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RESUMEN



Resumen

La frutilla presenta una vida poscosecha muy corta, que puede extenderse
aplicando diversas técnicas de conservacion. La congelacion, usualmente en
combinacion con distintos tratamientos previos, es uno de los métodos mas efectivos
para extender la vida dtil de las frutillas. La pérdida de peso y de firmeza luego de la
descongelacion son las principales desventajas del proceso de congelacion. EI empleo
de recubrimientos comestibles, ampliamente estudiado para extender la vida util de
frutillas refrigeradas constituye una estrategia interesante, aunque escasamente
estudiada, como tratamiento previo al proceso de congelacion. Asi, el objetivo de esta
Tesis fue estudiar los aspectos basicos y aplicados para el desarrollo de recubrimientos a
base de concentrado de proteinas del suero (WPC) que permitan obtener un producto de

alta calidad y valor agregado.

En la busqueda de un recubrimiento adecuado se estudiaron inicialmente destinas
formulaciones de peliculas autosoportadas y posteriormente se aplicaron como
recubrimiento a las frutillas antes del proceso de congelacion. Se prepararon diferentes
formulaciones conteniendo WPC, glicerol, sorbato de potasio y cera de abejas (BW) al

0, 20 0 40%.

Las peliculas comestibles autosoportadas se secaron en moldes a dos temperaturas
(5 y 25 °C) y humedad relativa (HR) controlada. Se estudio el efecto de la temperatura
de secado y del contenido de BW sobre propiedades fisicoquimicas de las peliculas
como la microestructura, permeabilidad al vapor de agua (WVP), solubilidad, adsorcién
de agua y respuesta frente a la puncion y traccion. Otro grupo de peliculas fue

congelado en freezer, almacenado congelado y descongelado, con la finalidad de



Resumen

estudiar el efecto de proceso de congelacion sobre las propiedades de las peliculas

anteriormente nombradas.

Posteriormente se aplicaron las distintas formulaciones de recubrimientos
comestibles a frutillas mediante impregnacion al vacio y secado a dos temperaturas (5 y
25 °C) y HR controlada. Luego, se efectuaron dos procedimientos distintos de
congelacién: en la camara ambiental a -30 °C (congelacion lenta) y empleando N,
liquido (congelacién réapida). Una vez congeladas, las frutillas se almacenaron en
freezer durante 30 dias y transcurrido dicho periodo fueron descongeladas en la
heladera. Se determinaron pérdida de peso, firmeza, evaluacion estructural y color,
analizando los efectos de los recubrimientos comestibles y de la velocidad de
congelacion  sobre  las  propiedades  fisicoquimicas de las  frutillas

congeladas/descongeladas.

En las peliculas comestibles autosoportadas, la disminucién de la temperatura de
secado aumento la proporcion de BW en la superficie de la pelicula en contacto con el
aire durante el secado, disminuyendo la permeabilidad al vapor de agua. La temperatura
de secado ademaés afectd la solubilidad en agua, la capacidad de adsorcién de humedad
y la respuesta frente a la traccion de las peliculas, dependiendo el efecto observado de la
formulacién. El agregado de BW ocasiond la disminucion de la WVP, la solubilidad, el
contenido de humedad de equilibrio y los pardmetros obtenidos en los ensayos
mecanicos de las peliculas a ambas temperaturas de secado estudiadas. El proceso de
congelacién no produjo fracturas ni perforaciones en las peliculas, por lo cual, si bien se
observaron ciertas variaciones dependiendo de la temperatura de secado y de la

formulacidn, en general las peliculas conservaron sus propiedades fisicoguimicas.



Resumen

La aplicacion de las distintas formulaciones como tratamiento previo a la
congelacion de frutillas no fue efectiva para prevenir la pérdida de peso ni de firmeza
luego de la descongelacién. EI aumento de la velocidad de congelacion tampoco tuvo
efecto significativo sobre dichos parametros. Sin embargo, a pesar de que la estructura
celular de las frutillas congeladas fue dafiada, se observd una menor alteracion del

tamano y la forma de las células cuando se aumentd la velocidad de congelacion.
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Introduccion

1.1. La frutilla

La frutilla es un fruto pequefio de textura delicada y color rojo que junto a otros
frutos como las grosellas, frambuesas, arandanos y zarzamoras presentan caracteristicas

culinarias similares pero estan poco relacionados botanicamente (Civello, 1995).

Las variedades de frutilla cultivadas actualmente se han desarrollado a partir de la
especie hibrida Fragaria x ananassa Duch., la cual pertenece al género Fragaria de la
familia Rosaceae y representa el cruce accidental de Fragaria virginiana del este de
Estados Unidos, notable por su sabor fino, y Fragaria chiloensis de Chile, conocida por
su gran tamafo. Los cultivos de Fragaria x ananassa Duch. han reemplazado en la
produccion comercial a la frutilla salvaje, Fragaria vesca, que era la primera especie

cultivada en el siglo XVII (Darrow, 1966).

La frutilla propiamente dicha es un falso fruto formado por un receptaculo
convexo que crece y se vuelve carnoso despueés de la fecundacion de los 6vulos y donde

los carpelos se transforman en aquenios, los verdaderos frutos (Valla, 1995).

Desde el punto de vista fisioldgico, la frutilla es una fruta no climatérica que
alcanza la madurez comercial solamente en la planta (Lopez Camelo, 2004). Ademas,
esta fruta se caracteriza por presentar una vida poscosecha muy corta debido
mayormente a que posee una actividad metabolica relativamente alta, a que es
particularmente sensible a la descomposicion por hongos, y a su susceptibilidad a la
pérdida de agua, golpes, y dafios mecanicos debido a su textura suave y a la falta de una

corteza protectora (Hernandez-Muiioz y col., 2006).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fragaria_virginiana&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Fragaria_chiloensis
http://es.wikipedia.org/wiki/Chile
http://es.wikipedia.org/wiki/Fresa_salvaje
http://es.wikipedia.org/wiki/Fragaria_vesca
http://es.wikipedia.org/wiki/S._XVII

Introduccion

1.1.1.Composicion quimica

La frutilla no solo es una fruta atractiva por su apariencia fisica y sus rasgos
fisiolégicos (color brillante, sabor delicioso, textura fina y aroma fresco) sino también
por constituir una buena fuente dietaria de vitaminas y minerales esenciales (Tabla 1.1),
cuyas concentraciones pueden variar ampliamente entre cultivares y con las condiciones
de manipulacién y almacenamiento poscosecha (Talcott, 2007; Qin y col., 2008).
Ademas, las frutillas son ricas en fitonutrientes, compuestos fendlicos tales como
flavonoides y &cido elagico, los cuales constituyen un foco intenso de estudio debido a
sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas y antimutagénicas. La mayoria de los
flavonoides presentes en las frutillas son antocianinas, los compuestos responsables de

los colores azul, rojo y purpura de berries, uvas y otras frutas (Tulipani y col., 2008).

Tabla 1.1. Composicién quimica de la frutilla (Adaptada de Talcott, 2007)

Componentes principales Vitaminas Minerales
Energia (Kcal) 32,0  Acido arcorbico (mg) 58,8 Calcio (mg) 16,0
Agua (9) 90,9 Tiamina (mg) 0,02 Hierro (mg) 0,4
Proteinas (g) 0,7 Riboflavina (mg) 0,02 Magnesio (mQ) 13,0
Lipidos totales (g) 0,3 Niacina (mg) 0,4 Fdsforo (mg) 24,0
Cenizas (g) 0,4 Acido pantoténico (mg) 0,1 Potasio (mg) 153,0
Carbohidratos (g) 7,7 Vitamina B6 (mg) 0,05 Sodio (mg) 1,0
Fibras totales (g) 2,0 Folato (ug) 24,0 Zinc (mg) 0,1
AzUcares totales (g) 4,7  Vitamina B12 (ug) ND? Cobre (mg) 0,05
Sacarosa (Q) 0,1 Vitamina A (Ul) 12,0 Manganeso (mg) 0,4
Glucosa (g) 2,0 a-Tocoferol (mg) 0,3 Selenio (mg) 0,4
Fructosa (g) 2,5 B-Tocoferol (mg) 0,01

Maltosa (Q) ND?® y-Tocoferol (mg) 0,10

Galactosa () ND?®  §-Tocoferol (mg) 0,01

Almidon (g) 0,04 Vitamina K (ug) 2,20

2 No detectado
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1.1.2. Produccion

Al analizar los datos brindados por la FAO (FAOSTAT, 2009) con respecto a la
produccion mundial de frutillas puede observarse que Estados Unidos es el pais que
registra la mayor produccion mientras que otros paises del continente americano como
México, Chile y Colombia figuran en las posiciones 6, 17 y 18, respectivamente.
También resulta evidente que el cultivo de frutilla se ha extendido ampliamente en
Europa, abarcando paises como Espafia, Polonia, Alemania, Reino Unido, Italia,
Francia y Paises Bajos. En el caso de Asia, los principales representantes son Turquia,

Rusiay Corea (Tabla 1.2).

En Argentina, Santa Fe fue la principal provincia productora de frutillas hasta el
afio 2006 y a partir del afio 2007 ocupa el segundo lugar, precedida por Tucuman
(Tabla 1.3). La zona productora de frutillas en nuestra provincia esta integrada por
Arocena, Desvio Arijon y Coronda (departamento San Jerénimo); San José del Rincon
y Arroyo Leyes (departamento La Capital) y Santa Rosa de Calchines (departamento
Garay). Tradicionalmente la principal variedad de frutilla cultivada fue Camarosa pero
actualmente, como una alternativa para dar una solucion a la escasez de mano de obra
que existe al momento de realizar la recoleccion, esta siendo reemplazada por otras
variedades como Festival, Camino Real, Winter Down, Elyana, Fortuna, Albion y otras
en experimentacion, que cuentan con una mayor precocidad y son mas faciles de

cosechar (Zilli, 2010).
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Tabla 1.2. Veinte mayores productores mundiales de frutilla (Adaptada de FAOSTAT,

2009)

Posicion Region Produccion (Tn)
1 Estados Unidos 1270640
2 Marruecos 355020
3 Turquia 291996
4 Espafia 263700
5 Egipto 242776
6 México 233041
7 Republica de Corea 203772
8 Polonia 198907
9 Federacion de Rusia 185000
10 Japon 184700
11 Italia 163044
12 Alemania 158563
13 Reino Unido 109900
14 Ucrania 57900
15 Belarus 57200
16 Francia 46682
17 Chile 43736
18 Colombia 43101
19 Paises Bajos 43000
20 Serbia 35799

Tabla 1.3. Zonas de procedencia de la oferta de frutilla en el mercado central de
Buenos Aires (Adaptada de Baron, 2010)

2005 2006 2007 2008 2009 Promedio Porcentaje

Santa Fe 2876 2219 1229 2154 2034 2102 30,3
Tucuman 1669 1583 1644 3099 2975 2194 31,6
Buenos Aires 1982 1965 1769 2033 2550 2060 29,7
Corrientes 389 485 414 725 559 514 7.4
Mendoza 71 30 97 22 15 47 0,7
Importadas? 28 0 30 2,7 19 16 0,2
Otras” 17 28 2 0,6 1,5 10 0,1
Total 7032 6310 5185 8036,3 81535 6943,36 100

% Brasil, Estados Unidos.
b Jujuy, Entre Rios, Rio Negro, Salta, San Juan, Cérdoba.
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En la provincia de Santa Fe en el afio 2010 se ocuparon 389 hectareas con
frutillas. El departamento San Jerénimo liderdé la produccion de la provincia con el
79,95%; seguido por La Capital y Garay, donde hubo un 14,65% y un 5,40%, de

superficie ocupada, respectivamente (Zilli, 2010).

1.1.3. Comercializacién

Aproximadamente el 60% de la produccion anual de frutillas de Coronda se
comercializa como fruta fresca, distribuyéndose el 40% al Mercado Central de Buenos
Aires y el 20% restante a otros mercados (Avellaneda, Beccar, 3 de Febrero, Rosario,
Cordoba y Santa Fe). La frutilla que se comercializa en los citados mercados se presenta
en bandejas de 2 kg, con la fruta ubicada en ocho cubetas de plastico transparente de
250 g cada una y a granel en bandejas de 2 y 5 kg (Saccone, 2004). El resto de la
produccién se reparte entre la industria local (para la elaboracion de productos tales
como mermeladas, jaleas, pulpas, jugos, postres, helados y yogurt y la exportacion). Los
paises destinatarios de las frutillas de Coronda son Canada, Estados Unidos y paises de

la Comunidad Econdmica Europea (Municipalidad de Coronda, 2006).

Si bien las industrias dedicadas a la produccion de dulces, mermeladas y pulpas
son las mas caracteristicas de la zona, las empresas que congelan frutillas estan
adquiriendo una importancia cada vez mayor. En Coronda y zona de influencia, las
industrias dedicadas a la congelacion de frutillas ofrecen las siguientes variedades de
frutillas congeladas: en bloque (frutilla despalillada sin azicar en bolsas colocadas
dentro de envases de cartdn), fileteada (5 - 6 mm), cubeteada (6 X 6 x 6 mm), congelada

con sistema IQF (Individually Quick Frozen) (Saccone, 2004).
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1.1.4. Fisiologia poscosecha

Las frutas son tejidos vivos que despues de ser recolectadas continGan respirando
y por lo tanto consumiendo nutrientes para obtener la energia necesaria para su
metabolismo. Se sabe que existe una relacion directa entre la velocidad de respiracion y
la velocidad de deterioro del fruto. Ademas, las frutas transpiran y al disminuir la
presion de turgencia se ven afectadas la estructura y la textura y como resultado se

produce el marchitamiento del producto (Aked, 2002).

Otros procesos metabdlicos de naturaleza enzimatica, como la sintesis de
pigmentos y la degradacion de las paredes celulares, también producen un deterioro en

el fruto en la etapa poscosecha (Louda y col., 1998; Pombo y col., 2009).

Ademas, los hongos y las bacterias son responsables de pérdidas poscosecha
elevadas en frutos y vegetales frescos. Algunas fuentes estiman que dichas pérdidas son
del orden del 5-25% en paises desarrollados y del 20-50% en paises en desarrollo. La
diferencia en la magnitud del dafio en ambos escenarios estriba en que en los paises
desarrollados usualmente prevalecen condiciones ambientales (temperatura, humedad)
menos favorables para la ocurrencia de dafios debido a que se dispone de recursos
tecnoldgicos y economicos para prevenir las pérdidas poscosecha y las mayores

exigencias de mercado obligan a un manejo usualmente mas eficiente (Rivera, 2008).

1.2.Tecnologias poscosecha

La calidad de un producto no puede mejorarse después de la recoleccion, por lo

tanto, es importante que las frutas y verduras sean cosechadas en la etapa apropiada,
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tamafno y calidad optimos. Sin embargo, la vida poscosecha puede mantenerse y
extenderse optimizando la manipulacion y reduciendo el dafio a través de la aplicacién

de técnicas poscosecha (Berruto y Busato, 2009).

En el caso de la frutilla, el método mas utilizado para mantener la calidad y
controlar el deterioro de la fruta fresca es efectuar un enfriamiento rapido luego de la
recoleccion de la misma y un posterior almacenamiento a bajos valores de temperatura
(El Ghaouth y col., 1991). Otros tratamientos destinados a aumentar la vida post
cosecha de frutillas son tratamiento térmico (Garcia y col. 1995; Vicente y col., 2005),
inmersion en soluciones de cloruro de calcio (Garcia y col., 1996), tratamiento con
enzimas que actlan especificamente sobre la pared celular (Duvetter y col., 2005;
Galetto y col.,, 2005; Galetto, 2006), almacenamiento en envases de atmdsfera
modificada (Kader, 1980; Kader y col., 1989; Caner y Aday, 2009), aplicacion de
recubrimientos comestibles (Han y col., 2004; Park y col., 2005; Del-Valle y col., 2005;
Vargas y col., 2006; Ribeiro y col., 2007), congelacion (Ali Sahari y col., 2004; Galetto

y col., 2010), etc.

1.2.1. Refrigeracion

El enfriamiento del producto inmediatamente después de la cosecha y su
almacenamiento refrigerado es el método mas efectivo para retardar el deterioro de la
mayoria de las frutas y hortalizas, ya que retrasa el envejecimiento natural, la
produccién de etileno y de calor resultante de la respiracion, la pérdida de agua y la

descomposicion debida a la invasion por microorganismos (Rivera, 2008).
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Entre los métodos mas comdnmente empleados para efectuar el enfriamiento del
producto se pueden citar las camaras de enfriado, el enfriamiento por aire forzado, el
hidro-enfriamiento, el empaquetamiento con hielo, el enfriamiento al vacio, el
enfriamiento evaporativo, entre otros. La eleccion del método apropiado se basa en los
siguientes factores: naturaleza del producto a ser enfriado (por ejemplo si se trata de un
producto sensible al frio), temperatura del producto al momento de la cosecha, tiempo
de enfriamiento requerido, rendimiento del producto, tipo de envase usado, vida de
almacenamiento deseada, y otras consideraciones tales como eficiencia energética,
disponibilidad y costos operativo y de capital asociados (Mishra 'y Gamage, 2007). En el
caso de productos que tienen una elevada actividad metabdlica como las frutillas,
efectuar un enfriamiento rapido resulta critico (Ferreira y col., 1994). Se recomienda
almacenarlas entre 0 y 1 °C a una humedad relativa entre 90 y 95% durante no mas de 5

a 7 dias (Galetto, 2006).

1.2.2. Tratamiento térmico

Los vegetales son sometidos a calentamiento por varias razones, siendo la
principal destruir microorganismos patdgenos. Sin embargo, el calor también puede ser
importante para inactivar enzimas, evitando asi el pardeamiento enzimético vy
minimizando los cambios de aromas resultantes de la actividad de lipasas y enzimas
proteoliticas. El proceso de calentamiento ademas induce cambios fisicos y reacciones
qguimicas como por ejemplo la gelatinizacion del almidén y la desnaturalizacion de
proteinas, los cuales a su vez afectan, beneficiosamente o perjudicialmente, las

caracteristicas sensoriales tales como color, aroma y textura (Lewis, 2006).
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La aplicacion del tratamiento térmico puede realizarse empleando agua caliente,
aire o vapor caliente, o técnicas mas avanzadas como calentamiento infrarrojo o
radiacion electromagnética (Geysen y col., 2005; Lewis, 2006). El tratamiento con agua
caliente tiene las ventajas de que requiere costos bajos y un equipo de aplicacion
relativamente simple. EI empleo de vapor caliente es relativamente caro debido a los
costos asociados con la inversion inicial en equipamiento ya que requiere una habitacion
hermética equipada con controles de temperatura y humedad automaticos y una caldera
para la generacion de vapor. En general, los tratamientos con agua y vapor caliente
causan mayor dafo a los tejidos que el aire caliente forzado (Mishra y Gamage, 2007).
Por ejemplo, el tratamiento térmico de frutillas en estufa a 45 °C favorecio el
mantenimiento de la firmeza de las mismas durante una semana de almacenamiento

refrigerado (Vicente y col., 2002).

1.2.3. Atmosferas controladas y modificadas

La calidad y vida util de las frutas y vegetales también puede extenderse
modificando la atmoésfera que rodea al producto. Una atmoésfera modificada puede
definirse como aquella que ha sido creada alterando la composicion normal del aire
(21% de O, y 0,03% de CO;) con el objetivo de proveer una atmosfera Optima para
incrementar el periodo de almacenamiento y la calidad del producto. Las atmosferas
modificadas pueden alcanzarse usando almacenamiento en atmdsfera controlada (CA) o
envases con atmoésfera modificada (MAP). La aplicacién de CA requiere el control
preciso de las concentraciones de O, y CO, entorno al producto fresco e involucra una

infraestructura de almacenamiento especializada y un equipo de operacion sofisticado.

10
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El empleo de MAP involucra el control o modificacion activo o pasivo de la atmosfera

que rodea el producto dentro de un envase (Zhang y Chen, 2010).

El exito de la aplicacion del proceso de envasado en atmdsferas modificadas a
productos frescos depende del uso de envases con la permeabilidad correcta que permita
establecer condiciones de equilibrio de 3-10% de O, y 3-10% de CO,. Las atmdsferas
de equilibrio alcanzadas son influenciadas por factores como la velocidad de respiracion
del producto (la cual es afectada por la temperatura, tipo de producto, variedad, tamario,
madurez y severidad de preparacion); la permeabilidad del envase; el volumen, area
superficial y peso del envase; y el grado de iluminacion. En muchas situaciones
comerciales el producto es sellado en envases de permeabilidad insuficiente resultando
en el desarrollo de condiciones anaerdbicas indeseables (por ejemplo menor de 2% de
O, y mayor a 20% CO;). Actualmente se emplean films microperforados (con
velocidades de transmision de gases muy altas) para mantener atmosferas modificadas
de equilibrio aerdbicas (5-15% de O, y 5-15% de CO,) en productos con altas tasas de
respiracion tales como brocoli, hongos, espinaca, etc. Sin embargo, estos materiales son
relativamente costosos, ocasionan pérdidas de humedad y aromas y pueden permitir el
ingreso de microorganismos al interior del envase durante situaciones de manipulacion
himeda. En consecuencia, el establecimiento de una atmosfera modificada de equilibrio

Optima para un producto determinado es un proceso muy complejo (Day, 2005).

1.2.4. Recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles pueden definirse como una o0 varias capas

delgadas y continuas compuestas por materiales que pueden ser ingeridos por el

11
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consumidor (Wu y col., 2002) y que pueden actuar como una barrera selectiva frente a
la transmision de gases, vapores y solutos; brindar proteccion mecanica y actuar como
portadores de aditivos funcionales tales como antioxidantes, agentes antimicrobianos,
enzimas Yy nutrientes (Cagri y col., 2001; Mei y col., 2002; Sebti y Coma, 2002; Han y
col., 2004; Park y col 2004, Park y Zhao, 2004; Zivanovic y col, 2005; Raybaudi-
Massilia y col., 2008). Los recubrimientos comestibles se pueden aplicar directamente
sobre el producto por inmersion, rociado o pincelado y formarse sobre el mismo durante

una etapa de secado (Guilbert y col., 1996; McHugh y Senesi, 2000).

Los recubrimientos comestibles aplicados a frutas permiten controlar la
respiracion y senescencia de forma similar a las atmosferas modificadas y ademas al
actuar como una barrera frente a la migracion de vapor de agua pueden reducir la
transpiracion del fruto y el deterioro asociado a éste proceso fisiologico (Baldwin y col.,

1999).

1.2.5. Congelacién

El proceso de congelacién (congelacion, almacenamiento congelado vy
descongelacion) es uno de los tratamientos mas efectivos para extender la vida util y

proveer productos alimenticios de alta calidad (Rahman y Velez-Ruiz, 2007).

Durante la congelacion la mayoria del agua liquida se convierte en hielo,
reduciéndose ampliamente las actividades microbianas y enzimaticas. La oxidacion y
respiracion también son efectivamente disminuidas por las bajas temperaturas. Sin
embargo, la congelacion produce cambios fisicos y quimicos en el alimento como por

ejemplo, la alteracion del volumen celular, el dafio mecanico, la fractura por

12
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congelacion y la dislocacion de agua que determinan la subsiguiente pérdida de calidad
(Chassagne-Berces y col., 2010). La disminucién de la calidad por pérdida de peso se
debe al hecho de que al someterse a descongelacion el tejido puede no reabsorber la
humedad de los cristales de hielo fundidos hasta alcanzar el contenido de agua que tenia
con anterioridad a la congelacion. Dicho fendbmeno conduce a la pérdida indeseable de

nutrientes, afecta la textura y modifica la apariencia del producto (Zaritzky, 2000).

La calidad de un producto congelado esta fuertemente relacionada con las
condiciones de los procesos de congelacion y descongelacion. Se sabe que velocidades
de congelacion elevadas inducen la produccion de un ndmero grande de cristales de
hielo pequefios y asi produce una mejor retencion de la calidad que velocidades de
congelacion bajas (Delgado y Rubiolo, 2005). Diversos métodos han sido propuestos
para aumentar la velocidad de la congelacién como la congelacion con circulacion de
aire forzada, la congelacion por inmersion, la congelacion criogénica entre otros

(Galeto, 2006).

Distintas investigaciones se han centrado en aumentar la calidad de frutas
congeladas/descongeladas a través de la aplicacion de distintos tratamientos previos a la
congelacion tales como el agregado de diferentes azlcares, la incorporacion de calcio o
pectina de bajo metoxilo (Main y col., 1986; Garcia y col., 1996; Suutarinen y col.,
2000a-b, 2002a-b; Galetto y col., 2005, 2006, 2007). Por otra parte, aunque escasamente
estudiado, el empleo de recubrimientos comestibles constituye una nueva estrategia
como tratamiento previo para preservar la calidad de frutas sometidas al proceso de

congelacion (Han y col., 2004).

13
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1.2.5.1. Aplicacion de recubrimientos comestibles como tratamiento previo a la

congelacion

Entre los principales problemas asociados con el proceso de congelacion se
pueden citar los dafios en la estructura delicada de la fruta con la consiguiente alteracion
de sus atributos texturales y la pérdida de agua del producto durante la descongelacién
(Galetto, 2006). Se ha propuesto que un recubrimiento comestible, aplicado como
tratamiento previo a la congelacion, podria actuar como barrera disminuyendo la
pérdida de agua del producto (George, 2006). Sin embargo, que la aplicacion de un
recubrimiento comestible tenga un impacto positivo sobre la vida util de la fruta o
vegetal dependerd fundamentalmente de las caracteristicas del producto, de las
condiciones de almacenamiento y de las propiedades de barrera frente a la humedad del
recubrimiento, las cuales estan directamente relacionadas con la composicién quimica y
la estructura de los polimeros formadores de recubrimiento (Lin y Zhao, 2007). La
aplicacion de recubrimientos comestibles para prolongar la vida util de frutillas
almacenadas congeladas, aunque escasamente estudiada, mostré ser efectiva. Han y col.
(2004) aplicaron tres tipos de recubrimientos: quitosano, quitosano con el agregado de
calcio y quitosano con agregado de vitamina E y observaron que los recubrimientos
disminuyeron significativamente la incidencia del decaimiento y pérdida de peso;

retrasaron los cambios de color, pH y acidez titulable.

Entre los diversos materiales formadores de recubrimientos comestibles aquellos
compuestos por proteinas del suero merecen una consideracion especial dado que estas
proteinas poseen propiedades nutricionales y funcionales excelentes; presentan la

capacidad de formacion de peliculas transparentes y flexibles (Shellhammer y Krochta,

14
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1997; Pérez-Gago y col., 1999; Le Tien y col., 2001). Por tal motivo resulta interesante
evaluar el efecto de la aplicacion de recubrimientos comestibles a base de proteinas del

suero como tratamiento previo a la congelacion de frutillas.
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Obijetivos

El desarrollo e implementacion de nuevas tecnologias relacionadas con la
conservacion de frutillas es de particular interés en la region de Santa Fe dado que ésta

provincia es la segunda productora de esta fruta en importancia a nivel nacional.

La congelacion es uno de los procesos mas empleados en la conservacion de
alimentos y especificamente en el caso de las frutillas, al tratarse de un cultivo
estacional, podria garantizar la disponibilidad de esta fruta en aquellas épocas del afio
distintas a las de cosecha. Sin embargo si no se efectia en combinacién con otras

técnicas, un tejido tan delicado como el de las frutillas puede sufrir dafios severos.

La aplicacion de recubrimientos comestibles constituye una tecnologia
prometedora para mejorar la calidad y conservacion de los alimentos sometidos al
proceso de congelacion. Por otra parte, los recubrimientos comestibles poseen la ventaja
adicional de que pueden ser utilizados como vehiculo para la incorporacion de agentes

antimicrobianos, antifungicos y antioxidantes.

En la actualidad, la nueva tendencia hacia el uso de materiales biodegradables en
el sector de envases ha impulsado el desarrollo de recubrimientos comestibles.
Particularmente, la formulacion de recubrimientos a base de proteinas del suero
contribuiria a la reutilizacion del suero de queseria reduciendo el impacto ambiental que

causa su eliminacion.

Por lo tanto, el objetivo general de esta Tesis fue: Estudiar los aspectos basicos y
aplicados para el desarrollo de recubrimientos que permitan obtener un producto

de alta calidad y valor agregado.

17



Obijetivos

En el proceso de busqueda de un recubrimiento adecuado para un producto
determinado generalmente se estudian las propiedades de las peliculas autosoportadas y
posteriormente se continta con una etapa de evaluacion del efecto del recubrimiento
aplicado al producto de interés. Asi, en el presente trabajo de Tesis se plantearon los

siguientes los objetivos especificos:

» Estudiar el efecto de la variacion en la formulacion sobre las propiedades mecanicas
y de barrera, sobre la solubilidad y sobre el comportamiento de adsorcion de
humedad de las peliculas comestibles autosoportadas; analizando el efecto sobre
dichas propiedades de la temperatura de secado y del proceso de congelacion

(congelacion-almacenamiento congelado-descongelacion).

» Analizar el efecto de la aplicacion de recubrimientos comestibles a base de
concentrado de proteinas del suero sobre las caracteristicas estructurales y texturales

de frutillas sometidas al proceso de congelacion.

» Estudiar la influencia de la velocidad de congelacion sobre las caracteristicas

estructurales y texturales de frutillas recubiertas congeladas/descongeladas.

> Correlacionar las propiedades mecanicas y de barrera medidas en las peliculas
comestibles preformadas con las caracteristicas estructurales y texturales de las

frutillas sometidas al proceso de congelacion.
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Fundamentos tedricos

3.1. Historia de los recubrimientos y las peliculas comestibles

Los recubrimientos y las peliculas comestibles se han empleado durante siglos
principalmente para prevenir la pérdida de humedad y mantener la calidad y textura de
los alimentos durante su almacenamiento (Jooyandeh, 2011). Existen reportes que datan
de los siglos XII y XIII en los que se menciona que en China se realizaba la inmersién
de naranjas y limas en cera para retardar la pérdida de agua (Park, 2003). Si bien la
calidad de los productos no hubiera sido aceptable para una sociedad selectiva moderna,
este método fue muy efectivo en su época y fue puesto en practica durante siglos a falta
de otros mas eficientes. Otros antecedentes relatan que en Japon durante el siglo XV se
utilizé un recubrimiento comestible a base de leche de piel de soja hervida para mejorar
la calidad y apariencia de alimentos. En el siglo XIX se registrd en Inglaterra una
patente referida a la preservacion de varios productos carnicos empleando peliculas de
gelatina (Pavlath y Orts, 2009). En el siglo XX, se contaba con ceras parafinicas
comerciales para el recubrimiento de citricos (Nussinovitch y Lurie, 1995) y se
comenzaba el desarrollo de recubrimientos y peliculas a base de celulosa (Kester y
Fennema, 1989). Actualmente la aplicacion de recubrimientos y peliculas comestibles
se ha extendido a productos alimenticios tan diversos como frutas, vegetales, carnes,
dulces y frutos secos (Han y Gennadios, 2005). Esta expansion fue debida al impulso
generado por el interés del consumidor en la calidad, conveniencia y seguridad de los
alimentos; a la necesidad de reducir el impacto ambiental causado por el uso de envases
sintéticos; y debido a la posibilidad de aprovechar materiales muy abundantes en la
naturaleza que hasta entonces fueron considerados como deshechos (Krochta y col.,

1994). Sin embargo, a pesar de que la informacién técnica disponible para la
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elaboracion de recubrimientos y peliculas comestibles es amplia, no es universal para
todos los productos lo que implica un desafio para el desarrollo de recubrimientos y

peliculas especificos para cada alimento.

3.2. Definicion y propiedades

Los recubrimientos y las peliculas comestibles se definen como una o varias capas
delgadas y continuas compuestas por materiales que pueden ser ingeridos por el
consumidor (Wu vy col., 2002). Los recubrimientos comestibles se aplican directamente
sobre el producto por inmersion, rociado o pincelado y se forman sobre el mismo
durante una etapa de secado (Guilbert y col., 1996; McHugh y Senesi, 2000). Las
peliculas comestibles se producen sobre un molde y posteriormente se aplican sobre el

producto (Guilbert y col., 1996).

Los recubrimientos y las peliculas comestibles ideales se caracterizan por actuar
como una barrera frente a la transmision de humedad, solutos y/o gases; brindar
proteccidn mecanica; poseer una determinada solubilidad en agua; ser transparentes, no
otorgar sabor ni olor diferente al alimento y por no ser detectados durante su consumo.
Ademas, entre otras caracteristicas, deben estar libres de toxicos y ser seguros para la
salud; deben requerir una tecnologia simple para su elaboracion y el costo de las

materias primas y de produccion deben ser bajos (Kester y Fennema, 1986).

Las propiedades anteriormente nombradas dependen del tipo de material
empleado, del procedimiento de formacién y del método de aplicacion del
recubrimiento y la pelicula comestible (Guilbert y col., 1996) y usualmente pueden ser

mejoradas incluyendo en la formulacion aditivos funcionales tales como antioxidantes,
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agentes antimicrobianos, enzimas y nutrientes (Cagri y col., 2001; Mei y col., 2002;
Sebti y Coma, 2002; Han y col., 2004; Park y Zhao, 2004; Park y col., 2004; Zivanovic

y col., 2005; Raybaudi-Massilia y col., 2008).

3.3. Materiales empleados para la formulacion de recubrimientos y peliculas

comestibles

Los principales componentes de los recubrimientos y peliculas comestibles son
sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS) tales como lipidos,
proteinas, derivados de celulosa, almidén y otros polisacaridos (Garcia y col., 2000).
Los distintos materiales y sus propiedades han sido revisados extensamente (Krochta y
col., 1994; Wu y col., 2002; Lin y Zhao, 2007). Como regla general podria decirse que
los lipidos se emplean para reducir la transmision de agua, los polisacaridos para
controlar la transmision de oxigeno y otros gases y las proteinas para dotar al
recubrimiento o a la pelicula de estabilidad mecéanica. Estos materiales pueden
emplearse individualmente o en mezclas, formando recubrimientos y peliculas
compuestos, mientras que no alteren adversamente las caracteristicas organolépticas del
alimento (Pavlath y Orts, 2009). Adicionalmente, las formulaciones pueden incluir
plastificantes, emulsionantes, saborizantes, compuestos antimicrobianos, etc. para

mejorar las propiedades de los recubrimientos y peliculas comestibles.

3.3.1. Polisacaridos

Entre los polisacaridos formadores de recubrimientos y peliculas comestibles se

pueden citar el almiddn, el quitosano, la celulosa, la carragenina, el alginato, y ciertas
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gomas Yy fibras. Los polisacaridos poseen una secuencia simple pero pueden adoptar
conformaciones complicadas e impredecibles. Ademas, si bien la mayoria de los
carbohidratos son neutros, la presencia en sus estructuras de un numero relativamente
grande de grupos hidroxilo y otros componentes hidrofilicos indica que el enlace de
hidrogeno puede jugar un rol importante en la formacion y caracteristicas del
recubrimiento. Algunas gomas, por otra parte, poseen cargas negativas y muestran

propiedades diferentes dependiendo del pH del medio (Han y Gennadios, 2005).

3.3.2. Proteinas

Los materiales formadores de recubrimientos y peliculas comestibles a base de
proteinas derivadas de fuentes animales incluyen el colageno, la gelatina, las proteinas
miofibrilares de pescado, la queratina, las proteinas de la clara de huevo, la caseina, las
proteinas del suero de queseria, etc. Entre los materiales derivados de fuentes vegetales
se pueden citar la zeina de maiz, el gluten de trigo, las proteinas de soja, de mani y de
semillas de algoddn, etc. (Krochta, 2002). Las caracteristicas mas distintivas de las
proteinas comparadas con otros materiales formadores de recubrimientos y peliculas son
la desnaturalizacion conformacional, la presencia de cargas electrostaticas y la
naturaleza anfifilica (Han y Gennadios, 2005). Las estructuras secundaria, terciaria y
cuaternaria de las proteinas pueden ser modificadas por distintos tratamientos fisicos y
agentes quimicos (calor, tratamiento mecanico, presion, irradiacion, lipidos en
interfaces, acidos y alcalis, iones metalicos, etc.) y este hecho es aprovechado muy a
menudo para optimizar la configuracion e interacciones de las proteinas y como

resultado las propiedades del recubrimiento y pelicula obtenidos. Una ventaja adicional
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de los recubrimientos y peliculas a base de proteinas es que pueden mejorar la calidad
nutricional de los alimentos dado que aumentan el contenido proteico del producto
(Krochta, 2002). Por otra parte, el proceso de seleccion de un recubrimiento o pelicula a
base de proteinas para su aplicacion en alimentos debe considerar la posibilidad de que
un segmento de la poblacion sea alérgico a ciertas proteinas, esto es particularmente

importante en el caso de proteinas del trigo (Pavlath y Orts, 2009).

3.3.3. Lipidos y resinas

Los lipidos y resinas también son empleados como materiales formadores de
recubrimientos y peliculas comestibles. Los recubrimientos y peliculas a base de estos
componentes se elaboran con ceras y aceites tales como cera o aceite de parafina; ceras
de abejas, de carnauba y de candelilla; aceites minerales y vegetales; monoglicéridos
acetilados; acidos esteéarico, laurico y palmitico; ésteres de acidos grasos-sacarosa, entre

otros.

Generalmente, éstos recubrimientos y peliculas son barreras efectivas frente a la
migracion de vapor de agua pero presentan propiedades mecanicas desfavorables y
disminuyen o incluso previenen la migracion de otros gases, lo cual puede resultar en
procesos fisiologicos indeseables tales como respiracion anaerdbica. Estos procesos, a
su vez, disminuyen la calidad del producto resultando en el ablandamiento de la
estructura del tejido, la alteracion de los aromas, el retraso de la maduracion y la

promocion de reacciones microbioldgicas (Pavlath y Orts, 2009).

Por otra parte, los lipidos pueden ocasionar problemas en la aplicacion a

consecuencia de su estructura heterogénea y su pobre adherencia al alimento. Ademas,
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debido a su fragilidad y susceptibilidad a sufrir oxidacion pueden alterar las propiedades
organolépticas del producto resultando en recubrimientos o peliculas opacos y de sabor

ceroso (Gontard y col., 1995).

3.3.4. Mezclas

Con la intencién de aprovechar las ventajas de los diferentes componentes,
pueden elaborarse formulaciones combinando los materiales anteriormente
mencionados en diferentes proporciones. En estos recubrimientos y peliculas
compuestos, el uso de dos o mas materiales permite mejorar las propiedades de

intercambio gaseoso, la adherencia y la permeabilidad al vapor de agua.

El procedimiento seguido para efectuar la mezcla de los distintos componentes
determinara la formacién de recubrimientos y peliculas monocopa o bicapa. En los
recubrimientos y peliculas monocapa, se efectla la dispersion o emulsién del lipido en
la solucién hidrofilica de polisacarido o proteina y posteriormente dicha emulsién se
aplica y/o se somete a secado. Por otra parte, los recubrimientos y peliculas bicapa se
obtienen en dos etapas: en la primera se forma la base de polisacérido o proteinay en la
segunda, se aplica el componente lipidico sobre la base previamente formada.
(Shellhammer y Krochta, 1997). Cuando se preparan recubrimientos y peliculas
mediante la técnica de emulsion, durante la etapa de secado es posible que se produzca
un proceso de cremado de los glébulos lipidicos hacia la superficie debido a su baja
densidad y a la baja capacidad emulsionante del polimero que actia como matriz

soporte (Kamper y Fennema, 1984a). No obstante, aunque se produce una cierta
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separacion de fases, normalmente no logra formarse una verdadera bicapa, quedando

particulas de lipido distribuidas en la matriz soporte (McHugh, 1996).

Si bien los recubrimientos y peliculas monocapa o emulsionados serian menos
eficientes frente a la transferencia de humedad que los bicapa, poseen una buena
resistencia mecanica y cuentan con la ventaja adicional de requerir una unica etapa para
su formacion y aplicacion a diferencia de los recubrimientos y peliculas bicapa que
requieren una etapa por cada capa (Karbowiak y col., 2007). Estos factores han
determinado que los recubrimientos y peliculas emulsionados hayan tenido mucha

aplicacion en la industria de alimentos.

3.3.5. Aditivos

Frecuentemente, en la formulacion de un recubrimiento y pelicula comestible se
incluyen distintos aditivos con la finalidad de mejorar o reforzar distintas caracteristicas

del mismo o para conferirle funciones especificas.

Una caracteristica de los recubrimientos y peliculas comestibles, determinada por
la fuerza de interaccion entre las moléculas de los polimeros que los forman, es la
susceptibilidad a presentar roturas durante su manipulacién y almacenamiento, la cual
puede afectar seriamente sus propiedades. Para disminuir la fragilidad usualmente se
requiere la inclusién de un compuesto que actle como plastificante en la formulacion.
Los plastificantes son sustancias de peso molecular relativamente bajo que reducen las
interacciones entre las moléculas de hidrocoloide mejorando las propiedades mecanicas
del recubrimiento y la pelicula resultante. Los plastificantes mas comdnmente

empleados son monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos (glucosa, fructosa, sacarosa,
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miel, etc.), polioles (glicerol, sorbitol, etc.) y ciertos lipidos y derivados (fosfolipidos,
acidos grasos y surfactantes). Dado que los plastificantes aumentan la flexibilidad
estructural también ocasionan generalmente un aumento en la permeabilidad del
recubrimiento y la pelicula al vapor de agua, a los solutos y a los gases (Gontard y col.,

1993).

La incorporacion de emulsionantes puede ser necesaria para obtener
recubrimientos y peliculas emulsionados dado que estos compuestos reducen la tension
superficial en las interfaces agua-lipido y agua-aire. En el caso de recubrimientos y
peliculas proteicos, algunas proteinas tienen suficiente capacidad emulsionante debido a
su naturaleza anfifilica (Han y Gennadios, 2005). Algunos de los emulsionantes usados
en la formulacion de recubrimientos y peliculas comestibles son: &cidos grasos,
monoacilgliceroles, lecitina y sus derivados, etilenglicol, glicerol monoestearato, ésteres
de acidos grasos y sorbitan o polioxeno (Tweens) y ésteres de sacarosa y acidos grasos

(Baldwin y col., 1999).

También pueden incluirse antioxidantes y agentes antimicrobianos para proveer
funciones activas adicionales y para proteger al producto alimenticio de la oxidacion y
contaminacion microbiana, respectivamente; resultando en la mejora de la calidad del
producto y en el aumento de la seguridad (Han y Gennadios, 2005). Entre los
antioxidantes no toxicos naturales, el acido ferulico o el a-tocoferol poseen actividad
antioxidante bien documentada (Fabra y col., 2011). En el caso de los agentes
antimicrobianos naturales se pueden citar el &cido sérbico y el &cido p-aminobenzoico,
la nisina y lisozima, flavonoides y compuestos fenolicos extraidos de especias (\Vojdani

y Torres, 1989, 1990; Cagri y col., 2001; Seydim y Sarikus, 2006).
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Los recubrimientos y peliculas comestibles pueden también actuar como matriz
portadora de moléculas activas tales como aromas, constituyendo una estrategia para
disminuir la pérdida de los aromas del alimento durante su conservacion (Marcuzzo y

col., 2010).

Independientemente de cual sea el proposito del agregado del aditivo es
importante considerar que siempre existe la posibilidad de que pueda alterar
adversamente las propiedades mecéanicas y la resistencia al vapor de agua, gases 0

transporte de solutos del recubrimiento y la pelicula.

3.4. Materiales seleccionados en la presente investigacion

En la presente investigacion, se trabajo con proteinas del suero como material
base formador de los recubrimientos y las peliculas comestibles. Dichas proteinas
poseen propiedades nutricionales y funcionales excelentes; presentan la capacidad de
formacion de recubrimientos y peliculas transparentes, flexibles y solubles en agua y
ademas constituyen barreras muy buenas frente a la migracion de oxigeno, aromas y
lipidos (Shellhammer y Krochta, 1997; Pérez-Gago y col., 1999; Le Tien y col., 2001).
Sin embargo, los recubrimientos y peliculas a base de proteinas del suero constituyen
una barrera poco eficiente frente a la transmision de humedad (Shellhammer y Krochta,
1997; Pérez-Gago y col., 2003), deficiencia que podria ser superada incluyendo en la
formulacién un componente lipidico. La cera de abejas es uno de los lipidos
incorporado en recubrimientos y peliculas comestibles por su excelente eficiencia como
barrera frente a la humedad, sus propiedades fisicas convenientes tales como punto de

fusién 60-65 °C y plasticidad, su bajo costo y su consideracion GRAS (Greener y
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Fennema, 1989). Por tal motivo, la cera de abejas fue seleccionada como segundo
componente principal. Ademas, otros componentes minoritarios como el glicerol,
sorbato de potasio y tween se incluyeron en la formulacion de los recubrimientos y
peliculas comestibles como plastificante, agente antimicrobiano y emulsificante,

respectivamente.

3.4.1. Proteinas del suero

El suero es el resultante liquido generado en el proceso de coagulacion de la leche
en la manufactura de quesos. Tradicionalmente se ha utilizado como alimento de cerdos
y ganado, como fertilizante o simplemente se ha desechado. Por ejemplo, antes del
establecimiento de normas de regulacion especificas, el suero producido en los Estados
Unidos era mayormente vertido en rios, con lo cual su eliminacion constituyé un
problema de polucién ambiental dado que posee una demanda bioldgica de oxigeno

elevada (35-45 kg/L) (Tunick, 2008).

Unos afios atras, el desarrollo de nuevas tecnologias de procesamiento, asi como
los costos ambientales y asociados a la eliminacion del suero, promovieron el
procesamiento del mismo en sus componentes, especialmente proteinas del suero y

lactosa, para su empleo como ingredientes de alimentos (Balagtas y col., 2003).

Actualmente el suero de lecheria, el cual posee aproximadamente el 95% de la
lactosa, el 25% de las proteinas y el 8% de la materia grasa presentes en la leche
(Smithers y Copeland, 1997), se ha convertido en un producto codiciado debido a las

propiedades funcionales que imparte a los alimentos (Tunick, 2008).
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Las proteinas del suero se definen técnicamente como la fraccion proteica que
permanece en el suero después de efectuada la coagulacion de las caseinas a pH 4,6 y
temperatura 20 °C. La mezcla de proteinas del suero incluye proteinas individuales
como por ejemplo la B-lactoglobulina, la a-lactolbumina, la albimina sérica bovina y
las inmunoglobulinas (de Wit y Klarenbeek, 1984). Comercialmente, las proteinas del
suero estan disponibles en la forma de aislados (WPI) y concentrados (WPC). Estos
productos difieren tanto en la materia prima de origen como en el proceso de
elaboracion y consecuentemente en su composicion. Los WPC tienen porcentajes de
proteinas entre 30-85%, mientras que los WPI tienen contenidos de proteinas mayores
al 90%. El proceso de elaboracion de los WPI posee mayor cantidad de etapas e implica
costos energéticos elevados, por esta razon los WPI tienden a ser utilizados en

aplicaciones mas especificas que los WPC (Meza, 2009).

Los beneficios de la utilizacion de WPC y WPI en la industria alimenticia
incluyen su concentracion elevada de proteinas; su bajo contenido de calorias, grasas y
sodio; la ausencia de patdgenos, compuestos toxicos y factores antinutricionales; su
buena capacidad de emulsificacion; la compatibilidad con otros ingredientes; la facil
disponibilidad; y la percepcion por parte del consumidor de que se trata de un producto

natural (Bonnaillie y Tomasula, 2008).

3.4.2. Cera de abejas

La cera de abejas es un producto natural de diversos origenes (abejas asiaticas
Apis dorsata, Apis florea y Apis indica, abejas africanas Apis mellifera adansonii, y

abejas europeas Apis mellifera) cuya composicion cualitativa promedio se compone de
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hidrocarburos (14%), monoeésteres (35%), diesteres (14%), triésteres (3%),
hidroximonoésteres (4%), hidroxipoliésteres (8%), ésteres monoacidos (1%), poliésteres
acidos (2%), acidos libres (12%), alcoholes libres (1%) y compuestos no identificados

(6%) (Bonaduce y Colombini, 2004).

La cera de abejas toma su valor a partir de su pureza y color. La de color claro
tiene mayor valor que la de color oscuro porque ésta uUltima puede haber sido
contaminada o sobre climatizada. La mas fina se extrae de la fundicion de opérculos, es
decir, de las capas de cera con las cuales las abejas cubren la miel cuando ya esté en su
punto. Esta cera nueva es pura y blanca y la presencia de polen le da un color amarillo

(Documentos FAO, 2005).

La cera de abejas es insoluble en agua y resistente a varios acidos, pero es soluble
en la mayoria de los solventes organicos tales como éter, bencina, benzol, cloroformo,

etc. y después de calentamiento, en alcohol y &cidos grasos (Médici, 2011).

3.4.3. Otros

El glicerol es uno de los plastificantes mas populares empleados en la formulacién
de recubrimientos y peliculas comestibles debido principalmente a su estabilidad y a su

compatibilidad con biopolimeros hidrofilicos (Chillo y col., 2008).

Otro componente minoritario de los recubrimientos y peliculas comestibles
estudiados en el presente trabajo de Tesis fue el sorbato de potasio, incorporado con la
finalidad de inhibir el crecimiento microbiano durante las determinaciones. Los sorbatos

(&cido sorbico y sus sales de potasio) son aditivos considerados GRAS, y son los
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antimicrobianos més usados particularmente debido a que son activos contra levaduras,

hongos y muchas bacterias (Flores y col., 2010).

Finalmente, se afiadié Tween 80 a las formulaciones que contuvieron BW, dado
que el uso de un emulsificante en recubrimientos a base de proteinas del suero
incrementa significativamente la eficiencia del mismo, mejorando su aplicacion (Lin y

Krochta, 2005).

3.5. Peliculas comestibles autosoportadas

3.5.1. Mecanismos de obtencion de peliculas comestibles autosoportadas

Las peliculas comestibles pueden formase segun distintos procesos dependiendo
del material de partida. Si se parte de un lipido, la pelicula comestible puede obtenerse
mediante la solidificacion del material fundido. Si el material de partida es un
biopolimero, el método mas empleado para obtener peliculas comestibles es la remocion
del solvente pero también las peliculas pueden obtenerse cambiando las condiciones de
la solucion. El calentamiento, agregado de sales o cambio de pH puede alterar las
condiciones en la solucién de forma tal que los biopolimeros se agreguen en una fase

separada, proceso conocido como coacervacion. (Dangaran y Krochta, 2008).

El método de eleccion para la obtencion de peliculas comestibles autosoportadas
es el casting o formacién sobre un molde dado que es un método efectivo y eficiente.
Hay varios tipos de equipos disponibles, desde un molde simple hasta aparatos de
laboratorio méas avanzados, continuos y discontinuos. Comunmente, se emplean

soluciones diluidas de polimeros las cuales se distribuyen manualmente en placas de
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petri, moldes de vidrio, teflon, etc. niveladas y luego se someten a un proceso de secado
bajo condiciones ambientales o controladas (Dangaran y col., 2009). EI método de
secado puede afectar las propiedades fisicas de la pelicula, incluyendo la morfologia, la

apariencia, y las propiedades mecanicas y de barrera (Pérez-Gago y Krochta, 2002).

Otro mecanismo de formacion de peliculas comestibles autosoportadas es la
extrusion, la cual se basa en las propiedades termoplasticas de los polimeros al ser
calentados a temperaturas superiores a su temperatura de transicion vitrea en

condiciones de bajo contenido de humedad (Skurtys y col., 2010).

3.5.2. Propiedades fisicoquimicas de las peliculas comestibles autosoportadas

3.5.2.1. Caracteristicas estructurales evaluadas mediante microscopia electrénica

de barrido

El procedimiento de caracterizacion de una pelicula comestible, puede incluir el
estudio de la microestructura de la misma mediante microscopia electronica de barrido
(SEM). La SEM puede emplearse para evaluar la homogeneidad de la pelicula, la
estructura en forma de capas, los poros y roturas, la suavidad de la superficie y el

espesor (Garcia y col., 2009).

La microestructura final de las peliculas resulta de las interacciones entre los
componentes de la misma y de fendmenos de desestabilizacion que tienen lugar, por
ejemplo, durante el proceso de secado (Atarés y col., 2010). Asi, las iméagenes obtenidas
mediante SEM de peliculas plastificadas que contienen lipidos pueden exhibir una

superficie lisa y estructura compacta, indicando la dispersion homogénea de los lipidos
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dentro de la matriz (Garcia y col., 2009) 0, en contraste, mostrar la presencia de
particulas lipidicas en la superficie de la pelicula confirmando la sospecha de ocurrencia

de cremado durante la formacion de la pelicula (Vargas y col., 2009a).

En cuanto a la relacién entre la microestructura y las propiedades de las peliculas
autosoportadas, la observacion de una matriz compacta y homogénea es un indicador de
integridad estructural, y como consecuencia podrian esperarse de dicha pelicula
propiedades mecéanicas deseables tales como buenas resistencia mecanica y elongacion
a ruptura (Garcia y col., 2009). Por otra parte, la observacion de una capa casi continua
de gotas lipidicas en la superficie de una pelicula podria explicar bajos valores de WVP

(Garcia y col., 2009).

3.5.2.2. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua de una pelicula comestible cuantifica su
eficiencia para reducir la transferencia de humedad entre un alimento y el medio que lo

rodea (Hettiarachchy y Eswaranandam, 2005).

Segun Baldwin (2007), la permeabilidad de una barrera se calcula a partir de una
combinacion de la primera ley de la difusion de Fick y de la ley de solubilidad de
Henry. Esta combinacion se usa para determinar el flujo de la molécula que permea a

través de una barrera no porosa, asumiendo que dicha barrera no posee imperfecciones.

El método més cominmente empleado para determinar la permeabilidad al vapor
de agua (WVP) de una pelicula autosoportada es el método ASTM E 96 (ASTM, 2005).

Este es un método gravimétrico que consiste en sellar la pelicula cuya permeabilidad se
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desea medir sobre una copa parcialmente llena con agua, solucion salina saturada o
desecante, dejando una capa de aire estanco por debajo de la pelicula (Figura 3.1). La
copa se coloca bajo condiciones controladas de temperatura y humedad y se mide el
cambio de peso en el tiempo. En este dispositivo, la diferencia de presion parcial de
vapor de agua entre el interior y el exterior de la copa (pwo)-Pwz)) provee la fuerza
impulsora para el flujo de vapor de agua a través de la pelicula (Gennadios y col.,

1994).

La determinacion de WVP de una pelicula depende de las condiciones bajo las
cuales se efectda la medicion, fundamentalmente, de la temperatura y del gradiente de

presion de vapor de agua (Garcia y col., 2009).

Pwn —— Ambiente exterior

/p(wz)
Pelicula <—t =
Pwy)
Aire estanco «— h; /IO(WO)
-z AN N
Agua, solucién NN \\ NN
salina o desecante [ AN :
NN v v Oy Copa
A AN NN
AN NI

Figura 3.1. Diagrama esquematico de la copa empleada en la determinacion de WVP
(Adaptada de Gennadios y col., 1994).
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La WVP de las peliculas comestibles se ha evaluado sometiendo a las mismas a
distintas fuerzas impulsoras. Distintos autores han empleado gradientes de humedad
relativa interior/exterior iguales a 100/0, 100/50, 100/58, 100/73, 40/20, 60/20 (Parris y
Coffin, 1997; Shellhammer y Krochta, 1997; Pérez-Gago y col., 1999; Sothornvit y
Krochta, 2000; Anker y col., 2002; Han y col., 2004; Talens y Krochta, 2005; Han y
col., 2006; Ozdemir y Floros, 2008a; Fabra y col., 2008; Vargas y col., 2008; Osés y

col., 2009).

Segun lo recomendado por ASTM (2005), el gradiente de HR en la determinacién
deberia efectuarse con la premisa de lograr la mayor aproximacion a la condicion bajo
la cual se emplea la pelicula. Por ejemplo, Talens y Krochta (2005) efectuaron la
determinacion bajo gradientes 40/20 y 60/20 para representar la situacion de una
pelicula colocada entre un componente de un alimento con 0,4 6 0,6 de a, Yy otro
componente con a, 0,2. Vargas y col. (2008) emplearon gradientes 100/58 y 100/73
para simular el caso de una pelicula aplicada sobre la superficie himeda de una fruta o

vegetal.

El método de la copa fue disefiado para determinar la WVP de polimeros
hidrofobicos sintéticos, por lo cual ciertas suposiciones podrian no ser validas para

materiales hidrofilicos. Asi, resulta necesario aplicar un método de correccion.

Método de correccion

El método ASTM E 96 (ASTM, 2005) asume que la capa de aire estanco que
existe entre la pelicula y la superficie del liquido o desecante ubicado en el interior de la

copa ofrece una resistencia despreciable al transporte de vapor de agua. Este método
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aparentemente funciona bien para peliculas de velocidad de transferencia de vapor de
agua (WVPR) baja, para las cuales fue desarrollado originalmente. Las peliculas
comestibles que contienen cantidades elevadas de compuestos lipidicos constituyen
barreras realmente buenas frente a la migracion de vapor de agua y sus WVP pueden
probarse con éste método sin inconvenientes. Sin embargo, este método no es valido en
el caso de peliculas comestibles a base de proteinas y polisacaridos, las cuales se
caracterizan por una alta WVPR y por su sensibilidad a la humedad. En este caso, la
resistencia provista por la capa de aire h; (Figura 3.1) es significativa y despreciar este
efecto puede llevar a una subestimacion de la WVPR real de la pelicula. La fuerza
conductora aparente para el flujo de vapor de agua a través de la pelicula es pwo)-Pwe)
mientras que la fuerza conductora real es pwi)-Pwe). La existencia de una capa de aire
estanco por arriba de la copa podria también resultar en la resistencia al transporte de
vapor de agua. Este problema usualmente se evita mediante la conveccion del aire sobre
la copa. Por ejemplo, la mayoria de las camaras ambientales empleadas para controlar la
humedad relativa exterior a la copa proveen una circulacion de aire adecuada

(Gennadios y col., 1994).

McHugh y col. (1993) desarrollaron un método de correccion de la WVP para
tomar en cuenta el gradiente de presion parcial en la capa de aire estanco en el interior

de la copa de prueba.

La WVPR, considerando la transferencia de materia a través de la capa de aire
estanco en la copa de prueba, puede evaluarse usando un método clasico para calcular la

difusion de vapor de agua a través de la pelicula:
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len p_p(wl)
P-Pwo) (3.1)
WVPR=

RTAh,

Donde:
p: presion atmosfeérica total (Pa).

P wo): presion parcial de vapor de agua en la superficie del agua o desecante colocada

en el interior de la copa (Pa).
P w1): presion parcial de vapor de agua en la superficie interna de la pelicula (Pa).
R: constante universal de los gases ideales (Pa m*/mol K).
T: temperatura absoluta (K).
D: difusividad del vapor de agua en aire (m?/s).

Ah;: altura promedio de la capa de aire estanco por debajo de la pelicula medida al

inicio y al final de la determinacion (mm).

Por otra parte, el monitoreo peridédico del cambio de peso de la copa permite
obtener la grafica de pérdida de peso en funcion del tiempo, que en estado estacionario
es una linea recta. La pendiente de esta linea dividida por el area expuesta de la pelicula
(area de la boca abierta de las copa) permite obtener la WVPR de la pelicula. Asi,

teniendo como dato la WVPR, a partir de la Ecuacion 3.1 se puede calcular pi):

B [WVP;;ZTAhiJ -
p(wl)_p_ (p'p(wo))e ( . )
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Luego, con el valor obtenido de p1) se obtiene la WVP segin:

(3.3)

WVP{M}L

p(wl) 'p(wz)

Donde:
P we): presion parcial de vapor de agua en la superficie externa de la pelicula (Pa).

L: espesor promedio de la pelicula (mm).

Los valores de WVP obtenidos como parte de la caracterizacion de la pelicula
comestible son cominmente empleados para la prediccion de la vida util del producto, y
también para el disefio de peliculas con la permeabilidad adecuada segun su posterior

aplicacion (McHugh y col., 1993).

3.5.2.3. Solubilidad en agua

La solubilidad en agua es un factor importante para determinar las aplicaciones
posibles de las peliculas. En algunos casos, se desea una pelicula facilmente soluble, tal
como una bolsa soluble que contiene ingredientes alimenticios, mientras que en otros
casos podria preferirse una pelicula insoluble para proveer resistencia al agua y mejorar
la integridad del alimento. Los materiales formadores de peliculas comestibles que son
solubles en agua producen peliculas de solubilidad variada dependiendo de la proteina y
de las condiciones de formacion de la pelicula y de los tratamientos efectuados. Por
ejemplo, aislados de proteinas del suero nativos producen peliculas totalmente solubles

en agua, pero soluciones de aislados de proteinas del suero desnaturalizadas
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térmicamente producen peliculas en las cuales las proteinas son mayormente insolubles

(Garcia y col., 2009).

3.5.2.4. Actividad de agua e isotermas de sorcién

La mayoria de los recubrimientos biodegradables son sensibles a la humedad y
sus propiedades son alteradas por cambios en la humedad relativa (Martelli y col.,
2006). El estudio de las isotermas de sorcion de las peliculas autosoportadas permite
estimar el contenido de humedad de equilibrio de las mismas, constituyendo una
herramienta para predecir las propiedades y la estabilidad de una pelicula bajo
diferentes condiciones de almacenamiento (Jangchud y Chinnan, 1999a; Garcia y col.,

2009).

La sorcion de humedad de peliculas comestibles a base de proteinas de mani,
proteinas del suero, metil y etil celulosa, proteinas de soja, queratina, almidon,
caseinato, etc. ha sido estudiada por distintos autores (Jangchud y Chinnan, 1999a;
Coupland y col., 2000; Kim y Ustunol, 2001; Velazquez de la Cruz y col., 2001; Cho y
Rhee, 2002; Martelli y col., 2006; Bertuzzi y col., 2007; Zhang y Han, 2008; Fabra y
col., 2010). Las curvas de sorcion obtenidas fueron de forma sigmoidea, caracteristicas
de isotermas de tipo Il, lo cual constituyé un rasgo tipico de la mayoria de los

biopolimeros.

Si bien se han sugerido distintas ecuaciones para modelar la funcion general de
sorcion (Chirife e Iglesias, 1978), la isoterma de Brunauer-Emmet-Teller (BET) es una
de las formas maés exitosas para determinar el contenido de humedad en monocapa de

alimentos. Este modelo se cumple en un rango limitado de a,, generalmente entre 0 y
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0,55. Por arriba de este valor el resultado se desvia de la linea recta cuando se grafica la

ecuacion como funcién lineal. La ecuacion general para el modelo BET es:

I(Oklaw

EMC=
(1'aw )(1'aw +k1aw )

(3.4)

Donde:

EMC: contenido de humedad de equilibrio.
Ko: contenido de humedad de la monocapa.

k1: constante de calor superficial.

La falla del modelo de BET a valores elevados de a, llevo al desarrollo del
modelo de Guggenheim, Anderson y de Boer (GAB), una ecuacion de tres parametros
que se ha usado ampliamente para describir el comportamiento de sorcién de humedad
de alimentos. ElI modelo GAB es una version mejorada del modelo BET que considera
la adsorcién en multicapa y representa adecuadamente los datos experimentales sobre el
rango de a,, de 0 a 0,95 para la mayoria de los alimentos. La ecuacion del modelo de

GAB es:

m,Cka,, (3.5)

EMC=
(1-ka, )(1-ka, +Cka,)

Donde:
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EMC: contenido de humedad de equilibrio.
mo: contenido de humedad de la monocapa.
C: constante de calor superficial.

k: constante adicional.

Ademas, existen modelos empiricos tales como el de Henderson, Chirife, Smith,
Oswin y Kuhn. Estos modelos implican dos o tres parametros de ajuste y suelen
emplearse como una verificacion complementaria en combinacién con los modelos de
BET y de GAB. Otro modelo empirico, el modelo de Peleg, es el modelo de cuatro
parametros mas simple y se emplea para isotermas de sorcion con forma sigmoidea y no

sigmoidea (Labuza y Altunakar, 2007). La ecuacion que describe al modelo de Peleg es:

EMC=k,a), +k,a}’ (3.6)

Donde:
EMC: contenido de humedad de equilibrio.
k1, K2, N1 ¥ n, son constantes.

Como regla general, puede decirse que es deseable que cualquier modelo permita
el mejor ajuste posible de los datos experimentales sobre un rango determinado de

actividad de agua usando un minimo de parametros ajustables.
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3.5.2.5. Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas comestibles dependen de las
interacciones matriz/aditivo y son fuertemente afectadas por condiciones fisicas,
quimicas y temperatura, las cuales influyen en la estabilidad y flexibilidad de las

peliculas (Garcia y col., 2009).

Distintas pruebas estandarizadas empleadas para estudiar peliculas comerciales
también se aplican a peliculas comestibles (Han y Gennadios, 2005). Los atributos
funcionales de las peliculas comestibles se caracterizan efectuando pruebas como por
ejemplo ensayos de impacto superficial, deformacién, flexion de tres puntos, relajacién
de estrés compresiva, puncion, traccion, etc. (Greener y Fennema, 1989; Chandra y
Sobral, 2000; Chen y Lai, 2008). Entre ellas, los ensayos de puncion y traccion
efectuados con maquinas universales de ensayos o texturometros son los mas

comunmente practicados.

Para la realizacion del ensayo de puncion se emplean sondas cilindricas de bordes
planos o hemisféricos de diametros entre 1 y 8 mm y se trabaja cominmente a
velocidad de deformacidn baja, cercanas a 1 mm/s, segun lo reportado por los distintos
autores. En el ensayo de puncion pueden emplearse tanto muestras de peliculas
rectangulares como circulares y se requiere de un dispositivo que permita ubicar y
sostener a la muestra en direccion perpendicular a la del movimiento de la sonda
(Banerjee y Chen, 1995; Sobral y col., 2001; Mali y col., 2005; Vanin y col., 2005;

Gomez-Guillén y col., 2007; Pinotti y col., 2007; Chen y Lai, 2008; Yang y col., 2010).
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El ensayo de traccion se efectia empleando muestras rectangulares de variadas
dimensiones: 254 x 130; 150 x 10; 100 x 15; 100 x 10; 80 x 10 mm, etc. La separacién
inicial entre mordazas varia mayormente entre 50 y 100 mm vy la velocidad de
desplazamiento entre 0,2 y 8,3 mm/s (Shellhammer y Krochta, 1997; Cagri y col., 2001;
Pérez-Gago y Krochta, 2001; Park y col., 2002; Mei y Zhao, 2003; Talens y Krochta,
2005; Han y col., 2006; Brindle y Krochta, 2008; Talja y col., 2008, etc.). Sin embargo,
las caracteristicas propias de las peliculas comestibles pueden requerir algunos
procedimientos especificos en la preparacion de las probetas. Por ejemplo, Banerjee y
Chen (1995) trabajaron con muestras con forma de pesa, las cuales obtuvieron cortando
2 cuartos de circulo opuestos en la posicion entre la region central de geometria
rectangular y los extremos cuadrados. Este procedimiento generé un concentrador de
estrés en la muestra el cual asegurd la localizacion del punto de rotura y evito errores
producidos por rotura en puntos débiles aleatorios. Pérez-Gago y Krochta (2001), Mei y
Zhao (2003) y Talens y Krochta (2005) trabajaron con muestras de geometria central
rectangular y extremos cuadrados para lograr mayor area de contacto muestra/mordaza
y asi una mejor sujecion en las mismas. Este procedimiento de obtencion de muestras de
puede generar imperfecciones que determinen entre otras fallas un corte prematuro.
Fairley y col. (1996), Shellhammer y Krochta (1997) y Coughlan y col. (2004)
protegieron los extremos de las muestras rectangulares colocandoles cuadrados de
cartulina sujetos con cinta doble adhesiva. La cartulina evitd la rotura prematura y
previno el deslizamiento de las muestras cuando se sujetaron en las mordazas del

equipo.
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Curvas fuerza-deformacion

A partir de las curvas de fuerza-deformacion registradas en el ensayo de puncion
se obtienen los parametros fuerza méaxima expresada en N (Fmax) Y deformacion
maxima expresada en mm (Dmax) en el punto de puncion (Chen y Lai, 2008) (Figura

3.2).

En el caso del ensayo de traccion, los valores de fuerza (N) se dividen por el area de la
seccion transversal de la muestra (m?) para obtener los valores de esfuerzo (MPa). Los
datos de deformacion (mm) se transforman en valores deformacion expresada como
porcentaje respecto de la separacion inicial entre mordazas. Luego se construyen las
gréficas de esfuerzo-deformacion y se obtienen los parametros esfuerzo a ruptura

expresado en MPa (Er,)y deformacion a ruptura expresada en porcentaje (Diyp).
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Figura 3.2. Parametros obtenidos a partir de una curva fuerza-deformacion registrada
en el ensayo de puncion.
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Figura 3.3. Parametros obtenidos a partir de una curva fuerza-deformacion registrada
en el ensayo de traccion.

Por altimo, a partir de la pendiente inicial de dicha curva se obtiene el mddulo eléstico

expresado en MPa (ME) (Shellhammer y Krochta, 1997) (Figura 3.3).

3.5.3. Factores que afectan las propiedades fisicoquimicas de las peliculas

comestibles autosoportadas

Las propiedades fisicoquimicas de las peliculas comestibles tales como
permeabilidad al vapor de agua y a los gases, solubilidad en agua o en lipidos,
capacidad de sorcion de agua, color, transparencia, brillo, respuesta mecanica, entre
otras, dependen del tipo de material utilizado (estructura quimica, polaridad, grado de

cristalinidad, densidad, orientacion molecular, grado de uniones cruzadas entre
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moléculas, peso molecular y polimerizacion), de las condiciones de formacion de la
pelicula, del tipo de plastificante, de la naturaleza del disolvente, de la velocidad de
evaporacion del disolvente, y del espesor de la pelicula, entre otras (Guilbert, y col.
1996; Wu y col., 2002). Por otra parte, las peliculas comestibles son sensibles a la
humedad; es por ello que bajo condiciones de humedad relativa alta su resistencia fisica
es menor que a humedad relativa baja dado que las moléculas de agua absorbidas actdan
como plastificante. La temperatura es también una variable importante que afecta las

propiedades fisicas y mecanicas de las peliculas comestibles (Guilbert y col., 1996).

3.5.3.1. Efecto de la incorporacion de distintos compuestos

Presencia de plastificante

El tipo y la cantidad de plastificante afectan las interacciones entre las moléculas
de proteinas resultando en un efecto sobre las propiedades fisicoquimicas de las
peliculas. Los plastificantes se agregan para disminuir la rigidez y aumentar la
elongacion de las peliculas. Normalmente, a medida que la concentracion del
plastificante aumenta, los valores de WVP y elongacién se incrementan mientras que la
resistencia y la rigidez disminuyen (Krochta, 2002). Con ciertas proteinas la seleccion
del plastificante permite lograr las propiedades mecanicas deseadas con un efecto menor
sobre las propiedades de barrera, sin embargo ésta es un area que requiere mayor
investigacion (Krochta, 2002). En el caso de peliculas a base de proteinas del suero,
Coupland y col. (2000), estudiando el comportamiento de adsorcion de humedad de
dichas peliculas, observaron que el contenido de humedad de equilibrio aumento con el

incremento en el contenido de glicerol. Los mismos autores informaron que una
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proporcion mayor de glicerol favorecid la flexibilidad de las peliculas evaluada
mediante una prueba empirica de plegamiento. Gounga y col. (2007) observaron que el
aumento de la proporcion de glicerol en peliculas a base de proteinas del suero
determind un aumento del espesor, de la WVP y de la permeabilidad al O,. Ozdemir y
Floros (2008a) reportaron que el aumento en la concentracion de sorbitol ocasion6 un
aumento de la elasticidad y una disminucion del esfuerzo a ruptura y del mdédulo
elastico de peliculas a base de proteinas del suero. Ademas, Ozdemir y Floros (2008b)
observaron un aumento en la solubilidad de las peliculas con el incremento del

contenido de sorbitol en la formulacion.

Presencia de un componente lipidico

Las sustancias hidrofébicas, debido a su naturaleza apolar, se emplean
principalmente como barrera frente a la migracion de humedad (Morillén y col., 2002).
La polaridad, longitud de la cadena hidrocarbonada, el estado fisico, el grado de
saturacion, las caracteristicas viscoelasticas y el polimorfismo son algunas
caracteristicas de los lipidos que afectan la WVP de las peliculas (Kester y Fennema,
1989; Shellhammer y Krochta, 1997). La WVP de las peliculas a base de proteinas del
suero es elevada pero puede mejorarse agregando a la formulacion materiales
hidrofébicos como ceras y otros lipidos (Jooyandeh, 2011). Las ceras, debido a su
elevada hidrofobicidad a causa de su elevado contenido de alcoholes y alcanos de
cadena larga, son las sustancias mas eficientes para reducir la permeabilidad al agua. La
sustancia mas eficiente es la cera de abejas, seguida por gliceroles acetilados, alcanos,

triglicéridos y 4&cidos grasos (Debeaufort y Voilley, 2009). Sin embargo, debe
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considerarse el efecto del agregado del lipido sobre las propiedades mecanicas de las
peliculas. Cuando la concentracion de cera es elevada, el esfuerzo a ruptura y la
elongacion a ruptura disminuyen y las peliculas se convierten en fragiles y dificiles de
manipular sin provocar su rotura (Shellhammer y Krochta, 1997). En general, las
discontinuidades que produce el lipido en la matriz de hidrocoloide constituyen puntos
de fractura que reducen la resistencia de la pelicula a la traccion (Shellhammer y
Krochta, 1997; Pérez-Gago y Krocha, 2001). Kim y Ustunol (2001) informaron que el
agregado de un compuesto lipidico redujo la solubilidad de peliculas a base de proteinas
del suero. Ademas del efecto sobre las propiedades anteriormente comentadas, también
debe analizarse el impacto sobre el aspecto de las peliculas (transparencia, color y
brillo) dado que el agregado del componente lipidico puede conferir cierta opacidad a

las mismas (Jooyandeh, 2011).

3.5.3.2. Efecto de las condiciones de obtencion de las peliculas

Importancia del tratamiento térmico de la solucion en la preparacién de peliculas

comestibles a base de proteinas del suero

Las peliculas a base de proteinas del suero nativas son cohesivas pero la matriz
estructural y por consiguiente las propiedades de barrera y mecénicas de las mismas
pueden mejorarse a través de la desnaturalizacion térmica o del entrecruzamiento de las
cadenas de proteinas del suero (Pérez-Gago y col., 1999). Asi, la mayor parte de la
investigacion sobre peliculas comestibles a base de proteinas del suero involucra la
desnaturalizacion térmica de dichas proteinas en un solvente acuoso (Dangaran y

Krochta, 2008), constituyendo el trabajo efectuado por McHugh y col. (1994) uno de
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los primeros antecedentes al respecto. Dichos autores estudiaron el procedimiento de
preparacion de peliculas a base de proteinas del suero y hallaron que el tratamiento

térmico era necesario para la formacion de una pelicula intacta.

Como se mencioné anteriormente las proteinas del suero incluyen una serie de
proteinas individuales siendo la B-lactoglobulina la mas abundante e importante para la
formacion de peliculas. La B-lactoglobulina es una proteina de 18,3 kDa compuesta por
aproximadamente 160 aminoacidos. Dentro de su secuencia, el grupo sulfidrilo del
residuo de cisteina 121 y dos enlaces disulfuro entre los residuos de cisteinas 66-160 y
106-119 son especialmente importantes (Dangaran y Krochta, 2008). La -
lactoglobulina nativa posee estructura globular con los grupos hidrofébicos y el residuo
sulfidrilo 121 localizados en el interior de la molécula. La desnaturalizacion térmica de
ésta proteina expone el residuo sulfidrilo 121, con lo cual se facilitarian las reacciones
de intercambio tiol-disulfuro que posibilitan la formacion de dimeros y polimeros
unidos por enlaces disulfuro (Pérez-Gago y Krochta, 2002). Sin embargo, la
polimerizacion de la B-lactoglobulina no es la tUnica reaccién quimica involucrada en la
formacion de la matriz de las peliculas de proteinas del suero. También ocurre la
agregacion no covalente a través de interacciones hidrofébicas, idnicas y de Van der
Waals entre grupos expuestos a consecuencia del calentamiento de las proteinas (Pérez-

Gago y Krochta, 2002).

Proceso de secado

Alcantara y col. (1998) estudiaron el efecto de la velocidad de secado sobre las

propiedades fisicoquimicas de peliculas a base de aislado de proteinas del suero

50



Fundamentos tedricos

trabajando bajo condiciones de secado lento (21 °C; 50% HR) y rapido (95 °C; 30%
HR). Las peliculas obtenidas bajo secado rapido presentaron burbujas cuando se
retiraron de la superficie de formacion. Posiblemente, se formaron burbujas de aire o
vapor de agua por debajo de la superficie las cuales fueron incapaces de escapar a traves
de la pelicula en formacion sometida a secado rapido. Ademas, las peliculas formadas a
95 °C y 30% HR tuvieron una coloracion amarillenta y un suave aroma a quemado, en
comparacion con las obtenidas a 21 °C y 50% HR que fueron transparentes, incoloras e
inodoras. La velocidad de secado alta propicio la formacion de peliculas mas rigidas y

delgadas y de menor WVP.

Pérez-Gago y Krochta (2000) obtuvieron peliculas a base de proteinas del suero
efectuando el secado de las soluciones a 25, 40 y 80 °C y 40% HR y estudiaron el efecto
de la temperatura de secado sobre la WVP y las propiedades mecanicas de las peliculas.
Dichos autores observaron que las condiciones del proceso de secado afectaron la
apariencia final y la WVP de las peliculas. En el caso de la WVP, el incremento en la
temperatura de secado permitio obtener peliculas con menor WVP probablemente a
causa del establecimiento de una estructura polimeérica mas compacta la cual retrasé la
difusion del vapor de agua a través de la pelicula. Por otra parte, las propiedades
mecanicas de las peliculas no se vieron afectadas por el cambio en la temperatura de

secado.

Los trabajos anteriormente comentados se refieren al estudio del efecto de
temperaturas de secado superiores a la ambiente sobre las propiedades de las peliculas
comestibles. Sin embargo, no se encontraron en la bibliografia estudios sobre el efecto

del secado a bajas temperaturas.
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Debeaufort y Voilley (1995) estudiaron el efecto de la velocidad de secado sobre
las propiedades de peliculas emulsionadas a base de hidroxipropil metilcelulosa
(HPMC) y observaron que la temperatura de secado de las emulsiones afecto tanto a la
cohesion de la matriz de hidrocoloide, como a la morfologia del lipido y a su
distribucion en la pelicula resultante (Figura 3.4). En el caso de un proceso de secado
largo (25 °C; 40% HR; 0 m/s velocidad de aire), durante el enfriamiento ocurrio la
gelificacion del hidrocoloide formador de la pelicula mediante interacciones entre las
cadenas del polimero. La organizacion de la matriz incremento la viscosidad y asi se
redujeron la movilidad y la coalescencia de los globulos lipidicos. El tamafio pequefio
de las gotas y su distribucion incrementaron la hidrofobicidad aparente y la tortuosidad
de la pelicula y asi la distancia recorrida por las moléculas de agua. Ademas, la
distribucion homogénea de los globulos lipidicos pequefios incrementd la
deformabilidad y disminuyo la fragilidad de la pelicula en un 30-50%. Por lo tanto, las
condiciones que determinaron un secado prolongado permitieron obtener peliculas con
mejores propiedades de barrera y mecanicas. A velocidades de secado mayores (25 °C;
40% HR; 2 m/s velocidad de aire), la rapida migracion del solvente dentro de la matriz
de la pelicula limitd las uniones entre cadenas del hidrocoloide determinando la
migracion de los glébulos lipidicos hacia la superficie de evaporacion donde tendieron a
agregarse. Un tiempo de secado similar se registro a 45 °C; 15% HR y 0 m/s velocidad
de aire, pero la fraccion de parafina en estado liquido fue mayor a la temperatura mas
alta, lo cual facilité la coalescencia de los glébulos lipidicos. La presencia de agregados
dejo areas sin sustancia hidrofébica y por lo tanto sin barrera frente a la difusion de

agua. Estos glébulos grandes o agregados produjeron una pelicula con estructura
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heterogénea y las discontinuidades en la matriz incrementaron la fragilidad debido a la
generacion de puntos preferenciales de rotura. Cuando el tiempo de secado fue muy
corto (45 °C; 10% HR; 2 m/s velocidad de aire), la elevada proporcion de globulos
lipidicos en estado liquido y la rapida migracion de solvente hacia la superficie de

evaporacion produjeron el cremado y coalescencia resultando en una estructura de

25°C, 40% HR, 0 m/s

25°C,40% HR,2m/s | * ¢ g% |enc "

45°C, 15% HR,Om/s |* * e ® . o o o

45°C, 15% HR, 2 m/s

—> Direccidn de transferencia de vapor de agua
® Globulo de cera de parafina

|| Matriz de metilcelulosa

Figura 3.4. Estructuras esquematizadas de peliculas emulsionadas obtenidas bajo
distintas condiciones de secado (Adaptado de Debeaufort y Voilley, 1995).
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bicapa aparente. Esta clase de peliculas ofrecen un beneficio sustancial como una
barrera frente a la migracion de humedad pero su pobre resistencia mecanica determina

que sea necesario aplicarlos como recubrimiento sobre alimentos sélidos.

3.5.3.3. Efecto de las condiciones de almacenamiento de las peliculas

Cuando las peliculas comestibles se exponen durante el almacenamiento a ciertas
condiciones ambientales, es posible observar cambios quimicos y fisicos que pueden
alterar las propiedades de las mismas. Entre los cambios quimicos se pueden citar la
oxidacion de los grupos sulfidrilos de las proteinas que pueden causar la degradacion de
las cadenas poliméricas de proteinas. Los cambios fisicos incluyen la recristalizacion de
los polimeros y aquellas alteraciones debidas a la migracion de compuestos de bajo peso

molecular tales como los plastificantes empleados en la formulacién (Osés y col., 2009).

Kamper y Fennema (1985) observaron que en peliculas bicapa de HPMC vy acidos
palmitico y esteadrico un descenso en la temperatura de 5 a -19 °C aument6 la WVP
probablemente por la rigidez y microfractura de la pelicula a bajas temperaturas. El
incremento de la WVP al reducir la temperatura de almacenamiento también se ha
observado en distintas peliculas comestibles a base de lipidos (Landman y col., 1960;
Biquet y Labuza, 1988). Ademas, la temperatura modifica la capacidad de las peliculas
para absorber agua lo que afecta las propiedades mecanicas y de barrera de las mismas.
Asi por ejemplo, Noguchi (1981) observ6 que en peliculas a base de polisacarido un

descenso de la temperatura de 20 a 0 °C duplicaba la hidratacion de las mismas.

La humedad relativa durante el almacenamiento afecta las propiedades

fisicoquimicas de las peliculas hidrofilicas (McHugh y col., 1993). El agua actua
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plastificando los polimeros. Por lo tanto, las humedades relativas altas durante el
almacenamiento incrementan la flexibilidad y permeabilidad al vapor de agua de la

pelicula.

3.6. Empleo de recubrimientos comestibles para prolongar la vida Gtil de alimentos

La aplicacion de recubrimientos comestibles constituye una alternativa para
prolongar la vida Gtil de distintos productos sometidos a almacenamiento refrigerado y
congelado. A modo de ejemplo se resumen algunos antecedentes hallados en la
bibliografia referidos a la aplicacién de recubrimientos comestibles a frutas y hortalizas

almacenadas refrigeradas o a temperatura ambiente.

Pérez-Gago Yy col. (2003) aplicaron recubrimientos comestibles a base de WPI y
cera de abejas para disminuir el cambio de color de manzanas frescas cortadas. Ayranci
y Tunc (2004) emplearon recubrimientos a base de metilcelulosa y polietilenglicol para
reducir la pérdida de agua y de vitamina C de damascos y pimientos verdes.
Posteriormente, Pérez-Gago y col. (2006) estudiaron la aplicacion de distintos
antioxidantes solos 0 en combinacion con un recubrimiento a base de WPC vy cera de
abejas a manzanas frescas cortadas y mostraron que la incorporacién del antioxidante en
la cubierta redujo el pardeamiento en comparacion con la aplicacion del antioxidante
solo. Recubrimientos comestibles a base de almiddn y quitosano permitieron controlar
el crecimiento microbiano en zanahorias minimamente procesadas (Durango y col.,
2006). Tzoumaki y col. (2009) mostraron que la aplicacion de cuatro formulaciones de
cubierta distintas a base de carboximetilcelulosa y WPI, solos o en combinacién con

acido esteéarico, pululano y ésteres acido graso/sacarosa tuvieron un impacto beneficioso
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sobre la calidad de esparragos refrigerados, disminuyendo la pérdida de humedad,

reduciendo el ablandamiento y retardando el desarrollo de color purpura.

Fuera del area de frutas y hortalizas, existen antecedentes de aplicacion de
recubrimientos comestibles a carne vacuna almacenada en refrigeracion (Lacroix y col.,
2004), a hamburguesas de cerdo (Kang y col., 2007), a besugo refrigerado (Song y col.,

2011), etc.

Los recubrimientos comestibles también fueron eficientes para prolongar la vida
uatil de productos sometidos a almacenamiento congelado. Un recubrimiento comestible
compuesto lipido/celulosa limito la transferencia interna de agua cuando se ubicé entre
componentes de baja y alta humedad en un sistema alimenticio modelo (Kester y
Fennema, 1989). Villegas y col. (1999) reportaron que recubrimientos a base de gelatina
mejoraron la estabilidad oxidativa y color de piezas de jamdn cocido y tocino. Fan y
col. (2009) mostraron que recubrimientos comestibles a base de quitosano aplicados
sobre el pescado carpa plateada fueron efectivos en retener sus caracteristicas de calidad
y prolongar su vida util. Ademas, recubrimientos a base de quitosano con el agregado
de aceite de pescado redujeron el exudado de filetes de bacalao durante la

descongelacion (Duan y col. 2010).

3.6.1. Aplicacion de recubrimientos comestibles a frutillas

Distintos autores han aplicado recubrimientos comestibles con la finalidad de
prolongar la vida util de frutillas refrigeradas. Garcia y col. (1998) trabajando con
recubrimientos de almidén de bajo y alto contenido de amilosa, informaron una

disminucion en el namero de frutas infectadas, una reduccion en la pérdida de peso y un
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mantenimiento de la firmeza de las frutas cubiertas, dependiendo los ultimos dos
parametros del contenido de amilosa del almidon empleado para la formacion del
recubrimiento. Han y col. (2004) aplicaron tres tipos de recubrimientos: quitosano,
quitosano con el agregado de calcio y quitosano con agregado de vitamina E. Los
recubrimientos disminuyeron significativamente el decaimiento y la pérdida de peso;
retrasaron los cambios de color, pH y acidez titulable y aumentaron el contenido de
calcio y vitamina E de las frutillas. Segun los autores el agregado de elevadas
concentraciones de calcio o vitamina E a los recubrimientos de quitosano no alterd sus
caracteristicas antifingicas ni sus propiedades de barrera y constituyd un método
eficiente para aumentar el valor nutricional de las frutillas. Del-Valle y col. (2005)
prepararon distintas formulaciones a base de mucilago de cactus y analizaron su
efectividad para incrementar la vida util de frutillas refrigeradas. Las muestras
recubiertas mostraron mayor firmeza que las controles durante el periodo de
almacenamiento estudiado. El color y el sabor no fueron alterados por el recubrimiento
y en un analisis sensorial, los jueces prefirieron a las muestras recubiertas. Tanada-
Palmu y Grosso (2005) estudiaron el efecto de diferentes formulaciones a base de gluten
y hallaron que los recubrimientos bicapa de gluten de trigo y lipidos (cera de abejas,
acido estearico y acido palmitico) tuvieron un efecto significativo sobre la retencion de
la firmeza, redujeron la pérdida de peso y mostraron mejores analisis fisicogquimicos en
comparacion con las frutas control. En cuanto a la evaluacion sensorial, los
recubrimientos mantuvieron la calidad visual de las frutillas durante el tiempo de
almacenamiento analizado. Sin embargo, la apariencia y el sabor de las frutillas

recubiertas fueron inaceptables. Vargas y col. (2006) trataron frutillas con
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recubrimientos comestibles a base de quitosano y acido oleico y observaron que el
tratamiento no tuvo efecto significativo sobre la acidez, pH y contenido de solidos
solubles pero hizo maés lentos los cambios en las propiedades mecanicas y modifico
levemente la velocidad de respiracion de las frutas. El analisis sensorial mostro que la
aplicacion del recubrimiento disminuyo significativamente el aroma y el flavour,
especialmente cuando la proporcion acido oleico/quitosano en la formulacion fue
elevada. Ribeiro y col. (2007) optimizaron la composicion de recubrimientos a base de
polisacaridos (almiddn, carragenina y quitosano) para luego aplicarlos a frutillas en
escala industrial con la finalidad de retardar su senescencia. Los recubrimientos con
carragenina y cloruro de calcio, y quitosano y calcio fueron efectivos en disminuir la
pérdida de firmeza y la pérdida de peso de las frutillas. También observaron una
velocidad de crecimiento microbiano minima en las frutillas recubiertas con quitosano y
calcio. Segun los autores, los resultados menos atractivos obtenidos para los
recubrimientos a base de almidon podrian deberse a que éstos recubrimientos poseen el
mayor valor de permeabilidad al O, entre los distintos recubrimientos estudiados. Vu y
col. (2011) aplicaron recubrimientos a base de quitosano funcionalizado por acetilacion
con cloruro de palmitoilo. Este procedimiento se efectud para incrementar su
hidrofobicidad y asegurar la liberacion controlada de compuestos bioactivos incluidos
en la formulacion (limoneno y aceites esenciales de orégano, tomillo rojo, menta y
limoncillo) y para mejorar la estabilidad y adhesion a la fruta. Los autores observaron
un efecto positivo sobre la extension de la vida atil de las frutillas durante

almacenamiento refrigerado.
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Como puede observarse existen numerosas publicaciones referidas a la aplicacion
de recubrimientos comestibles a frutillas sometidas a almacenamiento refrigerado. Por
el contrario, el Unico antecedente de aplicacion de recubrimientos comestibles a frutas
congeladas lo constituye el trabajo efectuado por Han y col. (2004) quienes, como se
menciono anteriormente, aplicaron recubrimientos comestibles a base de quitosano con
el agregado de calcio y vitamina E como tratamiento previo a la congelacion de las
frutillas en freezer con tunel de aire a -23 °C. Los resultados mostraron que la aplicacién
de los recubrimientos comestibles disminuyo significativamente la pérdida de agua
luego de la descongelacidon de las frutillas, indicando este hecho que los recubrimientos
formados sobre la superficie de las frutillas pudieron soportar el proceso de congelacion
y almacenamiento, ayudando a retener el liquido y previniendo la migracion de
humedad desde la fruta a su entorno durante la congelacion y la descongelacion. Los
recubrimientos también contribuyeron en mejorar la firmeza de las frutillas sometidas al
proceso de descongelacion, probando la hipotesis de los autores que los recubrimientos
comestibles, al disminuir la migracion de humedad, pueden controlar la integridad y

textura de productos descongelados.

3.6.2. Método de aplicacion de los recubrimientos comestibles

Para ser efectivos, los recubrimientos deben formar una capa continua en la
superficie del fruto. La tension superficial y la viscosidad de las emulsiones que forman
el recubrimiento determinan la capacidad de estos de impregnar al fruto en la etapa de
aplicacion y, por tanto, su capacidad para taponar poros y formar una capa continua en

la superficie del mismo (Hershko y Nussinovitch, 1998). Una distribucion homogénea
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del recubrimiento se consigue mediante una aplicacion y secado adecuados. Existen
distintas técnicas de aplicacion de recubrimientos, entre las mas cominmente empleadas
se pueden citar: rociado, pincelado, inmersion tradicional o inmersion asistida por

vacio.

El rociado, en contraposicion con la inmersion, es un método util para la
aplicacion de soluciones formadoras de recubrimientos de baja viscosidad y permite
obtener recubrimientos mas delgados y uniformes (Garcia y col., 2009). El rociado es
mas conveniente para aplicar un recubrimiento a solo un lado del alimento. Esto es
deseable cuando se necesita proteccion solo sobre una superficie, como por ejemplo en
la corteza de una pizza expuesta a una salsa himeda. El rociado también puede
emplearse para aplicar un segundo recubrimiento, tal como una solucion cationica
necesaria para el entrecruzamiento de recubrimientos de alginato o pectina (Greener y
Fennema, 1994). La distribucion con pincel directamente sobre la superficie de
productos como por ejemplo carnes, puede también emplearse para aplicar

recubrimientos comestibles (Ustunol, 2009).

La inmersion consiste en sumergir el alimento en la solucién formadora de
peliculas durante un determinado tiempo y posteriormente se efectia una etapa de
drenado para eliminar el material en exceso. Este método es adecuado para obtener un
recubrimiento uniforme sobre una superficie irregular. Se ha empleado para aplicar
recubrimientos a carnes, pescado, aves, frutas y vegetales (Greener y Fennema, 1994;
Han y col., 2004; Del-Valle y col., 2005; Vargas y col., 2006; Pérez-Gago y col., 2003,
2005, 2006). Si bien la inmersion simple del producto en la solucion formadora de

recubrimiento es un metodo tradicional de aplicacion, dependiendo de la viscosidad de
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la solucion y de la extensibilidad de la misma sobre la superficie de la muestra, la
retencion de la solucion para formar un recubrimiento puede ser baja. La aplicacion de
la solucion mediante impregnacion al vacio podria ser una alternativa para mejorar la
retencion de la misma y para formar un recubrimiento de mayor espesor y mas efectivo.
La impregnacion al vacio de un producto poroso consiste en intercambiar el gas o
liquido interno ocluido por una fase liquida externa, debido a la accion de mecanismos
hidrodinamicos promovidos por cambios de presion (Fito y Chiralt, 2000). Esta técnica
se ha empleado para el agregado de crioprotectores durante deshidratacion osmotica
seguida de congelacion de frutillas y kiwis (Talens y col., 2001) y también se ha
aplicado exitosamente para incorporar sales de calcio a frutas minimamente procesadas
como frutillas y mangos (Castell6 y col., 2005). En referencia a su empleo como
método de aplicacion de recubrimientos comestibles, Vargas y col. (2009b) emplearon
recubrimientos comestibles a base de quitosano para preservar la calidad de zanahorias
minimamente procesadas y mostraron que la aplicacion de un pulso de vacio mejord
significativamente la resistencia a la transmision de vapor de agua y mantuvo la
resistencia inicial a la fractura durante todo el periodo de almacenamiento en frio, sin

afectar la velocidad de respiracion de las muestras.

3.6.3. Proceso de congelacion

El proceso de congelacion incluye la congelacion, el almacenamiento del producto
congelado y la descongelacién (Galetto, 2006). La congelacién de un alimento
comienza cuando es colocado en contacto con un medio frio, el cual puede ser solido

(por ejemplo, placas intercambiadoras de calor a -30 o0 -40 °C, didxido de carbono
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solido (hielo seco) a -78,5 °C), liquido (inmersion en mezclas de enfriamiento o fluidos
criogénicos tales como nitrogeno liquido a -196 °C) o gaseoso (una corriente de aire,
nitrégeno gaseoso o dioxido de carbono) (Nesvadba, 2008). Para propositos practicos se
considera que la congelacion de un producto es completa cuando la mayoria del agua
congelable en su centro térmico se ha convertido en hielo. Sin embargo, es
recomendable congelar el producto hasta una temperatura de equilibrio de -18 °C o

inferior (Zaritzky, 2000).

De acuerdo al proceso de congelacion, las velocidades de congelacion pueden
variar entre 0,2 y 100 cm/h; entre 0,2 y 0,5 cm/h se habla de congelacion lenta
(congelacion en camara fria), entre 0,5 y 3 cm/h congelacion rapida (congelacion rapida
individual de productos de tamafio pequefio en lecho fluidizado), y entre 10 y 100 cm/h
corresponde a una congelacion ultra-rapida por rociado o inmersion en fluidos

criogénicos tales como nitrégeno liquido y dioxido de carbono (Zaritzky, 2000).

Muchos autores han concluido que la integridad estructural del tejido vegetal se
preserva mejor cuando dicho producto es sometido a congelacion trabajando con altas
velocidades. Sin embargo la congelacion ultra-rapida puede llevar a dafio tisular
irreversible debido a la ocurrencia del fendmeno de rotura por frio o freeze cracking
(Van Buggenhout y col., 2008). Dicho fenomeno se debe a que la corteza superficial
formada durante la congelacion puede prevenir la expansion de volumen resultante de la
transicion de fase de la porcién interna del material no congelado. El pre-enfriamiento
del producto previene la rotura por frio dado que reduce la diferencia entre la

temperatura del producto y la del medio de congelacion (Zaritzky, 2000).
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Existen métodos de congelacion combinados, como la congelacion criomecanica,
que son especialmente recomendados para productos delicados, que no tienen buena
resistencia mecanica (frambuesas, frutillas, camarones, mejillones pelados) u otros
productos cuya apariencia cambia durante la congelacion (escalopes de pollo, calamares
pelados o cocidos). La congelacion criomecanica consiste en la combinacion de dos
sistemas: un freezer criogénico (usando N liquido o CO;) combinado con un freezer
mecanico (con aire frio como fluido de transferencia de calor) (Agnelli y Mascheroni,
2002). Los mismos autores desarrollaron en un trabajo previo un modelo para la
congelacién criomecanica el cual predijo que unos pocos segundos de inmersion en el
liquido criogénico son suficientes para reducir el tiempo de congelacion y para formar

una corteza superficial protectora (Agnelli y Mascheroni, 2001).

Otros autores que efectuaron congelacion rapida empleando nitrégeno liquido
partieron de muestras colocadas en viales estériles o en envases de polietileno (Ali
Sahari y col., 2004; Modise, 2008; Oszmianski y col., 2009). Posiblemente, el envase de

polietileno fue una alternativa para mitigar el dafio por frio de las muestras.

Durante el almacenamiento del producto congelado también se producen
transformaciones fisicas y quimicas. Los cristales formados no son estables sino que
sufren un proceso de recristalizacion. Las reacciones enzimaticas disminuyen su
velocidad pero no se inhiben en forma completa durante el almacenamiento del

producto congelado (Verdini, 2002).

La descongelacion generalmente ocurre mas lentamente que la congelacion, y a
medida que transcurre los alimentos son objeto de dafio quimico, cambios fisicos, y

dafios ocasionados por la accion de microrganismos. Asi, la descongelacion rapida a
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bajas temperaturas para evitar el aumento de temperatura y la deshidratacion excesiva

del producto es deseable para asegurar la calidad del alimento (Li y Sun, 2002b).

3.6.4. Propiedades fisicoquimicas de las frutillas

El efecto del proceso de congelacién y de la aplicacion de distintos tratamientos
previos a dicho proceso sobre la calidad de frutillas sometidas al proceso de congelacion
se evalua determinando en las frutillas descongeladas propiedades fisicoquimicas como
la pérdida de peso, contenido de so6lidos solubles, acidez titulable, color superficial,
firmeza, etc. (Suutarinen y col., 2002a; Han y col., 2004; Ali Sahari y col., 2004; Ngo y

col., 2007; Galetto y col., 2010; Velickova y col., 2011).

También se suele analizar mediante microscopia Optica o electronica la alteracion
que ocasiona el proceso de congelacién sobre la forma, el tamafio y la integridad de las
células (Suutarinen y col., 2002a; Delgado y Rubiolo, 2005; Van Buggenhout y col.,

2008; Reno y col., 2011).

Las determinaciones anteriores pueden complementarse con una evaluacion
sensorial de las frutas a fin de establecer la posible alteracién de las propiedades
organolépticas de las mismas luego del proceso de congelacién en vista de la

aceptabilidad por parte del consumidor (Han y col., 2005).

3.6.4.1. Pérdida de peso

La calidad de los alimentos congelados esta fuertemente relacionada con las

condiciones de los procesos de congelacion y descongelacion (Li y Sun, 2002a).
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Generalmente se acepta que velocidades de congelacion altas inducen la produccion de
un namero grande de cristales de hielo pequefios y asi se logra una mejor retencion de la
calidad del producto en comparacion con cuando se trabaja a velocidades de
congelacioén bajas (Delgado y Rubiolo, 2005). Un fendmeno cominmente observado en
frutas sometidas al proceso de congelacion es la presencia de exudado liquido. Esta
pérdida de agua durante la descongelacion conduce a la pérdida indeseable de
nutrientes, afecta la textura y la jugosidad y modifica la apariencia del producto
(Zaritzky, 2000). La liberacion de exudado se debe al hecho de que el tejido al
descongelarse puede no re-absorber completamente los cristales de hielo fundidos hasta

alcanzar el contenido de agua que tenia con anterioridad a la congelacion.

Entre sus muchas aplicaciones, los recubrimientos comestibles se han propuesto
como barrera para minimizar la pérdida de humedad en alimentos congelados
reduciendo la velocidad de transferencia de humedad entre el alimento y el ambiente
externo que lo rodea, retardando asi la deshidratacion de la superficie del producto

(George, 2006).

De acuerdo a lo comentado anteriormente, la determinacion de la pérdida de peso
constituye una herramienta para evaluar el funcionamiento del recubrimiento,

analizando su eficiencia para prevenir la pérdida de humedad del producto.

3.6.4.2. Firmeza

Las frutas sufren deterioro de su calidad no s6lo durante la congelacion sino
también durante el almacenamiento congelado y la descongelacion, debido a la

degradacion de la textura, al colapso estructural y a la pérdida de peso (Galetto y col.,
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2010). Distintos autores midieron la firmeza de frutillas congeladas/descongeladas para
evaluar la alteracion de la textura de dichas frutas como consecuencia del proceso de
congelacion (Main y col., 1986; Suutarinen y col., 2002a; Galetto y col., 2010;

Velickova y col., 2011).

La firmeza es la consistencia de los frutos, determinada tradicionalmente como la
fuerza necesaria para deformar la superficie de un fruto con el dedo pulgar. La firmeza
es un atributo textural importante en frutas y hortalizas que se utiliza en relacion al
establecimiento del momento Optimo de la recoleccion, a la evaluacion de la calidad
durante el almacenamiento, a la comercializacion en fresco o al procesado inicial de los
productos. Esta propiedad puede determinarse a través de distintas magnitudes, como la
resistencia a rotura, el modulo de elasticidad, la indeformabilidad o cualquier otra
magnitud proporcional a las anteriores, aunque el método normalizado de determinacion
de la firmeza es a través de un ensayo de penetracion de tipo Magness-Taylor (Barreiro
y Ruiz-Altisent, 1996). Existen varias adaptaciones del medidor Magness-Taylor que
difieren en el tamafo y forma del instrumento, en el uso manual o mecanico, y en el tipo

de lectura analdgica o digital.

La Figura 3.5 muestra esquematicamente lo que ocurre en el punto de penetracion
del alimento durante el ensayo. El alimento bajo la sonda es sometido a una
compresion, la cual es proporcional al area de la sonda, y a un corte en torno al borde de
la sonda, el cual es proporcional al perimetro de la misma (Bourne, 2002). Debido a la
curvatura de las sondas Magness-Taylor y a que la firmeza en la penetracion es una
combinacion de corte y compresion en proporciones variables, no es posible convertir

mediciones hechas con una sonda Magness-Taylor a otro tamafio de sonda Magness-
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Taylor, o convertir a 0 desde valores para sondas de otras geometrias (Abbott y Harker,
2002). Por lo tanto, resulta evidente la necesidad de aclarar qué tipo de sonda se utiliza

en las determinaciones.

Para la medicion de la firmeza de frutillas se han empleado tanto sondas planas
(con un diametro entre 5 y 8 mm) (Alonso y col., 1995; Civello y col., 1997; Lara y
col., 2004; Vicente y col., 2005) como sondas de punta redondeada (con un didmetro
entre 3 y 16 mm) (Nunes y col., 1995; Vicente y col., 2002). La Comision de las
Comunidades Europeas ha recomendado que el ensayo deberia efectuarse a una
profundidad de 8 mm y a velocidades entre 50 y 250 mm/min. Dependiendo de la
uniformidad del lote, se sugiere emplear una muestra aleatoria de 20 a 30 frutas (Abbott

y Harker, 2002).

Compresion
proporcional al area

Corte
proporcional al perimetro

111

1l 1

Figura 3.5. Representacion esquematica del ensayo de penetracion (Adaptada de
Bourne, 2002).
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A partir del ensayo de penetracion pueden obtenerse cuatro parametros: la firmeza
(o dureza) como la fuerza maxima de la curva fuerza-deformacion expresada en N
(Fmax); la deformacion como la distancia necesaria para alcanzar la fuerza maxima de la
curva fuerza-deformacion expresada en mm (Dnmax); la pendiente de la curva fuerza-
deformacién expresada en N mm™ (P); y el trabajo maximo, como el trabajo necesario
para alcanzar la fuerza méaxima expresada en N mm (Wmax) (Mehinagic y col., 2003,
2004). En la Figura 3.6 se muestran los parametros anteriormente nombrados sobre una

curva de fuerza-deformacion caracteristica.
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Figura 3.6. Parametros obtenidos a partir de una curva fuerza/deformacion en el ensayo
de penetracion.
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3.6.4.3. Caracteristicas estructurales evaluadas mediante microscopia optica

Los tejidos de frutas y vegetales, de estructura celular semirrigida, exhiben menor
resistencia a la expansion de volumen de los cristales de hielo y asi son méas propensos a
sufrir dafios irreversibles durante la congelacion. Estos dafios resultarian en la pérdida
de funcionalidad de la membrana celular, en la destruccion de sistemas metabolicos, en
la desnaturalizacion de proteinas e inactivacion de enzimas, en la transferencia
permanente del agua intracelular al espacio extracelular, y en la extensa ruptura celular.
Las propiedades y turgencia relacionadas con el estado fresco del producto también se
alterarian luego de la congelacion, dado que son altamente dependientes del arreglo
estructural y de la composicion quimica de la pared celular y de los espacios
extracelulares, donde las sustancias pécticas son los constituyentes primarios (Sun 'y Li,

2003).

Las técnicas de microscopia Optica han sido utiles para estudiar los cambios
microestructurales que ocurren durante la maduracion, el almacenamiento refrigerado y
congelado, los distintos pre-tratamientos, el secado y la congelacion de tejidos vegetales

(Aguilera y Stanley, 1999; Van Buggenhout y col., 2008).

Suutarinen y col. (2002a) emplearon microscopia Optica para notar la presunta
estabilizacion de la estructura de muestras de frutillas tratadas con calcio y PME como
tratamiento previo a la congelacion. Van Buggenhout y col. (2008) mostraron mediante
micrografias opticas de secciones tefiidas con azul de toluidina el impacto de diferentes
procesos de congelacion sobre la estructura del tejido de frutilla, notando la diferencia

entre células intactas, isodiamétricas y convexas en las muestras no congeladas, y
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células dafiadas, irregulares y distorsionadas en las muestras congeladas. La coloracién
con azul de toluidina se ha empleado para examinar la integridad de las paredes
celulares y para el estudio de rasgos anatomicos generales de distintos productos (Polito

y col., 2002; Cheyne y col., 2005; Tydeman y col., 2010).

3.6.4.4. Color

El color es la caracteristica de calidad mas importante de las frutas dado que es el
primer atributo percibido por el consumidor y es la base para juzgar la aceptacion del
producto. Los cambios de color més importantes en las frutas estdn relacionados con
cambios quimicos y bioquimicos y con mecanismos fisicoquimicos como la
degradacion de cloroplastos y cromoplastos, con los cambios en pigmentos naturales
(clorofila, carotenoides y antocianinas) y con el desarrollo de pardeamiento enzimatico

(De Ancos y col., 2006).

El dafio mecanico (cristales de hielo y expansion de volumen) causado por el
proceso de congelacion puede desintegrar la fragil membrana de cloroplastos y
cromoplastos, liberando clorofila y carotenoides y facilitando su degradacion
enzimética y oxidativa. También, la expansion de volumen incrementa la pérdida de
antocianinas por lixiviacion debido a la destruccion de las vacuolas celulares (De

Ancos y col., 2006).

La determinacion de color puede llevarse a cabo por inspeccién visual o por
medio de instrumentos. Los colorimetros disponibles comercialmente miden solo unos
pocos centimetros cuadrados y asi sus mediciones no son muy representativas en el caso

de materiales heterogéneos como la mayoria de los alimentos (Leon y col., 2006). En
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muchos laboratorios de investigacion se han desarrollado sistemas de visualizacion
computarizados para la medicion de color de distintos productos, desde frutas y
vegetales hasta mariscos y alimentos formulados como quesos, productos panificados,
pastas, discos de arroz, etc. (Yam y Papadakis, 2004). Dichos sistemas, en comparacion
con un colorimetro convencional, tienen la ventaja adicional de que permiten analizar la
superficie entera del alimento y asi cuantificar las caracteristicas y defectos superficiales

(Ledn y col., 2006).

Dado que el andlisis de color comienza con la toma de la fotografia resulta
imprescindible que la misma refleje fielmente el aspecto y color de la muestra original.
Para tal fin se emplean herramientas, llamadas tarjetas de color, que permiten el control
preciso de un proceso fotografico o de un dispositivo de captura o salida digital (como
pueden ser una camara 0 un monitor, respectivamente). En fotografia digital las tarjetas
de color permiten generar un perfil de color o perfil ICC. Un perfil de color es un
archivo, creado con un programa especial, que describe la forma de interpretar un color
por parte de un dispositivo digital y que permite asegurar que la reproduccion de los

colores de un dispositivo sea lo mas fiel al original (La carta de color it8, 2008).

Para definir y representar el color es necesario seleccionar un espacio de color, el
cual es una representacion matematica de una serie de colores. Los tres espacios de
color mas comunes son: RGB (usados por televisores, monitores, escaneres y camaras
digitales), CMYK (empleado por la industria de impresion) y L*a*b* (usados en

estudios de investigacion en alimentos) (Fernandez y col., 2005).

Yam y Papadakis (2004) analizaron el color superficial y la presencia de puntos

oscuros en muestras de pizza cocinadas en microondas. Dichos autores obtuvieron
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imagenes digitales de las muestras y las analizaron cuantitativamente empleando el
programa Photoshop. Asi, utilizaron la ventana histograma para obtener los valores de

L*, a* y b* promedios de cada muestra analizada.

Distintos autores emplearon sistemas de visualizacion computarizados para el
estudio de distintos productos. Mendoza y Aguilera (2004) implementaron un sistema
de visualizacion computarizado para identificar las distintas etapas de maduracion de
bananas en base a color, desarrollo de puntos marrones e informacion de textura de la
imagen. Los resultados mostraron que a pesar de las variaciones en los datos de color y
apariencia, la técnica de clasificacion simple aplicada fue tan buena para identificar las
etapas de maduracion de las bananas como la percepcion visual profesional. Fernandez
y col. (2005) estudiaron el efecto del secado sobre la contraccién, color y textura de
discos de manzana empleando fotografias digitales de las muestras. Mendoza y col.
(2007) fotografiaron papas fritas comerciales empleando un sistema de adquisicion de
imagenes similar al desarrollado por Mendoza y Aguilera (2004) y evaluaron el color y
los rasgos texturales de las imagenes para caracterizar y clasificar la apariencia y
modelar la preferencia de calidad de un grupo de consumidores. Kang y col. (2008)
emplearon un sistema de visualizacion computarizado para medir el color de frutas
enteras de color heterogéneo y demostraron la utilidad del mismo para capturar datos

descriptivos del color durante la maduracion de mangos.
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4.1. Soluciones formadoras de peliculas y recubrimientos comestibles

Las diferentes formulaciones se prepararon a partir de concentrado de proteinas
del suero (WPC) 80% (Arla Food Ingredients S.A., Argentina) como componente
mayoritario; cera de abejas (BW) amarilla refinada (Sigma-Aldrich, Argentina) como
componente lipidico, glicerol (Gli) (Cicarelli, Argentina) como plastificante, Tween 80
(Anedra, Argentina) como emulsificante y sorbato de potasio (Anedra, Argentina) para

prevenir el crecimiento microbiano.

Se prepararon soluciones acuosas de WPC en concentracion inicial de 8% (p/p),
luego se les incorporo Gli en proporcion WPC/GIi 3:1, sorbato de potasio para alcanzar
una concentracion final de 0,12% (p/p) y agua destilada (cantidad necesaria para
alcanzar el nivel de sélidos secos totales de 11,5%). Las soluciones se agitaron durante
15 minutos y luego se agregé BW al 0, 20 o 40% con respecto a los solidos secos de la
mezcla WPC-GlIi. A las formulaciones que contuvieron BW se les adicion6 Tween en
proporcion BW/Tween 4:1. La Tabla 4.1 muestra la composicion de las tres
formulaciones preparadas. Todas las formulaciones fueron tratadas térmicamente
colocandolas en un bafo termostatizado (Dalvo Instrumentos, Argentina) a 90 °C
durante 30 minutos. A continuacién se homogeneizaron empleando un equipo Ultra-
Turrax T25 (IKA Werke, Alemania) a 21500 rpm durante 5 minutos. Luego se
colocaron en bafio de hielo para frenar la desnaturalizacion de las proteinas del suero y
cristalizar las particulas lipidicas. Finalmente, las soluciones fueron desgasificadas

empleando vacio.
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Tabla 4.1. Composicion de las soluciones formadoras de peliculas y recubrimientos
comestibles

WPC (q) Gli () BW (g) Sorbato de potasio (g) Tween (g) H,O ()

8 2,7 0,0 0,11 0,0 80,9
8 2,7 2,1 0,14 0,5 100,9
8 2,7 4,2 0,16 1,0 120,9

Dichas soluciones fueron utilizadas para la elaboracion de las peliculas

autosoportadas y para el recubrimiento de las frutillas.

4.2. Peliculas comestibles autosoportadas

La Figura 4.1 muestra un diagrama de la preparacién de las peliculas comestibles
autosoportadas a partir de las distintas formulaciones descriptas en la seccion 4.1. Las
peliculas comestibles autosoportadas se prepararon en placas de petri pesando 8 g de
formulacién, previamente desgasificada, por placa. Las placas se secaron sobre una
superficie nivelada en una cdmara ambiental Tabai Comstar PR 4GM (Tabai Espec.
Corp., Japdn) bajo condiciones controladas de temperatura (5 y 25 °C) y humedad
relativa (HR) (58%). La cdmara cuenta con un ventilador interior que determina una
velocidad de circulacién del aire de aproximadamente 60 m/min. Se efectu6é un examen
visual periodico de las placas y las peliculas fueron despegadas cuando se observaron
signos indicativos de la finalizacién del proceso de secado. Se trabajo con dos grupos de
peliculas. Un grupo fue acondicionado y subsiguientemente empleado para las
determinaciones (Grupo Control). Otro grupo de peliculas fue congelado en la camara
ambiental sobre una superficie nivelada a -30 °C, almacenado en recipientes plasticos en

un freezer doméstico a -20 °C durante 30 dias y transcurrido éste periodo, descongelado
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Peliculas emulsionadas a base de proteinas del suero
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Figura 4.1. Diagrama de preparacion de las peliculas comestibles autosoportadas.
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en heladera a 5 °C y acondicionado para las determinaciones (Grupo Congelado). El
acondicionamiento fue el mismo para ambos grupos de peliculas y consistio en la

colocacion de las mismas en la cdmara ambiental a 25 °C y 58% HR durante 3 dias.

Con anterioridad a efectuar los distintos ensayos se realizd una seleccion de las
peliculas con la finalidad de emplear aquellas que carecieran de fracturas, burbujas y

otros defectos fisicos.

4.2.1. Caracterizacion de las peliculas comestibles autosoportadas

4.2.1.1. Espesor

El espesor se midié con un micrometro digital (Schwyz, China) en 9 posiciones
por pelicula y luego se calculd el valor promedio. Dicho valor fue empleado en los
calculos posteriores. El espesor promedio de las peliculas seleccionadas fue 0,157

+0,011 mm.

4.2.1.2. Microscopia electrénica de barrido

Las imégenes de las secciones transversales de las peliculas se obtuvieron con un
microscopio electronico JEOL JSM-35C (Jeol, Japon). Las muestras se fracturaron por
inmersion en aire liquido y se montaron sobre portamuestras de bronce,
perpendicularmente a su superficie. Luego se efectud el recubrimiento con oro durante

15 minutos a 70-80 mtorr y finalmente se registraron las imagenes.
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4.2.1.3. Permeabilidad al vapor de agua

El ensayo se realizo sobre peliculas de 9 cm de diametro colocadas en copas de
polietileno de alta densidad especialmente construidas para la determinacién. Las copas
consistieron de una base cilindrica de 10 cm de diametro la cual present6 una cavidad
de 5 cm de diametro y 3 cm de profundidad y de una tapa cilindrica de 10 cm de

diametro con una cavidad central de 5 cm de didmetro del mismo material (Figura 4.2).

Las peliculas comestibles se colocaron entre la parte superior de la base y la tapa
de la copa orientadas con la superficie que estuvo expuesta al aire durante el proceso de
secado en contacto con el ambiente exterior. La parte superior de la base fue construida
con un surco que permitio alojar un sello de goma. Ademés se realizaron 6
perforaciones en la parte superior de la base y en la tapa, que permitieron la colocacion
de 6 tornillos para sellar la base a la tapa de la copa. La cavidad de la base de la copa
permitié contener 10 mL de agua destilada (100% HR). Las copas con las peliculas
ensambladas se colocaron en la camara ambiental a 25 °C y 58% HR. Se registrod el peso
inicial de las mismas y luego de alcanzado el estado estacionario se pesaron cada 90
minutos para obtener los datos de pérdida de peso en funcion del tiempo, los cuales se
emplearon para calcular la WVP de la pelicula segun las Ecuaciones 3.1, 3.2y 3.3. La
distancia entre el agua y la parte superior de la base se midié con un calibre antes y
después de cada experimento para aplicar la correccion que considero la transferencia
de materia a través de la capa de aire estanco en la copa (Ecuacion 3.1). La

determinacion se efectud por quintuplicado.
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Figura 4.2. Esquema de la copa empleada para la determinacion de WVP.

4.2.1.4. Solubilidad

El ensayo se realizd sobre porciones de 7,5 mm de ancho por 15 mm de largo de
cada pelicula. Las muestras se secaron en una estufa (Dalvo Instrumentos, Argentina) a
70 °C durante 24 h y se registro el peso seco inicial de las mismas. Luego las muestras
fueron colocadas en tubos de ensayo conteniendo 10 mL de agua destilada con 0,01%
(p/v) de sorbato de potasio para evitar el desarrollo de microorganismos. La gradilla se
coloco en el bafio termostatizado a 25 °C bajo agitacion suave durante 24 h.
Posteriormente se efectud el filtrado de las soluciones conteniendo las porciones de
peliculas empleando papeles de filtro previamente secados en la estufa a 70 °C durante
24 h y luego pesados. Los tubos de ensayo se enjuagaron 3 veces con agua destilada y

este liquido también fue filtrado para asegurar que todos los sélidos fueran removidos
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de los tubos. Los solidos remanentes sobre el papel de filtro fueron secados durante 24 h
a 70 °C. El peso seco final de las porciones se obtuvo a partir de la diferencia entre el

peso seco final y el inicial del papel de filtro.

La solubilidad porcentual de las muestras se calculé segun la Ecuacion 4.1:

(psi PS¢ )

Solubilidad(%)= x100 (4.1)

Donde:
ps;i: peso seco inicial (g)

pss: peso seco final (g)

4.2.1.5. Isotermas de sorcion de agua

Las peliculas se cortaron en porciones, se colocaron en frascos de vidrio de 30 mL
previamente pesados (400 mg de porciones de pelicula/frasco) y se secaron a un nivel
de a,=0 colocando los frascos en desecadores con CaSO, durante 10 dias. Luego se
prepararon 10 recipientes herméticos de vidrio de 1 L conteniendo cada uno un
desecante diferente. Los desecantes empleados fueron: LiCl, KC,H30,, MgCl,-6H-0,
K,CO3, Mg(NO3),-6H,0, NaBr, SrCl-6H,0, NaCl, KCI y BaCl;-2H,0,
correspondiendo a valores de HR de 0,11; 0,22; 0,33; 0,43; 0,53; 0,58; 0,71; 0,75; 0,84,
0,90; respectivamente (Jowitt y Wagstaffe, 1989). Para cada formulacion, la
determinacion se efectué por quintuplicado colocando 5 frascos de 30 mL en cada
recipiente hermético de 1 L. Los frascos de 30 mL se dejaron equilibrar dentro de los

recipientes herméticos a 25 °C durante 10 dias y luego se pesaron para obtener el peso
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de la muestra en equilibrio. A continuacion se secaron en la estufa a 105 °C durante 4 h
para obtener el peso de la muestra seca. El contenido de humedad de equilibrio (EMC)

se calculd segun la Ecuacién 4.2 como sigue:

(W,-w,)

EMC=
(wy-w,)

x100 (4.2)

Donde:
w1 peso del frasco de vidrio de 30 mL vacio.
w>: peso de la muestra en equilibrio més peso del frasco vacio.

w3 peso de la muestra seca mas peso del frasco vacio.

Modelado de las isotermas de sorcion de agua

Los valores experimentales de EMC de las distintas formulaciones se ajustaron a
los modelos de Brunauer-Emmett-Teller (BET), de Guggenheim-Anderson-De Boer
(GAB) y de Peleg de acuerdo a las Ecuaciones 3.4, 3.5 y 3.6. Los parametros de los
distintos modelos se calcularon minimizando la funcién error (Ecuacion 4.3) descripta
por Coupland y col. (2000) empleando un algoritmo escrito en Matlab 6.5.1

(MathWorks Inc., Estados Unidos).

n [EMC

1 i -EMC
error==— Z | experimental(aw)

tedrico(aw)

[ Wy EMC

experimental(aw)

| (4.3)
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4.2.1.6. Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas se evaluaron mediante los ensayos de
puncion y traccion empleando una maquina universal de ensayos Instron Serie 3340 de
una sola columna (Instron, Estados Unidos) equipada con una celda de carga de 100 kg.
El ensayo de puncidn se practicd sobre muestras de peliculas circulares y la prueba de
traccion se realiz6 empleando muestras de peliculas rectangulares, acondicionadas en la
camara ambiental durante 24 horas a 25 °C y 58% HR y luego equilibradas en la sala de
ensayo durante 2 horas a 22 °C y 50% HR, en promedio. Se efectuaron 10 réplicas de

cada muestra en cada ensayo mecanico.

El ensayo de puncion se realiz6 empleando muestras de 9 c¢cm de diametro
colocandolas en un soporte adaptado a la base del equipo de ensayo. Se utilizd una
sonda cilindrica de puncion de borde plano de 2 mm de diametro la cual se movio
perpendicularmente a la superficie de la pelicula a una velocidad constante de 0,8 mm/s
hasta atravesarla. Se registraron las curvas de fuerza-deformacion y a partir de las
mismas se obtuvieron los parametros Fma Y Dmax Segun lo explicado en la Seccidon

3.5.2.5.

Para el ensayo de traccion se emplearon muestras de 7 mm de ancho y 60 mm de
largo. Las muestras se obtuvieron con un bisturi. En cada extremo de cada muestra se
pego con cinta adhesiva un cuadrado de cartulina de 3 cm de lado con la finalidad de
mejorar la sujecion de la probeta a las mordazas del equipo de ensayo (Figura 4.3). El
ensayo de traccion se efectud a una velocidad de deformacion constante de 0,05 mm/s
partiendo de una separacion inicial entre mordazas de 30 mm (longitud de pelicula

expuesta entre los extremos protegidos con cartulina). A partir de las curvas de fuerza-
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Figura 4.3. Esquema de una muestra de pelicula comestible empleada en el ensayo de
traccion.

deformacion se obtuvieron los parametros Ey,, Dnp Y ME segln lo explicado en la

Seccién 3.5.2.5.

4.3. Recubrimientos comestibles para mantener la calidad de frutillas congeladas

4.3.1. Frutillas

Se utilizaron frutillas de variedad Winter Down provenientes de la zona de
Coronda de tamafio mediano y 75% de color rojo. Se descartaron las frutillas dafiadas y
de caracteristicas no uniformes. Las frutas seleccionadas fueron lavadas tres veces con

agua, secadas con papel absorbente y divididas en grupos de 30 frutillas. Todas las

83



Materiales y métodos

frutillas fueron colocadas en bandejas de plastico cubiertas con bolsas de polietileno
aptas para freezer y almacenadas en la heladera hasta el momento de ser sometidas a los

distintos tratamientos (Figura 4.4).

4.3.2. Aplicacion de recubrimientos comestibles

La Figura 4.4 muestra el esquema general de aplicacién de los recubrimientos
comestibles y de la congelacion de las frutillas. Se trabajo con 11 grupos de frutillas: 1
grupo de frutillas frescas, las cuales fueron analizadas inmediatamente y utilizadas para
la evaluacion del efecto del proceso completo; 2 grupos no sumergidos, como control
del efecto de la inmersion (1 por cada temperatura de secado estudiada); 2 grupos
sumergidos en agua destilada como control del proceso de aplicacion del recubrimiento
comestible (1 por cada temperatura de secado estudiada) y 6 grupos de frutillas
sumergidas en las 3 formulaciones distintas analizadas (3 por cada temperatura de
secado estudiada). La inmersion de las frutillas en agua destilada y en las distintas
soluciones formadoras de recubrimientos se efectu6 empleando un equipo de
infiltracion al vacio disefiado para tal fin. Las frutillas se colocaron en el infiltrador en
cestas con tapa confeccionadas con una red plastica calada, verificando que el nivel del
liquido cubriera completamente las cestas. Se aplicé un pulso de 5 kPa durante 4 min y
durante los 2 min siguientes se restauro la presion atmosférica lentamente mientras las
muestras permanecieron sumergidas, segun el procedimiento descrito por Vargas y col.
(2009b). Concluida la inmersidn, las frutillas se drenaron durante 10 min y luego fueron
colocadas en la camara ambiental a temperatura (5 y 25 °C) y HR (58%) controladas

durante 90 min.
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Figura 4.4. Diagrama general de aplicacion de recubrimientos comestibles y de
congelacion de las frutillas.

85



Materiales y métodos

La duracion del periodo de secado se determind previamente evaluando la
adhesividad del recubrimiento ante el contacto con una porcion de aproximadamente 1
cm? de papel de aluminio y de papel de filtro. Se consideré que el recubrimiento estuvo
seco cuando no retuvo el papel de aluminio y no dejé puntos en el papel de filtro
(Garcia y col., 1998). Finalizada la etapa de secado, las frutillas fueron colocadas en

heladeraa 5 °C.

4.3.3. Proceso de congelacion

Se efectuaron dos procedimientos distintos de congelacion. El primer
procedimiento se practicé en la camara ambiental a -30 °C colocando las frutillas en las
cestas caladas. El segundo consistié en congelacion rapida empleando N, liquido. La
congelacién rapida se efectud en un recipiente de telgopor con tapa donde se colocé el
N, liquido y consistié en dos etapas: una primera etapa de inmersién en el N, liquido
durante 10 segundos y una segunda etapa en contacto con el vapor de N». El tiempo de
inmersion en el N liquido fue seleccionado en experiencias previas tratando de evitar la

rotura de las frutillas como consecuencia del descenso brusco de temperatura.

En ambos procedimientos de congelacion se monitorearon los perfiles de
temperatura con termocuplas colocadas en el centro de las frutillas empleando un
sistema de adquisicion de datos (Omega Engineering, Inc., Estados Unidos) conectado a
una computadora portatil. La congelacién se continud hasta que la temperatura del

centro geométrico de las frutillas fue -18 °C (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Perfiles de temperatura de muestras de frutillas sometidas a congelacion

lenta y rapida.

Una vez congeladas, las frutillas se colocaron en bandejas plasticas en bolsas
aptas para freezer y se almacenaron en un freezer doméstico a -20 °C durante 30 dias.

Transcurrido dicho periodo las frutillas fueron descongeladas en la heladera.

4.3.4. Determinaciones

4.3.4.1. Pérdida de peso

La determinacion de la pérdida de peso se efectu6 empleando grupos de 15
frutillas divididas en subgrupos de 3 frutillas cada uno. Se registro el peso inicial

(anterior a la congelacion) y final (posterior a la descongelacion) de los subgrupos de
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frutillas y se calculd la pérdida de peso expresada como porcentaje respecto del peso

inicial.

4.3.4.2. Ensayo de penetracion

Los ensayos de penetracién se efectuaron segun una modificacion del
procedimiento realizado por Galetto (2006). Las frutillas fueron colocadas en la
habitacion de ensayo durante dos horas y media hora para alcanzar el equilibrio con la
temperatura ambiente controlada (20 = 1 °C). Las mediciones se efectuaron utilizando la
maquina universal de ensayos con una celda de carga de 100 kg, una sonda cilindrica de
3 mm de diametro y una velocidad de penetracion de 100 mm/min. En el momento de
efectuar el ensayo cada frutilla se corté al medio en direccion longitudinal, se seleccion6
la mitad mas homogénea y se la coloc6 sobre una base adaptada al equipo de medicion.
Se registraron las curvas de fuerza en funcién de la deformacion, medida como la
distancia de penetracion (curvas de fuerza/deformacion). Del anélisis de las curvas de
fuerza/deformacion obtenidas para cada frutilla se obtuvieron los pardmetros texturales

Fmax, Dmax, P Y Wnax de acuerdo a lo explicado en la Seccion 3.7.4.2.

4.3.4.3. Microscopia Optica

La evaluacion estructural mediante microscopia optica se efectud sobre secciones
transversales de cada muestra de frutilla obtenidas como se muestra en la Figura 4.6.
Las muestras fueron colocadas en cassettes de anatomia patoldgica para facilitar el
procesamiento posterior. La fijacion se llevé a cabo en el fijador FAA (10 mL de

formaldehido al 40%, 50 mL de alcohol etilico al 96%, 2 mL de acido acético glacial y
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Figura 4.6. Seccion transversal de una mitad de frutilla para microscopia optica.

05 cm

38 mL de H,0 destilada) durante 24 h en la heladera. Luego se procedié a deshidratar
las muestras sumergiéndolas en soluciones de etanol (50, 70, 80 y 96%) durante 12 h y
en etanol 100% durante 24 h. A continuacion se efectud el aclaramiento de las muestras
en soluciones etanol/xileno (3/1, 1/1, 1/3) durante 12 h y en xileno durante 24 h a
temperatura ambiente. Por Gltimo las muestras se colocaron en mezclas parafina/xileno
(1/1; 3/1) durante 12 h y luego en parafina pura durante 24 h para completar la inclusion
en parafina. Posteriormente se obtuvieron secciones de 8 um y se tifieron con azul de
toluidina (Van Buggenhout y col., 2008). Por ultimo, los cortes fueron examinados con

un microscopio Olympus y fotografiados con la camara digital adaptada al mismo.

4.3.4.4. Determinacion de color por analisis de imagenes

El color de las frutillas se evalué a partir del analisis de imagenes digitales
obtenidas de las muestras. Para la adquisicion de las imégenes digitales se construyd

una caja de luz de madera de base cuadrada de 70 cm de lado. En la parte superior se
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colocaron 4 tubos fluorescentes Osram, Biolux, 18W/965 (Osram, Alemania) con una
temperatura de color de 6500 K (D65, luz de dia usada en investigacion de alimentos),
provistos de balastros electronicos y dispuestos formando un cuadrado. Por debajo de
los tubos se coloco una placa difusora de acrilico para asegurar una iluminacion
uniforme. La adquisicion de las imagenes se efectu6 empleando una cdmara digital
Olympus, modelo e-420 (Olympus, Japdn), ubicada verticalmente sobre el plano de la
muestra a una distancia de 30 cm. El angulo entre la lente y el eje de la fuente de
iluminacién fue aproximadamente 45 grados. Las frutillas fueron cortadas al medio en
direccion longitudinal y fotografiadas sobre un fondo negro bajo las siguientes
configuraciones de la cdmara digital: modo manual con apertura de la lente en =8 y
tiempo de exposicion 1/80, sin flash, zoom méaximo, sensibilidad I1SO 400, resolucion
maxima (3648 x 2736) y almacenamiento en formatos JPEG y RAW. La camara se
conecto al puerto USB de una computadora provista de un programa de control remoto
para visualizar y adquirir imagenes directamente desde la computadora. Se utilizé una
tarjeta de color it8 (Wolf Faust, Alemania), la cual fue fotografiada para luego obtener
el perfil ICC empleando el programa CoCa 1.6 (Andrew Stawowczyk Long, 2010) y los
valores de las distintas coordenadas en los diferentes espacios de color especificados por
el proveedor de la tarjeta de color. El perfil de color obtenido fue asignado a todas las
imagenes empleando el programa Photoshop (Adobe Systems, Inc., Estados Unidos) y
se obtuvieron los valores de L, a y b promedios para cada frutilla desde la ventana
histograma. Por ultimo, dichos parametros fueron convertidos en los valores L*, a* y b*

aplicando las siguientes Ecuaciones (Yam y Papadakis, 2004):
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*— Lxmo 4.9
255
ax= 220" 104 (4.5)
255
b*= M-lZO (4.6)
255

4.4. Analisis estadistico de los datos

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados utilizando analisis de
variancia (ANOVA). Se investigo la variacion debida a los factores y se estudiaron las
interacciones entre dichos factores. Cuando los efectos de los factores fue significativo
(p<0,05) se procedio a realizar el test Honestly Significant Difference (HSD) de Tukey
para la comparacion de medias (95% de nivel de confianza). En los casos en los que se
present0 interaccion, las comparaciones de las medias se realizaron utilizando las
combinaciones de tratamientos por separado para aislar la interaccion (Glantz y Slinker,
1990). El analisis estadistico fue realizado con el programa estadistico Statgraphics Plus

para Windows 3.0 (Manugistics Inc., Estados Unidos).
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Resultados y discusion

5.1. Peliculas comestibles autosoportadas

5.1.1. Efecto de la temperatura de secado y del contenido de cera de abejas sobre

las propiedades fisicoquimicas de las peliculas comestibles

5.1.1.1. Caracteristicas de las peliculas comestibles

El examen visual de las peliculas indic6 que las formulaciones que contuvieron
BW evidenciaron desestabilizacion de la emulsion y separacion de fases durante la
etapa de secado, distinguiéndose facilmente el lado en contacto con el molde y el lado
expuesto al aire durante la etapa de secado. Estas observaciones coinciden con lo
reportado por otros autores que estudiaron peliculas de proteinas de suero emulsionadas

con BW.

McHugh y Krochta (1994) prepararon peliculas emulsionadas a base de WPI con
el agregado de BW empleando sorbitol como plastificante y siguiendo distintos
procedimientos de homogeinizacion. En todos los casos observaron que el cremado de
la emulsion WPI/BW durante la deshidratacion result6 en la formacion de peliculas de
naturaleza anisotropica. Luego del secado, el lado de la pelicula con brillo, mirando la
superficie de formacion, fue similar a las peliculas de WPI con sorbitol indicando la
presencia de un elevado contenido de proteinas. Por otra parte, el lado mate mirando al
ambiente fue parecido a una pelicula de lipido puro, indicando la presencia de un
elevado contenido lipidico. Los autores reportaron que si bien ocurrié separacién de
fases dentro del sistema estudiado, mediante microscopia electrénica de barrido se

observaron dentro de la matriz proteica particulas lipidicas discretas y por lo tanto, la
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desestabilizacion no llevé a la formacion de peliculas bicapa. Las peliculas obtenidas en
el presente trabajo también mostraron anisotropia debido a la presencia de BW
presentando una matriz mas rugosa y con la localizacion preferencial del componente
lipidico en el lado de la pelicula expuesto al aire durante el secado, como se describe en

la seccion 5.1.1.2.

Pérez-Gago y Krochta (2000) estudiaron distintas propiedades fisicoquimicas de
peliculas a base de WPI con el agregado de diferentes compuestos lipidicos y también
observaron la desestabilizacion de la emulsion durante el proceso de secado a 40 y 80
°C. Ademas, notaron la migracion del componente lipidico hacia los bordes de la placa
de formacion, la cual fue atribuida al hecho de que las peliculas comienzan a secarse
desde el borde de la placa de formacion hacia el centro y como consecuencia la fase
lipidica tiende a migrar hacia el area mas hidrofobica (menor contenido de humedad).
Nuestros resultados mostraron que, si bien existié una distribucién algo heterogénea de
BW en todas las formulaciones, se obtuvo una distribucién superficial de BW mas
homogénea cuando el secado se efectud a 5 °C. Al disminuir la temperatura de secado,
el proceso de secado fue mas prolongado y por lo tanto los fenomenos de

desestabilizacion de la emulsion podrian haberse acentuado.

Dado que tanto la desestabilizacion de la emulsion como la migracion del
componente lipidico hacia el borde de la placa de formacion podrian afectar las
propiedades de las peliculas obtenidas, el lado expuesto al aire durante la etapa de
secado fue marcado y considerado en la determinacion de WVP y en los ensayos

mecanicos.
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5.1.1.2. Microscopia electrdnica de barrido

El estudio microestructural de las peliculas comestibles brinda informacion
relevante sobre el arreglo o disposicion de sus componentes, permitiendo una mejor

discusion de los resultados.

La Figura 5.1 muestra micrografias electronicas de barrido de peliculas a base de
WPC obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW. Puede observarse la
seccidn transversal de las distintas muestras y los distintos lados de las peliculas, el lado
superior 0 expuesto al aire y el inferior el cual estuvo en contacto con el molde durante

la etapa de secado.

El examen de las micrografias indicé que la estructura formada dependio de los
componentes incluidos en la formulacion de la pelicula. La seccion transversal de las
formulaciones sin BW fue continua y homogénea y no se observaron irregularidades
tales como burbujas de aire o roturas. En contraste, las formulaciones que incluyeron
BW mostraron una matriz mas rugosa y con la localizacion preferencial del componente
lipidico en el lado de la pelicula expuesto al aire durante el secado, en comparacion con

las muestras sin BW.

Al disminuir la temperatura de secado de 25 a 5 °C, el proceso se secado de las
peliculas se prolongd y por los tanto fendmenos responsables de la desestabilizacion de
emulsiones se vieron acentuados. Asi, las peliculas con 20 y 40% de BW obtenidas a 5
°C mostraron una mayor cobertura de su superficie con lipidos, en comparacion con las

peliculas con 20 y 40% de BW obtenidas a 25 °C.
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Figura 5.1. Micrografias electronicas de barrido de secciones transversales de
peliculas a base de WPC obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW.
A: mostrando el lado expuesto al aire y B: mostrando el lado en contacto con el molde,
durante la etapa de secado.
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Notablemente, las peliculas con 20% de BW obtenidas a 5 °C mostraron una
pequefia proporcion de lipidos en la superficie, y aquellas con 40% de BW obtenidas a
25 °C fueron superficialmente similares a las que contuvieron 20% de BW formadas a 5

°C.

En coincidencia con lo observado en el presente trabajo, Denavi y col. (2009)
mostraron que peliculas a base de aislado de proteinas de la soja se caracterizaron por
una estructura densa, del mismo modo que habia reportado Tapia-Blacido y col. (2005)
en el caso de peliculas a base de amaranto. Segun dichos autores, si bien la estructura
observada fue densa se detectaron algunos poros, aunque parecieron cavidades cerradas.
Tal observacion podria coincidir con los pequefios sitios vacios observados en la
presente investigacion, posiciones que podria haber ocupado el compuesto lipidico y
que por el efecto de la criofractura de la muestra durante la preparacion para SEM,
tomaran el aspecto de irregularidades. Atarés y col. (2010) también observaron
discontinuidades debidas a la agregacion durante el secado en la matriz de peliculas
comestibles a base de caseinato de sodio con el agregado de aceite esencial de jengibre.
Por el contrario, cuando dichos autores incorporaron a la formulacion aceite esencial de
canela no detectaron alteraciones en el aspecto microestructural, posiblemente debido a

un tamafio de particula pequefio en la emulsion.

5.1.1.3. Permeabilidad al vapor de agua

La determinacion de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas
comestibles constituye un dato fundamental para el disefio de formulaciones tendientes

a aplicarse como recubrimientos de alimentos. Por ejemplo, si el recubrimiento sera
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aplicado para preservar la calidad de frutas frescas deberda ser lo suficientemente
resistente a la transmision de vapor de agua como para disminuir fendmenos como la

deshidratacion superficial y la pérdida de peso (Lin y Zhao, 2007).

La Figura 5.2 muestra los valores de WVP promedio calculados para los distintos

grupos de peliculas comestibles.

La disminucion de la temperatura de secado de 25 a 5 °C caus6 una disminucion
en los valores de WVP de las peliculas que contuvieron BW pero no afect6 la WVP de
las peliculas sin BW. La caracterizacion estructural de las peliculas mediante SEM
indico que la temperatura de secado afecto la distribucion del componente lipidico en la
matriz proteica, mostrando las peliculas con BW obtenidas a 5 °C una mayor cobertura
de su superficie con lipidos, en comparacion con las peliculas con BW obtenidas a 25
°C. Tal diferencia podria justificaria la formacion de una estructura mas eficiente para

prevenir la migracion de humedad.

El agregado de BW disminuyo significativamente la WVP a ambas temperaturas
de secado estudiadas. En las peliculas obtenidas a 5 °C la disminucion observada en la
WVP fue dependiente del contenido de BW en la pelicula. Pero, cuando las peliculas se
obtuvieron a 25 °C so6lo un nivel de 40% de BW tuvo un efecto significativo sobre la

WVP.

Shellhammer y Krochta (1997) estudiaron el efecto del tipo de lipido (cera de
carnauba, cera de candelilla, cera de abejas y fraccion anhidra de leche de vaca) y de la
concentracion del mismo sobre la WVP de peliculas emulsionadas a base de proteinas

del suero. Ambos factores analizados tuvieron un efecto significativo sobre la WVP de
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las peliculas. En el caso del efecto del agregado del compuesto lipidico, observaron que

la WVP disminuy6 a medida que la concentracion del lipido se incremento.

En ciertos casos, como por ejemplo las peliculas con cera de abejas y fraccion
anhidra de leche de vaca, observaron una concentracion critica en la cual ocurrié una
disminucion aguda en la WVP. Los autores sugirieron que dicha reduccién aguda en la
WVP podria deberse a la deformaciéon de las gotas del compuesto lipidico, la cual
resulta en la creacion de un patron lipidico intacto dentro de la pelicula emulsionada. En
cuanto al afecto del tipo de lipido, las peliculas con agregado de cera de abejas
mostraron los valores mas bajos de WVP, seguidas por las que contuvieron fraccion
anhidra de leche de vaca y por las peliculas con agregado de cera de candelilla y de

carnauba que presentaron los valores mas elevados de WVP y similares entre si.

6
/3 T secado 5°C
5 I T secado 25 °C
fﬁ 4 1 a a a
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=
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o
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0 20 40
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Figura 5.2. WVP de peliculas a base de WPC obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0,
20y 40% de BW. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Anker y col. (2002), también estudiaron el efecto del agregado de un componente
lipidico sobre la WVP de peliculas emulsionadas a base de proteinas del suero. En dicho
trabajo, los autores incorporaron a la formulacion un monoglicérido acetilado y
mostraron que las peliculas con lipido emulsionado disminuyeron su WVP a la mitad
del valor correspondiente a las peliculas sin lipido, y que dicha disminucion no fue
afectada por los cambios en la concentracion del monoglicérido acetilado. La
disminucion en la WVP como consecuencia del agregado de un lipido también fue
reportada por Talens y Krochta (2005) quienes estudiaron el efecto del agregado de cera
de abejas y cera de carnauba sobre la WVP de peliculas a base de proteinas del suero.
Sus resultados indicaron que el agregado de ambos lipidos disminuyé
significativamente la WVP de las peliculas debido al incremento en la hidrofobicidad de
las mismas impartida por las ceras. No observaron efecto significativo del tipo de lipido

sobre la WVP.

Las micrografias electronicas de barrido mostraron que cuando la temperatura de
secado fue 25 °C, las peliculas con 20% de BW presentaron un gran porcentaje de su
superficie libre de lipidos, lo cual justifica un valor de WVP similar a la formulacion sin
BW. Al aumentar la concentracion de BW a 40%, se observo una mayor concentracion
de BW en la superficie y por lo tanto una disminucion en la WVP en comparacion con
las peliculas sin BW y con 20% de BW. Cuando las peliculas se obtuvieron a 5 °C,
ambas formulaciones con BW mostraron una elevada proporcion de su superficie
cubierta por lipido. Ademas, la formulacion con 40% de BW present0 una estructura

similar a una bicapa, no distinguiéndose sitios en la superficie libre de lipidos. Tal
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observacion es compatible con los bajos valores de WVP obtenidos para dichas

formulaciones.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indicaron que, tanto el
secado a 5 °C como el agregado de BW mejoraron significativamente las propiedades

de barrera frente a la humedad de las peliculas a base de WPC.

5.1.1.4. Solubilidad en agua

La solubilidad en agua de las peliculas comestibles es una propiedad funcional
importante que afecta la utilizacion de la pelicula. Por ejemplo, seria deseable que una
pelicula aplicada sobre alimentos con alto contenido de humedad sea insoluble, mientras
que si se la va a emplear para bolsas solubles en agua deberia ser facilmente soluble

(Sothornvit y Krochta, 2000).

Los resultados obtenidos indicaron que todas las peliculas fueron parcialmente
solubles (valores de solubilidad entre 13,6 y 34,4%) manteniendo su integridad durante

la inmersién. Este hecho fue indicativo de una matriz polimérica estable.

La Figura 5.3 muestra los valores de solubilidad en agua de las distintas

formulaciones de peliculas comestibles.

La disminucién de la temperatura de secado de 25 a 5 °C incrementd
significativamente la solubilidad de las peliculas que contuvieron BW pero no tuvo
efecto significativo sobre la solubilidad de las peliculas sin BW. Considerando los
valores de solubilidad de las peliculas para un mismo contenido de BW, el aumento en

la solubilidad podria atribuirse a la mayor solubilizacion de compuestos hidrofilicos
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Figura 5.3. Solubilidad de peliculas a base de WPC obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas
con 0, 20 y 40% de BW. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

como por ejemplo glicerol y lactosa presentes en las peliculas. EI aumento de la
proporcién de lipidos presentes en la superficie de las peliculas cuando disminuyé la
temperatura de secado podria alterar la estructura de la matriz proteica, haciéndola mas

porosa con lo cual aumentaria la solubilidad de los compuestos hidrofilicos pequefios.

Las micrografias electronicas de barrido revelaron la presencia de
discontinuidades en la matriz proteica de las peliculas. Sin embargo, dichas
discontinuidades reflejan sitios ocupados por glébulos lipidicos, los cuales luego del

proceso de preparacion de las muestras para microscopia electrénica podrian haber

102



Resultados y discusion

adquirido el aspecto de huecos. Asi, no se evidenciaron signos de alteracion de la

porosidad de la matriz con la disminucion de la temperatura de secado.

El agregado de BW disminuy6 la solubilidad de las peliculas a ambas
temperaturas de secado estudiadas. Dado que en la presente investigacion el nivel de
solidos totales en la formulacion se mantuvo constante, el agregado de BW disminuyo
la materia soluble total, lo cual se tradujo en la disminucion de la solubilidad en agua de
la pelicula. El efecto del agregado de un compuesto lipidico también fue estudiado por
Kim y Ustunol (2001), quienes mostraron que tanto la incorporacion de grasa de
manteca como de cera de candelilla redujo la solubilidad de las peliculas a base de WPI
plastificadas con glicerol. Sin embargo, cuando emplearon sorbitol como plastificante,
ningun compuesto lipidico afecto la solubilidad en agua las peliculas. Ademas, Ozdemir
y Floros, (2008b) optimizaron la permeabilidad al vapor de agua, la solubilidad y las
caracteristicas sensoriales de peliculas comestibles a base de proteinas del suero con el
agregado de BW y conservantes y, del mismo modo que en el presente trabajo, hallaron

que el agregado de BW disminuyé la solubilidad en agua de las peliculas.

5.1.1.5. Sorcién de agua

Isotermas de sorcion de agua

La Figura 5.4 muestra los datos experimentales de EMC correspondientes a los

distintos grupos de peliculas comestibles.

Como puede observarse en la Figura, el EMC experimenté un aumento continuo

hasta a,, 0,58 y a partir de dicho valor se observé un aumento mas marcado.
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Figura 5.4. EMC de peliculas a base de WPC obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas
con 0, 20 y 40% de BW.
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Las isotermas de sorcién de agua de tipo sigmoidea son caracteristicas de
materiales ricos en polimeros hidrofilicos (Zinoviadou y col., 2009). Este
comportamiento de las peliculas a base de proteinas del suero también fue observado

por Fabra y col. (2010).

Analizando los valores de EMC para cada formulacion de pelicula y temperatura
de secado a cada valor de a,, se observo que el comportamiento de las peliculas con la
temperatura de secado dependié del contenido de BW. La disminucion de la
temperatura de secado de 25 a 5 °C disminuyo el EMC de las peliculas con 0 y 40% de
BW pero aumento el EMC de las peliculas con 20% de BW. Este comportamiento
mostré una interaccion entre los factores temperatura de secado y BW que resulté en
caracteristicas de sorcion diferentes cuando variaron la formulacion y la condicion de

secado.

El agregado de BW disminuyé el EMC de las peliculas, acentuandose dicho efecto
a valores mas altos de a,. Notablemente, cuando el secado se efectué a 5 °C el valor
mas bajo de EMC obtenido en todos los valores de a,, correspondio a la formulacion
con 20% de BW. En las peliculas obtenidas a 25 °C, para 0,11<a,<0,58 so6lo un 40% de
BW disminuyé significativamente el EMC de las peliculas, mientras que para ay >0,58
se observo una tendencia de disminucion del EMC con el incremento del contenido de
BW en la formulacion. El efecto del agregado de BW sobre el EMC podria explicarse
teniendo en cuenta que la incorporacion de lipidos en la matriz de hidrocoloide de las
peliculas afecta la hidrofobicidad global de la matriz como consecuencia de la presencia
de maés colas hidrofobicas y también modifica las interacciones potenciales entre los

componentes y este hecho puede afectar los sitios activos totales para la absorcion de
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agua (Fabra y col., 2010). En efecto, Kim y Ustunol (2001) informaron que la
incorporacion de lipidos redujo el EMC de peliculas a base de proteinas del suero
plastificadas con sorbitol y glicerol. Sin embargo, Zinoviadou y col. (2009) mostraron
que el agregado de bajas concentraciones de aceite de orégano a peliculas a base de
proteinas del suero no afectd significativamente el contenido de agua de dichas

peliculas.

Modelado de las isotermas de sorcion de agua

Las Tablas 5.1, 5.2 y 5.3 muestran los parametros calculados, el coeficiente de
determinacion y el error de ajuste para los modelos de BET, GAB y de Peleg,

respectivamente.

De acuerdo a la definicion dada por Gennadios y Weller (1994), un valor de error
menor a 5 indica un muy buen ajuste, un valor entre 5 y 10 representa un ajuste
razonablemente bueno, y un valor superior a 10 indica un ajuste malo. Como puede
observarse, todos los modelos fueron exitosos para describir el comportamiento de
sorcion de humedad de las peliculas, aunque algunas formulaciones mostraron un ajuste
pobre cuando se aplico el modelo de BET. EI modelo de GAB dio un mejor ajuste que
el modelo de BET especialmente a valores de a, altos, probablemente debido a la
incorporacion de un parametro adicional y no a cualquier mejora en la comprension
fisica del fendmeno de sorcion (Coupland y col., 2000). Los modelos de GAB y de
Peleg mostraron el mismo orden de magnitud del error de ajuste, pero el modelo de
Peleg requiere de un parametro adicional. En consecuencia, el modelo de GAB fue

considerado el mas apropiado para el modelado de las isotermas de sorcion de
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Tabla 5.1. Parametros, coeficiente de determinacion y error de ajuste obtenidos
mediante el ajuste de los datos experimentales de EMC de peliculas a base de proteinas
del suero al modelo de BET.

TS (°C) BW (%) Ko k1 R? Error (%)?
5 0 8,83 45,33 0,96 9,04
5 20 6,31 29,94 0,94 10,60
5 40 7,53 6,23 0,97 12,92
25 0 8,07 9,98 0,98 7,19
25 20 7,13 32,60 0,96 11,39
25 40 5,78 53,36 0,98 5,98

TS: Temperatura de secado.
# Calculado de acuerdo a Coupland y col. (2000).

Tabla 5.2. Parametros, coeficiente de determinacion y error de ajuste obtenidos
mediante el ajuste de los datos experimentales de EMC de peliculas a base de proteinas
del suero al modelo de GAB.

TS (°C) BW (%) Mo C k R? Error (%)*
5 0 10,78 22,37 0,93 1,00 5,16
5 20 7,40 25,52 0,93 0,99 5,54
5 40 8,27 25,61 0,93 0,99 5,43
25 0 8,02 18,33 0,97 0,99 7,50
25 20 8,33 25,60 0,93 0,99 5,80
25 40 6,23 25,20 0,97 0,99 3,61

TS: Temperatura de secado.
& Calculado de acuerdo a Coupland y col. (2000).

Tabla 5.3. Parametros, coeficiente de determinacién y error de ajuste obtenidos
mediante el ajuste de los datos experimentales de EMC de peliculas a base de proteinas
del suero al modelo de Peleg.

TS(C)  BW (%) K1 Ko Ny n, R>  Error (%)
5 0 66,32 1337 349 018 0,98 8,77
5 20 4925 1657 536 049 0,99 6,53
5 40 50,95 17,47 491 044 0,99 1,32
25 0 7021 20,75 531 063 0,99 4,66
25 20 51,79 1574 426 041 0,99 5,33
25 40 50,73 17,30 6,05 064 0,99 6,76

TS: Temperatura de secado.
& Calculado de acuerdo a Coupland y col. (2000).
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humedad de las peliculas a base de WPC y por lo tanto se analizo el efecto de la

temperatura de secado y del contenido de BW sobre los parametros de dicho modelo.

En referencia a los parametros calculados, mg y C en el modelo de GAB (Tabla
5.2) fueron dependientes de la temperatura de secado y de la composicion de las
peliculas. Por el contrario, k, en el modelo de GAB fue independiente de ambos
factores. Este resultado estuvo en acuerdo con lo informado por Coupland y col. (2000).
La disminucidn de la temperatura de secado de 25 a 5 °C increment0 el parametro mo de
las peliculas con 0 y 40% de BW y disminuy6 dicho parametro en las peliculas con 20%
de BW. EI parametro C se incrementd en las peliculas con 0 y 40% de BW y disminuy0
en aquellas con 20% de BW cuando la temperatura de secado disminuyo de 25 a 5 °C.
En cuanto al agregado de BW, se observo una tendencia de disminucion en el parametro
mo a ambas temperaturas de secado estudiadas. Este resultado fue esperado teniendo en
cuenta que el contenido de humedad de la monocapa indica la cantidad de humedad que
se adsorbe en una sola capa a los sitios de union en la pelicula. El agregado de un
compuesto lipidico como BW disminuye los sitios activos donde las moléculas de agua
pueden adsorberse. Por otra parte, el parametro C mostrd una tendencia de incremento

con el agregado de BW a ambas temperaturas de secado.

5.1.1.6. Propiedades mecanicas

La evaluacién de las propiedades mecanicas de las peliculas comestibles
autosoportadas es esencial dado que en la etapa de aplicaciébn a un producto
determinado el recubrimiento debera brindarle proteccion frente a las lesiones

mecénicas que ocurren durante su transporte y manipulacion (Baldwin, 2007).
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Las Figuras 5.5 y 5.6 muestran los parametros fuerza maxima y deformacion
méaxima calculados a partir de las curvas fuerza-deformacion de los distintos grupos de

peliculas comestibles.

La disminucion de la temperatura de secado de 25 a 5 °C no
tuvo efecto significativo sobre ninguno de los pardametros evaluados mediante el ensayo

de puncion en ninguna formulacion de pelicula estudiada.

El agregado de BW disminuyo la fuerza maxima y la deformacion méxima de las
peliculas. Esta disminucion estaria relacionada con la combinacion de efectos
debilitante y lubricante del lipido sobre la matriz a base de proteina (Banerjee y Chen

(1995).

[ Tsecado 5°C
3 4 I T secado 25 °C

Fmax (N)

b b b b
: | T © em
20 40

BW (%)

Figura 5.5. Fuerza maxima evaluada mediante el ensayo de puncion de peliculas a base
de WPC obtenidas a 5y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

109



Resultados y discusion

3,0
/3 T secado 5°C
25 I T secado 25°C
a
2,0 1 a
=5
IS
~— 115 -
3
1S
)
1,0
b b
b b
05 - L T
0,0 : : .
0 20 40
BW (%)

Figura 5.6. Deformacion maxima evaluada mediante el ensayo de puncion de
peliculas a base de WPC obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Si bien el estudio microscopico de las distintas muestras de peliculas permitié
observar diferencias tanto en la distribucion lipidica como en ciertas caracteristicas de
la matriz proteica, dichos cambios no se vieron reflejados en los parametros evaluados

mediante el ensayo de puncion.

Las Figuras 5.7, 5.8 y 5.9 muestran los pardmetros esfuerzo a ruptura,
deformacion a ruptura y modulo elastico calculados a partir de las curvas fuerza-
deformacion de los distintos grupos de peliculas comestibles obtenidas en el ensayo de

traccion.
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Figura 5.7. Esfuerzo a ruptura evaluado mediante el ensayo de traccion de peliculas a
base de WPC obtenidas a 5y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

8
3 T secado 5 °C
I T secado 25 °C
6 .
a
b
S
~
c c ¢
T c
2 T
0 T T T
0 20 40
BW (%)

Figura 5.8. Deformacion a ruptura evaluada mediante el ensayo de traccion de peliculas
a base de WPC obtenidas a 5y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 5.9. Mddulo elastico evaluado mediante el ensayo de traccién de peliculas a
base de WPC obtenidas a5y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

La disminucién de la temperatura de secado de 25 a 5 °C aumenté el esfuerzo a
ruptura de las peliculas sin BW. En las formulaciones con BW, las peliculas con 20%
mostraron una tendencia de aumento en dicho parametro, mientras que aquellas con
40% no fueron afectadas por el cambio de la temperatura de secado. En el caso de la
deformacion a ruptura, las peliculas sin BW fueron menos deformables a 5 °C que a 25
°C. En cuanto al parametro modulo elastico, se observo un aumento del mismo al
disminuir la temperatura de secado, aunque en el caso de la formulacién con 40% de

BW el aumento no fue estadisticamente significativo.

El efecto de la temperatura de secado sobre las propiedades mecéanicas de las

peliculas comestibles fue estudiado por distintos investigadores. Entre ellos, Donhowe y
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Fennema (1993) y Jangchud, y Chinnan (1999b) demostraron que las propiedades
mecanicas de peliculas a base de metilcelulosa y a base de concentrado de proteinas de
mani mejoraron con el incremento en la temperatura de secado de 25 a 100 °C y de 70 a
90 °C, respectivamente. Los resultados se atribuyeron a cambios en la morfologia de la
pelicula y al hecho de que velocidades de secado mayores indujeron la cristalinidad de
la metilcelulosa y el entrecruzamiento de las proteinas de mani. Por el contrario,
Debeaufort y Voilley (1995) estudiando las propiedades de peliculas emulsionadas
metilcelulosa-lipidos bajo distintas condiciones de secado (25 y 45 °C; 15y 40% de HR
y 0y 2 m/s de velocidad de circulacion de aire) observaron que tiempos prolongados de
secado (logrados trabajando a temperaturas mas bajas y mayor humedad relativa)
mejoraron las propiedades mecanicas de las peliculas resultantes. En cuanto a las
peliculas a base de proteinas del suero, Alcantara y col. (1998) observaron que el secado
mas rapido de soluciones formadoras de peliculas a base de WPI (95 °C y 30% de HR
en comparacion con 21 °C y 50% de HR) resultd en peliculas mas rigidas, menos
flexibles (mayor modulo elastico), pero tuvo un efecto pequefio sobre la resistencia de la
pelicula a la traccion y la deformacion. En este caso, aumentando las velocidades de
secado se obtuvieron peliculas a base de WPI més densas. Por otra parte, Pérez-Gago y
Krochta (2000) secaron emulsiones a base de WPI a 25, 40 y 80 °C y hallaron que la
temperatura de secado no tuvo ningun efecto significativo sobre la resistencia a la
traccion, la deformacion y el mddulo elastico de las peliculas. Es importante remarcar
que no se encontraron en la bibliografia analizada antecedentes referidos al estudio de
las propiedades mecéanicas de peliculas obtenidas a temperaturas de secado inferiores a

la temperatura ambiente.
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Debeaufort y col. (2000) estudiaron el efecto de la hidrofobicidad y el estado
fisico de un compuesto lipidico sobre las propiedades fisicoquimicas de peliculas
comestible bicapa. Los autores hallaron que la fuerza en el punto de ruptura y la
deformacion fueron independientes de la capa lipidica y de su espesor. Por el contrario,
el modulo de Young disminuyo exponencialmente con el aumento del espesor de la
capa lipidica. Cuando el espesor de dicha capa disminuyd, el modulo de Young tendio a
alcanzar el valor correspondiente a la matriz. Asi, pareceria que las propiedades

mecanicas y el comportamiento de las peliculas bicapa solo dependen de la matriz.

Tal como se comentd en el caso del ensayo de puncion, el estudio de la
microestructura de las peliculas obtenidas en el presente trabajo revel6 que la
disminucion de la temperatura de secado, y como consecuencia el aumento en el tiempo
de secado, acentud los fenomenos de desestabilizacion de las emulsiones generando
modificando la microestructura de las peliculas resultantes. Si embargo, tales
alteraciones no explican las variaciones halladas en los distintos parametros evaluados

en el ensayo de traccion.

El agregado de BW disminuyé el esfuerzo a ruptura de las peliculas a ambas
temperaturas de secado estudiadas. El efecto del agregado de BW sobre la deformacién
a ruptura también fue la disminucion de dicho parametro, pero no se observo variacion
con el aumento de la concentracion de dicho lipido. EI modulo eléstico de las peliculas
disminuyd con el aumento de la concentracién de BW en las peliculas obtenidas a 5 °C,

pero en las formadas a 25 °C s6lo un 40% de BW disminuyd dicho parametro.

Similarmente a lo hallado en el presente trabajo en las peliculas obtenidas a 5 °C,

Shellhammer y Krochta (1997), trabajando con peliculas a base de proteinas del suero,
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observaron que el esfuerzo a ruptura y el médulo elastico disminuyeron y la elongacion
a ruptura permanecié constante cuando el contenido de lipido aument6. Ademas, los
autores mostraron que el efecto del agregado de lipido sobre pardmetros mecanicos
dependid del tipo de lipido incorporado en la formulacion. Talens y Krochta (2005)
también estudiaron el efecto de la incorporacion de BW a peliculas a base de proteinas
del suero y similarmente a lo hallado en la presente investigacion, mostraron que el
lipido tuvo un efecto plastificante sobre varias propiedades, incluyendo la reduccion del
esfuerzo a ruptura, el incremento de la flexibilidad y la capacidad de obtener peliculas
empleando una menor proporcion de Gli en relacion a las proteinas del suero. En
referencia a la justificacion del efecto del agregado de un componente lipidico, Navarro-
Tarazaga y col. (2008) explicaron que la incorporacion de BW en la
formulacién causo la interrupcion de la matriz continua de hidroxipropil metil
celulosa induciendo el desarrollo de una estructura heterogénea. Al mantener en la
formulacién el nivel de sélidos totales constante, el contenido de hidroxipropil metil
celulosa, que actda como la matriz estructural de la pelicula, disminuyé y dio lugar a

peliculas de mayor fragilidad.

5.1.2. Efecto del proceso de congelacion sobre las propiedades fisicoquimicas de las

peliculas comestibles

5.1.2.1. Caracteristicas de las peliculas comestibles

El proceso de congelacion no afectd las caracteristicas generales de las peliculas.

Sin embargo, se observO visualmente que las formulaciones que contuvieron BW
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mostraron una aparente disminucién en su transparencia probablemente debido a la

alteracion de la distribuciéon de los lipidos en la pelicula.

5.1.2.2. Microscopia electronica de barrido

La Figura 5.10 muestra micrografias electrénicas de barrido de de peliculas a base
de WPC obtenidas a 5y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW, sometidas al
proceso de congelacion. Puede observarse la seccion transversal de las distintas
muestras y los distintos lados de las peliculas, el lado superior o expuesto al aire y el

inferior el cual estuvo en contacto con el molde durante la etapa de secado.

El anélisis de las micrografias y la comparacion con las peliculas Controles
(Figura 5.1) mostr6 que el proceso de congelaciébn no ocasiond fracturas ni
perforaciones en las peliculas, aunque en las formulaciones sin BW se observaron
puntos que podrian constituir pequefios huecos. Si se evidencié una alteracion en la
morfologia del lipido situado en la superficie, mostrando un cierto aspecto aplanado.
Ademas, los huecos en la matriz, ocupados por los lipidos, fueron mucho menos
visibles que en las peliculas que no fueron congeladas. Esta ultima observacion podria

evidenciar una cierta reorganizacion de la matriz proteica.

5.1.2.3. Permeabilidad al vapor de agua

La Tabla 5.4 muestra los valores de WVP de peliculas a base de WPC Congeladas
y Controles obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW. Como puede

observarse, las peliculas sin BW no fueron afectadas por el proceso de congelacion
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Figura 5.10. Micrografias electronicas de barrido de secciones transversales de
peliculas a base de WPC obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW,
sometidas al proceso de congelacion. A: mostrando el lado expuesto al aire y B:
mostrando el lado en contacto con el molde, durante la etapa de secado.

117



Resultados y discusion

pero en el caso de las peliculas con BW el efecto de dicho proceso dependio de la
temperatura de secado y del contenido de BW. Asi, la formulacion con 40% de BW
obtenida a 5 °C mostrd valores significativamente superiores cuando fue sometida al
proceso de congelacion mientras que la formulacién con 20% de BW obtenida a 25 °C
valores significativamente inferiores. Los valores de WVP de las peliculas obtenidas a 5
°C con 20% de BW vy de las peliculas obtenidas a 25 °C con 40% de BW no fueron

afectados por el proceso de congelacion.

Kamper y Fennema (1984b) estudiaron el efecto de la composicién, humedad
relativa y temperatura de almacenamiento sobre la WVP de peliculas bicapa
hidroxipropil metil celulosa/acidos grasos preparadas segin el método de emulsion
explicado por Kamper y Fennema (1984a). Dichos autores analizaron la WVP de las
peliculas almacenadas hasta 30 horas a 40, 25, 5y -19 °C y observaron que la WVP se
incrementd a medida que la temperatura se elevd o disminuyé de 25 °C. Como
anticiparon, la WVP se increment6 a medida que la temperatura aumento de 25 a 40 °C.
Sin embargo, inesperadamente observaron que la WVP aumenté a medida que la
temperatura de almacenamiento disminuyé de 25 a5y a -19 °C. Los autores explicaron
este incremento en la WVP a medida que la temperatura disminuy6 por debajo de 25 °C
sobre la base de la hidratacion de la pelicula a bajas temperaturas lo cual favorecio el
incremento en la permeabilidad. La posibilidad de microfracturas debidas a la rigidez
lipidica acoplada con la contraccion lipidica fue descartada cuando compararon los

valores de permeabilidad con los de peliculas sometidas a perforaciones intencionales.

Ademas, Kester y Fennema (1989) estudiaron el efecto del almacenamiento a

bajas temperaturas sobre las caracteristicas de barrera de peliculas de hidroxipropil
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metil celulosa laminadas con cera almacenando las peliculas durante 3 y 9 semanas a -
40 °C. Dichos autores hallaron un pequefio incremento en la WVP posiblemente debido
a pequefas imperfecciones que podrian desarrollarse en las peliculas debido a
fluctuaciones en la temperatura de almacenamiento y a la contraccion y expansion de
los lipidos. Si hubieran ocurrido roturas o fracturas mayores, se hubiera anticipado una
elevacion dramaética en la permeabilidad. Mas aun, Labuza y Contreras-Medellin (1981)
citado por Kamper y Fennema (1984b) observaron que algunos materiales de envases,

como por ejemplo el poliestireno, mostraron mayor permeabilidad a -30 que a 35 °C.

El analisis de las micrografias electronicas de barrido de las distintas
formulaciones de peliculas Congeladas evidencié una alteracion en la morfologia del
lipido situado en la superficie, mostrando un cierto aspecto aplanado. Kester y Fennema
(1989) mostraron que la morfologia del lipido se relaciona con la permeabilidad al
vapor de agua de la pelicula comestible. Posiblemente, el estudio de la estructura
cristalina de la cera de abejas en las peliculas Congeladas y Controles podria ayudar a
determinar si los lipidos con la morfologia aplanada presentes en las peliculas
congeladas son menos eficientes para reducir la transferencia de vapor de agua. Si tal
fuera el caso, podriamos explicar el aumento en la WVP de las peliculas Congeladas
con 40% de BW obtenidas a 5 °C. Por otra parte, probablemente hubo una
reorganizacion de la matriz proteica. Las peliculas con 20% de BW formadas a 25 °C se
caracterizaron por presentar una baja proporcion de lipidos en la superficie, por lo cual
parece inapropiado justificar el efecto de disminucion en la WVP observado en funcién

de la alteracion de los mismos. Posiblemente, una modificacion de la matriz para
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generar un patron mas compacto podria justificar el hecho de que las peliculas

Congeladas fueran menos permeables que las Controles.

5.1.2.4. Solubilidad en agua

La Tabla 5.4 muestra los valores de Solubilidad de peliculas a base de WPC

Congeladas y Controles obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW.

Ambos grupos de peliculas fueron parcialmente solubles (valores de solubilidad entre

13,6 y 39,4%) manteniendo su integridad durante la inmersion.

El proceso de congelacion sélo tuvo un efecto significativo sobre la solubilidad en

agua de las formulaciones que contuvieron BW obtenidas a 25 °C, las cuales mostraron

valores superiores en comparacion con los respectivos Controles.

Tabla 5.4. WVP y solubilidad de peliculas a base de proteinas del suero Congeladas y

Controles.
Congelacion TS (°C) BW(%) WVP(g mm/m?h kPa) S (%)
Si 5 0 3.76+0.19° 38.4+5.1°
No 5 0 3.48+0.17%° 39.4+45.0°
Si 5 20 3.29+0.15" 34.8+6.3%
No 5 20 3.07+0.14% 27.1+3.4°
Si 5 40 3.38+0.15°™ 31.1+4.1%°
No 5 40 2.560.08 22.4+1.7°%
Si 25 0 3.31+0.19" 34.4+2.8%
No 25 0 3.54+0.11%° 36.6+3.4°
Si 25 20 2.73+0.23% 31.5+3.1%°
No 25 20 3.39+0.17°“ 18.3+5.6%
Si 25 40 3.19+0.14% 34.9+3.1%
No 25 40 3.09+0.11¢ 13.6+2.9°

TS: Temperatura de secado.

S: Solubilidad

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

120



Resultados y discusion

5.1.2.6. Sorcién de agua

Isotermas de sorcion de agua

La Figura 5.11 muestra los valores experimentales de EMC de peliculas a base de
WPC Congeladas y Controles obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de
BW. Las isotermas de las peliculas Congeladas mostraron una curva de tipo sigmoidea
y un comportamiento similar a lo descripto para las peliculas Controles (Seccién
5.1.1.6) destacandose el lento incremento en los valores de EMC hasta a,=0,58,
seguido por un aumento abrupto. El efecto del proceso de congelacion sobre el EMC
dependié de la region de a,. Aunque el proceso de congelacion produjo leves
diferencias en los valores de EMC, aquellas diferencias fueron mas notorias a valores
elevados de a,,. Solo en el caso de las peliculas sin BW obtenidas a 25 °C los valores de
EMC fueron superiores para las peliculas Congeladas casi en el rango completo de ay,

estudiado.

Modelado de las isotermas de sorcion de agua

Las Tablas 5.5, 5.6 y 5.7 muestran los pardmetros calculados, los coeficientes de
determinacion y los errores de ajuste para los modelos BET, GAB y Peleg,
respectivamente.

Como puede apreciarse en las Tablas y de acuerdo a la definicion dada
por Gennadios y Weller (1994) resumida en la seccion 5.1.1.6 todos los modelos

describieron apropiadamente el comportamiento de adsorcion de humedad de las

121



Resultados y discusion

80 80
o Control 5°C 0% BW e Control 25 °C 0% BW
— v Congeladas 5 °C 0% BW < —_ v Congeladas 25 °C 0% BW L3
2 60 1 2 % 60 A v
S S
S g S
= ¥ o z
R 40 Q 40
3 . T .
~ @ = L
(@) (@) e
= i z S -
w20 v B o 20 g E°T
s ¥ : °
] ¥ g
E 3
0 ; ; ; ; 0 ; ‘ ; :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 02 0,4 0,6 0,8 1,0
aw ayy
80 80
o Control 5°C 20% BW e  Control 25 °C 20% BW
— v Congeladas 5 °C 20% BW — v Congeladas 25 °C 20% BW
2 60 A 2 604
g g
S % S .
o | o
:(Exl 40 z IN 40 A | 3
= =
)] g 3 ?
- L g
2 201 e & 2 20 it
¥ *
v ¢ ¥ - [ =
0 ‘ ‘ ‘ w 0 T . " T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
aW ayy
80 80
o Control 5°C 40% BW e Control 25 °C 40% BW
— v Congeladas 5 °C 40% BW — v Congeladas 25 °C 40% BW
@ 60 A @ 60 4
S S
o o
= o
R 40 s R a0
I = T
NS = L
g
®) g Q
2 201 . § = 20 TR
g = * ¥ e ¥ ¥
4 - - -
0 . ; ; ; 0 . . . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ayy aw

Figura 5.11. EMC de peliculas Congeladas y Controles a base de WPC obtenidasa 5y
25 °C y formuladas con 0, 20 y 40% de BW.
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Tabla 5.5. Parametros calculados, coeficiente de determinacién y error de ajuste para el
modelo de BET

Congelacién TS (°C) BW (%) Ko k1 R>  Error (%)*
Si 5 0 8,97 58,88 0,94 11,48
No 5 0 8,83 45,33 0,96 9,04
Si 5 20 6,95 32,34 0,96 8,07
No 5 20 6,31 29,94 0,94 10,60
Si 5 40 7,30 55,65 0,96 17,09
No 5 40 7,53 6,23 0,97 12,92
Si 25 0 8,89 53,63 0,94 11,72
No 25 0 8,07 9,98 0,98 7,19
Si 25 20 7,18 53,62 0,95 9,83
No 25 20 7,13 32,60 0,96 11,39
Si 25 40 5,67 120,53 0,92 10,80
No 25 40 5,78 53,36 0,98 5,98

TS: Temperatura de secado.

# Calculado de acuerdo a Coupland y col. (2000).

Tabla 5.6. Parametros calculados, coeficiente de determinacion y error de ajuste para el
modelo de GAB

Congelacién TS (°C) BW (%) mq C K R®>  Error (%)°
Si 5 0 10,54 25,56 0,93 0,99 3,98
No 5 0 10,78 22,37 0,93 1,00 5,16
Si 5 20 8,34 15,27 0,93 1,00 2,81
No 5 20 7,40 25,52 0,93 0,99 5,54
Si 5 40 8,18 98,75 0,90 1,00 2,44
No 5 40 8,27 25,61 0,93 0,99 5,43
Si 25 0 9,89 98,75 0,95 0,98 7,56
No 25 0 8,02 18,33 0,97 0,99 7,50
Si 25 20 8,52 21,61 0,93 1,00 3,09
No 25 20 8,33 25,60 0,93 0,99 5,80
Si 25 40 6,88 30,57 0,91 0,98 4,48
No 25 40 6,23 25,20 0,97 0,99 3,61

TS: Temperatura de secado.

# Calculado de acuerdo a Coupland y col. (2000).
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Tabla 5.7. Parametros calculados, coeficiente de determinacién y error de ajuste para el

modelo de Peleg

Congelacion TS°C) BW (%) ki ko n; n; R®> Error (%)
Si 5 0 60,45 22,03 453 043 1,00 3,40
No 5 0 66,32 1337 349 0,18 0,98 8,77
Si 5 20 55,00 16,97 507 046 1,00 2,55
No 5 20 49,25 16,57 536 049 0,99 6,53
Si 5 40 45,06 139 439 0,23 1,00 1,97
No 5 40 50,95 17,47 491 044 0,99 1,32
Si 25 0 61,65 17,07 3,82 0,28 1,00 4,03
No 25 0 70,21 20,75 531 0,63 0,99 4,66
Si 25 20 4968 16,49 455 041 1,00 2,37
No 25 20 51,79 1574 426 041 0,99 5,33
Si 25 40 39,00 1162 389 031 0,99 2,93
No 25 40 50,73 17,30 6,05 0,64 0,99 6,76

TS: Temperatura de secado.

# Calculado de acuerdo a Coupland y col. (2000).

peliculas aunque algunas formulaciones mostraron un ajuste pobre cuando se aplico el

modelo de BET. Los modelos de GAB y de Peleg mostraron el mismo de orden de

magnitud en los errores pero el modelo de Peleg requiere un pardmetro de ajuste

adicional. Como consecuencia, el modelo de GAB fue considerado el mas apropiado

para modelar las isotermas de sorcion de las peliculas congeladas y controles. En el caso

de los parametros del modelo de GAB (my, C y k), el parametro C fue el mas sensible al

proceso de congelacion (Tabla 5.6). Aunque el parametro my mostré un cambio leve, no

se hall6 ninguna tendencia clara. ElI parametro k, por otra parte, permanecio casi

invariable.
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5.1.2.6. Propiedades mecéanicas

La Tabla 5.8 muestra la fuerza maxima y deformacion maxima en el punto de
puncion de peliculas a base de WPC Congeladas y Controles obtenidas a 5y 25 °C y

formuladas con 0, 20 y 40% de BW.

El proceso de congelacion incremento la fuerza en el punto de puncion de las
peliculas sin BW obtenidas a 5 °C. Las peliculas Congeladas obtenidas a 25 °C también
mostraron una tendencia de aumento en la resistencia a la puncion, aunque no fue
estadisticamente significativa. La deformacion de las peliculas no fue afectada por el

proceso de congelacion.

Tabla 5.8. Efecto del proceso de congelacion sobre los pardmetros derivados del ensayo

de puncién
Congelacion TS (°C) BW (%) Fmax (N) Dmax (Mmm)
Si 5 0 2,20+0,28° 1,92+0,19°
No 5 0 1,860,34° 1,75+0,14°
Si 5 20 0,25+0,07° 0,55+0,11"
No 5 20 0,21+0,03° 0,50+0,09"
Si 5 40 0,15+0,03° 0,45+0,06™
No 5 40 0,19+0,04° 0,44+0,07°
Si 25 0 2,33+0,41° 1,93+0,18°
No 25 0 2,07+0,42% 1,87+0,20°
Si 25 20 0,22+0,05° 0,64+0,13°
No 25 20 0,24+0,05° 0,55+0,10"
Si 25 40 0,19+0,03° 0,54+0,12"
No 25 40 0,18+0,03° 0,57+0,10™

TS: Temperatura de secado.

Fnax: Fuerza maxima.

D max: Deformacion maxima.
Los datos corresponden a los valores medios y desviaciones estandar de 10 muestras.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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La Tabla 5.9 muestra la fuerza y deformacion en el punto de puncion de peliculas

a base de WPC Congeladas y Controles obtenidas a 5 y 25 °C y formuladas con 0, 20 y

40% de BW.

Las peliculas obtenidas a 5 °C mostraron una disminucion en el esfuerzo a ruptura

y en modulo elastico. Cuando el secado se produjo a 25 °C, la formulaciéon sin BW

evidencié un aumento en dichos parametros mientras que las formulaciones que

contuvieron BW mostraron parametros mecanicos similares a los de las peliculas

Controles. La elongacion, por otra parte, no fue afectada por el proceso de congelacion

en la mayoria de las formulaciones.

Tabla 5.9. Efecto del proceso de congelacion sobre los pardmetros derivados del ensayo

de traccion.

Congelacion DT (°C) BW (%)  Eyp (MPa) Drup (%0) ME (MPa)
Si 5 0 3,69+0,43"  4,99+0,59° 155+9°
No 5 0 4,92+40,78%  3,50+0,98" 229+22°
Si 5 20 1,10+0,10°  2,30+0,23° 109+9°
No 5 20 2,63+0,36°  2,38+0,36° 185+12°
Si 5 40 1,10+0,22" 1,89+0,35° 103+9°
No 5 40 1,64+0,33%"  1,80+0,42° 149+12%
Si 25 0 4,66+0,48°  4,37+0,65% 190+13°
No 25 0 3,31+0,43"  4,36+0,83° 156+21°
Si 25 20 2,09+0,18%  2,38+0,27° 148+6%
No 25 20 2,13+0,23%  2,39+0,47° 155+9°
Si 25 40 1,73+0,33%  2,25+0,55° 152+22%
No 25 40 1,65+0,07%"  2,41+0,53° 133+17¢

TS: Temperatura de secado.

Enp: Esfuerzo a ruptura.

D p: Deformacion a ruptura.

ME: Modulo elastico.

Los datos corresponden a los valores medios y desviaciones estandar de 10 muestras.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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5.2. Frutillas

5.2.1. Aplicacion de recubrimientos comestibles como tratamiento previo a la

congelacion de frutillas en cAmara ambiental

5.2.1.1. Pérdida de peso

La Figura 5.12 muestra la pérdida de peso luego de la congelacion/descongelacion
de frutillas controles y recubiertas expresada como porcentaje respecto del peso inicial
de las frutas. Como es evidente en la Figura, la aplicacion del recubrimiento comestible
no fue efectiva para prevenir la migracion de humedad desde la fruta al ambiente
durante el proceso de congelacion, con lo cual las frutas recubiertas sufrieron pérdidas

de peso similares a las controles.

Han y col. (2004) mostraron que la aplicacion de recubrimientos comestibles a
base de quitosano con el agregado de calcio y vitamina E redujo significativamente la
pérdida de peso por liberacion de exudado de frutillas de variedad Totem congeladas en
un freezer provisto de tunel de aire, almacenadas en freezer hasta 6 meses y luego
descongeladas, en comparacién con el grupo control sumergido en agua. La reduccién
fue como minimo del 24% y no observaron diferencias significativas de acuerdo a la
composicion del recubrimiento aplicado. Los autores observaron que los recubrimientos
aplicados soportaron el proceso de congelacion y evitaron la pérdida de humedad de la

fruta al ambiente durante la congelacion y la descongelacion.

127



Resultados y discusion

Es importante destacar que las diferencias entre nuestros resultados y los
reportados por Han y col. (2004) pueden estar relacionadas con la diferencia en las
soluciones formadoras de recubrimientos pero también con las distintas variedades de
frutillas: Totem, en el caso de Han y col. (2004) y Winter Down en nuestro trabajo. Al
respecto, Cordenunsi y col. (2003) realizaron estudios de almacenamiento refrigerado
de cinco variedades de frutillas y observaron que los distintos parametros evaluados
variaron significativamente en funcion del cultivar analizado. Asi, la variedad de frutilla
estudiada demostré ser una variable significativa en cuanto a los valores de los
parametros de calidad iniciales y a la respuesta frente a la refrigeracion como

tratamiento para mantener los atributos de calidad.

/1 T secado 5°C
I T secado 25 °C

Pérdida de peso (%)
N
QD

O T T T T T
NS H,O 0% 20% 40% NS H,0O 0% 20% 40%

Figura 5.12. Pérdida de peso de frutillas controles y recubiertas a 5 y 25 °C con
soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas con 0,
20y 40% de BW, congeladas/descongeladas. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05).
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La aplicacion de otros tratamientos previos a la congelacion de frutillas mostrd
resultados variados. Suutarinen y col. (2000a) trataron frutillas de variedad Jonsok con
cloruro de calcio y sacarosa previamente a someterlas a congelacion en un freezer
industrial a -20 °C sin ventilacion mecénica y estudiaron el efecto de dichos
tratamientos  sobre  distintos parametros de calidad de las frutillas
congeladas/descongeladas. La comparacion con el grupo de frutillas sumergido en agua
y con el control no sumergido revelé que ningun pre-tratamiento afectd la pérdida de
peso por liberacion de exudado. Galetto y col. (2010) congelaron frutillas variedad
Camarosa por inmersion en soluciones de cloruro de calcio y analizaron el efecto del
tratamiento previo con pectinmetilesterasa sobre distintas propiedades fisicoquimicas de
las frutas. En el caso de la pérdida de peso, el tratamiento previo efectuado no produjo
ningun beneficio adicional en comparacion con las muestras control. Por otra parte,
Velickova y col. (2011) emplearon soluciones de trehalosa y de extracto de proteinas de
brotes de trigo como agentes crioprotectores y observaron una disminucion de la
pérdida de peso de las frutillas congeladas/descongeladas tratadas con ambos
compuestos, tanto cuando se aplicaron individualmente como cuando se emplearon

combinados.

5.2.1.2. Firmeza

Las Figuras 5.13 y 5.14 muestran los parametros texturales de frutillas frescas,
controles y recubiertas calculados a partir de las curvas de fuerza-deformacion

obtenidas en el ensayo de penetracion.
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Figura 5.13. Fuerza méxima y deformacion méaxima de frutillas frescas, controles y
recubiertas a 5 y 25 °C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base
de WPC formuladas con 0, 20 y 40% de BW, congeladas/descongeladas. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 5.14. Pendiente y trabajo maximo de frutillas frescas, controles y recubiertas a 5
y 25 °C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC
formuladas con 0, 20 y 40% de BW, congeladas/descongeladas. Letras diferentes

indican diferencias significativas (p<0,05).
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Las frutillas congeladas/descongeladas mostraron valores de fuerza maxima,
pendiente y trabajo maximo significativamente inferiores; y valores de deformacion
maxima significativamente superiores en comparacion con las frutillas frescas. La
comparacion de los parametros texturales calculados para los distintos grupos de
frutillas recubiertas con aquellos de los grupos controles sumergidos en agua y no
sumergidos, revel6 que la aplicacion de los recubrimientos comestibles no fue efectiva
en prevenir el efecto del proceso de congelacion sobre la alteracion de la textura de las

frutillas.

En la presente tesis se observo una correlacion entre la disminucion de la firmeza
de las frutillas y la pérdida de peso de las mismas. Segun Galetto (2006), la lisis celular
debida a la formacion de cristales de hielo durante la congelacion produce, entre otros
efectos, una perdida irreversible de turgencia en la estructura de la fruta, y
especialmente en frutas con textura delicada, como la frutilla, esto se manifiesta en la
pérdida de firmeza. En efecto, como se explicara mas adelante, la pérdida de turgencia y
como consecuencia la alteracion de la forma y tamafio de las células de muestras de

frutillas congeladas/descongeladas fue confirmada mediante microscopia Optica.

Han y col. (2004) evaluaron la firmeza de frutillas y mostraron que la aplicacion
de recubrimientos comestibles a base de quitosano mejoro significativamente la firmeza
de las frutas congeladas/descongeladas en comparacion con el grupo control sumergido
en agua destilada. Asi, los autores probaron su hipdtesis de que los recubrimientos
comestibles controlaron la migracion de humedad desde la fruta, preservando la
integridad y textura luego de la descongelacion. EI mejor resultado lo obtuvieron con el

recubrimiento que contuvo calcio, probablemente debido a que el calcio puede

132



Resultados y discusion

interactuar con el &cido péctico en la pared celular para formar pectato de calcio, un

compuesto que contribuye a mantener la estructura de la fruta.

En cuanto al efecto de otros tratamientos previos sobre la retencion de la firmeza
de frutillas congeladas/ descongeladas, Suutarinen y col. (2002a) publicaron que
frutillas tratadas con cloruro de calcio y luego congeladas/ descongeladas mostraron
valores de firmeza similares al control sin tratar, mientras que las muestras de frutillas
tratadas con cloruro de calcio y PME y cloruro de calcio y sacarosa fueron
significativamente mas firmes en comparacion con dicho control. Galetto y col. (2010)
observaron que el tratamiento con PME previamente a la congelacion por inmersion en
solucion de cloruro de calcio no fue beneficioso para mantener la firmeza de las frutillas

congeladas/descongeladas.

5.2.1.3. Caracteristicas estructurales evaluadas mediante microscopia 6ptica

La Figura 5.15 muestra micrografias opticas de secciones de muestras de frutillas

frescas, controles y recubiertas tefiidas con azul de toluidina.

Como puede observarse en las micrografias, la comparacion con las muestras de
frutillas frescas indico que la estructura celular de las muestras de frutillas congeladas
fue dafiada como consecuencia del proceso de congelacion, observandose una alteracién
del tamafio y forma de las células y un cierto grado de ruptura celular. La aplicacion de
las distintas formulaciones de recubrimientos comestibles no fue efectiva en mitigar el

dafio a nivel de la estructura celular ocasionado por el proceso de congelacion.
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Frescas

NS5°C NS 25°C

H,0 5°C H,O 25°C

0% BW 5°C 0% BW 25 °C

20% BW 5°C 20% BW 25°C

40% BW 5 °C 40% BW 25 °C

Figura 5.15. Micrografias opticas de secciones de frutillas frescas, controles y
recubiertas a 5 y 25 °C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base
de WPC formuladas con 0, 20 y 40% de BW, congeladas/descongeladas.
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El efecto de distintos tratamientos previos a la congelacion sobre la

microestructura de muestras de frutillas fue estudiado por otros autores.

Suutarinen y col. (2002a) emplearon colorantes especificos para pectina, proteinas
y lignina y estudiaron la localizacién de dichos componentes en muestras de frutillas de
variedad Jonsok congeladas en freezer con tunel de nitrogeno liquido a -80 °C,
almacenadas durante 2 meses y descongeladas. Los autores compararon muestras de
referencia (sin tratar) y tratadas con cloruro de calcio y PME bajo vacio. Ni las proteinas
ni la lignina mostraron diferencias entre las muestras. Tanto las células corticales como
el tejido vascular de las muestras de referencia mostraron paredes celulares ricas en
pectina mas deterioradas que las muestras tratadas con cloruro de calcio y PME. Los
autores concluyeron que ambos tratamientos presumiblemente estabilizaron la
estructura original de las frutillas durante la congelacion pero ademas, también
contribuyé a la estabilizacion observada el tamafio pequefio de la variedad de frutilla
empleada en la investigacion, dado que las células pequefias son mas resistentes al dafo

por congelacion que las células méas grandes.

Van Buggenhout y col. (2008) estudiaron mediante una coloracion con azul de
toluidina la relacion estructura/ procesamiento de tejidos de frutilla infundidos al vacio
con PME y calcio y luego congelados bajo diferentes condiciones y mostraron las
diferencias entre las células intactas de las muestras no congeladas y las células dafiadas
en las muestras congeladas. Segun dichos autores, independientemente del proceso de
congelacion efectuado, la formacion de cristales de hielo dafié el delicado tejido de las

muestras de frutillas. En relacion al efecto de los tratamientos previos practicados,
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podrian ser convenientes para proteger el tejido sometido a congelacion, pero siempre y

cuando las condiciones del proceso de congelacion sean adecuadamente optimizadas.

Reno y col. (2011) trataron frutillas con soluciones de pectina y cloruro de calcio
aplicadas mediante impregnacion al vacio y mostraron que la formacion de cristales de
hielo durante la congelacion se inicié en el espacio intercelular y resulté en un dafio
acentuado de la estructura del tejido. Ademas, las muestras tratadas con la mayor
concentracion de pectina presentaron una estructura mas preservada en comparacion

con las demas muestras.

5.2.1.4. Color superficial

La Figura 5.16 muestra fotografias digitales representativas de los distintos grupos
de frutillas. El anélisis de las imégenes digitales permitié obtener los pardmetros de

color L*, a* y b* representados en las Figuras 5.17, 5.18 y 5.17, respectivamente.

El pardmetro L* mide la luminosidad o brillantez de la muestra, a* mide la
tonalidad del color verde al rojo y b* las tonalidades de azul a amarillo (Moreno Pérez y

col., 2006).

Las muestras de frutillas recubiertas y controles congeladas mostraron valores del
pardametro L* similares a los de las frutillas frescas. Las frutillas congeladas no
sumergidas y sumergidas en H,O (a ambas temperaturas de secado) presentaron valores
del parametro a* similares a las frescas mientras que la aplicacion de las 3
formulaciones de recubrimientos comestibles disminuyé el parametro a* de las

muestras congeladas, no habiendo diferencias significativas de acuerdo a la
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Frescas

NS 5°C NS 25°C
H,0 5°C H,0 25°C
0% BW 5 °C 0% BW 25°C

20% BW 5°C 20% BW 25°C

40% BW 5°C 40% BW 25°C

Figura 5.16. Fotografias digitales de frutillas frescas, controles y recubiertas a 5y 25 °C
con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas
con 0, 20 y 40% de BW, congeladas/descongeladas.

137



Resultados y discusion
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Frescas NS H,O 0% 20% 40% NS H,0 0% 20% 40%

Figura 5.17. Parametro de color L* de frutillas frescas, controles y recubiertas a 5 y 25
°C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC
formuladas con 0, 20 y 40% de BW, congeladas/descongeladas. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).
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[/ T secado 5°C
I T secado 25°C

Frescas NS H,0

0% 20% 40% NS H,O 0% 20% 40%

Figura 5.18. Parametros de color a* de frutillas frescas, controles y recubiertas a 5 y 25
°C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC
formuladas con 0, 20 y 40% de BW, congeladas/descongeladas. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).
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80

[/ T secado 5°C
HE T secado 25°C

60

ab bc ab bed
40 + T T cde de cde de e

b*

20 -

0 T T
Frescas NS H,O 0% 20% 40% NS H,0 0% 20% 40%

Figura 5.19. Parametros de color b* de frutillas frescas, controles y recubiertas a 5 y 25
°C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC
formuladas con 0, 20 y 40% de BW, congeladas/descongeladas. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

composicion del recubrimiento aplicado. Esto puede apreciarse en la Figura 5.16, donde
las muestras recubiertas se ven menos rojas que las controles debido a la tonalidad que

les confiere el recubrimiento a base de proteinas del suero.

En el caso del pardmetro de cromaticidad b*, las muestras no sumergidas
mostraron valores similares a las frescas. Tanto la inmersion en agua como la aplicacion
de las distintas formulaciones de recubrimientos comestibles disminuyo el parametro b*

de las frutillas congeladas.
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El color es uno de los atributos méas importantes de los alimentos, tanto por su
valor estético como por constituir un parametro para juzgar calidad. En las frutillas, el
color rojo estd determinado principalmente por dos pigmentos antocianinas:
pelagornidin-3-glucosido y cianidin-3-glucosido en proporcion 20:1. Estos pigmentos
no son quimicamente muy estables y pueden cambiar facilmente si no son protegidos
adecuadamente (Torreggiani y col., 1999). El proceso de congelacion, al dafar la
integridad de las células ocasiona la concentracion de constituyentes no acuosos en la
fase no congelada. Asi, tal fendmeno de concentracion puede incrementar las
velocidades de reaccion, resultando en la disminucion del contenido de antocianinas y

acido ascorbico en frutillas almacenadas congeladas (Ngo y col., 2007).

Ali Sahari y col. (2004) estudiaron el efecto del método de congelacion y de la
temperatura de almacenamiento congelado sobre parametros como color, textura, aroma
e integridad (evaluados sensorialmente), nivel de antocianinas y contenido de acido
ascorbico (entre otras caracteristicas) de frutillas. El analisis sensorial indico que las
frutillas almacenadas a -18 y -24 °C mantuvieron el grado mas alto de calidad, a juzgar
por el color, textura, aromas e integridad, mientras que las muestras almacenadas a -12
°C fueron inaceptables. En cuanto al contenido de antocianinas, observaron una
disminucion del 40,2; 34,3 y 17,6% en el nivel de antocianinas luego de 90 dias de
almacenamiento congelado a -12, -18 y -24 °C, respectivamente. El efecto del método

de congelacidn se comentara en la siguiente seccion.
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5.2.2. Efecto de la velocidad de congelacion sobre las propiedades fisicoquimicas de

las frutillas

5.2.2.1. Pérdida de peso

La Figura 5.20 muestra la pérdida de peso porcentual de frutillas recubiertas y
controles sometidas a congelacion lenta y rapida. Como puede observarse, el aumento
de la velocidad de congelacién no tuvo un efecto significativo sobre la pérdida de peso

de las frutillas congeladas/descongeladas.

Agnelli y Mascheroni (2002) evaluaron la pérdida de peso, textura y color de
distintos productos (frutillas, hamburguesas, milanesas de pollo, hongos y esparragos)
sometidos a dos procesos distintos de congelacidn, congelacion convencional en freezer
mecénico y congelacion en un simulador de freezer crio-mecénico. La congelacion crio-
mecénica consistio en una primera etapa de inmersion en nitrégeno liquido y una
segunda etapa efectuada en un freezer provisto de tanel de aire. Los autores informaron
la duracion del tratamiento de inmersion en nitrogeno liquido para cada producto
estudiado. Es importante destacar que la inmersidn en nitrégeno liquido debe ser lo
suficientemente breve para evitar que el producto sufra fracturas por la exposicion a
temperaturas tan bajas. En el caso de las muestras de frutillas, la investigacion incluyo
frutillas cultivadas en campo y cultivadas en invernadero, con la finalidad de evaluar el
efecto de la las caracteristicas iniciales de las frutas. Las frutillas cultivadas en campo

congeladas segun el método combinado mostraron una pérdida de peso muy inferior a
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[ T secado 5 °C- C lenta
ES==8 T secado 5 °C - C rapida
N T secado 25°C - C lenta
BN T secado 25 °C - C rapida

Pérdida de peso (%)

0 1L :
NS H,0 0% 20% 40% NS H,O 0%  20% 40%

Figura 5.20. Pérdida de peso de frutillas controles y recubiertas a 5 y 25 °C con
soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas con 0,
20y 40% de BW, y sometidas a congelacion lenta y rapida.

las congeladas convencionalmente. Por el contrario, las frutillas cultivadas en

invernadero mostraron peérdidas de peso similares con ambos métodos de congelacion.

5.2.2.2. Firmeza

Las Figuras 5.21 y 5.22 muestran los valores de los parametros fuerza maxima,
deformacion maxima, pendiente y trabajo méximo de frutillas recubiertas y controles
sometidas a congelacion lenta y rapida, normalizados respecto del promedio de las

respectivas frutillas frescas.
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Figura 5.21. Fuerza mé&xima y deformacion méxima de frutillas controles y recubiertas
a5y 25 °C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC
formuladas con 0, 20 y 40% de BW y sometidas a congelacion lenta y rapida.

143



Resultados y discusion

Pmax/ P.ax Frescas

W, /W Frescas

0,6
3 T secado 5 °C- C lenta
05 T secado 5 °C - C rapida
' B T secado 25 °C - C lenta
EEE T secado 25 °C - C rapida
0,4
0,3 1 a
bc
0,2
0,1 1
0,0 T T
NS H,O 0% 20% 40% NS H,0 0% 20% 40%
16
3 T secado 5 °C - C lenta
1.4 4 E==== T secado 5 °C - C rapida
HE T secado 25°C - C lenta
1,2 BN T secado 25 °C - C rapida
1,0 ab ap 2
b ab ab
ab a ab zp ab ab ab
08+ ab 1 ab
| TE ; I o
0.6 = =
o2 || & || &
0,0 = ol

NS H,0 0% 20% 40% NS H,O 0% 20%  40%

Figura 5.22. Pendiente y trabajo maximo de frutillas controles y recubiertas a 5y 25 °C
con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas

con 0, 20 y 40% de BW sometidas a congelacion lenta y rapida.
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El aumento de la velocidad de congelacion no tuvo efecto significativo sobre

ningun parametro evaluado en el ensayo de penetracion.

Agnelli y Mascheroni (2002) mostraron el efecto del tipo de congelacion sobre la
fuerza de compresion de frutillas cultivadas en campo y en invernadero. Los resultados
obtenidos fueron similares a los hallados en el caso de la pérdida de peso. Las frutillas
cultivadas en campo (de mayor firmeza inicial) congeladas en el freezer crio-mecanico
mantuvieron la firmeza en mayor extension que las congeladas en el freezer mecanico.
Por otra parte, el tipo de tratamiento no afectd la firmeza de las frutillas cultivadas en
invernadero (de menor firmeza inicial). La principal ventaja de la congelacion crio-
mecanica seria la formacion de una corteza durante la inmersion en el nitrégeno liquido
que le otorgaria una dureza superficial al alimento asi congelado. Sin embargo, los
resultados estuvieron supeditados a las caracteristicas iniciales de la fruta, dadas en

general por la variedad, el grado de maduracion y las condiciones de cultivo entre otras.

Chassagne-Berces y col. (2010) congelaron manzanas y mangos siguiendo tres
protocolos diferentes de congelacion: a -20 °C en una cdmara comun, a -80 °C en una
camara bajo conveccion de nitrdgeno gaseoso, y a -196 °C por inmersion en nitrégeno
liquido. En la investigacion incluyeron ademas, dos variedades de manzanas y dos
niveles de madurez distintos de una de las variedades. Para evaluar la textura de la
frutas efectuaron ensayos de penetracion y compresion, a partir de los cuales obtuvieron
los parametros firmeza y modulo de Young, respectivamente. Independientemente del
producto estudiado y del meétodo de congelacion efectuado, los dos parametros
texturales analizados disminuyeron significativamente después de la congelacion.

Ademas, el impacto de los distintos protocolos de congelacion sobre los parametros
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texturales fue muy superior para las manzanas que para los mangos. Estos resultados
podrian relacionarse con la diferencia de textura entre manzanas y mangos en el estado
fresco, a mayor firmeza de la fruta fresca, mayor la degradacion de la textura luego de la
congelacién. Como conclusion general, los autores informaron que la variacion de los
parametros texturales estuvo fuertemente relacionada con el tipo de fruta, en menor
proporcién con la variedad de manzana y levemente con el nivel de madurez de las

muestras de manzanas.

Otro objetivo planteado por Chassagne-Berces y col. (2010) fue discriminar los
distintos protocolos de congelacion mediante los dos parametros de textura. En el caso
de las muestras de manzanas, la firmeza y el mddulo de Young revelaron que la menor
degradacion de la textura ocurrié cuando las muestras se congelaron a -80 °C. Para los
otros dos protocolos se observaron diferencias de acuerdo a la medicion de textura
considerada: la congelacion a -20 °C caus6 una firmeza superior y un menor modulo de
Young que la inmersion en nitrdégeno liquido. Esto refleja que cada método de anélisis
brinda distinta informacion: la prueba de penetracion evalta el comportamiento de
fractura local mientras que la compresion es una medicion general de la deformabilidad
del tejido en su totalidad. Asi, la fractura indeseable producida durante la inmersion en
nitrégeno liquido podria ser la causa de la mayor pérdida de firmeza observada en las
muestras congeladas por inmersién en nitrégeno liquido evaluada mediante la prueba de
penetracion. Ademas, si bien la congelacion por inmersion en nitrogeno liquido
determina la formacion de cristales de hielo pequerios, la recristalizacion de los cristales
puede haber resultado en las diferencias observadas entre las muestras congeladas a -80

°C y las sumergidas en nitrogeno liquido. En el caso de las muestras de mango, sélo la

146



Resultados y discusion

prueba de compresion hizo posible discriminar los tres protocolos de congelacion. La
congelacién a -80 °C, como en el caso de las muestras de manzana, llevé a la menor
degradacion de textura. No hubo diferencias significativas entre las muestras congeladas

a-20 °C y las sumergidas en nitrégeno liquido.

5.2.2.3. Caracteristicas estructurales evaluadas mediante microscopia 6ptica

La Figura 5.23 muestra micrografias Opticas de secciones de muestras de frutillas

frescas, controles y recubiertas tefiidas con azul de toluidina.

Para comparacién con los distintos grupos de frutillas sometidas a congelacion
lenta ver la Figura 5.15. A partir de la comparacion con las micrografias de las frutillas
frescas, puede observarse que la estructura celular de las frutillas congeladas fue dafiada
por el proceso de congelacion, pero la alteracion del tamafio y la forma de las células

fue menor que en el caso de las muestras sometidas a congelacion lenta.

Las muestras de frutillas recubiertas con las distintas formulaciones de
recubrimientos comestibles mostraron una estructura similar en comparacién con los

controles sumergidos en agua y no sumergidos.

Van Buggenhout y col. (2008) infundieron mitades de frutillas con PME y calcio
como tratamiento previo y luego las congelaron lenta, rapida, criogénicamente y
mediante congelacion por alta presion. Los resultados obtenidos indicaron que el tejido
de las muestras de frutillas fue distorsionado en mayor proporcion cuando fue
congelado lentamente. Cuando se aplicaron condiciones criogénicas el tejido se

mantuvo mas intacto en comparacion con otros métodos de congelacion. Las
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Frescas

NS 5°C NS 25°C

H,0 5°C H,0 25°C

0% BW 5°C 0% BW 25°C

20% BW 5°C 20% BW 25 °C

40% BW 5 °C 40% BW 25 °C

Figura 5.23. Micrografias Opticas de secciones de frutillas frescas, controles y
recubiertas a 5 y 25 °C con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base
de WPC formuladas con 0, 20 y 40% de BW y sometidas a congelacion rapida.
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micrografias ilustraron claramente que los cristales de hielo formados durante la
congelacion lenta dafiaron mas el tejido comparado a las condiciones rapida y
criogénica. Asi, se sugirio que incrementando la velocidad de congelacion se previene la
formacion de cristales de hielo extracelulares grandes, normalmente formados durante
procesos lentos de congelacion. Aunque las paredes celulares de tejidos de frutillas
congelados por alta presion estuvieron intactas, el tejido fue dafiado seriamente a causa
de burbujas de aire presentes en las muestras, presumiblemente forzadas hacia el tejido
en la etapa de compresion durante el proceso de congelacion. La infusion con PME y
calcio no fueron efectivas para preservar el tejido de frutilla congelado lentamente pero
cuando se combin6 con congelacion rapida, criogénica o HPSF dichos tratamientos
previos parecieron ser mas efectivos, mostrando células mas o menos intactas y un buen

contacto entre células vecinas.

5.2.2.4. Color superficial

La Figura 5.24 muestra fotografias digitales representativas de los distintos grupos
de frutillas sometidas a congelacion rapida. Para comparacién con los distintos grupos

de frutillas sometidas a congelacion lenta ver la Figura 5.16.

El analisis de las imagenes digitales de las frutillas congeladas lenta vy
rapidamente permitié obtener los parametros de color L*, a* y b* representados en las
Figuras 5.25, 5.26 y 5.27 normalizados respecto del promedio del grupo de frutillas
frescas, respectivamente. El aumento de la velocidad de congelacion no tuvo efecto

significativo sobre los pardmetros L* y a* de las frutillas controles ni recubiertas.
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Frescas

NS 5°C

NS 25 °C
H,0 5 °C H,0 25 °C
0% BW 5 °C 0% BW 25 °C

20% BW 5°C 20% BW 25°C

40% BW 5°C 40% BW 25°C

Figura 5.24. Fotografias digitales de frutillas frescas, controles y recubiertas a5y 25 °C
con soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas
con 0, 20 y 40% de BW y sometidas al proceso de congelacion rapida.
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Las muestras no sumergidas a 25 °C y las recubiertas con soluciones de WPC

+0% de BW a 25 °C mostraron una disminucion significativa en el parametro b* cuando

aumento la velocidad de congelacion.

Agnelli y Mascheroni (2002) observaron que las frutillas cultivadas en campo y

en invernadero congeladas mostraron valores de los parametros de color L*, a* y b*

inferiores en comparacion con las respectivas frutillas frescas. Sin embargo, el aspecto

general observado mediante inspeccion visual simple de las frutillas congeladas en el

freezer criomecanico mostré un mejor color (color rojo claro y aspecto brillante) que

aquellas congeladas convencionalmente (de apariencia mas oscuras). Contrariamente,

Ali Sahari y col. (2004) observaron que el aumento en la velocidad de congelacion no

afecto el color de frutillas congeladas/descongeladas
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a
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a a a aaa a
a
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Figura 5.25. Parametro de color L* de frutillas controles y recubiertas con

soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas con O,

20y 40% de BW a 5 y 25 °C sometidas a congelacion lenta y rapida.
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Figura 5.26. Parametros de color a* de frutillas controles y recubiertas a 5y 25 °C con
soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas con 0,
20 y 40% de BW sometidas a congelacion lenta y rapida.
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Figura 5.27. Parametros de color b* de frutillas controles y recubiertas a 5 y 25 °C con
soluciones formadoras de recubrimientos comestibles a base de WPC formuladas con 0,
20 y 40% de BW sometidas a congelacion lenta y rapida.
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Chassagne-Berces y col. (2010) mostraron cambios de color significativos en
muestras de manzanas y mangos luego de someterlas a congelacion/ descongelacion. El
impacto del proceso de congelacion fue superior para las manzanas que para los
mangos. En el caso de las manzanas, el pardmetro L* disminuy0 y los parametros a* y
b* se incrementaron, mientras que en las muestras de mango, a* disminuyo luego de la
congelacion. EI comportamiento diferente de las muestras fue atribuido a los distintos
compuestos quimicos formados luego de la descongelacion de manzanas y mangos,
polifenoles y carotenoides, respectivamente. Los cambios de color observados
dependieron de la variedad de manzana pero no del grado de madurez inicial de la fruta.
Los parametros de color de las muestras de manzana y mango variaron levemente de

acuerdo al procedimiento de congelacion.

5.3. Correlacion de las propiedades fisicoquimicas de las peliculas comestibles
preformadas y las caracteristicas de las frutillas con recubrimientos

comestibles sometidas al proceso de congelacion

En la presente investigacion, se trabajo con proteinas del suero como material
base formador de las peliculas comestibles y los recubrimientos. A pesar de que dichas
proteinas poseen propiedades nutricionales y funcionales excelentes; presentan la
capacidad de formacion de recubrimientos y peliculas transparentes, flexibles y solubles
en agua y ademas constituyen barreras muy buenas frente a la migracion de oxigeno,
aromas y lipidos, las peliculas y recubrimientos a base de proteinas del suero
constituyen una barrera poco eficiente frente a la transmision de humedad, deficiencia

que podria ser superada incluyendo en la formulacion un componente lipidico. Es asi
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que el agregado de BW constituy6 una alternativa efectiva para mejorar las propiedades
de barrera frente a la migracion de vapor de agua de las peliculas comestibles a base de
WPC (Figura 5.2). Esta caracteristica de las peliculas preformadas a base de WPC con
el agregado de BW fue conservada en la mayoria de las formulaciones, luego de
someterlas al proceso de congelacion (Tabla 5.4). Las peliculas comestibles a base de
WPC mantuvieron su solubilidad parcial en agua (Tabla 5.4) y su capacidad de
adsorcion de humedad luego del proceso de congelacion (Figura 5.11). Esto es
importante dado que los cambios de temperatura durante el proceso de congelacion
pueden humedecer la superficie de las frutillas debido a la condensacion de humedad,
con lo cual el recubrimiento podria solubilidarze. En efecto, Baldwin y col. (1999)
observaron la solubilizacién parcial de recubrimientos comestibles aplicados a mangos
y como consecuencia la generacion de una textura resbaladiza, que pudo retornar a su

situacion normal luego de un nuevo secado.

Ademas es importante remarcar que no se encontraron en la bibliografia analizada
antecedentes referidos al estudio de las propiedades fisicoquimicas de peliculas
obtenidas a temperaturas de secado inferiores a la temperatura ambiente. En particular,
teniendo en cuenta la potencial aplicacion de los recubrimientos comestibles a base de
WPC (con o sin agregado de BW) para la conservacion de frutas frescas y congeladas.
El estudio del efecto de la temperatura de secado sobre las propiedades fisicoquimicas
de las peliculas indico que la WVP de las mismas se mantuvo (en la formulacion sin
BW) e incluso mejoré (en las formulaciones con BW) cuando el secado se efectud a
baja temperatura (Figura 5.2) y las peliculas obtenidas a ambas temperaturas mostraron

en general un comportamiento similar en cuanto a sus caracteristicas de barrera al
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someterse al proceso de congelacion (Tabla 5.4). Ademas, si bien las formulaciones con
BW presentaron mayor solubilidad cuando el secado se efectu6 a 5 °C, mantuvieron su
integridad del mismo modo que lo hicieron las peliculas obtenidas a 25 °C (Figura 5.3)
y, en comparacion con dichas peliculas, su solubilidad no fue afectada por el proceso de
congelacion (Tabla 5.4). Del mismo modo, las peliculas obtenidas a 5 °C mostraron un
comportamiento similar frente a la sorcién de humedad que las formadas a 25 °C

(Figura 5.4), el cual conservaron luego de la congelacion/descongelacion (Figura 5.11).

Los resultados resumidos con anterioridad indicarian que las peliculas comestibles
a base de WPC (con y sin BW) permanecieron funcionales y conservaron su integridad
luego del proceso de congelacion. Sin embargo, los recubrimientos comestibles
aplicados a las muestras de frutillas, sometidas luego al proceso de congelacion, no
fueron efectivos en prevenir la pérdida de humedad de las frutas. Este hecho puso de
manifiesto las diferencias de comportamiento entre las peliculas preformadas y los
recubrimientos aplicados a un fruto. Por ejemplo, la distribucion del recubrimiento en la
superficie del fruto y, especialmente, la capacidad de éste de formar una capa continua
y/o penetrar en los poros del fruto afecta la funcionalidad de los mismos (Hagenmaier y
Baker, 1993). Ademas, otros factores como la morfologia de la piel del fruto afectan
notablemente los procesos de transferencia de materia del fruto recubierto (Amarante y

col., 2001).

En cuanto a las propiedades mecanicas, las peliculas congeladas mostraron en
general un comportamiento similar a las controles tanto en el ensayo de puncién como
en el de traccion (Tablas 5.8 y 5.9). Sin embargo, cuando las muestras de frutillas se

sometieron al ensayo de penetracion, el cual como refiere Bourne (2002) evalua el
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comportamiento de fractura local de un producto, la aplicacion de un tratamiento
superficial como lo es un recubrimiento comestible no mostré un efecto significativo.
Posiblemente, el recubrimiento comestible formado sobre las muestras de frutillas fue

de un espesor tal que no afecto la respuesta de las frutas a la penetracion.

Si bien las propiedades fisicoquimicas de las peliculas comestibles preformadas y
su comportamiento frente al proceso de congelacion fueron prometedoras, los resultados
obtenidos en las determinaciones de pérdida de peso y penetracion y las alteraciones
estructurales evidenciadas mediante microscopia optica revelan el deterioro estructural
y textural debido a la pérdida de turgencia por deshidratacion de las frutillas, fenomeno
que no pudo ser atenuado por el tratamiento con las distintas formulaciones de

recubrimientos comestibles.
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Conclusiones

El estudio de las propiedades fisicoquimicas de las peliculas comestibles
autosoportadas demostré el efecto beneficioso del agregado de BW sobre las
caracteristicas de barrera, la solubilidad en agua y la capacidad de sorcién de humedad
de las peliculas. Por el contrario, el efecto del agregado de BW sobre las propiedades
mecanicas fue negativo, confirmando la importancia de la adecuada formulacion de las
soluciones formadoras de peliculas y recubrimientos comestibles, en vista de los

requisitos impuestos por la aplicacion de los mismos.

La posibilidad de emplear peliculas y recubrimientos comestibles a temperaturas
inferiores a la ambiente, evitando asi la necesidad de someter al producto a cambios de
temperatura, fue confirmada analizando el efecto de la disminucion de la temperatura de
secado sobre las propiedades fisicoquimicas de las peliculas autosoportadas. Dicho
efecto dependié de la propiedad considerada. La eficiencia como barrera frente a la
migracion de humedad, quizas la propiedad mas importante para disminuir fendmenos
como la perdida de peso por deshidratacion superficial, fue mejorada. La solubilidad en
agua y la resistencia frente a la traccién aumentaron al disminuir la temperatura de
secado. La capacidad de sorcion de humedad en general fue similar a la de las peliculas

obtenidas a 25 °C y la respuesta frente a la puncion no fue afectada.

Ademas, la tolerancia de las peliculas al proceso de congelacion, en vista de una
posible aplicacion a productos congelados/descongelados, se confirmo descartando la
presencia de fracturas y perforaciones y observando el efecto de dicho proceso sobre las
propiedades fisicoquimicas de las peliculas autosoportadas. A pesar de que dicho efecto

dependid tanto de la formulacion como de la temperatura de secado, los resultados
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obtenidos indicaron que las peliculas permanecieron funcionales luego del proceso de

congelacion.

Si bien las propiedades fisicoquimicas de las peliculas autosoportadas
congeladas/descongeladas fueron prometedoras, la aplicacion de los recubrimientos
comestibles a base de WPC como tratamiento previo a la congelacion de frutillas no
evidencio efectos positivos. Este hecho puso de manifiesto las diferencias de
comportamiento entre las peliculas preformadas y los recubrimientos aplicados a un
fruto. El dafio observado a nivel de la forma y tamafio de las células fue de tal severidad
que no pudo ser atenuado por la aplicacion de un tratamiento superficial como lo son los
recubrimientos comestibles. Ante los antecedentes del efecto del proceso de
congelacion sobre la estructura de tejidos tan delicados como el de las frutillas, se
estudio la posibilidad de aumentar la velocidad de congelacion para mejorar dicho
proceso Yy asi tratar de potenciar el efecto de la aplicacion de los recubrimientos. Sin
embargo, si bien la estructura de las frutillas fue menos alterada, el tratamiento previo

efectuado no previno el dafio por congelacion.
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