién standard
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El corrimiento de la distribucién en el caso del almacena-
miento a -5°C corresponde a un valor promedio de n.= 1,96 (%
0,28), a -10°Cden = 0,72 (£ 0,07) y a -20oC, de n = 0,44 (%
0,07) (promedios calculados con una probabilidad del 90 %¥). Es
decir, se ha observado gque la media se traslada con un factor n
que depende fundamentalmente de la temperatura de almacenamiento
y es prhActicamente independiente de la distribucién inicial. Esto
permitiria inferir, dada una distribucién inicial dependiente de
la velocidad de congelacidn el D1 a distintas temperaturas de al-
macenamiento.

El hecho de que la temperatura de almacenamiento afecte los
valores de D1 fue ya descripta por Beck (1954) en sistemas meta-
licos. Cuando los sistemas contienen otra fase dispersa (como en
oate cano, el almidén), Tno partfoulns dinperonas nctiinn como in-
clusiones que reducen la energia limite del cristal. Esto produce
una fuerza que retarda el crecimiento cristalino. La fuerza im-
pulsora para el crecimiento se vuelve mas pequefia hasta que cesa.
Cuando aumenta la temperatura, aumenta la relacidédn entre tamafio
de cristal de hielo a tamafio de particula incluida, permitiendo
alcanzar diémetros limite mayores.

5.3.4.3. Modelado de la cinética de recristalizacién

En aquellos sistemas donde existe un diémetro limite o méxi-
mo para la recristalizacidén, la fuerza impulsora de este fenémeno
es la diferencia de curvatura (inversa del diédmetro) de los cris-
tales a un tiempo dado de almacenamiento (1/De) respecto de 1la
curvatura limite, es decir, la inversa del mayor diédmetro alcan-
zado en el almacenamiento o didmetro limite (1/Dl). Cuanto ma-
yor sea esta diferencia mayor ser& la velocidad de recristaliza-
cién. Segiin lo antedicho, 1la cinética del fenémeno puede expre-
sarse segun (Bolling y Winegard, 1958):

1
— (5.7)
De D1

d

O
(]
]
=
—
[y
|

d

ct
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donde k es la constante cinética del proceso, y De el diametro
equivalente medio cristalino a un tiempo dado.

Cuando 1/Dl1 8e hace despreciable (Feltham, 1957), 1la ec.
(56.7) queda reducida a:

d De k
(5.8)

d t De

Esta situacién se presenta cuando no hay impedimentos esté-
ricoe para el crecimiento del grano cristalino (en este caso el
diametro limite tiende a wun valor infinito) como en las solucio-
nes (Martino y Zaritzky, 1987) y al comienzo de la recristaliza-
cién cuando 1/De es mucho mayor que 1/D1 (Bevilacqua y Zaritzky,
1982). La integracioén de la ec.(5.7) conduce a la siguiente ex-

presidn:

D1 - Do (Do - De) kt
In —— 4 —0 = — (5.9)
D1 - De D1 D1z

donde Do es el diémetro inicial.

A partir de los datos experimentales obtenidos (Do, D1 y De
para cada tiempo y temperatura de almacenamiento) se calculdé k
para cada velocidad de congelacién utilizando el programa SYSTAT
para regresiones no lineales. Los resultados obtenldos se mues-
tran en la Tabla 5.7.
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Tabla 5.7. Constantes cinéticas para la recristalizacién del

hielo
T ki k2
(oC) (um2 d-21) (um=2 d-1)
-5 232,66 (37,32)* 201,62 (10,45)
almidén sin -10 93,90 (3,26) 100,30 (9,68)
goma xantica
-20 56,93 (4,62) 38,15 (3,24)
-5 227,71 (70,17) 190,62 (86,57)
almidén con
goma xédntica =10 96,81 (18,21) 68,50 (18,30)
-20 55,94 (24,51) 30,00 (16,66)
-5 218,468 (36,24) 176,18 (17,12)
harina sin =10 93,43 (32,45) 74,55 (8,44)
goma xéntica
=20 54,26 (13,19) 50,04 (15,97)
-5 219,54 (23,87) 156,31 (9,83)
harina con
goma xé&ntica -10 72,21 (13,34) 119,12 (17,00)
=20 40,50 (6,74) 38,37 (8,10)

ki= constante correspondiente a congelacién lenta
k2= constante correspondiente a congelacién rapida
(x)desviacién standard

Como se observa en la Tabla 5.7, las constantes cinéticas de
recristalizacién resultaron independientes de 1la velocidad, HQZ )
congelacién inicial de las muestras. Ademas se observéd §§3ijgtp.

X

: I
151 \: < |
XA

< sn




existian diferencias significativas en las constantes cinéticas
para una determinada temperatura entre los sistemas espesados con
almidén o harina, con o sin estabilizante.

En las Figuras 5.22 y 5.23 se muestran los puntos experimen-
tales y las curvas tebricas correspondientes al modelo propuesto
en la ec. 5.9 para los cuatro sistemas mencionados.

Con las constantes obtenidas se calcul6 la energia de acti-
vaciédn del fenbmeno de recristalizacidn para los distintos siste-
mas a partir de la ecuacién

In ¥ = 1In ko - Ea/RT (5.10)

donde k= factor preexponencial, R= constante de los gases ideales
(J/K mol), Ea= energia de activacién (J/mol), T= temperatura (K)

En la Fig. 5.24 se han representado los valores experimenta-
les de 1n k en funcién de la inversa de la temperatura y las
rectas de mejor ajuste para sistemas con y sin agregado de goma
xé&ntica.

Tabla 5.8. Energia de activacién del fenémeno de recristalizacién
de hielo en pastas con y sin hidrocoloide

Ea (KJ/mol) 1nko r
almidén sin 55,43 30,11 00,9546
goma xantica (13,69)* (4,02)
almidén con 57,90 31,13 00,9125
goma xéntica (12,98) (5,98)
harina sin 46,47 25,94 00,9187
goma xantica (10,02) (4,61)
harina con 56,65 30,55 00,9536
goma xéntica (9,02) (4,16)
(*) desviacién standard r: coeficliente de correlacién
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Fig. 5.22. Diémetro equivalente medio (De) de cristales de hielo en funciémn
del tiempo de almacenamiento correspondiente a pastas de almidéon de maiz sin
goma xAntica (a) y con goma xfntica (b). congeladas a 2 cm/h y almacenadas a
(@) -5°C; (A) -10°C y (D) -20°C y congeladas a 15 cm/h y almacenadas a (O)
-5°C; (x) -10°C y (m) -20°C
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Fig. 5.23. Diémetro equivalente medio (De) de cristales de hielo en funcién
del tiempo de almacenamiento correspondiente a pastas de harina de trigo sin
goma xAntica (a) y con goma xAntica (b). congeladas a 2 cm/h y almacenadas a
(@) -5°C; (A) -10°C y (0) -20°C y congeladas a 15 ca/h y almacenadas a (Q)
-5°C; (x) -10°C y (m) -20°C
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Fig. 5.24. Representacién de 1ln k en funci6n de la inversa de la temperatura
(T-1) donde k es la constante cinética de recristalizacién de hielo en (a)
pastas de almidén de maiz sin goma xAntica (——), congelada a 2 ca/h (0) y a
15 co/h (e) y con goma xAntica (~——-), congeladas a 2 ca/h (A) y a 15 ca/h
(A); (b) pastas de harina de trigo sin goma xAntica (——) congeladas a 2 cm/h
(o) ¥ a 15 ca/h (e) y con goma xAntica (--—-), congeladas a 2 cm/h(A)ya 15
ca/h (A)
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Se observa que la energia de activacién (Ea) asociada a la
recristalizacién de hielo no difiere significativamente entre los
distintos sistemas, a base de almidén de maiz o harina de trigo,
tengan o no goma xédntica en su formulacién. Antes de llegar a las
consideraciones finales se efectuard un breve andlisis de los
errores inherentes a la metodologia empleada, para determinar en
qué grado afectan a las constantes cinéticas (Taebla 5.7) y a 1los
valores de Ea obtenidos.

5.3.4.3.1. AnAlisis de los errores inherentes a la técnica emple-~
ada

Existen, bésicamente, dos fuentes de error asociadas con la
técnica de sustitucién a bajas temperaturas empleada para la ob-
servacién microscépica indirecta de los cristales de hielo:

1) la recristalizacién de hielo durante la fijacién

2) la contraccién de la muestra durante la fijacién y etapas
subsigulentes (deshidratacién e inclusién)

Con respecto a la primera, varios autores (Hunt, 1984; Mar-
tino y Zaritzky, 1986) sefialaron que puede afectar las mediciones
de los cristales. Con el fin de analizar este efecto, el cambio
en el didmetro equivalente cristalino producido por la recrista-
lizacién durante la fijacién fue evaluado mediante la ec. (5.9).
Asumiendo un valor tipico inicial de Do = 40 um, se estimaron los
valores de De correspondientes al tiempo de fijacién a las dife-
rentes temperaturas.

La Tabla 5.9 muestra que la recristalizacién del hielo du-
rante la fijacién tiene poca influencia sobre el tamafio final
cristalino, no siendo los errores relativos de las mediciones
mayores que 3,75 ¥. Pudo observarse gque a pesar de que a -20eC
el tiempo de fijacién era muy prolongado (5 dias) el porcentaje
de error sobre las mediciones resulté6 minimo.
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Tabla 5.9. Efecto de la recristalizacidtn durante la fijacién
sobre el diametro cristalino (De) calculado segin
ec.(5.9) para un diametro inicial de 40 um.

T(eC) Tiempo total de De(um) Error relativo
fijacién(dias) ((De-Do) /Do )x100
-5 0,3 41,5 3,75
-10 0,6 41,3 2,50
-20 5,0 40,8 2,00

La influencia de la segunda fuente de error, 1la contraccién
de la muestra, sobre la constantes cinéticas y la energia de ac-
tivacién fue analizada, asumiendo que, por similitud geométrica,
los factores de contracciétn (FC) deberian afectar directamente el
diametro de los huecos, es decir, los tamafioe cristalinos.

Consideremos que FC = De/De” = D1/D1°= Do/Do” con FC<1l, don-
de los valores sin prima correspondientes a los di&metros medidos
en la muestra contraida y De”, D1° y Do” los valores hipotéticos
en la muestra no contraida. Este efecto sobre 1las constantes
cinéticas fue analizado usando los valores prima en la ec.(5.9)
para obtener la siguiente ecuacién:

D1 - Do” (Do” - De”) kt
1n + = (5.11)
D1 - De- D1- FC2 Dl1°2

Como puede deducirse de la ec. (5.11), los factores de con-
tracecion sl bien afectan las constantes cinéticas (siendo su va-
lor real k'=k/FC2), no tienen influencia sobre la energia de ac-

tivacién del fenémeno de recristalizaciédn.
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5.4, Consideraciones finales

Como se observa a partir de los resultadoes expuestos en la
Tabla 5.8 y teniendo en cuenta que la Ea calculada no se ve afec-
tada por los errores inherentes a la técnica empleada se puede
afirmar que no se encontraron diferencias significativas entre
los valores de Ea correspondientes a la recristalizacién de hielo
en cada uno de los cuatro sistemas en estudio. El agregado de hi-
drocoloide no modificé la velocidad de recristalizacién y por 1lo
tanto, tampoco se vio modificada la Ea.

Si bien, ha sido tradicionalmente aceptado que los hidroco-
loides <tienen una accién limitante del crecimiento cristalino
(Shuman, 1960), este estudio indica que el agregado de hidroco-
loide en el nivel de concentracién ensayada no estaria actuando
por modificaciétn del diAmetro cristalino del hielo.

Similares resultados fueron reportados por Reid 1y col.
(1987) quienes no encontraron un rol particular de 1los hidroco-
loides por ellos estudiados ( carragenano, carboximetilcelulosa
al 0,5 X) sobre el crecimiento cristalino de sistemas modelo de
sacarosa al 30 %, almacenados a distintas temperaturas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo parecen
cuestionar, como los de los autores mencionados, la efectividad
de loe hidrocoloides en cuanto a inhibicién de la recristaliza-
cién de hielo, debiéndose buscar el fundamento de s8su accién
establilizante en otra clase de mecanismos tal como la retencién
de agua tras la descongelaciébn debido a su carécter hidrofilico.

En sintesis, de los factores bajo estudio, se encontrd6 que
la velocidad de congelacidén no sblo incidia en el diametro medio
cristalino de hielo inicial sino tambien en la dispersién de 1la
distribucién cristalina. Velocidades de congelacidén més altas
condujeron a distribuciones més estrechas de frecuencia cristali-
na. La temperatura de almacenamiento tuvo influencia, como era de
esperar, en la recristalizacién de hielo siendo ésta mayor cuanto
mas alta la temperatura de almacenamiento. Por otro lado, s8se en-
contré que el didmetro limite alcanzado (D1) era dependiente de
la temperatura de almacenamiento. Su valor pudo predecirse a par-
tir de parémetros de la distribucién cristalina inicial, a través

158



de un factor de desplazamiento.

Con respecto al tipo de espesante utilizado no se encontra-
ron diferencias significativas en la velocidad de recristaliza-
cién de hielo a distintas temperaturas entre sistemas a base de
almidén de maiz o de harina de trigo. Esto tltimo revelaria poco
o ningin efecto de la proteina a nivel de la formacién y recris-
talizacién de hielo.
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CAPITULO 6

ANALISIS DE LA
RETROGRADACION DEIL. ALMIDON

POR CAILORIMETRIA DIFERENCIAL
DE BARRIDO



8.1. Introduccién

La retrogradacién de geles de distintos tipos de almidén a
temperaturas superiores a 0°C ha sido ampliamente estudiada en
los Gltimos afios (Mc Iver y col., 1968; Colwell y col. 1969;
Longton y Le Grys, 1981; Miles y col., 1985; Nakazawa y col.,
1985; Jankowski y Rha, 1986; Zeleznak y Hoseney, 1986; Paton,
1987) utilizando diversas técnicas, entre ellas la calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Sin embargo, es relativamente esca-
sa la informacibébn concerniente al fenbmeno de retrogradaciétn a
temperaturas por debajo de 0oC. El deterioro de las pastas de al-
midén y de sistemas méds complejos (como por ejemplo salsas prepa-
radas en base a espesantes), al ser sometidos a procesos de con-
gelacidédn-descongelaciédn, es un fendbmeno descripto y ampliamente
citado en la literatura; sin embargo el grado de dicho deterioro
ha sido generalmente determinado a través de métodos de cuantifi-
cacién de exudado y textura (Hanson y col., 1951; Osman y
Cummisford, 1959; Brunnek y Koptelova, 1971; Przybyl y col.,
1983), viscosidad y viscoelasticidad (Suzukl y col., 1977;
Kikuchi e Izutsu, 1981). S6lo més recientemente se han utilizado
técnicas de calorimetria diferencial de barrido (White y col.,
1989).

Con respecto al fenémeno de retrogradacién a temperaturas
sobre 0°C en sistemas a base de distintos tipos de almidén, nati-
vos o modificados, en distintas concentraciones y condiciones de
almacenamiento, e8 considerable la informacién que ha sido obte-
nida utilizando DSC.

Longton y LeGrys (1981) estudiaron la retrogradacién de ge-
les de almidén de trigo almacenados entre 4° y 30°C y hallaron
que la retrogradacién (cristalinidad) se incrementaba con el
tiempo, més répidamente y hasta un valor mayor cuanto més baja
era la temperatura de almacenamiento, confirmando asi lo observa-
do por otros autores (Schoch, 1968). Asimismo, informaron que no
ocurria retrogradacién cuando el contenido de agua era mayor de
90 ¥ o menor al 20 X.

Nakazawa y col. (1985) realizaron experiencias de DSC en ge-
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les de almidén de papa almacenados a bajas temperaturas observan-
do que el rango en que aparecia el pico de retrogradacién en los
termogramas era més amplio a medida que se incrementaba la con-
centracién de almidén; encontraron asimismo Qque la energia reque-
rida para producir la ruptura de las uniones intermoleculares del
almidén retrogradado era de alrededor del 50 ¥ de la involucrada
en la gelatinizacién del grénulo original.

Zeleznak y Hoseney (1986) observaron que el contenido de
agua era un factor importante en la retrogradaciétn del almidén,
encontrando que los valores méximos de entalpia de retrogradacién
se obtenian para una concentracién de almidén del 50-60 X y que
el factor determinante era la cantidad de agua presente en 1la
etapa de envejecimiento y no en la de gelatinizacién previa. Uti-
lizando ademé&s amilopectina solubilizada llegaron a importantes
conclusiones respecto al rol de este polisacarido: la mayor endo-
terma observada mediante la técnica de DSC corresponde a la ami-
lopectina retrogradada y eso ocurre cuando ésta no se encuentra
en forma granular. El remanente de amilopectina en el gréanulo no
tendria, segin estos autores, influencia en la retrogradaciénm.

Estos resultados coinciden con lo informado por Miles y col.
(1985), quienes utilizando técnicas de medicién de viscoelastici-
dad, rayos-X y calorimetria llegaron a la conclusién de que la
retrogradacién era un proceso separable en dos etapas: una de
corto plazo irreversible que involucra a la amilosa y no es medi-
ble con DSC y otra a mas largo plazo, térmicamente reversible,
relacionada con la recristalizaciédn de la amilopectina y reponsa-
ble de la reversibilidad parcial en los cambios reolégicos (del
médulo de elasticidad) y cristalinidad; la cristalinidad residual
corresponderia a la amilosa.

Teniendo en cuenta la escasa informacién existente sobre el
fenémeno de retrogradacién durante la congelacién y el almacena-
miento congelado, el objetivo del presente capitulo fue la deter-
minacibén del grado de retrogradacién en suspensiones de almidén o
harina gelatinizados, congeladas a distintas velocidades y alma-
cenadas a distintas temperaturas utilizando como técnica la calo-
rimetria diferencial de barrido.
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6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Fundamento de la técnica de calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

Muchos cambios que se producen en los productos alimenticios
involucran la toma o cesién de calor (congelaciébn de agua, cam-
bios de fase en lipidos, desnaturalizacidén de proteinas, gelati-
nizacién de almidén). Estos cambios de entalpia pueden detectar-
se mediante la técnica conocida como calorimetria diferencial de
barrido (DSC).

Con esta metodologia, la muestra que se ensaya y una muestra
de referencia se someten a un calentamiento controlado; 1la dife-
rencia de flujo calbérico necesario para mantener la muestra y la
referencia a una misma temperatura se determina mediante termo-
sensores y 8se registra con un dispositivo adecuado. Si en 1la
muestra tiene lugar una transformacidén acompafiada de wun cambio
de entalpia, el &rea por debajo de la curva trazada por el regis-
trador sirve de medida para dicho cambio.

La muestra ¥ la referencia son colocadas en cépsulas de
aluminio selladas herméticamente (Fig. 6.la) y éstas ubicadas en
la celda (Fig. 6.1b). La capacidad de las cépsulas es de 10 a 20
ul, pudiendo soportar presiones de hasta 2-3 atmdosferas. Es nece-
sario que la muestra esté finamente dividida para un 6ptimo con-
tacto con 1la superficle de la chpsula; en el caso de trabajar
con muestras con alto contenido de agua este requerimiento se ve
facilitado.

LLa calibracién del instrumento se lleva a cabo generalmente
con sustancias de alta pureza, de entalpia y punto de fusién per-
fectamente conocidos. El més utilizado es el indio ( AH fusiébn =
28,424 J/g; p.f. = 156,4°C).

La determinacién de la entalpia del proceso bajo estudio re-
quiere la medicién del Area de la endo o exoterma. Esto presenta
a veces dificultades ya que la linea de base puede no ser hori-
zontal debido a las diferenclas de calor especifico entre la
muestra y la referencia, asimismo el pico generalmente no es si-
métrico. Un procedimiento aceptado para la determinacién de la
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Fig. 6.1. (a) esquema de las cApsulas herméticas utilizadas, antes (1) y
después (2) del sellado. (b) diagrama de la celda utilizado en DSC. S: mues-
tra, R: referencia, F: fuente térmica (Lund, 1983)

163



linea de base del pico se ilustra en la Fig. 6.2. Loe puntos de
interseccién To y Tc representan las temperaturas inicial y final
de la transicién. La linea de base comienza en el punto de infle-
xi6n de la izquierda y termina en el sitio donde la pluma vuelve

a la linea de base por la derecha (Lund, 1983).

T

Y

Area

- FIIJO CALORICO ENDOTERMICO ——

—— THEMPERATURA O TIEMPO —&

Fig. 6.2. Determinacién de la linea de base, &rea, temperaturas inicial (To) y
final (Tc) en una endoterma tipica de calorimetria diferenclial de barrido
(Iand, 1983)

El Area medida se relaciona con el cambio entdlpico mediante
una serie de constantes y se refiere a la masa de muestra (gene-
ralmente peso seco). En nuestro caso se utilizé la siguiente

ecuacién:
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A (60 BE Ags)

AH (6.1)

donde A = &rea del pico (cm2)

m = masa de la muestra (mg)
E = coeficlente de calibracién de la celda (mW/mV)
B = velocidad de registro (min/cm)

Aas = sensibilidad en el eje Y (mV/cm)
60 = factor de conversidn de minutos a segundos
AH = entalpia de fusién (J/g)

En los ensayos del presente trabajo, el cambio entAlpico de-
terminado mediante la técnica descripta corresponde al pasaje de
amilopectina retrogradada (es decir, cristalizada) nuevamente a
soluciébn. Esta entalpia es, por lo tanto, de igual wvalor absoluto
y signo contrario a la involucrada en la retrogradacién. Las me-
diciones fueron realizadas con un equipo Du Pont (USA) Serie 99
(M6dulo base de la celda 910) con registrador XY Hewlett Packard
(USA). La velocidad de calentamiento fue de 10°C/min; el rango de
temperaturas de corrida, de 20 a 120°C, condiciones similares a
las utilizadas por Miles y co0l.(1985). La velocidad de registro
empleada fue de 1 min/cm y la sensibilidad, de 0,5 mV/cm. Como
referencia se empleé una doble cédpsula vacia. La calibracién se
realizé con indio, obteniéndose un coeficiente E= 0,204 (mW/mV).

6.2.2. Congelacion, almacenamiento y descongelacién de las mues-

tras

Las pastas utilizadas fueron preparadas en la forma descrip-
ta en el Capitulo 2. Alicuotas de 5 gramos de la misma fueron
envasadas en recipientes plésticos cilindricos, envueltas indivi-
dualmente en Parafilm y congeladas en distintas condiciones obte-
niéndose las sigulentes velocidades y tiempos caracteristicos:
0.3 cm/h (te=210 minutos); 1 em/h (tc=42 min); 2,3 cm/h (tc=20
min); 4,3 (tc=6 min) y 12 cm/h (tc=0,75 min). La primera veloci-
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dad (0,3 cm/h) corresponde a una congelacién lenta (céamara); las
tres siguientes (1, 2 y 4,3 cm/h) a congelaciones rdpidas (tanel
o0 placas) y la iltima es ultra-rapida.

Las congelaciones fueron seguidas con termocuplas como fue
descripto en el Capitulo 2, alcanzédndose una temperatura £final,
en todos los casos, de -20°C. Las muestras se estabilizaron a esa
temperatura durante 12 hs. y fueron trasladadas a cémaras de al-
macenamiento a -1, -5 =10 y -20°C (+0.5°C). A distintos tiem-
pos de almacenamiento se descongelaron en cuarto de temperatura
controlada a 20°C (£0.5°C) y alicuotas de aproximadamente 15 mg
de pasta fueron encapsuladas herméticamente utilizé&ndose para la
pesada una balanza Mettler AE163 (Suiza) con precisibédn de centé-
sima de mg. Posteriormente a cada corrida, el peso seco de las
muestras fue determinado mediante el secado de las céapsulas con-
venientemente perforadas a 120°C durante 24 hs. (Jankowski y Rha,
1986). Para ello se utilizé wuna unidad infrarroja de secado
Mettler LP16 (Suiza).

68.3. Resultados y discusion

6.3.1. Entalpias de gelatinizacién

En la Fig. 6.3 se muestran los termogramas correspondientes
a la gelatinizacién de una suspensién al 10 ¥ p/p de almidén de
maiz comin (a) y de harina de trigo (b), con y sin agregado de
goma xadntica. Los valores de entalpia de gelatinizacién encontra-
dos y el rango de temperatura en que la misma ocurre se muestran
en la Tabla 6.1.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son coinci-
dentes con los reportados por Eberstein y col. (1980), quienes
utilizando también la técnica de calorimetria diferencial de ba-
rrido informaron para pastas de almidén de maiz al 20 ¥ p/p un
valor de AH de gelatinizacién de 13,79 J/g y un rango de gelati-
nizacién de 65-77°C, en buena concordancia con los resultados ob-
tenidos por otros autores. Los resultados obtenidos por Eberstein
y col. corresponden, como los del presente trabajo, al rango de
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Fig. 6.3. Termogramas obtenidos por DSC correspondientes a la gelatinizacién
de pastas al 10 ¥ p/p de: (a) almidon de maiz sin goma xAntica y con
goma xAntica ----- y (b) harina de trigo sin goma xAntica —m— , y con
goma xAntica
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Tabla 6.1. Entalpias de gelatinizacién de pastas de almidén de
maiz y harina de trigo con y sin goma xantica

s8in goma xantica con goma xantica
AH(J/8) rango de AH(J/g) rango de
T (=C) T (=C)
almidén de 12,16 60-73 13,00 61-75
maiz (0,34) (2,04)
harina de 6,48 52-87 5,48 52-68
trigo (0,01) (0,45)

Los valores entre paréntesis corresponden a los errores standard.
Los ensayos fueron realizados por duplicado.
Limite de confianza en la temperatura= %1°C

concentraciones de pastas de almidén en donde la entalpia de ge-
latinizacién ese independiza del contenido de agua, tomando un va-
lor constante.

Wirakartakusumah (1981), investigando la influencia del con-
tenido de agua sobre el AH de gelatinizacién del almidén de
arroz, encontr6 que el valor de la misma se hacia méximo para una
relacibétn de almidébn/agua de 1,5/1 (60 X¥), permaneciendo constante
independientemente de la cantidad de agua agregada. Un comporta-
miento similar fue descripto para pastas de almidén de trigo por
Eliasson (1980).

Como se desprende de la Tabla 6.1, el efecto del agregado de
goma xAntica sobre la entalpia de gelatinizacién no es significa-
tivo, y como resulta evidente en la Fig. 6.3, tampoco afecta la
forma de los picos. Estos resultados coinciden con los de Ghiasi
¥y col. (1982), quienes utilizando pastas de almidén de trigo con
agregado de goma x&ntica informaron que ésta no afectaba signifi-
cativamente ni el valor de entalpia ni el rango de gelatiniza-
cibén cuando el sistema tenia una relacién alta agua/almidén. La
explicacién dada por los autores era que, a bajas concentraciones
de almidén, existe suficiente agua disponible para la gelatiniza-
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cién, no siendo ésta afectada por la retencién de agua que puedan
ejercer el hidrocoloide o la proteina. Esta situacién de sufi-
ciente disponibilidad de agua es la que explica también los pi-
cos unicos obtenidos (Fig. 6.3).

Cuando la relacién agua/almidén es baja, aparece un segundo
Pico a temperaturas més altas (Biliaderis y col., 1980;
Wirakartakusumah, 1981; Ghiasi y col., 1982; Burt y Russell,
1983). Segin la explicacién de Biliaderies y co0l.(1980), consis-
tente con las nuevas teorias (Slade y Levine, 1987, 1988, 1991),
cuando hay presente una gran cantidad de agua, la hidratacién ex-
tensiva de las regiones amorfas del grénulo facilitan 1la fusién
de los cristales de almidén dentro de un rango muy estrecho de
temperaturas, resultando de este modo la aparicién de un 1unico
pico de gelatinizaciédn. Cuando el almidén se halla mas concentra-
do, s6lo puede ocurrir una fusién parcial de acuerdo con el meca-
nismo citado (primera endoterma). La subsiguiente redistribucién
del agua alrededor de los cristales no fundidos ayudaria a la fu-
8i6n de los mismos tras el calentamiento a temperaturas més altas
(segunda endoterma). La fusién de los mencionados cristales, in-
volucraria wuna transicién de la forma helicoidal de la amilosa a
la del ovillo al azar, ayudada por la solvatacién, por lo que la
disponibilidad de agua jugaria un rol de gran importancia.

6.3.2. Efecto de la congelaciétn y del almacenamiento congelado
sobre la entalpia de retrogradacién y rango de temperatura
de transicién

6.3.2.1. Influencia de la velocidad de congelacién

En las Tablas 6.2 y 6.3 se muestran los valores de entalpia
de retrogradacién y rangos de temperatura de la transicién, res-
pectivamente, hallados para muestras congeladas a distintas velo-
cidades que no fueron sometidas a almacenamiento. Se describe
ademAs brevemente el aspecto presentado por los geles, clasifi-
céndolos en esponjosos, arenosos u homogéneos, de acuerdo a los
calificativos respecto a la textura habitualmente usados en lite-
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ratura (Dreher y col., 1983). El guidén indica que no se ha obser-
vado pico de retrogradacién.

No se observé la aparicién de pico de retrogradacién en
muestras de pastas de almidén de maiz recién congeladas cuando
la velocidad de congelacién utilizada era mayor o igual a 2,3
cm/h pero sl se observé a velocidades mds bajas, no encontréndose
diferencias significativas entre los resultados obtenidos al con-
gelar a 1,0 em/h 6 0,3 cm/h. Es importante destacar que la pre-
sencia de hidrocoloide no ha evitado la retrogradacién del almi-
dén ni ha afectado significativamente los valores de entalpia o
el rango de temperatura en el que ocurre la transicién.

En el caso de las pastas de harina con y sin hidrocoloide no
se observé en ningin caso la aparicién de pico de retrogradacién.

Otra conclusion que se ‘desprende de la Tabla 6.2 es que 1las
caracteristicas texturales de "esponjosidad” o "arenosidad"” no se
pueden relacionar directamente con el cambio entdalpico gque se
mide a través de la calorimetria diferencial de barrido.

El hecho de que no se observe pico de retrogradacién tras
una congelaciédn rapida o muy répida podria explicarse a la luz de
las reclentes teorias sobre la retrogradacién del almidédn (Slade
y Levine, 1987), quienes hacen hincapié en la existencia de dos
transiciones, a Tg y Tm. Como ya fue sefialado en el Capitulo 1,
la temperatura de transicién Tg es aquella en que se produce el
prasaje del estado vitreo al estado viscoso y Tm, la correspon-
diente a la de fusién. Entre las temperaturas correspondientes a
estas dos transiciones se puede tener una mezcla de cristales or-
denados y polimero amorfo. La localizacién de Tg resulta depen-
diente de la velocidad de enfriamiento, mientras que Tm no esté
sujeta a cambio. Cuanto mas répido es el enfriamiento, el valor
de Tg se localiza a mayores temperaturas, reduciéndose el rango
Tae-Tm. Asi, sl la velocidad de enfriamiento supera a la de cris-
talizacién puede no haber cambios observables a Tm, con forma-
clén de cristales, aun para un polimero cristalizable (Hiemenz,
1984). Teniendo en cuenta este criterio, en el caso de las pastas
de almidén gelatinizado, 8i la velocidad de congelacién es muy
rédpida, no se observa cristalizacién del almidén (retrogradacién)
durante la congelacién ya que la temperatura desciende réapidamen-
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te por debajo de Tg, habiéndose reducido el rango Tg-Tm donde
ocurre la nucleaciédn y propagacién cristalina.

Tabla 6.2. Efecto de la velocidad de congelacién en la entalpia
de retrogradacion y apariencia de pastas de almidon de
maiz comin y de harina de trigo, con y sin hidrocoloi-

de
Velocidad de congelacidén (cm/h)

12,0 4,3 2,3 1,0 0,3
almiddén - * - - 2,05 *=* 2,97
de maiz (0,35) (0,20)
s8in goma ligeramente ligeramente arenoso arenoso esponjoso
xantica arenoso arenoso
almidoén - - - 2,38 2,76
de maiz (0,26) (0,36)
con goma homogéneo homogéneo homogéneo homogéneo homogéneo
xéntica
harina - - - - -
de trigo
sin goma ligeramente ligeramente arenoso arenoso ligeramente
xé&ntica ‘arenoso arenoso esponjoso
harina - - - -~ -
de trigo

con goma homogéneo homogéneo homogéneo homogéneo homogéneo
xantica

¥ El1 guién indica que no se ha observado pico de retrogradacién
**Los valores de entalplia estédn expresados en J/g (base seca)
Los valores entre paréntesis corresponden a los errores standard.
Los ensayos fueron realizados por duplicado.
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Tabla 6.3. Rangos de temperatura correspondientes a las endoter-
mas de retrogradacion de pastas de almidén de maiz
comGn congeladas a 1,0 y 0,3 cm/h

Velocidad de congelacién (cm/h)

1,0 0,3
almidén de maiz 37 - 60* 36 - 55
8in goma xéntica
almidén de maiz 37 - 61 39 - 57

con goma xa&ntica

X¥Los valores de temperatura estén expresados en ©C, con un error
de t1°C para un 90 ¥ de confianza.

Para explicar la formacién de esta estructura tipo "espon-
ja", hay que tener en cuenta la discriminacién entre retrograda-
cién a corto plazo, relacionada con la cristalizacién de la ami-
losa y la gue ocurre a mls largo plazo, debida a la cristaliza-
cién de 1la amilopectina. Esta Gltima se relaciona con el cambio
en el médulo de elasticidad de los geles de almidén y con la apa-
ricién de un pico de retrogradacién en los termogramas (Miles y
col., 1985; Morris, 1990). La retrogradacién de la amilosa es
térmicamente irreversible y fue descripta por Morris (1990) como
la formacién de una red fibrilar gruesa. Desde este punto de vie-
ta, velocidades més bajas favorecerian la desolvatacién del gel y
la consiguiente formacién de zonas de mayor concentracién de ami-
losa, donde se veria favorecido el engrosamiento de la estruc-
tura fibrilar descripto por Morris y otros autores (Schulze,
1964; Kikuchl e Isutzu, 1981). Esta estructura fibrilar esponjosa
estaria relacionada con la cristalizacién de amilosa que por ser
térmicamente irreversible no aparece en los registros calorimé-
tricos.

De los resultados podemos concluir que la accién del hidro-
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cololde 8e produce a nivel de la red de amilosa, impidiendo el
engrosamiento fibrilar, es decir, 1la estructura tipo esponja,
probablemente debido a que por su carécter altamente hidrofilico
evita la desolvatacién durante la congelacién. Sin embargo, esto
no impide la cristalizacién de .la amilopectina y por ello apare-
cen, dentro del mismo rango de temperaturas, picos de drea compa-
rable a los obtenidos en el caso de las pastas sin hidrocoloide.

En el caso de las pastas de harina, la proteina ejerceria un
efecto protector a nivel de la red de amilosa, impidiendo la for-
macién de una estructura tipo “"esponja” tan firme como la que se
desarrolla en las pastas de almidén. El hecho de que no se haya
detectado pico de retrogradacién en la pasta de harina aun a ve-
locidades bajas podria obedecer a que, siendo el AH de retrogra-
dacién a un tiempo dado, una fraccién del AH total de gelatiniza-
cién, y en el caso de la harina, este valor es menor que en el de
almidén, las pastas congeladas no llegan a retrogradar en grado
detectable para la sensibilidad del equipo.

6.3.2.2. Efecto del almacenamiento congelado sobre la retrograda-
cién

En la Fig. 6.4 se muestran termogramas obtenidos para pastas
de almidén de maiz comiGn congeladas a 0,3 cm/h y almacenadas a
-12C, durante 7, 16 y 30 dias.

Las Fig. 6.5, 6.6 y 6.7a corresponden a termogramas obteni-
dos para pastas de almidén de maiz congeladas a 12,0; 1,0 y 0,3
cm/h y almacenadas a -5°C. Se observa en todos los casos, un in-
cremento del Area de los termogramas en funcién del tiempo de al-
macenamiento. Como fue sefialado previamente, dicha édrea se rela-
ciona a través de la ec. (6.1) con la entalpia involucrada en la
transicién, en este caso, la de retrogradacién. Se nota, asimis-
mo, que en todos los casos se llega a un Area méxima, es decir, a
una entalpia limite. Si se comparan los termogramas de la Fig.
6.7a con los correspondientes a la pasta congelada a la misma ve-
locidad y almacenada a -1oC (Fig. 6.4), se observa que el creci-
miento del &rea de los termogramas es mucho més rédpido en el

173



dQ

dt —\/\ 0 dias

7 dias

16 dias

IOSmV 30 dias

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 T(°C)

Fig. 6.4. Termogramas obtenidos por DSC correspondientes a pastas de almidén
de maiz congeladas a 0.3 cm/h y almacenadas durante distintos tiempos a -1°C
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23 dias

43 dias

NI

I 0.5mV

1 .
10 20 30 40 50 60 70 80 90 T(°C)

Fig. 6.5. Termogramas obtenidos por DSC correspondientes a pastas de almidémn
de maiz congeladas a 12 cm/h y almacenadas durante distintos tiempos a -5°C
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—_— 0 dias
dt
,\/\ 3 dfas
/\/\ 7 dias
/\/\/ 10 dfas
’\/\ 16 dias
I 0.5mV
21 dias
1 1 1 ] 1 1 1 ] 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 T(oC)

Fig. 6.6. Termogramas obtenidos por DSC correspondientes a pastas de almid6n
de maiz congeladas a 1,0 cm/h y almacenadas durante distintos tiempos a -5°C
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a b

/\/— 0 dias

\/\ v 3 dias

\/ ,\/\ ) fa

\/\ \/\ 10 dias

/\/\ \f\ 16 dias

I 0.5 mV\/\ \/\ 30 dfas
1 1 ] 1 1 | L 1 1 1 ] 1 1 1

10 20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70 T(°C)

Fig. 6.7. Termogramas obtenidos por DSC correspondientes a pastas de almidén
de maiz congeladas a 0.3 cm/h y almacenadas durante distintos tiempos a -5°C
(a) 8in goma xAntica; (b) con goma xAntica
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caso del almacenamiento a -1°C que durante el almacenamiento a
-6°C, lo que indica que la velocidad de retrogradacién es mayor a
~-1oC.

En la Fig. 8.7b se muestran los termogramas correspondientes
a pastas de almidébn comin con agregado de goma x&ntica congeladas
a 0,3 cm/h (lento) y almacenadae a -5°C durante distintos tiem-
pos. Comparando con la Fig. 6.7a se observa que précticamente no
hay diferencias en cuanto al Area obtenida a cada tiempo de alma-
cenamiento, lo que demuestra que la presencia del hidrocoloide no
evita ni retarda la retrogradacién.

En la siguiente figura se han representado, como ejemplo,
algunos de los termogramas obtenidos para pastas de harina de
trigo sin hidrocoloide (Fig. 6.8a) y con hidrocoloide (Fig.6.8b)
almacenadas a -5°C a distintos tiempos. Se observa que las areas
de los termogramas son menores, &a un mismo tiempo de almacena-
miento, que las correspondientes a pastas de almidén. Asimismo
la entalpia maxima resulta significativamente menor en el caso de
las pastas de harina.

A temperaturas més bajas (-10, -202C) no se observé la apa-
ricién de un pico de retrogradaclién durante el almacenamiento
congelado, en aquellos casos en gue no se habia detectado pico en
muestras recién congeladas (cuando la congelacién se efectud a
velocidades superiores a 1 cm/h para pastas de almidén de maiz y
a todas las velocidades de congelaciéon para pastas de harina de
trigo). En los caesos en que hubo retrogradaci6tn durante la conge-
lacién (en pastas de almidén de maiz cuando la velocidad de con-
gelacién fue de 1,0 6 0,3 cm/h), el valor de entalpia se mantuvo
constante durante el almacenamiento no siendo significativamente
distinto al inicial. Como ejemplo de lo expuesto, en la Tabla 6.4
se presentan los valores de entalpia obtenidos después de 70 dias
de almacenamiento a -10°C para pastas de almidén de maiz comin vy
harina de trigo, congeladas a 0,3 cm/h.
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— 0 dias

4 dias

)

>
795

11 dfas

21 dias

Ios mV 31 dias

1 1 [ 1 1 1 1 1 A 1 1

10 20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70 T(°C)

Fig. 6.8. Termogramans obtenidos por DSC correspondientes a pastas de harina de
trigo congeladas a 0.3 cm/h y almacenadas durante distintos tiempos a -5°C (a)

8in goma xAntica; (b) con goma xAntica
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Tabla 6.4. Entalpias de retrogradacién de pastas de almidén de
maiz y harina de trigo congeladas a 0,3 cm/h, después
de 70 dias de almacenamiento a -10eC

OAH (J/8) AH (J/8)

(0 dias) (70 dias)
almidén de maiz 2,97 2,82
s8in goma xédntica (0,20) (0,14)
almidén de maiz 2,75 2,84
con goma xé&ntica (0,36) (0,27)
harina de trigo - = -
8in goma xéntica
harina de trigo - -

con goma xé&ntica

(%) No fue detectado pico de retrogradacién
Los valores entre paréntesis corresponden a los errores standard.
Los ensayos fueron realizados por duplicado

Paralelamente al crecimiento del &rea bajo la curva de los
termogramas, correspondiente a la cristalizacién térmicamente re-
versible de la amilopectina, s8se observ6 que a las temperaturas
més altas de almacenamiento (-1 y -5°C) se desarrollaba una
textura esponjosa, Yya descripta en capitulos anteriores. Aun en
aquellos casos en que este tipo de estructura no se habia formado
durante la congelacidén, 8se observd que se 1lba desarrollando du-
rante el almacenamiento cuando las temperaturas utilizadas para
el mismo eran altas, no asi a -10 y -20<C.

Esta estructura, relacionada con el engrosamiento de la red
de amilosa (Morris, 1990) no se evidencié en las pastas de almi-
dén de maiz o de harina con agregado de estabilizante. El aspecto
¥y la textura de las pastas con hidrocoloide fue muy similar al de
las recién preparadas, es decir homogéneo y casi nada arenoso.
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Esto indicaria una accién de la goma xéntica a nivel de la amilo-
sa impidiendo la retrogradacién de la misma.

A la luz de lae nuevas hip6tesis formuladas por Slade vy
Levine (1987) basadas en la teoria de volumen libre de Williams-
Laudel-Ferry, el hecho de gque se haya encontrado un desarrollo de
la retrogradaci6n a temperaturas de almacenamiento superiores a
-5°C y no a -10 6 -202C es concordante con que por encima de -52C
se estd en la zona de estado viscoso para las mezclas almidén ge-
latinizado-agua, en particular el almidén gelatinizado con un
contenido de humedad superior o igual al 27%. Los autores definen
una temperatura de transicién vitrea Tg de -5°C para pastas de
almidén de trigo. Por encima de esta temperatura, hay suficiente
movilidad molecular como para que pueda producirse la cristaliza-
ci6én del almidén. Por debajo de esa temperatura, el estado vitreo
confiere bastante inmovilidad a las moléculas, impidiendo la re-
trogradacion.

El hecho de que a -1°C, la velocidad de retrogradacién del
almidén sea mayor se explicaria a partir de que a esa temperatura
es mayor la velocidad de la segunda etapa de 1la cristalizaciébn,
la propagacién, que aumenta exponencialmente con AT por encima
de Tg (hasta Tm).

Slade y Levine (1987) han sugerido que la "movilidad"” del
agua v el volumen libre parecen jugar un rol clave para evitar la
retrogradacién. La inhibicién de la retrogradacién de amilosa en
el caso de las pastas de almidén establilizadas con goma xéntica
podria deberse a 1la dificultad en la migracién de los grandes
segmentos de las cadenas principales de almidén, requeridos para
el crecimiento cristalino, quedando é&ste inhibido en términos
reales, debido a la disminucién de la propagacibdn.
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6.3.2.3. Modelado del fené6meno de retrogradaciéon

Como se ha visto, 1la retrogradacién del almidén debe consi-
derarse un fenémeno de cristalizacidén. Para el tratamiento de los
datos experimentales se utilizé el modelo de Avrami, aplicado en
la cinética de cristalizacién de polimeros. Este modelo contempla
la formacién de nicleos de crecimiento a partir de embriones pre-
existentes en el material, seguida de crecimiento cristalino con
morfologia lineal, plana o tridimensional.

En este modelo predice el incremento de la fraccién crista-
lizada (©) en funcién del tiempo (t) de acuerdo a una ecuaciédn

de tipo exponencial:
® = 1" - exp(-k tn) (6.2)

donde el exponente n, conocido comunmente como exponente de
Avrami, es un parédmetro que se relaciona tanto con la formacién
de nucleos cristalinos como con su morfologia (Hiemenz, 1984).

El modelo de Avrami ha sido ampliamente usado en trabajos
concernientes a 1la retrogradaciétn de almidén (Mclver y col.,
1968; Colwell y co., 1969; Longton y LeGrys, 1981; Russell, 1983;
Jankowski y Rha, 1986).

Los nuevos conceptos referentes a la retrogradacién de almi-
dén (Slade y Levine, 1987), contrapuestos a lo tradicionalmente
aceptado respecto al rol excluyente de la amilosa en la retrogra-
dacién, han puesto en cuestionamiento la utilizacién del modelo
de Avrami para la cinética de la retrogradacién. Algunos autores
han utilizado este modelo unicamente con datoe obtenidos a partir
de calorimetria diferencial de barrido (Longton y LeGrys, 1981) y
otros también para el tratamiento de los valores de médulo de
elasticidad en funcién del tiempo (Russell, 1983; Jankowskli vy
Rha, 1986; Roulet y col., 1990). Dado que el cambio en el médulo
de elasticidad seria paralelo al desarrollo de la cristalinidad
involucrando tanto a la amilosa como a la amilopectina, el empleo
de la ecuacidn de Avrami no seria adecuado para los casos en gque
se modelan parémetros reoldégicos. Sin embargo, podria utilizarse
con los datos de calorimetria ya que lo Gnico que se mide median-
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te esta técnica es la cristalizacién de la amilopectina.

Los parémetros obtenidos via este modelo tendrian una utili-
dad tedérica relativa pues fueron originalmente derivados para
definir el mecanismo de cristalizacién bajo condiciones de equi-
librio termodiné&mico cuando se trata en realidad de un proceso de
no-equilibrio (Slade y Levine, 1987).

No obstante, todavia el modelo de Avrami resulta, segin
Slade, "un medio conveniente para representar los datos empiricos
de los experimentos de retrogradacién”. Por otro lado, dado que
en la literatura el tratamiento de los datos se ha realizado se-
gin este modelo, 8u aplicacién permite comparar los resultados
con loes obtenidos por otros autores.

Los valores de entalpia calculados a partir de las Areas de
los termogramas utilizando la ec. (6.1) para cada tiempo de alma-
cenamiento ( AHt) y los valores de entalpia iniciales (AHo) (co-
rrespondientes a la retrogradaci6tn que ocurre durante la congela-
cién) fueron regresionados segin la ec. (6.2) desarrollada:

AHe - AHo
AH= - AHo

= 1 - exp(-k tn) (6.3)

donde AH= es el valor de entalpia maximo o limite.

Para el ajuste de los datos experimentales se utiliz6 el m6-
dulo Systat para regresiones no lineales. Dado que k depende sbélo
de la temperatura de almacenamiento, se regresionaron juntos los
valoreas de AHt correspondientes a las muestras congeladas a dis-
tintas velocidades, resté&ndole su correspondiente AHo. Se tomé n
= 1 en todos los casos ya que, aungue el modelo ha sido evaluado
para distintos valores de n,estudios previos han concluido que el
que mejor ajusta es la unidad (Mclver y col., 1968; Colwell y
co., 1969).

En la Tabla 6.4 se exponen los valores de k y AH= hallados
para almacenamientos a -1 y -5°C para pastas de almidén de maiz
comin y de harina de trigo con y sin agregado de hidrocoloide.
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Tabla 68.5. Paré&metros cinéticos de retrogradacién durante almace-
namiento congelado para pastas de almidén de maiz y de
harina de trigo

Temperatura de almacenamiento

~10oC -5eC

k(dias-1) AHw(J/g) k(dias~-1*) AH=(J/g)
almidén de 0,309 8,883** 0,114 9,288
maiz sin (0,064)* (0,330) (0,033) (0,836)
g. xéntica r=0,988 r=0,970
almiddén de 0,369 - 6,730 0,216 6,132
maiz con (0,227) (0,372) (0,083) (0,271)
g. xé&ntica r=0,982 r=0,988
harina de 0,289 2,897 0,130 2,575
trigo sin (0,079) (0,142) (0,024) (0,150)
g. xantica r=0,983 r=0,979
harina de 0,248 3,285 0,235 2,383
trigo con (0,023) (0,071) (0,034) (0,084)
g. xantica r=0,994 r=0,993

(*)Error standard (P=0,05)
=coeficiente de correlacién de la regresidén no lineal
(*%) Entalpias calculadas en base seca

Se observa que en el caso de las pastas de almidén de maiz,
las constantes correspondientes al almacenamiento a -5°C son me-
nores, como era de esperar a las obtenidas para -1°C. Asimismo,
comparando los valores de AH= se desprende gue el hidrocoloide
disminuye este valor limite. Respecto de las pastas de harina, se
observa un AH» similar para almacenamiento a -1 y a -5¢C y, como
fue observado en el caso de las pastas de almidén sin hidrocoloi-
de, un menor k en el caso del almacenamiento a -5°C. En este ca-
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80, sin embargo, no se detectdé una depresién significativa del AH
limite de retrogradacién de las pastas de harina con hidrocoloide
respecto del de las pastas sin hidrocoloide, ni tampoco una dife-
rencia significativa entre las k correspondientes a distintas
temperaturas de almacenamiento (0,248 y 0,235 dias—1). Los altos
valores del coeficiente de correlacién indican un buen ajuste de
los datos experimentalee al modelo propuesto confirméndose, de
este modo, la validez de regresionar conjuntamente los datos ob-
tenidos a partir de muestras congeladas a distintas velocidades y
almacenadas a la misma temperatura.

En la Fig. 6.9 se han representado los valores fraccién re-
trogradada (©) funcién del tiempo de almacenamiento para muestras
congeladas a distintas velocidades y almacenadas a -1 y -5°C, sin
agregado de goma xantica.

La Fig. 6.10 corresponde a los valores obtenidos para pastas
de almidén de maiz con agregado de goma x&ntica e iguales condi-
ciones de congelacién y almacenamiento que las pastas correspon-
dientes a la Fig. 6.9.

En las Fig. 6.11 y 6.12 se muestran los valores de fraccién
retrogradada en funcién del tiempo para pastas de harina sin
agregado de goma xéntica y con ella, respectivamente. Las curvas
tedricas mostradas en cada una de las figuras fueron calculadas
en base a los parametros mostrados en la Tabla 6.5.
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Fig. 6.9. Fraccién retrogradada de almidén (0) en funcién del tiempo de
almacenamiento correspondiente a pastas de almidén de maiz comin sin goma
xantica, almacenadas a -1°C (a) y -5°C (b).

(@) congelado lento (0,3 ca/h); (o) congelado rapido (1,0 cm/h); (x) congelado
ultra-rapido 12 ca/h. — Modelo de Avrami ec. (6.2)
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Fig. 6.10. Fraccién retrogradada de almidon funciéon del tiempo de
almacenamiento correspondiente a pastas de almidon de maiz comin con goma
xantica, almacenadas a -1°C (a) y -5°C (b).

(@) congelado lento (0,3 cm/h); (o) congelado rédpido (1,0 ca/h).

Modelo de Avrami, ec. (6.2)
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Fig. 6.11. Fraccién retrogradada de almidén en funcién del tiempo de
almacensmiento correspondiente a pastas de harina de trigo sin goma xAntica,
almacenadas a -1°C (a) y -5°C (b).

(e) congelado lento (0,3 cm/h); (o) congelado répido (1,0 ca/h).

Modelo de Avrami, ec. (6.2)
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Fig. 6.12. Fraccién retrogradada de almidén em funcién del tiempo de
almacenamiento correspondiente a pastas de harina de trigo con goma =xAntica,
almacenadas a -1°C (a) y -5°C (b).

(e) congelado lento (0,3 cm/h); (o) congelado répido (1,0 ca/h).

Modelo de Avrami, ec. (6.2)
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6.4. Consideraciones finales

Velocidades de congelacidén altas (> lcm/h) impiden la retro-
gradacidén de almidén durante la congelacidén misma, ya que se pasa
rédpidamente al estado vitreo sin dar lugar a la formacién de nu-
cleos cristalinos de almidén.

Con respecto al almacenamiento, <temperaturas mde cercanas a
0oC (-1,-52C) favorecieron la retrogradacién, ya que el sistema
Be encuentra en un estado intermedio entre el vitreo y el fundi-
do, donde se ve acelerada la nucleacién y la propagacidn de los
cristales debido a la mayor movilidad de las cadenas. No Bs6lo se
ha observado a estas temperaturas wuna mayor ‘cristalizacién de
amilopectina (detectable por calorimetria) sino que ademas se ha
generado una textura esponjosa caracteristica, vinculable con la
cristalizacién de amilosa (no cuantificable por DSC). La retro-
gradacidén durante el almacenamiento no fue detectada a temperatu-
ras mAs bajas (-10, -20eC).

El agregado de estabilizante no ha impedido 1la retrograda-
cion de la amilopectina, aunque si lo ha limitado en algin grado
en el caso de las pastas de almidén de maiz (disminucidén del AH
limite de retrogradacién). El hidrocoloide ha mostrado un efecto
notable evitando la formacion de la estructura esponjosa caracte-
ristica relacionada con la amilosa.

Los resultados obtenidos coinciden con 1los de 1literatura
respecto al menor grado de retrogradaciétn de harina de trigo (de-
bido a que su entalplia de gelatinizacién también es menor). Esto
explica los menores valores de AH= obtenidos aplicando el modelo
de Avrami. La proteina parece tener poco o ningin efecto en
cuanto a inhibir la retrogradacién, pero si se destaca el hecho
de la menor tendencia a formar estructura esponjosa en las pastas
de harina.

Por lo expuesto, el uso de velocidades de congelacién altas
vy de bajas temperaturas de almacenamiento resultan aconsejables
para minimizar 1la retrogradacién posterior. El empleo de goma
xédntica, aungue no impide la retrogradacién de la amilopectina,
al actuar aparentemente a nivel de la amilosa limita en forma

efectiva el desarrollo de la textura esponjosa.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES



En el presente trabajo se analizaron los efectos de la velo-
cidad de congelacién, temperatura y tiempo de almacenamiento con-
gelado y del agregado de un hidrocoloide estabilizante (goma x&n-
tica) sobre pastas de almidén de maiz y harina de trigo.

Tradicionalmente se ha considerado el deterioro de las pas-
tas de almidén congeladas, manifestado a través de la produccién
de exudado (sinéresis) y cambios texturales (desarrollo de es-
tructura esponjosa o arenosa, pérdida de viscosidad) como una
consecuencia de la retrogradacién del almidén y méds recientemente
dichos cambios han sido también vinculados con la formacién y re-
cristalizaciédn de hielo.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo han permiti-
do arribar a las siguientes conclusiones:

- La velocidad de congelacién influye significativamente en la
produccién de exudado y cambios de textura. A mayor velocidad de
congelacién se observé una menor separacién de liquido. Bajas ve-
locidades condujeron a la formacién de una estructura esponjosa,
tanto en pastas de almidén de maiz como de harina de trigo aungue
en este ultimo caso, la estructura resulté menos firme. Los nive-
les de exudado de las pastas con textura esponjosa resultaron me-
nores que los esperados debido a la retencién de agua por parte
de la matriz porosa; no obstante, el deterioro de textura era tan
severo que torné inaceptable a las pastas. La congelacién répida
o ultra-rdpida evité esta modificacién indeseable de la textura
pero, salvo en el caso de congelacién por inmersién en Nz liqui-
do, se observd desarrollo de arenosidad o granulosidad relaciona-

do con la separacidédn de fases.

- El almacenamiento congelado produjo un deterioro adicional de
las pastas, en diferente grado segin fuera la temperatura de al-
macenamiento elegida. En general, cuanto mé&s alta la temperatura
de almacenamiento, mayor fue el deterioro observado. A -5°C, sal-
vo en el caso de las mueetras congeladas por inmersién en N2 1li-
quido se verificd una pérdida de la estructura homogénea origi-
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nal, desarrollédndose una microesponja aun en aquellos casos en
Qque ésta no se habia formado durante la congelacién. A -10°C no
se observ6 desarrollo de esponjosidad pero si separacién de fases
y textura arenosa en mayor grado que a -200C.

- Las pastas a base de harina de trigo presentaron menores nive-
les de exudado que las de almiddén, tanto después de la congela-
cién como durante el almacenamiento congelado efecto, que se pue-
de relacionar con la presencia de la proteina, que por su caréc-
ter hidrofilico aumenta 1la capacidad de retenciédn de agua del
gel.

- El empleo de un hidrocoloide estabilizante (goma xé&ntica) per-
mitié wuna relativa independqncia respecto de las condiciones de
congelacién ya que ain utilizando bajas velocidades pudieron ob-
tenerse pastas de textura homogénea y bajos niveles de exudado.
Asimismo, la presencia de goma xantica evité la formacién de es-
tructura esponjosa durante el almacenamiento a temperaturas altas
(-56°C) y el desarrollo de granulosidad a temperaturas mAs bajas
(-10 y -20<C), manteniéndose en todos los casos, niveles inferio-
res de exudado y una textura homogénea, similar a la original. No
obstante resulta aconsejable el almacenamiento a bajas temperatu-
ras ya que a -5°C la accibédn de la goma x&ntica no fue tan eficaz
como a -10 y -20°C.

- El empleo de un almidén quimicamente modificado (Polar Gel) no
presentd ventajas en comparacién con las formulaciones que combl-
naban almidén comin de maiz o harina de trigo y goma xé&ntica. Es-
tas ultimas presentaron mayor estabilidad, desde el punto de vis-
ta de la sinéresis, frente a condiciones desfavorables de conge-

lacién.

- Los estudios reolégicos confirmaron la importancia del efecto
de la velocidad de congelacién, en particular sobre el comporta-
miento viscoelédstico de las pastas de almidén. La incidencia de
la velocidad de congelacidén sobre el deterioro resulté mucho ma-
yor que el tiempo o temperatura de almacenamiento, pudiéndose in-
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ferir que el mayor dafio se produjo durante la congelacién en si.

- La estructura esponjosa mencionada anteriormente, formada a ba-
Jas velocidades de congelacién o durante el almacenamiento a tem-
peraturas inadecuadas (-5°) pudo caracterizarse a través del com-
portamiento viscoelastico de 1las pastas con la aparicién de un
pico de ruptura estructural a bajos gradientes de velocidad. En
las pastas congeladas lento, el pico resulté mads agudo y se ob-
servdé un comportamiento reopéctico adicional que puede relacio-
narse con una mayor separacién de fases -producto de la destruc-
cién estructural durante la corrida. El comportamiento viscoelés-
tico pudo modelarse a través de la ecuacién de Bird-Leider obte-
niéndose los parémetros correspondientes. En las muestras conge-
ladas rdpido se observé tanto disminucién de viscosidad aparente
como un fuerte comportamiento tixotrépico mientras que las pastas
congeladas ultra-rapido mostraron una textura y comportamiento
reolégico similares a los de la pasta no congelada.

- Las pastas, a altos gradientes de velocidad, ajustaron al com-
portamiento pseudoplastico, modelandose dicho comportamiento a
través de la ley de la potencia lo que permitié obtener los indi-
ces de consistencia y de comportamiento de flujo. La influencia
de la velocidad de congelacién se manifesté también en esta zona.
Al respecto, no se registraron diferencias significativas entre
los indices de comportamiento de flujo y de consistencia corres-
pondientes a pastas congeladas rapido respecto de las congeladas
ultra-rdpido. En el caso de la congelacién lenta se produjo un
marcado aumento del indice de comportamiento de flujo, acompafiado
de una disminucién del indice de consistencia, debido a la severa

ruptura estructural producida.

- El almacenamiento congelado afectdé fundamentalmente el compor-
tamiento viscoeléstico de las pastas tanto de almidén como de ha-
rina, cuando se utilizé6 una temperatura de almacenamiento de
-5°C. Salvo en el caso de las pastas congeladas por inmersién en
N2 liquido, las pastas almacenadas a la temperatura mencionada
presentaron la aparicién o agudizacién del pico de ruptura es-
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tructural.

- Los estudios de cristalizacién del hielo incluyeron la puesta a
punto de la técnica de sustitucién a bajas temperaturas para su
aplicacién en pastas de almidén gelatinizado congeladas, obte-
niéndose los coeficientes de difusién del fijador a las distin-
tas temperaturas de ensayo, tiempos de fijacién y energia de ac-
tivacibén del fenbmeno.

- Los estudios de cristalizacién de hielo permitieron determinar
que el didmetro equivalente medio cristalino inicial asi como la
distribucién de frecuencias cristalinas en funcién del diametro
equivalente eran dependientes de la velocidad de congelacién. Ve-
locidades altas condujeron a di&metros equivalentes medios bajos
y estrechas distribuciones de frecuencias relativas. Velocidades
més bajas de congelacién ampliaron el rango de distribucién cris-
talina a la vez que se produjo un desplazamiento del diametro

equivalente medio a valores mas altos.

~ El fenbémeno de recristalizacién del hielo se modelé6 mediante
ecuaciones basadas en que la fuerza impulsora del fenbmeno es la
diferencia de curvatura cristalina a un tiempo dado y la curvatu-
ra limite, ya que se comprobé la existencia de un didmetro cris-
talino de hielo médximo o limite dependiente tanto de la veloci-
dad de congelacién como de la temperatura de almacenamiento. Se
pudo establecer wuna relacién que permitié predecir el diametro
limite a partir de parémetros de la distribucién cristalina
inicial.

- Con respecto a la cinética de recristalizacién, la velocidad de
congelacién no tuvo efecto sobre el valor de las constantes, de-
pendiendo éstas, como era de esperar, 86lo de la temperatura de
almacenamiento. Por otro lado, no se encontraron diferencias sig-
nificativas entre las constantes correspondientes a la recrista-
lizacién de hielo en sistemas sin y con goma xéntica, 1lo que in-
dicaria 1la ausencia de efecto de este hidrocoloide sobre el cre-
cimiento cristalino.
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~ Los estudios de calorimetria diferencial de barrido permitieron
cuantificar la retrogradacién de la amilopectina. Se pudo deter-
minar que altas velocidades de congelacién (> lem/h) impedian la
retrogradacién durante la congelaciétn misma ya que se pasaria ra-
pidamente al estado vitreo sin dar lugar a la formaciédn de nhcle-
os cristalinos de almidén.

- Durante el almacenamiento congelado, temperaturas mas cercanas
a 0oC (-1,-5°C) favorecieron la retrogradacidn, ya que el sistema
se encuentra en un estado intermedio entre el vitreo y el fundi-
do, donde se ve acelerada la nucleacibdn y la propagacibén de los
cristales debido a 1la mayor movilidad de las cadenas. A estas
temperaturas se observé una mayor cristalizacién (retrogradacién)
de la amilopectina (detectable por calorimetria) y se desarrollé,
ademés, la estructura esponjosa tipica asociada a la cristaliza-
cién (retrogradacidédn) de amilosa, no detectable por calorimetria.
A temperaturas mas bajas (-10, -20°C), no se detecté6 retrograda-
ciédn durante el almacenamiento.

El fenémeno de retrogradacién del almidén durante el almace-
namiento congelado fue modelado segin la ecuacién de Avrami, ob-

teniéndose los correspondientes parémetros.

- El agregado de goma xadntica no impidi6é la retrogradacién de la
amilopectina aunque s8i parecid6 tener algin efecto limitante a
través de la disminucibédn del valor maximo o limite de entalpia de
retrogradacién. En cambio, la goma xa&ntica resulté muy eficaz en
evitar la formacién de 1la estructura esponjosa caracteristica

relacionada con la retrogradacién de amilosa.

- Las pastas de harina de trigo presentaron menores entalpias de
retrogradacidédn. Asimismo, no se detectd retrogradaciédn durante la
congelaciédn de dichas pastas aun utilizando velocidades bajas.

- El1 deterioro observado en pastas de almidén o harina se puede
relacionar con retrogradacién de amilosa, retrogradacién de

amilopectina y formacién y recristalizaciétn de hielo durante el
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almacenamiento. Estos tres factores tendrién distinto grado de
incidencia segin la velocidad de congelacién wutilizada y 1la
temperatura de almacenamiento elegida.

- Con respecto a la velocidad de congelacién, ésta es un factor
determinante ya que incide también en el almacenamiento poste-
rior: una congelacidédn répida produjo niveles més bajos de exuda-
do y menor reducciédn en la viscosidad aparente durante el almace-
namiento que la congelacién lenta. La congelacién con Nz liguido
es, en este sentido 1la que mas ayuda a la conservacién de las
cualidades originales de la pasta. Durante la congelacién se com-
binan los dos fenbémenos: retrogradacién del almidén y formacién
de cristales de hielo. §Si la velocidad de congelacién es lenta,
el dafio producido por la formaciétn de hielo es mayor debido al
mayor tamafio de los cristales.Cuando la velocidad de congelacidén
es lenta se producia ademés la retrogradacién de la amilosa, per-
ceptible por la formacidén de una matriz porosa (esponja) con ca-
pacidad para retener agua. A velocidades menores o iguales que 1
cm/h tendria lugar ademés la retrogradacién de la amilopectina.
Cuando se congela por inmersién en Nz liquido no 8se observa ni
formacién de estructura tipo esponja ni retrogradaciétn de amilo-
pectina; a esta velocidad de congelaciédn la transicién del esta-
do fundido al vitreo es tan radpida que no se produce la nuclea-
cién y propagaciédn de los cristales de amilosa y de amilopectina.
La produccién de exudado, menor que en los otros casos, se debe
atribuir 1\Ynicamente a la formacién de cristales de hielo peque-
flos, que ocasionan un menor deterioro a la matriz de almidén. Por
el contrario, una congelacién lenta daria lugar a la formacién de
cristales de almidén (retrogradacién). Al mismo tiempo la lenta
solidificacién del agua produciria un efecto de desolvatacién al
concentrarse el polimero (almidén) en determinadas zonas, lo que
facilita la formacidén de cristales a partir del acoplamiemto de
cadenas.

En este caso serian ambos fenémenos, retrogradacién y cris-
talizacién de hielo los que influyen en la produccién de exuda-
do, llevando éste a niveles més altos. La retrogradacién de ami-
losa es la responsable del comportamiento viscoelédstico tipico de
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las pastas congeladas, caracterizado por un agudo pico de ruptu-
ra.

- Con respecto & la temperatura de almacenamiento, a -5°C, inci-
den también dos fenbmenos: retrogradaciédn del almidbén y recrista-
lizacién del hielo. Aun en aquellos casos donde no se producia
retrogradaciédn durante la congelacién debido a la utilizacién de
altas velocidades, 1la cristalizacidén de almidén, tanto de la
amilosa como de la amilopectina, tenia lugar durante el almacena-
miento a esta temperatura. Esto se debe a que a esta temperatura
hay suficiente movilidad de las cadenas de amilosa y amilopectina
como para que se produzcan la nucleacibédn y propagacién cristali-
nas. En el caso de las pastas congeladas en Nz liquido se elevaba
la temperatura de transicién vitrea por arriba de -5°C, por 1lo
tanto, un almacenamiento a esta temperatura no llegaba a producir
la nucleacién y el crecimiento necesarios para que tenga lugar la
retrogradacién, lo que explica la ausencia de cambios macroscépi-
cos observada en este caso: escasa sinéresis, ausencia de pico de
ruptura estructural, aspecto homogéneo similar al de la pasta sin
congelar. Con respecto a la recristalizaciédn de hielo, -5°C re-
sulta una temperatura inadecuada debido a que la velocidad de re-
cristalizacién es alta. Se forman cristales grandes, que producen
un mayor deterioro en la estructura, 1o que se suma al efecto
del fenbmeno de retrogradacién. Ambos fenémenos, retrogradacién y
recristalizacidén de hielo, estan probablemente relacionados, por
ejemplo a través de mecanismos como el de desolvatacién; al for-
marse grandes cristales de hielo a partir de la desaparicién de
los mAs pequefios se produciria el efecto de concentracién de al-
midén mencionado que puede facilitar la nucleacién y posterior
crecimiento de los cristales de almidén.

- A temperaturas de almacenamiento mas bajas, -10 y -20°oC, no fue
detectada retrogradacidétn de amilosa o amilopectina (por estar a
temperaturas méds bajas que las de transicién vitrea, donde hay
inmovilidad total de las cadenas, que no permite su acoplamiento)
por lo que el deterioro observado, 8se debe relacionar tnicamente
con la recristalizacion de hielo. Esta es mayor a -10 gue a
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-20eC, lo que explicaria los mayores niveles de exudado. No obs-
tante, en ambos casos, el grado de recristalizacién del hielo es
mucho menor que en el caso de las pastas almacenadas a -5°C. El
aspecto granuloso o arenoso, tipico del almacenamiento a estas
temperaturas se deberia relacionar por lo tanto con la recrista-
lizacién de hielo y no con el fenomeno de retrogradacién de almi-

don.

- La goma xdntica no tuvo efecto como limitante del crecimiento
cristalino vy tampoco impidié la retrogradacién de la amilopecti-
na. Mostré capacidad para inhibir la formacidén de estructura tipo
esponja (retrogradacién de amilosa) con lo cual se mejordé nota-
blemente la textura de las pastas congeladas y almacenadas a
-50C. Los menores niveles de exudado obeservados en las pastas de
almidén o harina con inclusién de goma xédntica deberian relacio-
narse, no con un efecto sobre el tamafio de los cristales de hie-
lo sino méas bien con el carécter hidrofilico de la goma que per-
mite una mayor retencién de agua durante y después de la descon-
gelaciédn. El aspecto homogéneo de las pastas o sea 1la sausencia
de arenosidad en aquellos casos en. que se lncluyé goma xé&ntica en
la formulaciétn se podria relacionar con la capacidad que tiene
esta goma, como otros hidrocoloides, de retener sé6lidos en sus-
pensidbn, evitando separaciones de fase.

El hecho de que la goma xdntica no actide sobre la retrogra-
dacién de la amilopectina y si sobre 1la de la amilosa podria
relacionarse por un lado, con factores estructurales de la amilo-
sa (mayor longitud de la cadena, ausencia de ramificaciones) y
por otro con la relativa mayor exposicidén de este polisacérido.
Recuérdese que las moléculas de amilosa son liberadas al medio
durante la gelatinizacidén, gquedando lo grédnulos de almidén semi-
desintegrados "inmersos” en wuna matriz de amilosa. La amilosa
tiene, por lo tanto, mayor oportunidad de actuar con otros compo-
nentes del sistema como por ejemplo un hidrocoloide, compitiendo
la interacciétn amilosa-hidrocoloide con la amilosa-amilosa nece-
sarla para que ocurra la retrogradacién.
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- La proteina presente en la harina tampoco evita la retrograda-
cién detectable por calorimetria, es decir la de la amilopectina
y por otro lado los geles de harina también desarrollan estructu-
ra tipo esponja, 1lo que significa que la amilosa retrograda en
estos sistemas. Por los resultados obtenidos, la proteina no pa-
receria tener un efecto inhibitorio sobre el crecimiento crista-
lino, por lo que su efecto sobre la produccién de exudado, al mi-
nimizarlo, podria estar relacionado tnicamente a la capacidad de
retencibébn de agua.

-~ 51 bien, un buen proceso de conservacién de pastas de almidén
deberia realizarse, a altas velocidades de congelacién (en lo po-
sible por inmersién en liquido criogénico), con un posterior al-
macenamiento ocongelado a temperaturas suficientemente bajas (-
10°C), cuando se utiliza goma xé&ntica en la formulacién, aun en
niveles muy bajos (0,3 X¥), se presentan ciertas ventajas ya que
se pueden utilizar velocidades de congelacién no tan altas (in-
clusive lentas), conservando la calidad del producto, con la con-
siguiente reduccién en el costo de equipamiento).

CRISTINA FERRERO
Lic. Quimica

Dra. NOEMI E. ZARITZKY
DIRECTORA DE INVESTIGACION
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Fe de Erratas
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Pag.

Pégnm.

Pag.

Pég.

Péige.

Pégs.

Pég.

determinacibén de tiempos de fijaciébn. Pagina 113"
16: donde dice "Olkhu y Rha” debe decir "Olkku y Rha"

63, 65, 67 y 70: donde dice "Las barras indican los erro-
res standard” debe decir "Las barras indican los errores
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90: donde dice "H#drrsd, 1989a, 1989b, 18896c" debe decir
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