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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados referentes al estudio sobre la
capacidad de la carboximetilcelulosa para formar criogeles y su aplicacién en la
congelacion de carne. Para la obtencion de los criogeles se aplicaron 3 ciclos de
congelacion- descongelacion utilizando la congelacion rapida por contacto indirecto
con nitrogeno liquido de 20 °C a -50 °C y descongelacion por inmersion en agua a
temperatura constante de 30°C. La estructura de los criogeles después de los ciclos
se analizé mediante calorimetria diferencial de barrido (MDSC), se aplicé un
calentamiento de 10 °C a 150 °C, con la finalidad de caracterizar la estructura a
partir del agua libre evaporada. Los eventos que se registran en las sefales de flujo
de calor total, reversible y no reversible muestran que los criogeles se comportan
de diferente forma dependiendo de como estda compuesta la estructura. La
diferencia de comportamiento puede dar lugar a diferencias en la funcionalidad, es

decir en como los criogeles desarrollen la accion como crioprotector.

Para la aplicacion en congelacion de carne, se incorporaron los criogeles a
muestras de carne mediante inyeccion y se les sometid a congelacion en una
camara a -25 °C durante 24 horas, posteriormente se analizé la cantidad de
exudado, mediante descongelacion a temperatura de refrigeracion durante 3 horas,
encontrandose que la cantidad de exudado es mayor en carne sin gel que en carne
con criogel de 3 ciclos, mientras que las muestras con gel sin ciclos, 1y 2 ciclos no

muestran diferencias estadisticas entre ellas.
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INTRODUCCION

La congelacion es un método de conservacion que se ha utilizado con la
finalidad de mantener las caracteristicas de los alimentos por mas tiempo, sin
embargo, al ser un método que implica la separacion del agua pura de una solucién
en forma de cristales de hielo, presenta inconvenientes para la industria, ya que esta
separaciéon se manifiesta en crecimiento no controlado de cristales y como
consecuencia existen alteraciones en la conformacién estructural de los alimentos,
los cuales al ser sistemas biologicos presentan un alto grado de complejidad debido
a la presencia de agua, carbohidratos, lipidos, proteinas, estructuras celulares,
fibras musculares, etcétera. Se han estudiado alternativas para disminuir los dafos
por congelacion, desde el disefio de nuevos equipos de congelacion, métodos
como la congelacién rapida con didxido de carbono y con liquidos criogénicos, como
el nitrégeno liquido y, hasta la adicion de compuestos que no interfieran con las
caracteristicas finales del alimento, que sean biodegradables y que permitan

mantener estable un alimento congelado.

En el caso de la carne se han realizado muchos estudios en relaciéon a los
efectos de la congelacidn sobre las caracteristicas de capacidad de retencién de
agua, pérdidas por goteo, cambios en color debidos a la modificacion de las
proteinas, reacciones de oxidacién de lipidos y proteinas. Entre las técnicas
utilizadas para minimizar estos efectos se encuentra el uso de sistemas de
congelacion rapida, inyeccion de salmueras para aumentar la capacidad de

retencion de agua, congelacion asistida por ultrasonido, etcétera.

El uso de biopolimeros de bajo y alto peso molecular, llamados comunmente
crioprotectores, se han utilizado en alimentos congelados como postres, purés de
vegetales, helados, etcétera; con el fin de controlar las pérdidas de humedad
durante la congelacion y descongelacion, manteniendo las caracteristicas del
producto, y sin interferir en gran medida con la formulacion de los alimentos ya que
no modifican el sabor y la apariencia. Los biopolimeros se utilizan en carne para

formulaciones de carne molida con la finalidad de mantener la capacidad de

Vi



retencién de agua, en el caso de las salmueras, éstos aportan viscosidad y ayudan

a la incorporaciéon de los componentes de la salmuera.

Los criogeles son materiales que se obtienen a partir de una dispersion de un
biopolimero, con una capacidad de absorcion de agua mayor que los hidrogeles que
se preparan mediante dispersion en calentamiento o enfriamiento, debido a que el
meétodo de congelacion y descongelacion incrementa la cantidad de interacciones
entre las cadenas de las moléculas del biopolimero. Estos criogeles han tenido
aplicaciones principalmente en el area farmacéutica en formulacion de
medicamentos, en cuanto al area de alimentos no se han reportado aplicaciones de
estos materiales, por lo que pueden tener un gran potencial de aplicacion para

mejorar formulaciones o para mantener la vida util de los alimentos.

Los crioprotectores son biopolimeros que entran en contacto directo con los
alimentos, por lo que es necesario el entendimiento de su composiciéon y la forma
en la que actuan. En este trabajo se plantea la posibilidad de que los criogeles
puedan prevenir los dafios por congelacion, si se incorporan a una estructura
celular, como la carne, reduciendo la movilidad del agua que se encuentra fuera de
las fibras, disminuyendo los dafos por el crecimiento de los cristales y las pérdidas

por goteo.
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Capitulo 1

ANTECEDENTES



1.1. CONGELACION

La congelacion involucra el descenso de la temperatura de un sistema, debajo
de su punto inicial de congelacién, convirtiendo el agua en hielo por la eliminacion

de calor latente, el cual esta asociado al cambio de fase (Nicoletti, 2012).

La congelacién es considerada como un método eficiente para la preservaciéon
de los alimentos a largo plazo, no solo por el efecto de las bajas temperaturas en
las reacciones quimicas y en el crecimiento microbiolégico, también por el descenso
de la actividad de agua (Nicoletti, 2012). Sin embargo las reacciones fisicoquimicas
continuan durante el almacenamiento en congelacion, solo que las bajas

temperaturas disminuyen su velocidad.

La eficiencia de los métodos de congelacion y de almacenamiento tiene un
alto impacto en las propiedades organolépticas de los productos tras la
descongelacion (Agoulon, 2012). Debido a ello es importante, conocer los

fundamentos de este proceso y su efecto en los alimentos.

Actualmente se investigan y desarrollan procesos innovadores de
congelacion, para mejorar las condiciones de congelacion y la calidad del producto

final (James, Purnell & James, 2015).

El proceso de congelacion incluye dos pasos sucesivos: la formacion de los
cristales de hielo y el subsecuente aumento en el tamafo del cristal de hielo
(Nicoletti, 2012).

1.1.1. NUCLEACION

La nucleacion es el reacomodo de las moléculas de agua en una particula
ordenada con un tamafio suficiente para sobrevivir y servir como sitio para promover
el crecimiento del cristal (Nicoletti, 2012). Es decir que aparecen nucleos de hielo

0 agentes iniciadores para que la fase cristalina se desarrolle; para que esto ocurra



es necesario el subenfriamiento del sistema, ya que se requiere superar una barrera

de energia que acompafa a la formacion de la nueva fase.

En la superficie del cristal existe un intercambio de moléculas entre la fase
liquida y solida. Durante este proceso se libera calor latente de solidificacion. La
velocidad a la cual se lleva a cabo la nucleacion depende de la temperatura del
medio de congelacion, la viscosidad del medio y el volumen de la muestra (Nicoletti,
2012).

Debido a la presencia de solutos la nucleacion puede ser homogénea o
heterogénea. La homogénea se produce en agua libre de impurezas. En la
heterogénea las moléculas de agua se aglomeran alrededor de un material
insoluble, reduciendo la energia necesaria para formar el nucleo y reduciendo el

grado de subenfriamiento (Orrego, 2008).

1.1.2. CRECIMIENTO DEL CRISTAL DE HIELO

El crecimiento cristalino requiere que las moléculas de agua puedan difundirse
hasta la superficie de los nucleos cristalinos (Orrego, 2008). A medida que se
forman dichos nucleos estables las moléculas se adicionan en la interfase sélido

liquido.

Cuando la cristalizacién procede las moléculas de agua difunden de la solucién
a la superficie de los cristales y contribuyen al crecimiento de la fase sélida, al mismo

tiempo que los solutos son expulsados y se difunden fuera de la superficie sélida.

El tamano y numero de cristales formados depende de la velocidad de
nucleacion. Con altos grados de subenfriamiento, los cuales se obtienen con
velocidades altas de congelacion, la velocidad de nucleacién es mayor que la de
crecimiento de cristal, formandose varios nucleos en los que se distribuye el hielo
en numerosos Yy pequefios cristales. A bajas velocidades de congelacion los nucleos

son pocos Y los cristales suelen ser grandes.



1.1.3. CURVA DE CONGELACION

La representacion esquematica de la cinética de congelacion es la curva de
congelacion. Esta cinética influye en las caracteristicas y el crecimiento de los
cristales de hielo, su tamafio y distribucion esta en funcién de la cinética de

congelacion (Agoulon, 2012).

Existen dos tipos de cinéticas, en la Figura 1 (a) se observa la cinética de
congelacion del agua, en condiciones ideales, a 1 atm de presion y libre de
impurezas; como primer paso se reduce la temperatura sin que se formen cristales,
lo que se conoce como subenfriamiento (A), para iniciar la cristalizacion del agua es
necesario que exista un estimulo, es decir que se alcance una masa critica de
nucleacion (B), cuando esto ocurre la temperatura aumenta hasta 0°C,debido a la
liberacion de calor latente, después del subenfriamiento y representa el inicio de la
cristalizacion del hielo. Cuando se alcanza el punto inicial de congelacion, la
temperatura se mantiene constante (C) debido a que el agua y el hielo se
encuentran en equilibrio hasta que toda el agua se congela. Después de que el agua
se ha congelado la temperatura disminuye hasta que se aproxima a la temperatura

de la atmdsfera de congelacion (D).

Temperatura
[
Temperatura

Tiempo Tiempao

(@) (b)

Figura 1. Cinética de congelacion del agua pura (a) y de una solucion acuosa (b).
(Singh & Heldman, 1984).



En el caso de las soluciones, Figura 1 (b), la cinética es diferente a la del agua,
debido a la presencia de solutos que modifican la nucleacion y el crecimiento de los
cristales. El subenfriamiento (A") es menor al del agua debido a que los solutos
promueven una nucleacion heterogénea. El punto inicial de congelacion es menor
al del agua, ya que los solutos reducen el numero de moléculas de agua disponibles
para que se lleve a cabo la transicién liquido- sdlido; lo cual se relaciona con las
propiedades coligativas que dependen de la concentracion del soluto. Una vez que
se alcanza el punto inicial de congelacion, la temperatura sigue disminuyendo a
medida que la solucion se congela y se separa mas agua (C’) debido a la
concentracion de los solutos que deprimen aun mas, el punto de congelacion. Ya
que el agua disponible se cristalizo, la solucion saturada puede experimentar una
transicion vitrea (D”) y después el sistema solido puede o no continuar enfriandose

(E) dependiendo de las condiciones del proceso al que se someta.

1.2. CARNE

Es la estructura compuesta por fibra muscular estriada, acompanada o no de
tejido conectivo elastico, grasa, hueso, fibras nerviosas, vasos linfaticos y
sanguineos de las especies animales autorizadas para el consumo humano (NOM-
030- ZOO- 1995).

En la legislacion de alimentos el término “carne” incluye todas las partes de
animales de sangre caliente, en forma fresca y procesada, que son aptas para
consumo humano. En lenguaje coloquial, el término carne significa tejido musculo
esquelético que contiene mas o menos grasa adherida (Belitz, Grosch & Schieberle,
2009).



1.2.1. ESTRUCTURA DEL TEJIDO MUSCULAR

El musculo esquelético consiste en largas y delgadas células paralelas,
organizadas dentro de un envoltorio de fibra. Cada una de esas fibras existe como
una entidad separada rodeada de tejido conectivo, el endomisio. Numerosas fibras
primarias del musculo se mantienen unidas en un envoltorio el cual se encuentra
rodeado por una larga hoja delgada de tejido conectivo, el perimisio. Muchos de
esos envoltorios se mantienen unidos y envueltos por una capa externa grande y
delgada de tejido conectivo llamado epimisio (Belitz, Grosch & Schieberle, 2009).

En la Figura 2 puede verse la estructura del musculo esquelético.

Figura 2. Estructura elemental del musculo esquelético, 1. Epimisio, 2. Perimisio,
3. Endomisio, 4. Fibra de musculo (Belitz, Grosch & Schieberle 2009).

Los musculos libres de grasa adherida contienen un promedio de 76% de
humedad, 21.5 % de sustancias nitrogenadas, 1.5 % de lipidos y 1% de minerales.

Adicionalmente hay cantidades variables de carbohidratos (0.05 a 0.2%).

Las proteinas son el componente mayoritario después del agua y representan
la parte comestible y consiste de las proteinas actina y miosina, junto con pequefias
cantidades de colageno, reticulina y elastina. También hay cantidades de pigmentos

como mioglobina, nucleoproteinas, enzimas y otros componentes.



Las proteinas musculares se dividen en tres grupos (Belitz, Grosch &
Schieberle, 2009):

a) Proteinas contractiles, extraibles con soluciones de sales concentradas
(actomiosina, junto con tropomiosina y troponina), estas se encuentran en forma de

fibrillas.

Las moléculas de miosina forman gruesos filamentos y representan alrededor
del 50 % del total de proteinas presentes. La actina es el componente principal de

los filamentos delgados y es menos soluble que la miosina.

La tropomiosina es una molécula altamente elongada, con un peso molecular
de 68 000 Da y 100 % es una a hélice. La troponina se encuentra sobre los
filamentos de la actina y controla el contacto entre los filamentos de miosina y actina

durante la contraccion muscular.

b) Proteinas solubles en agua o diluibles en soluciones de sales (mioglobina y
enzimas), representan del 20 a 35 % del total de proteina del tejido muscular y

forman parte del sarcoplasma que es un fluido que rodea al tejido conectivo.

La mioglobina es un pigmento rojo purpura que consiste de cadenas péptidas
de un peso molecular de 16.8 kDal y provee de oxigeno debido a su habilidad de
ligarlo de forma reversible. El color de la carne esta determinado por la proporcion

de mioglobina.

c) Proteinas insolubles (tejido conectivo y proteinas de membrana), forman parte
del tejido conectivo que son tubos ligeros o redes de colageno que encierran a cada

uno de los mecanismos contractiles.

El colageno constituye 20 al 25% de la proteina total en mamiferos, mientras
la elastina se encuentra en pequefias cantidades en el tejido conectivo, es una
proteina que forma fibras elasticas ya que puede estirarse y regresar a su forma

original.

Las proteinas tienen una funcion importante ya que definen los parametros de

calidad de la carne, una vez que ésta se somete a algun proceso. La capacidad de



retencion de agua es una de las propiedades que define las cualidades como
terneza, jugosidad, firmeza, entre otras. Esta propiedad resulta afectada por la

congelacion lenta, debido a la pérdida de funcionalidad de las proteinas.

1.2.2. CONGELACION DE LA CARNE.

La congelacion es un método de preservacion que permite alargar la duracion
de la carne. En almacenamiento de —18 a — 20 °C y humedad relativa de 90 %, la

duracion es de 9 a 15 meses (Belitz, Grosch & Schieberle, 2009).

La capacidad de retencion de agua de la carne congelada aumenta a medida
que la temperatura de congelacion es menor. A velocidades altas de congelacion,
se evita la formacion de cristales de hielo grandes y el dafo a las membranas, asi
como el cambio irreversible de las proteinas miofibrilares debida a la alta
concentracion de sales (Belitz, Grosch & Schieberle, 2009), derivada de la

congelacion.

A pesar de las ventajas de la congelacién en cuanto a la duracién de la carne,
y la disminucién de los cambios quimicos y microbiolégicos; estas tienden a ser
contrarrestadas por la exudacion de fluido en la descongelaciéon. Dicho fluido se
compone de proteinas, péptidos, aminoacidos, acido lactico, purinas, vitaminas del

complejo B y varias sales.

La formacion del fluido esta influenciado por dos factores, primero se
encuentran aquellos relacionados con la forma en la cual el fluido se drenara de la
carne y son el tamafo y la forma de las piezas de carne, la orientacion del corte
superficial con respecto a las fibras musculares, la presencia de vasos sanguineos
y la posibilidad de que ocurra evaporacién o condensacion dentro de la camara de
descongelacion. En segundo lugar se encuentran los factores relacionados con el
proceso de congelacién de la carne y con la capacidad de retencion de agua de las
proteinas de los musculos; estos determinan el volumen de fluido que se formara
(Lawrie, 2006).



El proceso de congelacion determina el tamafio y la cantidad de cristales de
hielo formados en la carne, por lo que el conocimiento de los dafos en la carne,
resultado de las condiciones, es necesario para evitar el dafio a las proteinas

musculares.

1.2.3. DANOS EN LA CARNE POR CONGELACION

La migracion de humedad es el cambio fisico mas importante que ocurre en
los alimentos congelados. Este fendmeno se manifiesta de varias formas: pérdida
de humedad por sublimacion, absorcion y redistribucion de la humedad en los
alimentos o sus componentes, recristalizacion del hielo y las pérdidas por goteo en

descongelacion (Orrego, 2008).

El deterioro por hielo en muchos casos, se explica por los cristales de hielo del
interior de la estructura celular de los alimentos. El resultado es una presion
mecanica que puede dafar la estructura celular de los productos como la carne,

frutas y verduras (Agoulon, 2012).

También la concentracion de los solutos, debida a la separacion del agua,
puede causar desbalances en la quimica del sistema alimenticio. En tejidos de
plantas y animales la deshidratacion de las células puede romper membranas o las
paredes celulares y distorsionar la estructura de los tejidos afectando la textura

después de la descongelacién y la retencion de agua (Mac Donald & Lanier, 1997).

En la carne el agua esta dentro y entre las fibras musculares, esto crea
compartimientos en el tejido que complican el proceso de congelacién. Cuando se
congela, la concentracion de los solutos (proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas
y minerales) aumenta, y la homeostasis del sistema se interrumpe (Lawrie, 1998).

Lo que lleva a cambios que se reflejan en las proteinas y su desnaturalizacion.

Es por ello que la mayor parte de la investigacion realizada sobre la
congelacion y descongelacion de la carne se ha enfocado en la reduccion de las
pérdidas de humedad (Leygonie, Britz & Hoffman, 2012).



Recordando que el tamario y la distribucion de los cristales esta en funcion de
la cinética de congelacion. La congelacion lenta y la congelacién rapida, producen

cinéticas distintas. En la Figura 3 se observan estas diferencias.

Figura 3. Formacién de cristales segun la cinética de nucleacion,1) cristales de

hielo, 2) nucleos de células, 3) paredes de células, (Agoulon, 2012)

El indice de crecimiento de cristales se relaciona con la capacidad de eliminar
calor de donde se estén formando los cristales de hielo, que es relativo a las
caracteristicas del producto y la temperatura del medio (Agoulon, 2012).
Considerando las cinéticas, los cristales formados en la congelacion lenta, Figura 3
(A), son resultado de un menor numero de nucleos y por tanto de un crecimiento de
cristales grandes; en el caso contrario, la congelacion rapida, figura 3 (B), propicia

el surgimiento de mas nucleos que dan lugar a cristales mas pequefios.

En la congelacion de la carne, la velocidad a la cual se lleva a cabo es un factor
importante. A velocidades rapidas el agua se congela entre los filamentos de
miosina y actina, en agregados tan pequefios que no destruyen la estructura. A
medida que el tiempo de congelacion aumenta, el dafo estructural al musculo
también aumenta (Lawrie, 2006), debido a la formacion de cristales que modifican

la estructura de las proteinas.



Anon y Calvelo (1980) en un estudio de carne de res encontraron que, a
medida que el tiempo para congelar (definido como el tiempo para pasarde -1 a
-7 C°) disminuye por debajo de 15 a 20 minutos, la cantidad de fluido disminuye
rapidamente, esto asociado al aumento en la formacion de hielo intracelular. Con
tiempos de congelacién entre 20 y 200 minutos la cantidad de goteo fue mayor y

asociado con la formacion de hielo extracelular.

Las velocidades de congelacion comerciales son muy lentas para formar hielo
intracelular. Con dichas velocidades los cristales de hielo tienden a formarse primero
fuera de las fibras, ya que la presién osmoética extracelular es menor que la del
interior (Chambers & Hale, 1932).

Las cualidades que se afectan por los métodos de congelacion en carne son

la terneza, la jugosidad y la forma en que se retiene el agua (Agoulon, 2012).

Se ha reportado que la pérdida de agua esta relacionada con la ruptura de la
estructura de la fibra muscular, asi como la modificacion y/o desnaturalizacion de
las proteinas (Leygonie, Britz & Hoffman, 2012). Siendo la miosina la proteina mas
afectada (Wagner & AiAdn, 1985).

1.2.4. PERDIDAS POR GOTEO

La pérdida por goteo es definida como la cantidad de liquido exudado en la
superficie de la carne, sin la aplicacion de una fuerza mecanica externa, utilizando
unicamente la gravedad (SAGARPA, 2011).

La carne al ser una estructura celular, retiene agua. Una vez que se congela
ésta puede cambiar de ubicacion, se observa en la figura 4 que debido a que la
concentracion de sales disueltas es menor afuera de la célula que en su interior, el
agua que esta entre ellas congela primero (Orrego, 2008), por lo tanto se forma hielo
extracelular y al mismo tiempo, en el fluido que queda sin congelar se concentran
los solutos, aumentando en fuerza idnica y extrae agua osmoéticamente del interior

de la célula muscular. Esa agua congela sobre los cristales que ya existen,
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causando que aumenten de tamano, por tanto distorsionando y destruyendo las
fibras (Moran, 1929).

Congelacion lenta

Figura 4: Efecto de la velocidad de congelacién en la calidad de la carne. Fuente
(Congélation et Qualité de la Viande, Claude Genot, INRA Edition, 2000, citada
Agoulon, 2012.)

Si la congelacion es lenta las células resultaran dafadas debido a la
crioconcentracion de los solutos y a la distorsion por los cristales de hielo grandes.
Si es rapida, los cristales pequefios que se forman en muchos lugares disminuira la

distorsion de las fibras musculares.
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Se debe considerar que las proteinas no pueden retener la misma cantidad de
agua, que en su estado nativo, debido a la crioconcentracién de los solutos en el
liguido que queda sin congelar. Dicho fluido al aumentar en fuerza ibnica
desnaturaliza a las proteinas. Esto junto con los cambios ocasionados por el
crecimiento de cristales contribuye a la pérdida de agua de las proteinas del
musculo y de la incapacidad de estas para reabsorber, durante la descongelacion,

toda el agua removida, siendo manifestada como goteo (Moran, 1929).

Estas pérdidas por goteo afectan a la carne, ya que la humedad es un
parametro de calidad, es importante realizar su medicion para evaluar las formas en

las que pueden evitarse o disminuirse.

La medicion de las pérdidas por goteo es afectada por el tiempo que dure la
medicioén, por lo que el tiempo debe estandarizase y reportarse. Otro factor es la
geometria de la pieza, una pieza delgada tendra mayor pérdida que una de mayor
grosor. En la medida en que se incrementan los cortes en la pieza, aumentara la
pérdida por lo que éstos deben ser los menos posibles cortando la carne con trazos
rectos y continuos. Asimismo, se debe considerar la temperatura de la medicion, a

mayor temperatura mayor pérdida por goteo (SAGARPA, 2011).

1.3. CRIOPROTECTORES

La congelacion y descongelaciéon de los alimentos puede tener un efecto
perjudicial en las propiedades sensoriales y la capacidad de retencion de agua,
como resultado de una ruptura de las células o de los componentes celulares o

cambios en la estructura de ciertas macromoléculas (Downey, 2003).

Para minimizar los dafios causados por dichos procesos se han utilizado
crioprotectores (Fernandez, Alvarez & Canet, 2008), los cuales son componentes
que interactuan con el agua, disminuyendo la velocidad de crecimiento del cristal de
hielo y alterando su forma, mejorando la calidad y alargando la duracion de los

alimentos congelados.
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El término crioprotector incluye todos los compuestos que contribuyen a
prevenir los cambios perjudiciales en los alimentos causados por los procesos de
congelacion y descongelacion o el almacenamiento en congelacion. Estas
sustancias pueden anadirse durante el procesamiento y en la formulacion del
producto o producidos de forma natural en organismos vivos de los cuales derivan

los alimentos (Mac Donald & Lanier, 1997).

Mac Donald & Lanier (1997), hacen una distincion entre la funcionalidad de un
crioprotector en alimentos que han sido sometidos a un proceso de aquellos que
conservan su estructura celular. En el caso de los alimentos procesados, en los
cuales el mezclado con el crioprotector es posible, la funcidén consiste en estabilizar
un componente, el cual es un biopolimero. Para los alimentos con estructura celular
como lo son las frutas, verduras y carnes, la crioproteccion consiste en estabilizar
la estructura, esto se logra controlando el movimiento del agua para prevenir el
colapso celular. Estas distinciones son quizas analogas a la estabilizacién de las
proteinas en la industria farmacéutica y la criopreservacion de células y érganos en

el campo de la medicina.

Como crioprotectores se cuenta con muchos compuestos, algunos de éstos
son: azucares, aminoacidos, polioles, metilaminas, polimeros de carbohidratos,
polimeros sintéticos (polietilenglicol, PEG) proteinas (albumina sérica, BSA), y
algunas sales inorganicas (fosfato de potasio y sulfato de amonio) (Mac Donald &
Lanier, 1997).

1.3.1. LOS BIOPOLIMEROS COMO CRIOPROTECTORES EN LOS ALIMENTOS

La funcionalidad de los biopolimeros es variada, ya que poseen caracteristicas
unicas debidas a su estructura molecular (Semenova, 2007). La presencia de
grupos polares y no polares los hace capaces de establecer interacciones y
controlar la reologia y la textura de los sistemas acuosos mediante la estabilizacidon

de las emulsiones, suspensiones y espumas (Nicoletti, 2012).
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Los hidrocoloides y las proteinas son dos tipos de biopolimeros que pueden
afectar la cristalizacion del hielo (Dickinson, 1998). Los biopolimeros son capaces
de modificar la viscosidad del medio en el que se encuentran y de formar geles,
cuya firmeza se ha asociado con la inhibicion del crecimiento del cristal de hielo y al
cambio en su morfologia (Muhr & Blanshard, 1986). La velocidad de cristalizacion
se reduce a medida que aumenta el tiempo de maduracién del gel y su elasticidad.
Por esta razdn se puede decir que existe un traslape entre la crioproteccion y otros

tipos de estabilizacion de alimentos (Mac Donald & Lanier, 1997).

Esto es evidente cuando se adicionan biopolimeros capaces de retener agua
al helado ya que, ayudan a prevenir el crecimiento del cristal y se ha sugerido que
esta accion puede atribuirse a su estructura (Nicoletti, 2012). Esta capacidad ha
sido estudiada para explicar el mecanismo mediante el cual llevan a cabo esta forma

de crioproteccion.

Blond (1988) estudid la velocidad de cristalizacion del hielo en soluciones de
macromoléculas y en geles de carboximetilcelulosa (cmc). El autor explica que el
descenso de la velocidad de cristalizacion es consecuencia de un efecto mecanico
de las macromoléculas sobre el crecimiento del cristal ejercido en la interfase de
cristalizacion. A su vez, menciona que este efecto puede aumentar con el tamafo
de la macromolécula, ya que al ser mas largas pueden enredarse e inmovilizarse,
disminuyendo la propagacion del hielo. Cuando las cadenas del polimero
interactuan y forman una red estructurada la accién mecanica aumenta. La
importancia de este efecto puede variar acorde a la naturaleza y el nUumero de zonas
de union en la red, por lo tanto la velocidad a la que se propaga el hielo en una

solucién es mayor que en un gel.

Frommer & Lancet (1971) explica la accién de las proteinas anticongelantes,
las cuales son un tipo de biopolimeros capaces de modificar el punto inicial de la
congelacion del agua de forma no coligativa. En su estructura poseen una parte
hidrofilica que interactia con el hielo y una parte hidrofébica que impide que las
moléculas de agua continien agregandose a la superficie del cristal de hielo. Esto
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afecta las fuerzas interfaciales entre el hielo y el liquido alterando la condicién de

equilibrio. Estas proteinas son biopolimeros con estructura de tipo a-hélice.

1.3.2. USO DE CRIOPROTECTORES EN CARNE

En la descongelacion de la carne, las pérdidas por goteo aparecen debido a la
modificacion de la estructura por los cristales de hielo durante la congelacién. Por
ello se han investigado métodos novedosos para la congelacion de carne a escala
de laboratorio, sin embargo, estos son generalmente mas caros que sus

contrapartes convencionales (Leygonie, Britz & Hoffman, 2012).

Existe un tipo de biopolimeros llamados proteinas anticongelantes, las cuales
han sido observadas en el plasma de peces capaces de sobrevivir en aguas polares.
Su funcién consiste en disminuir la temperatura de congelacién y suprimir el
crecimiento de los nucleos de hielo, por tanto inhiben su formacién, alterando el
crecimiento del cristal y retardando la recristalizacion en el almacenamiento

congelado (James, Purnell & James, 2015).

La adicién de proteinas anticongelantes puede controlar la estructura y el
tamafio de los cristales de hielo en alimentos congelados (Leygonie, Britz &
Hoffman, 2012).

Payne, Sandford, Harris & Young (1994) aplicaron glucoproteinas
anticongelantes de bacalao de la Antartica, las cuales consisten en polimeros a-
helicoidales con unidades repetidas de Ala- Ala- Thr, con galactosa- N-
acetilgalactosamina unida via grupos hidroxilo con treonina. La aplicacion se realizé
mediante el remojo de las porciones de carne y antes de la congelacion a una
temperatura de -20°C. Los resultados mostraron que el tamafo de cristal se redujo
en comparacion con las muestras sin remojar. Los autores explican que las
proteinas disminuyen el punto inicial de congelacion del agua por un mecanismo no
coligativo llamado adsorcién - inhibicion y también alteran el tamafio del cristal

llevando a la formacion de hielo similar a agujas en vez de cristales grandes.

15



Payne & Young (1995) mostraron que cuando las glucoproteinas del bacalao
se inyectan en corderos, 24 horas antes del sacrificio, el cristal de hielo en los
musculos congelados fue menor que en aquellos que no fueron inyectados y las

pérdidas por goteo en descongelacién fueron menores.

1.4. CARBOXIMETILCELULOSA (CMC)

Entre los biopolimeros utilizados en la industria de los alimentos, esta la
carboximetilcelulosa, que se usa como espesante, para la retencién de agua y el

control de la cristalizacion.

La carboximetilcelulosa es un derivado de celulosa con grupos carboxilo (-CH2
— COOH) unidos a algunos grupos hidroxilo de los monémeros de glucopiranosa
que constituyen el esqueleto de celulosa (Nicoletti, 2012), como puede observarse
en la Figura 5. Es producto de la reaccion de la celulosa en una solucién de hidroxido
de sodio y su esterificacién con monocloroacetato de sodio. Debido a la presencia
de tres grupos hidroxilo reactivos en cada unidad D- glucopiranosil, es posible
introducir tres grupos carboximetilo sodio por cada unidad. Dicho producto se

describiria con un grado de sustitucion de tres (Feddersen y Thorp, 1993).

OH

Figura 5. Molécula de carboximetilcelulosa (Luna M.J.F., 2011)
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1.4.1. CARACTERISTICAS Y USOS EN LA INDUSTRIA

Dado que es posible introducir de uno a tres grupos carboximetilo, al sustituir
los grupos hidroxilo en la estructura de la celulosa para formar Ia
carboximetilcelulosa se tiene diferentes grados de sustitucion siendo 3 el maximo
grado de sustitucion. Estos grupos carboximetilo se encuentran fuera de la
estructura principal de celulosa, como puede verse en la Figura 6, y ocasionan que
los grupos hidroxilo de la cadena principal de la celulosa estén separados y no
formen enlaces entre si, por lo que el agua puede hidratar a las moléculas y

promover que estas se plieguen hacia la solucién (Hoefler, 1971).

3

Figura 6. Moléculas de carboximetilcelulosa en solucion (Hoefler, 1971).

Es evidente que las caracteristicas que definen la funcionalidad de la
carboximetilcelulosa dependen de la estructura es decir del grado de sustitucién y
de otro factor conocido como grado de polimerizacion, es decir la longitud de la

cadena.
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La distribucion de los grupos carboximetilo afecta el comportamiento del
biopolimero. Las secciones no sustituidas en las unidades de glucopiranosa tienden
a interactuar a través de enlaces hidrogeno y generar tixotropia, es decir se
desarrolla una estructura dependiente del tiempo, en las soluciones. El grado de
polimerizacién tiene un efecto en la accion espesante la cual es mayor con el
aumento en la longitud de la cadena y mas viscosa es la solucién. El aumento en la
viscosidad se debe a la interaccion de la cadena a altas concentraciones
(Feddersen & Thorp, 1993).

Otra caracteristica de la carboximetilcelulosa es el caracter fluidificante de sus
disoluciones, debido a que las moléculas tienden a orientarse en direccion al flujo
cuando la fuerza aplicada aumenta y la viscosidad o resistencia al flujo disminuye.
Cuando se aplica una fuerza menor la viscosidad aparente es alta debido a la
orientacion al azar y a la interaccion de las moléculas, causando un aumento a la

resistencia al flujo.

La tixotropia es un fendmeno que consiste en un cambio en la viscosidad que
depende del tiempo y se caracteriza por el aumento de la viscosidad cuando una
disoluciéon permanece en reposo por cierto tiempo. Si se aplica un esfuerzo de
cizalla suficiente, la estructura se rompe y la viscosidad se reduce. La razén de este
fendbmeno es la forma en la que estan distribuidos los sustituyentes en la

carboximetilcelulosa ya que las zonas sin sustituir tienden a asociarse.

Para preparar las disoluciones de carboximetilcelulosa es necesario tomar en
cuenta el solvente, el tamafio de particula, la velocidad de cizalla y el método de
dispersion. Las particulas gruesas se disuelven lentamente mientras que las
pequenas se hidratan rapidamente y empleado agua caliente es posible dispersar
mas rapido que en agua fria. Considerando las caracteristicas estructurales,
aumentando el grado de sustitucion se disuelve mas rapido, pero un alto peso

molecular disminuye la velocidad de disolucién (Feddersen & Thorp, 1993).

Su uso en la industria se basa principalmente en su habilidad de retener agua.
Kumsah, Pass & Phillips (1976) al estudiar la cantidad de agua no congelable de

disoluciones de CMC, encontraron que es capaz de retener grandes cantidades de
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agua, por lo que sugiere un arreglo multicapa de las moléculas de agua. La
capacidad de hidratacion es atribuida a la interaccion de los grupos hidroxilo con las
moléculas de solvente y su conformacion permite un buen ajuste con la estructura
del agua, ademas de la solvatacion de los grupos hidrofilicos de CMC, existe una

retencidon de las moléculas de solvente, dentro de los pliegues del polimero.

En mezclas para pastel se usa para retener la humedad, controlar la
viscosidad y dar volumen y uniformidad al pastel. En rellenos para pay controla la
sinéresis y la textura. En jarabes bajos en calorias se usa para dar viscosidad. En
alimentos para mascotas facilita la extrusion y se usa como agente de retencién de
humedad. En helados reduce el crecimiento del hielo y provee de estabilidad ante
la congelacion y la descongelacion (Feddersen & Thorp, 1993). Esta aplicacion en
el helado puede ser usada para estudiar la posibilidad de que la carboximetilcelulosa
sea capaz de establecer enlaces por medio de la congelacion y descongelacion de

sus disoluciones.

Debido a la presencia de grupos carboxilo, Wu & Zhang (2009) estudiaron la
gelificacion de la carboximetilcelulosa y mencionan que al tener dichos grupos,
puede formar geles a bajo pH mediante la técnica de congelacién - descongelacion.
Esta capacidad puede ser de utilidad para obtener materiales que por el método de

estructuracion que se usa, son llamados “criogeles”.

1.5. CRIOGELES

Los criogeles son sistemas de gel cuya formacién ocurre en disoluciones de
dispersiones coloidales o precursores potencialmente capaces de gelificar
(Lozinsky, 2014). Es decir que los criogeles son resultado de la gelificacion
criotropica (del griego “kryos” (escarcha) y “tropos” (causa)), la cual se lleva a cabo
mediante la separacion del solvente en forma de hielo y la concentracion del

polimero en la regién sin congelar.
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Es importante diferenciar a los criogeles de los geles. Los geles son sistemas
de polimero con solvente inmovilizado, en el cual las macromoléculas forman una
red tridimensional (Lozinsky, Galaev, Plievam Savina, Jungvid & Mattiasson, 2003).
Zhang, Zhang F. & Wu (2013) mencionan que los hidrogeles poseen una estructura
tridimensional que se obtiene de algun tipo de polimero natural o sintético que puede
absorber y retener una cantidad significativa de agua o fluido biologico. El solvente
inmovilizado previene el colapso del sistema ya que no permite la formacién de una
masa compacta de polimero. Por otro lado, su estructura es creada por grupos
hidrofilicos presentes en los polimeros y su morfologia es determinada por el

meétodo de preparacion del gel.

También definen a los criogeles como resultado de la criogelacion o
crioestructuracion; es decir del tratamiento criogénico al que se somete una solucién
o dispersion de un polimero capaz de formar un gel. Lo anterior indica que, la
congelacion es un paso esencial para que las cadenas de polimero interactuen y
formen zonas de unién en los criogeles. Este tipo de gelificacion lleva a que la
principal caracteristica estructural sea un sistema de grandes poros interconectados

(Lozinsky, Galaev, Plievam Savina, Jungvid & Mattiasson, 2003).

Al ser la congelacién el paso importante en donde se lleva a cabo la
gelificacion, dentro de las disoluciones congeladas Okay, (2014) distingue dos
fases, una que contiene solidos, es decir los cristales de solvente congelado, los
cuales moldean los poros del criogel, y una fase no congelada llamada “microfase
de liquido no congelado” donde se concentra el soluto y se lleva a cabo la
gelificacion. Dichas condiciones de formacion son factores clave en la morfologia
macroporosa, en sus caracteristicas fisicoquimicas y en consecuencia en sus

capacidades operacionales.

El tamafio y la forma de los cristales de hielo influencian en la estructura de
los criogeles (Lozinsky, Kurochkin, & I. Kurochkin, 2008). Es evidente que las
condiciones de cada ciclo de congelacion y descongelacion, es decir, tipo de
polimero usado, la velocidad de congelacién, numero de ciclos, la velocidad de
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descongelacion, daran como resultado diferencias en la movilidad de las moléculas

en los criogeles.

El mecanismo para la formacion de un criogel de forma general sigue los
siguientes pasos: separacion de fase debida a la formacion del cristal de hielo,
entrecruzamiento y polimerizacion, seguida de la descongelacion de los cristales de
hielo para formar una red de poros interconectados (Kumar, Mishra, Reinwold &
Bhat, 2010).

1.5.1. MECANISMO DE FORMACION DE LOS CRIOGELES

Lozinsky, Kurochkin & Kurochkin I. (2008), definen los siguientes pasos para

la formacion de los criogeles:

a) Enfriamiento de la solucion inicial hasta el punto donde se inicia la
cristalizacion del sistema.

b) La congelacion del sistema cuando la masa principal de liquido es
cristalizado y el polimero es concentrado en la microfase de liquido no
congelado.

c) Incubacion del sistema.

d) Descongelacion del sistema.

Como se observa en la Figura 7, el sistema inicial (Figura 7(a)) contiene a las
macromoléculas en la solucion, las cuales son capaces de formar un gel; al solvente
y en algunos casos a solutos de bajo peso molecular. Dicho sistema se somete a
congelacion y en ese estado (Figura 7 (b)) se forman cristales de solvente
congelado y una microfase de liquido sin congelar. Debido a la crioconcentracion,
la concentracion del polimero aumenta en la zona sin congelar y se da la formacion
de los enlaces del criogel, estos surgen de la interaccion entre las cadenas vecinas
de polimero debido a los enlaces hidrégeno de los grupos hidroxilo (Lozinsky,
Kurochkin, & |. Kurochkin, 2008). De hecho, debido a la crioconcentracion, la

formacion del gel en dichos sistemas congelados procede algunas veces mas rapido
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que en el medio liquido usando la misma concentracién inicial de precursores
(Lozinsky, Galaev, Plievam Savina, Jungvid & Mattiasson, 2003). Los cristales
actuan como formadores de los poros, una vez que se descongela el sistema
(Figura 7 (c)) los espacios que ocupaban los cristales se rellenan con solvente y la
tensién superficial entre el solvente y la fase de gel redondea a los poros (Lozinsky,
Galaev, Plievam Savina, Jungvid & Mattiasson, 2003). Como resultado, el sistema

contendra cadenas de polimero, solvente y macroporos.

(a) Sistema inicial b) Sistema congelado (c) Criogel descongelado

=g
)y —— @ @ . Congelacion DescongelacEn -
F g T o

Figura 7. Proceso de formacion de un criogel. (1 ,macromoléculas en una solucion;
2,disolvente; 3 , solutos de bajo peso molecular ; 4 , cristales de disolvente
congelado; 5,microfases liquido sin congelar ; 6 , polimero ; 7 , macroporos ; 8 ,

disolvente.) (Lozinsky, 2003).

No hay un procedimiento general para la preparacion de ningun criogel, para
cada caso especifico se requiere una investigacion preliminar para encontrar las
condiciones requeridas para obtener los materiales con las caracteristicas
deseadas (Lozinsky, 2014).

Muchos de los polisacaridos capaces de formar criogeles tienen una gran

cantidad de grupos hidroxilo y carboxilo en el esqueleto de las cadenas de polimero
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esto sugiere que la naturaleza de las uniones intermoleculares y las zonas de union

en la mayoria de los criogeles es el enlace hidrégeno (Zhang, F. Zhang & Wu, 2013).

Para el estudio de las interacciones presentes, no solo en los criogeles, sino
en los materiales en general, se ha utilizado la calorimetria diferencial de barrido la
cual es una técnica de analisis térmico usada para analizar la estructura y el

comportamiento cuando se someten a un perfil de temperatura.

1.6. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC, por sus siglas en

inglés)

La materia se puede describir mediante las variables fisicas: energia total,
temperatura, volumen, presiéon, numero de moles y masa. Siendo las extensivas,
aquellas cuyas magnitudes son aditivas cuando se aumenta el sistema, y las
intensivas aquellas que son independientes de la extension del sistema y estas son

la temperatura y la presion.

Las seis técnicas mas basicas que permiten la determinacién de las variables
de estado son: 1) termometria, 2) analisis térmico diferencial, 3) calorimetria, 4)

analisis termomecanico, 5) dilatometria y 6) termogravimetria (Wunderlich, 2005).

El analisis térmico es una técnica analitica que establece los datos
experimentales para las variables de estado. Este término puede aplicarse a
cualquier técnica que involucre la medida de una cantidad fisica, mientras la
temperatura cambia o se mantiene de forma controlada (Wunderlich, 2005).
Usualmente la temperatura se mantiene constante o se incrementa con el tiempo
aunque también se puede afadir una pequena modulacion para separar la

respuesta del calorimetro. Mas adelante se hablara de esto.

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica de analisis térmico, la cual
se ha usado por mas de dos décadas para medir las temperaturas y los flujos de
calor asociados con las transiciones en los materiales como funcion del tiempo y la

temperatura. Dichas mediciones proveen de informacion cuantitativa y cualitativa
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sobre los cambios fisicos y quimicos que envuelven procesos endotérmicos o
exotérmicos o cambios en la capacidad calorifica (Gill, Sauerbrunn & Reading,
1993).

La capacidad calorifica, Cp, es definida como la cantidad energia requerida
para aumentar la temperatura de un material, una unidad de temperatura. Si la
temperatura de un material requiere que se eleve dos veces mas rapido, se necesita
el doble de energia. De esta manera se puede medir la capacidad calorifica cuando
la temperatura aumenta, dividiendo el flujo de calor entre la velocidad de
calentamiento, es mas, si se utiliza una rampa de temperatura lineal modulada por
una onda sinusoidal, se obtiene un segundo método de medicidén de la capacidad

calorifica examinando la amplitud de la modulacioén (Lacey, Price & Reading, 2006).

1.6.1 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO MODULADA (MDSC, por

sus siglas en inglés)

El calorimetro diferencial de barrido modulado, en esencia se basa en la
medida simultanea de capacidad calorifica de la muestra usando la respuesta a la
rampa lineal y la respuesta a la modulacion y comparandolos (Lacey, Price &
Reading, 2006), consiste en sobreponer un cambio sinusoidal u otro cambio
periodico en la temperatura sobre la velocidad de calentamiento principal
(Wunderlich, 2005). Durante las transiciones las dos respuestas dan diferentes

valores.

Este método es una extension de la calorimetria diferencial de barrido y brinda
informacion sobre las caracteristicas reversibles y no reversibles de los eventos
térmicos y tiene la habilidad de medir directamente la capacidad calorifica (Gill,
Sauerbrunn & Reading, 1993).

En la Figura 8 se observa el perfil de temperaturas donde se representa la
rampa de calentamiento lineal y la modulacién que se sobrepone. El flujo de calor

total que se obtiene se compone de dos partes, una que sigue la modulacion, la
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parte reversible y otra que no la sigue, la parte no reversible (Wunderlich, 2005). La
componente reversible se relaciona con los cambios en la capacidad calorifica, las
modificaciones que dependen de la velocidad de barrido de la temperatura y pueden
ser reversibles mediante un ciclo de calentamiento/ enfriamiento. La componente
no reversible esta ligado a la cinética, las modificaciones que aparecen en esta
sefal dependen solo de la temperatura (Ribeiro & Grolier, 1999) una vez iniciadas
no pueden ser reversibles con un ciclo de calentamiento - enfriamiento. Estas
denominaciones de reversible y no reversible indican que estan en funcion de las

condiciones a las cuales se realizan las pruebas.

" Modulacion "
T
80 — /N 10
Temperatura (°C) /N/ Deriv. Temperatura (*C/min)
60 ~ I~ | - S
/'\/

/

WATVVUVUVU VY

Rampa de calentamiento

20 T T T T T T T
4 6 N 10 12 14 16 1 20

Tiempo (min)

Figura 8. Perfil de temperaturas en un MDSC (por sus siglas en inglés), se observa
la rampa de calentamiento lineal y la modulacién sinusoidal (Gill, Sauerbrunn &
Reading, 1993).

1.6.2. PRINCIPIO DE OPERACION DE UN CALORIMETRO

La celda de un calorimetro, Figura 9, consta de un plato o charola de metal que

contiene a la muestra y una charola vacia que sirve como referencia. Estos se
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colocan sobre un disco termoeléctrico de constantan, que sirve como elemento para
la transferencia de calor (Gill, Sauerbrunn & Reading, 1993), los termopares
conectados a las charolas miden las diferencias de temperatura entre la referencia

y la muestra.

Lado de la muestra

Lado de la referencia

Gas inerte

¥<+— Disco de constantan

Disco de cromo

Bloegue de
calentamiento

-

Cable de
aluminio

Figura 9. Celda de DSC donde se muestra el disco de constantan, la referencia y la
muestra (Wunderlich, 2005).

En un calorimetro con la opcién de modulacion, se utiliza la misma celda, la
diferencia radica en que el perfil de temperatura es una onda sinusoidal que se
sobrepone a la rampa principal de temperatura lineal. Esta modulacién da como
resultado tres variables relacionadas con la temperatura, las cuales son la velocidad
de calentamiento, la amplitud de modulacion y la frecuencia de modulacion, estas

variables describen la respuesta del calorimetro en la siguiente ecuacion:

w1 D]+ f(T) M

La ecuacion 1 en donde dQ/ dt = el flujo de calor que fluye en la muestra,
-dT/dt = velocidad de calentamiento, Cp = capacidad calorifica de la muestra,
t = tiempo, T=temperatura, f" (t, T) = componente termodinamico del flujo de calor

y f(t, T) = flujo de calor cinéticamente limitado, describe la respuesta del calorimetro.
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Considerando que el flujo de calor esta descrito por dos componentes, el
efecto de ellas depende de la transicién que se esta evaluando, en el caso de las
transiciones que dependen de la velocidad de calentamiento tienden a incrementar
cuando se usan velocidades altas y las dependientes de la temperatura absoluta
una vez iniciadas no pueden revertirse (Gill, Sauerbrunn & Reading, 1993). A
continuacion en la cuadro 1 se presentan las transiciones que se estudian

comunmente en la calorimetria.

Tabla 1. Transiciones medidas por DSC (Gill, Sauerbrunn & Reading, 1993).

TRANSICION CARACTERISTICAS.

Transicion vitrea Dependiente de la frecuencia

Fusién Dependiente de la frecuencia y la
amplitud

Cristalizacion fria No reversible

Relajacion No reversible

Curado No reversible

Evaporacion No reversible

Descomposicion No reversible

En la Tabla 1 se observa que las transiciones tienen la caracteristica de ser
reversible o no reversible. Esto implica que los datos obtenidos durante las pruebas
pueden ser dependientes del tiempo y la temperatura a las cuales se realizaron o
pueden no depender de dichas variables. Para realizar una medicién mas clara, se
utiliza la calorimetria diferencial modulada, la cual permite separar los eventos
reversibles y no reversibles, que en ocasiones pueden estar ocultos 0 son poco

visibles en una curva del calorimetro sin modulacion.

Como ejemplo de lo anterior la cristalizacion o la evaporacién de un material
volatil en un polimero pueden ser procesos reversibles si se considera que la prueba
se realice con un tiempo suficiente para que los cristales se derritan y la humedad

perdida se reabsorba. Es por esto que el término no reversible denota que, al tiempo
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y a la temperatura a las cuales se realizé la medicion, el proceso fue no reversible

a pesar de que podria ser reversible (Lacey, Price & Reading, 2006).

Las transiciones vitreas provocan un cambio en la capacidad calorifica, estas
dependen del tiempo y no ocurren en condiciones de equilibrio (Wunderlich, 2005).
El cambio que ocurre en la capacidad calorifica se puede interpretar como una
discontinuidad. Su posicién varia con la velocidad de calentamiento y con la
frecuencia, lo cual indica que es un evento cinético (Lacey, Price & Reading, 2006).
El cambio de un polimero de un estado fluido o rigido es dependiente del tiempo es
decir que si se aplica un esfuerzo varias veces en un periodo de tiempo corto el
polimero puede ser elastico; si se aplica por mas tiempo puede sufrir una distorsion

permanente y no retornar a su forma original.

En el caso de las transiciones de primer orden, como la evaporacion, la adicion
de calor no se muestra como un incremento en la temperatura, sino como un cambio
en la estructura que se caracteriza con el calor latente, siendo la temperatura
constante (Wunderlich, 2005). El factor que determina la velocidad de la transicién
es la velocidad a la cual el calorimetro puede proveer calor. El area bajo el pico es

la medida del calor latente de transicion (Lacey, Price & Reading, 2006).

1.6.3. USO DE LA CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO EN EL
ESTUDIO DE CRIOGELES E HIDROGELES

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica ampliamente usada para
la caracterizacion de los materiales; en los polimeros, se ha logrado caracterizarlos
mediante las temperaturas en las cuales experimenta un cambio como una

transicion de fase o transicion vitrea.

En los polimeros se han identificado tres tipos de agua, estrechamente ligada
0 no congelable, débilmente ligada y agua no ligada, las cuales pueden congelarse,
los cambios en la temperatura de fusion de los cristales esta relacionado con la

fuerza con la cual las moléculas de agua estan ligadas a las cadenas de polimero,
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dado que la movilidad del agua en los polimeros es reducida debido a la estructura
ordenada de la matriz con el agua (Bhaskar, Ford & Hollingsbee, 1998). Dicha

informacion permite determinar las aplicaciones para las cuales son aptos.

En el caso de los criogeles, la calorimetria ha permitido estudiar la forma en la
cual se lleva a cabo el proceso de gelificacion durante los ciclos de congelacion y
descongelacion. También se ha logrado identificar los factores que influyen en la
forma en como los polimeros establecen sus enlaces entre los grupos responsables
de las zonas de union en los criogeles, tales como la velocidad de congelacion, la
cantidad y estructura del polimero usado, de la misma manera, se ha estudiado el
grado de estructuracién de estos materiales mediante la medida de la cantidad de
agua no congelable, dichos resultados se muestran en términos de entalpia de

fusion.

La calorimetria se ha utilizado en combinacién con las medidas reoldgicas para
caracterizar tanto térmicamente como mecanicamente a los criogeles y asi obtener

una caracterizacion mas amplia.

Actualmente muchos polisacaridos como el hialurén, carboximetilcurdlan,
carboximetilcelulosa, xantana, B- glucanos, algarrobo, almidon, maltodextrina y
agarosa son capaces de formar criogeles. Generalmente el grado de gelificaciéon o
la estabilidad y el comportamiento mecanico del gel depende del pH, la temperatura
de congelacion, el tiempo de congelacion, el periodo y ciclos de congelacién-
descongelacion, mientras que la estabilidad y propiedades mecanicas usualmente
aumentan con el incremento de ciclos y el tiempo de congelacién (Zhang, F. Zhang
& Wu, 2013).

Tanaka, Hatakeyama & Hatakeyama H. (1998), analizaron criogeles de
algarrobo mediante medidas reoldgicas y calorimétricas. La rigidez de los criogeles
aumentd cuando el ciclo se repiti6 mas de tres veces, esto se explica por la

interaccién de los grupos hidroxilo de las moléculas con el aumento de los ciclos.
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Hatakeyama, Naoi, lijima & Hatakeyama H. (2003), analizaron la cantidad de
agua no congelable de criogeles de algarrobo mediante la calorimetria diferencial
de barrido. A partir de que el agua que esta restringida por la matriz del polimero no
muestra transicion de fase de primer orden, el agua no congelable fue calculada a
partir del pico de fusidn en los criogeles e indica que la zona de union se vuelve mas
densa con el aumento del numero de ciclos. Los resultados muestran que la
disminucién de la cantidad de agua no congelable con el aumento de los ciclos es
consecuencia de que las moléculas de algarrobo se alinean con cada ciclo,
confirmando que la gelificacion es afectada por la velocidad de congelacion que a
su vez influye en el tamafo del hielo formado. El tamafio de los cristales de hielo se
relaciona con las zonas de union, ya que las cadenas de algarrobo son apiladas

debido al crecimiento de hielo.

lijima, Hatakeyama T. & Hatakeyama H. (2012) estudiaron la formacién de
criogeles de algarrobo usando la calorimetria diferencial de barrido y pruebas
termomecanicas. Sus resultados indican que para la formacion de la red en los
criogeles es necesario que se tenga una apropiada estructura molecular, es decir
que los bloques de galactosa deben estar distribuidos de tal forma que puedan
hacer contacto con otra galactosa mediante un enlace de hidrégeno entre los grupos
hidroxilo. Los autores plantean que cuando se lleva a cabo la congelaciéon la
movilidad de las cadenas de algarrobo en la solucién disminuye debido a que el
agua que rodea a la molécula comienza a congelar y por lo tanto la distancia
intermolecular disminuye. De las pruebas termomecanicas se observo que con el
aumento de la velocidad de congelacion hay un aumento en el médulo de Young
(parametro que caracteriza las propiedades elasticas de un material), los resultados
indican que con un enfriamiento rapido se forma una red densa y empaquetada.
Durante el primer ciclo de congelacién no se observé la formacion de una red, sin
embargo con el aumento de éstos, las cadenas moleculares se agregan y las zonas
de unién aumentan. Con una velocidad de congelacién rapida, la temperatura y
entalpia de fusion de los cristales disminuye, sugiriendo que ocurre un equilibrio
molecular con los ciclos y mas cadenas de polimero son incluidas en las zonas de

union del criogel.
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Considerando que el agua es el componente mayoritario en muchos
materiales, también se puede usar la entalpia de evaporacién como un indicativo de
la forma en que se encuentra estructurado un gel ya que la difusion del agua se ve
afectada por las caracteristicas de la matriz de polimero y también, un retraso en la
remocion del agua, asi como el incremento en la entalpia de transicion (calor de
vaporizacién), son generalmente interpretados como un indicativo de la fuerte union

del agua al sustrato (Biliaderis, 1983).

En un estudio a geles de carbopol, Fresno & Jiménez (2005), aplican la
calorimetria diferencial de barrido para determinar la distribucién del agua en dichos
geles. Los valores de fusion del agua libre se utilizan para la caracterizacion de la
red matricial de polimero y demuestran que un incremento de la concentraciéon de
polimero y el pH producen un incremento lineal en la entalpia de fusion.
Concluyeron que la entalpia es un parametro complementario en la caracterizaciéon
del grado de estructuracion de los geles. EI mayor grado de desarrollo estructural
incrementa la proporcién de agua retenida en relacion a la libre, disminuyendo el

valor de entalpia.

Borgogna, Bellich, Zorzon, Lapasin & Cesaro, (2010), estudiaron la influencia
de diferentes componentes en el comportamiento viscoelastico de las soluciones
iniciales y realizaron la caracterizacion térmica de geles de alginato e
hidroxipropilmetilcelulosa. Los cambios en la temperatura dependientes de la
evaporacion del agua se tomaron como evidencia de la velocidad con la que se
evapora el agua del sistema, como el componente mayoritario es el agua, ésta
puede estar distribuida en diferentes formas. Los resultados tuvieron como objetivo
cuantificar estas formas y el proceso de deshidratacion durante el calentamiento y
los termogramas de la evaporacién del agua en varios sistemas de gel mostraron

diferencias de las muestras liquidas como el agua pura o la solucién de alginato.

Bellich, Borgogna, Cok & Cesaro, (2011) analizaron las curvas calorimétricas
de soluciones y geles de alginato y su mezcla con hidroxipropilmetilcelulosa, con la
finalidad de extraer parametros numéricos de cada curva. Tomando la medida de la

evaporacion del agua como una determinacion de un fenomeno que es debido a la
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difusion a través de la estructura porosa del gel, la razon fue desarrollar un método
simple para entender las propiedades de una matriz compleja de gel en términos de
un calorimetro. Siendo el agua el componente mayoritario los eventos térmicos
pueden asociarse al proceso de evaporacion del agua libre, aunque estan mas o
menos restringidos durante la difusion por la dimension de los poros del gel, como
consecuencia los termogramas dependen de la composicion de la matriz. Los
resultados muestran que la evaporacion del agua en sistemas no gelificantes es
mas rapida que en otros sistemas y el cambio en la entalpia de evaporaciéon esta
relacionado con la composicion del sistema, es decir que, al aumentar la
complejidad de la estructura de la matriz se observa un aumento en la fraccion de

agua ligada y la evaporacion se observa a temperaturas mas altas.

Vyas, Pradhan, Pavaskar & Lachke, (2004) analizaron el contenido de agua
en sustratos de celulosa, con analisis térmico diferencial (DTA) y termogravimetria
(TG). Las curvas de vaporizacion de DTA para las diferentes muestras indican que
la cantidad de agua ligada fue evaporada a una temperatura mayor que el agua libre
en la superficie. Las pérdidas de peso se observaron en dos pasos,
correspondiendo al agua libre y al agua ligada en las curvas de TG. Los resultados
mostraron que la cantidad de agua depende de la estructura de la celulosa, a menor
cristalinidad mayor contenido de agua ligada, es decir que el grado de ordenamiento
en la estructura influye en lo anterior. El tipo de celulosa Walseth mostré la pérdida
de agua en dos pasos, la evaporacion del agua libre ocurrié por encima de 60 °C y
aproximadamente a 80 °C para el agua ligada, debido a que el agua ligada depende
de la arquitectura molecular de las cadenas de celulosa y de su capacidad para
formar enlaces de hidrégeno con el agua, la cantidad de agua ligada varia, ademas
se sabe que existe un reacomodo molecular en la region amorfa de la celulosa y

esta es reversible, debido a la absorcion y desorcion de agua.

Villetti, Soldi, Pires, Borsali & Soldi V., (2002), analizaron la estabilidad térmica
y los parametros cinéticos de la degradacion de sodio hialuron, xantana vy
metilcelulosa, encontrando que en calentamiento de 25 a 90 °C la pérdida de masa

es dependiente de la temperatura y la composicidén. La metilcelulosa muestra una
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sola pérdida de masa correspondiente a la reaccion de degradacion mientras que
xantana y el hialuron sédico muestran dos pérdidas, la primera es la que

corresponde a la pérdida de agua y la segunda a la degradacion.
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Capitulo 2

DESARROLLO
EXPERIMENTAL



2.1 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La congelacion es uno de los procesos mas aplicados para la conservacion
de los alimentos y se basa en el cambio de estado del agua contenida en la
estructura. Al pasar de estado liquido a sélido se dan una serie de cambios fisicos,
quimicos y biologicos. Entre los cambios mas importantes se encuentran los
cambios de estructura relacionados con el crecimiento de los cristales de hielo; esto
se refleja comunmente en las pérdidas por goteo que surgen debido a que la
estructura original se ha modificado y no es capaz de retener el agua por lo que esta

sale.

Se han planteado distintas alternativas para mejorar las condiciones de la
congelacion y evitar los cambios en los alimentos debido al proceso. Una de estas
opciones es la utilizacion de sustancias que tienen la capacidad de interactuar con
los componentes del alimento para modificar la forma en que se da el crecimiento
de cristales, llamadas crioprotectores, entre ellos se encuentran los carbohidratos y

las proteinas, los cuales son biopolimeros con capacidad de retencidon de agua.

Por otra parte, algunos biopolimeros son capaces de formar criogeles, que son
sistemas que se obtienen mediante la repeticion de ciclos de congelacion-
descongelacion de dispersiones, por lo que estos materiales tienen diferentes
grados de estructuracién y propiedades que dependen de las condiciones a las que

se lleven a cabo los ciclos.

Los criogeles no requieren la utilizacion de otro componente para llevar a cabo
su estructuracion, mas que la dispersion del biopolimero, y la utilizacion de diferente
numero de ciclos, permitiendo que se utilicen concentraciones mas bajas que las
que se utilizan para la obtencion de los hidrogeles mediante calentamiento o
enfriamiento; por lo que representan una alternativa, ya que se busca que estos no

alteren a los alimentos y que no sean un peligro para el consumidor.

Los crioprotectores al ser aditivos, entran en contacto directo con los
componentes y pueden alterar la estabilidad de los alimentos, por lo que se requiere
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investigar mas compuestos que permitan proteger a los alimentos de los dafos por
el crecimiento de cristales; para ello es necesario el entendimiento de su estructura

y la forma en la que actuan.

Tomando en cuenta lo anterior en el presente trabajo se plantea la posibilidad
de que los criogeles puedan prevenir los dafios por congelacion, si se incorporan a
un alimento con estructura celular, como la carne, reduciendo la movilidad del agua
que se encuentra fuera de las fibras del muasculo, manteniendo las caracteristicas
de la carne en la congelacion, disminuyendo los dafios por el crecimiento de los

cristales y las pérdidas por goteo.

2.2 OBJETIVO GENERAL. Evaluar la factibilidad del uso de criogeles de
carboximetilcelulosa como crioprotectores, mediante el analisis de su estructura y

su aplicacion en el proceso de congelacion de carne de cerdo.

2.3 OBJETIVO PARTICULAR 1. Determinar los cambios en la estructura de los
criogeles, debidos a tres ciclos de congelacion / descongelacion, mediante el
analisis de puntos iniciales de congelacién, flujos de calor, entalpias y capacidad

calorifica para relacionarlo con la capacidad de su uso como crioprotectores.

2.4 OBJETIVO PARTICULAR 2. Determinar el numero de ciclos en los criogeles
que permitan reducir los dafios por congelaciéon en carne de cerdo mediante el
analisis de las pérdidas por goteo, para relacionarlo con la capacidad de su uso

como crioprotectores.

2.5 HIPOTESIS DE TRABAJO. Las pérdidas por goteo se reduciran al aplicar un
criogel con el mayor numero de ciclos de congelacidén- descongelacion debido a que
su estructura estara compuesta por enlaces mas fuertes entre las cadenas de
polimero, permitiendo una mayor interaccion con el agua extracelular de la carne,

lo que se reflejara en un menor crecimiento de cristales de hielo.
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APLICACION DE CRIOGELES DE CARBOXIMETILCELULOSA COMO CRIOPROTECTORES PARA CARNE DE CERDO (Longissimus thoracis) EN CONGELACION

v

OBIJETIVO GENERAL. Evaluar la factibilidad del uso de criogeles de carboximetilcelulosa como crioprotectores, mediante el analisis de su estructura y su aplicacién en la

congelacion de carne de cerdo

v
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OBIJETIVO PARTICULAR 1. Determinar los cambios en la estructura de los criogeles,
debidos a tres ciclos de congelacion- descongelacion, mediante el analisis de puntos

iniciales de congelacién, flujos de calor, entalpias y capacidad calorifica para
relacionarlo con la capacidad de su uso como crioprotectores

}

Actividad 1. Obtencién de Obtencion de
criogeles. ,| historias | Puntos iniciales
térmicas. de congelacion

Tres ciclos de congelacion
descongelacion de De 20° a-50°C
dispersiones de CMC (2%).

- Congelacion por
contacto indirecto con
nitrégeno liquido

hasta alcanzar - 50°C.
- Descongelacion  por
inmersion en agua

hasta 20° C.
Actividad 2. Analisis térmico -Flujos de calor —
mediante MDSC. total y no
" reversible.
- Equilibrado: 10° C
- Modulado: +/- 1.592 -Entalpias

°C cada 60 segundos.

-Cambios de Cp.

v
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Actividad 1. Inyeccidn de criogeles a carne de cerdo fresca.
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2.7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El trabajo se dividio en dos objetivos particulares, el primero de ellos se refiere
al estudio de los criogeles. La determinacidn de los cambios en la estructura de los
criogeles fue necesario ya que una estructura firme es asociada a la capacidad para

inhibir el crecimiento de los cristales de hielo.

2.7.1 OBJETIVO PARTICULAR 1. Determinar los cambios en la estructura de los
criogeles, debidos a tres ciclos de congelacion- descongelacion, mediante el
analisis de puntos iniciales de congelacién, flujos de calor, entalpias y capacidad

calorifica para relacionarlo con la capacidad de su uso como crioprotectores.

2.7.1.1 Actividad 1. Preparacion de criogeles.

La metodologia empleada para la preparacion de los criogeles se basé en lo
reportado por Okay (2004) quien recopila distintas técnicas de preparacién de
criogeles. La preparacion de los criogeles parti6 de dispersiones de
carboximetilcelulosa con concentracidon de 2%. Se utilizé agua destilada a
temperatura de 20 °C. Las dispersiones se llevaron a cabo en el equipo UltraTurrax,

a 10 000 rpm durante 15 minutos.

Las dispersiones preparadas y el numero de ciclos a la que se sometieron se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Numero de ciclos aplicados a la dispersion de carboximetilcelulosa al 2%

Dispersion de CMC al 2% | Numero de ciclos de congelacién- descongelacion.
1 Sin ciclos

2 1 ciclo

3 2 ciclos

4 3 ciclos
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Para la congelacién se utilizé6 nitrégeno liquido por contacto indirecto,
contenido en un Dewar Nalgene de 1L de capacidad. Para sujetar las dispersiones
de carboximetilcelulosa se coloc6 un disco con cuatro orificios dentro del Dewar,

como se observa en la Figura 10.

Figura 10. Colocacién del soporte para las muestras de CMC dentro del Dewar

Nalgene.

Las dispersiones se colocaron en Tubos Falcon de 50 mL, Figura 11, a los que

se les hizo un orificio en la tapa para colocar los termopares.

Figura 11. Tubos Falcon de 50 mL con dispersién CMC al 2%.
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La recolecciéon de datos de las historias térmicas de cada ciclo se realizé de
la temperatura de 20 °C a -50 °C por medio del software Test Link SE 309.

Después de la congelacion, las dispersiones se descongelaron mediante la
inmersion en agua a 30 °C hasta que alcanzaran la temperatura de 20 °C. Este

procedimiento se repitié hasta que se obtuvieron los tres ciclos.

Las historias térmicas se utilizaron para obtener los puntos iniciales de cada
ciclo, mediante el calculo de la primera derivada y a partir de estos determinar si
existen cambios en la estructura para comprobar que son capaces de formar

criogeles en estas condiciones.

2.7.1.2 Actividad 2. Analisis térmico mediante Calorimetria Diferencial de
Barrido Modulada (MDSC).

El instrumento utilizado fue un Calorimetro Diferencial de Barrido con
Modulacion de Temperatura marca TA Instruments serie 2920. El analisis tiene
como finalidad analizar la estructura de los criogeles con los diferentes ciclos de
congelacion- descongelacién, para relacionarlo con su capacidad de inhibir el

crecimiento de los cristales de hielo.

El peso aproximado de las muestras fue de 9 miligramos (mg) y el

procedimiento utilizado fue:

1. Pesar la charola y su tapa, una vez pesados colocar la cantidad de muestra
necesaria, cuidando que no queden burbujas que puedan alterar el flujo de
calor; sellar con la prensa y volver a pesar.

2. A continuacion colocar la referencia y la muestra en el disco de constatan.

3. Establecer las condiciones de la prueba, para este trabajo fueron:

- Equilibrado: 10 ° C

- Modulado: £1.592 °C cada 60 s.
- Isoterma: 2 minutos

- Rampa: 10 °C/ min hasta 150 °C
- De10 a150°C
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2.7.2 OBJETIVO PARTICULAR 2. Determinar el numero de ciclos en los criogeles
que permitan reducir los dafos por congelacién en carne de cerdo mediante el
analisis de las pérdidas por goteo, para relacionarlo con la capacidad de su uso

como crioprotectores.

Los criogeles fueron inyectados a carne de cerdo (Longissimus thoracis) que
se sometié a congelacion lenta y después fue descongelada para determinar la

cantidad de exudado.

2.7.2.1 Actividad 1. Inyeccion de criogeles a carne de cerdo fresca.

La carne de cerdo se corté en cubos de 2 cm. Los criogeles con diferentes
ciclos de congelacién- descongelacién se aplicaron utilizando jeringas de capacidad
de 3 mL. Para la cantidad de criogel que debia inyectarse se recurrié al porcentaje
utilizado en la inyeccion de marinados en la industria carnica, el cual es de 7 a 15

% del peso de la carne fresca (www.cein.inaope.mx).

2.7.2.2 Actividad 2. Congelacién en camara de conveccion.

Los cubos de carne con criogel se colocaron en frascos de plastico y se
sometieron a congelacion por 24 horas en una camara de congelaciéon por

convecciéon marca Tor Rey a -25 °C.
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2.7.2.3 Actividad 3. Andlisis de las pérdidas por goteo mediante

descongelacion.

El analisis de las pérdidas por goteo se realizé a partir de la cantidad de
exudado; la metodologia utilizada se baso en el Manual de analisis de la calidad de

muestras de carne de la SAGARPA y se describe a continuacion:

1. Colocar cada cubo de carne en una bolsa de plastico junto con papel
absorbente.

2. Para descongelar se meten las muestras al refrigerador a temperatura de
4°C durante 3 horas.

3. Registrar los pesos iniciales y finales para obtener la cantidad de exudado

mediante la siguiente ecuacion:

% Exudado= Peso inicial—Peso final x 100

Peso final

Se realizaron tres repeticiones, asimismo se utilizé el Analisis de Varianza
Simple (ANOVA) de una sola via para el tratamiento estadistico de los datos con
nivel de significancia de 5% (alfa= 0.5), para comprobar la existencia de diferencias
entre las medias de las muestras de carne con criogel, se realizé una prueba de
comparacion de medias (prueba de Tukey), considerando un nivel de significancia

de 5% con cinco tratamientos y tres repeticiones cada uno.
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Capitulo 3

ANALISIS Y
DISCUSION DE
RESULTADOS



En este capitulo se presentan los resultados, asi como su analisis, siguiendo

el orden planteado en los objetivos del capitulo dos.
3.1 OBJETIVO PARTICULAR 1

Como se menciond anteriormente, el objetivo particular 1 contemplé el proceso de
formacion de los criogeles de cmc, por medio del analisis de los puntos iniciales de
congelacion y de la estructura de los criogeles obtenidos, mediante |la calorimetria
diferencial de barrido (MDSC) para correlacionar su comportamiento con su

capacidad de uso como criogeles.
3.1.1 HISTORIAS TERMICAS DE CONGELACION.

Se registraron las historias térmicas de congelacion de los tres tratamientos de los
criogeles de cmc, usando un termopar tipo k. Dichas historias térmicas se presentan
en la Figura 12.

30
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
-10

-20

Temperatura (°C)

-30
-40
-50

-60
Tiempo (segundos)

1 ciclo 2 ciclos 3 ciclos

Figura 12. Historia térmica de congelacion de los ciclos de congelacion de CMC 2%.
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Como puede observar en la Figura 12, las historias térmicas no muestran el
tipico cambio del punto inicial de congelacién a simple vista, debido a que se trata
de una congelacion rapida. El tamafio y numero de cristales formados es resultado
de la velocidad de nucleacion y crecimiento (Zaritzky, 2010). Se realizé un analisis
de los cambios en la pendiente de las historias térmicas, para comprobar si existe

un cambio en la movilidad del biopolimero durante el transcurso de los ciclos.

Los cambios de pendiente en las historias térmicas pueden indicar que la
movilidad del agua y de las cadenas de polimero ha disminuido debido a la
formacion de los cristales de hielo. Las diferencias entre la primera y la segunda
historia puede indicar que la temperatura inicial de congelacién se ha desplazado
debido a un cambio en la movilidad de las cadenas del polimero, el cual ya habia
sido congelado previamente, provocando un descenso; ademas, se observa que el
tiempo requerido para alcanzar la temperatura de -50 °C, es mayor para el segundo
ciclo (91 segundos), que para el primer ciclo (80 segundos), los cambios en la
pendiente de las historias térmicas se mantienen en valores menores como
consecuencia de una disminucion en la movilidad del agua y las cadenas el polimero
ya que existe un incremento en la cantidad de hielo. En el tercer ciclo, también
puede darse un cambio en la temperatura inicial de congelacion, debido a los

cambios de movilidad.

En las historias térmicas no se observa claramente una declinacion de la curva
que indica la concentracion del polimero, sin embargo, mediante el analisis de los
cambios de la pendiente de las curvas junto con el dato tedrico, permitieron

determinar si existen cambios entre los ciclos de congelacion.

3.1.2. PUNTOS INICIALES DE CONGELACION.

Mediante un analisis de las historias térmicas se determiné el punto de congelacién
de cada una, siendo éste el punto donde la temperatura se mantiene constante,

formando una meseta, u ocasionando un cambio de pendiente en la grafica. Este
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punto es donde los cristales de hielo y el agua liquida coexisten (Machado & Vélez,
2008).

Utilizando el concepto de derivada, se realizé el analisis de las historias térmicas,
como ejemplo se muestra la Figura 13 en la que se analizé la historia térmica de la

primera congelacion.
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Figura 13. Grafico de la derivada de la temperatura con respecto al tiempo, de la

primera historia térmica de la congelacién aplicada a CMC al 2%

Considerando que los cambios de pendiente representan la presencia de
cristales en el sistema, el cambio mas pronunciado se determiné como la
temperatura de inicio del proceso para las historias térmicas, en el caso de la
primera congelacion se observa que el pico representativo corresponde a -2 °C, en
donde la derivada tiene un cambio significativo. Los resultados que se obtuvieron
se encuentran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Puntos iniciales de congelacién (PIC) de cada ciclo.

Numero de ciclo 1 ciclo 2 ciclos 3 ciclos

PIC (°C) -2 2.2 3.2

Machado & Vélez, (2008) realizaron un estudio sobre el proceso de
congelacion de diez alimentos mexicanos para determinar el efecto del cambio de
fase, los puntos iniciales de congelacion varian de -0.01 °C para el nopal, hasta -
35.2 °C para la pasta de mole, el puré de mamey con -3.25 °C, aguacate -3.00 °C,
chile poblano -1.75 °C, la pulpa de mango -1.62 °C y la clara de huevo -1.48 °C. Los
autores mencionan que las diferencias se deben al contenido de humedad de éstos,
un mayor contenido de sélidos solubles provoca una depresion mayor del punto. La
presencia de otros componentes, como grasa, proteina y cenizas, los cuales
influyen también, esto explica la razén por la cual el mole, con un contenido de grasa

alto y de humedad bajo, presentd un punto de congelacion tan bajo.

El cambio que se observa entre las tres historias de congelacion, puede

deberse a varios factores, los cuales se explican a continuacion.

En sistemas viscosos, el volumen de difusién puede influenciar la velocidad de
nucleacion; a alta concentracion, o alta viscosidad la nucleacion del hielo resulta
inhibida (Nicoletti, 2012). Considerando lo anterior, el cambio en los puntos iniciales
de congelacion responde al hecho de que en cada ciclo existe un aumento en las
interacciones del polimero debido a la cristalizacion del agua, las cuales permiten la
creacion de una estructura que modifica el proceso de formacion de hielo, por lo
tanto no es debido a la modificacion de las propiedades coligativas; mas bien el
cambio se debe a que la estructura desarrollada por el biopolimero no permite que

el frente de hielo avance.

El impedimento mecanico que ejerce un biopolimero en una solucién fue

estudiada por Blond (1988) y menciona que la velocidad de cristalizacion es lenta
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en soluciones de biopolimeros, dicho fendmeno es probablemente consecuencia de

un efecto mecanico de los polimeros sobre el crecimiento del cristal.

Otro aspecto importante a considerar dentro del proceso de formacién de los
criogeles, es la capacidad del biopolimero para cambiar su configuracién con los
ciclos de congelacion- descongelacién. La presencia de grupos carboxilo que salen
de la estructura y los grupos hidroxilo de la cadena principal ayudan a dicha
capacidad. Muchos polisacaridos capaces de formar criogeles tienen una gran
cantidad de grupos hidroxilo y carboxilo en el esqueleto de las cadenas de
biopolimero, esto sugiere que la naturaleza de las uniones intermoleculares y las
zonas de unién en la mayoria de los criogeles son puentes de hidrogeno (Zhang,
Zhang & Wu, 2013).

Si se considera el mecanismo de formacidn de criogeles propuesto por
Lozinsky et al. (2003), se puede decir que los cambios en las temperaturas muestran
que en cada ciclo, la movilidad del biopolimero de cmc experimenta cambios,
debidos al aumento de las interacciones entre sus cadenas, como resultado de la
concentracion durante la congelacioén, favoreciendo de esta manera, la creacion de
una estructura mas fuerte, el hecho de que los puntos iniciales de congelacién
aumenten puede reflejar un aumento en la resistencia que presenta el criogel, al
inicio de la formacién de hielo. Es por lo anterior que el numero de ciclos afecta la

estructura de los criogeles.

Lozinsky et al. (2008) en una investigacion de las propiedades fisicoquimicas
y de morfologia de criogeles de poli- vinil alcohol (PVA), encontraron que el numero
de ciclos afecta las propiedades de los criogeles, ya que en el transcurso de los
ciclos, puede aumentar el caracter cooperativo de las interacciones entre cadenas
en los nudos de unidn de la red de polimero. Aumentando los ciclos, las cadenas
residuales se incluyen en las zonas de unién y se forma una red, densa y

empaquetada por el enfriamiento rapido (lijima, Hatakeyama & Hatakeyama, 2012).

En cuanto al biopolimero, es importante mencionar que la forma en la que se
prepara la disolucién inicial que dara origen al criogel, influye en su formacion, ya

que el método puede proporcionar mayores puntos de interaccién para la formacién
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de redes. Feddersen & Thorp (1993) mencionan que la formacion de un gel de cmc
con bajo nivel de sustitucion, es decir con pocos grupos hidroxilo capaces de
establecer interacciones con el solvente, puede llevarse a cabo con un cizallamiento
previo, esto se debe probablemente a la disgregacion de las micelas en regiones
cristalinas, que provee de mas puntos potenciales para la reticulacion.
Considerando esto, probablemente el cizallamiento de la solucion inicial de cmc
contribuy6 a que durante los ciclos, el biopolimero pudiera tener mas puntos para

crear uniones.

Aunado a lo anterior; la cmc es un polianion que con el aumento de la
concentracion, asume una configuracion menos extendida (Kumsah, Pass &
Phillips, 1976). Esto también puede explicar la forma en como el biopolimero va
creando uniones en la zona sin congelar durante cada ciclo, por lo que hay mas de

una forma en la cual el biopolimero crea la estructura del criogel.

3.1.3. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO MODULADA

En el analisis térmico se obtuvieron los flujos de calor total, reversible y no
reversible, con la finalidad de analizar las diferencias en su comportamiento,
resultado de los ciclos de congelacion y descongelacion; para relacionarlo con la
capacidad de su uso como crioprotectores, partiendo de que la firmeza de un gel ha

sido asociada a la inhibicidn del cristal.

3.1.3.1 FLUJO DE CALOR TOTAL

A continuacién se muestran los termogramas de flujo de calor total (Figura 14) de la
dispersion de cmc y los criogeles con 1, 2 y 3 ciclos de congelacién y

descongelacion.
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Figura 14. Termogramas de flujo de calor total de la dispersion (sin ciclos) y de

Bellich, Borgogna, Cok y Cesaro, (2011) estudiaron el proceso de evaporacion
del solvente en esferas de alginato, y en combinacion con quitosan e

hidroxipropilmetilcelulosa. Concluyeron que la evaporacién depende del proceso de

difusion a través de la estructura porosa del gel, ya que estd mas o menos

restringido por la dimension de los poros y que la evolucion de la curva de

evaporacion depende de la composicion de la matriz del gel, es decir de la presencia

de compuestos que influyen en la cantidad de agua retenida por la estructura y la

forma en que éstos interactuan. Lo anterior indica la capacidad de los biopolimeros

para retener el agua debido a sus propiedades estructurales y a la forma en como

establecen zonas de union.
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En los termogramas (Figura 14), se puede realizar una comparacion entre los
flujos donde se observan diferencias entre la dispersion de cmc y los criogeles. Por

otra parte se notan diferencias también entre los criogeles.

Dichas diferencias entre las curvas de evaporacion del agua libre muestran
que el proceso de formacion de los criogeles mediante la congelacion y la
descongelacion da como resultado diferencias, no solo en cuanto a la rigidez,
también en el tamafo de los poros presentes. La diferencia entre la dispersion de
cmc y el primer ciclo muestra que probablemente existia una estructura previamente
formada, la cual al aplicar la primera congelacion y descongelacion experimentd una
ruptura que modificd el tamano de los poros, lo cual influyé en la evaporacion del
agua libre; claramente se observan diferencias entre la dispersion sin ciclos y los
criogeles con dos y tres ciclos, probablemente a partir del segundo ciclo, la
concentracion dio lugar a la formacién de una estructura con mayor numero de
uniones las cuales permiten que se retenga una mayor cantidad de agua. Sin
embargo las diferencias entre el segundo y el tercer ciclo pueden se debidas a la
modificacion en el tamafo de los poros, es posible considerar que si bien existen
mayores uniones en la red del criogel con el aumento de los ciclos, también es
probable que el crecimiento de los cristales lleve a un aumento del tamafio de los
poros. Lozinsky et al. (2008) mencionan que la cristalizacion del agua en los
microporos del criogel conduce a una expansion fisica de los poros y es
acompanada por un incremento en el numero de contactos intermoleculares de la
red de polimero en las paredes de los macroporos, esto incrementa la rigidez. Es
posible que la compactacion de la fase de gel sea facilitada por el estrés fisico
durante la congelacién del agua. Lo anterior puede explicar las diferencias en las
sefales, no solo de flujo de calor total, también de sefnales reversibles y no

reversibles.

Estos cambios en el comportamiento indican que el biopolimero tiene
respuestas muy distintas bajo calentamiento, estas respuestas son resultado de la
estructura del criogel y pueden influir en la forma en cdémo actuan como

crioprotectores, la evaporacion muestra que la cantidad de agua libre varia con
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cada ciclo, disminuyendo conforme se aumenta el ciclo, la diferencias en la
evaporacion pueden deberse también a la modificacion en el tamano del poro; la
constante durante los ciclos es la creacion de un criogel que retiene mayor cantidad

de agua.

3.1.3.2 TEMPERATURAS INICIALES, MAXIMAS, FINALES Y ENTALPIAS DE
EVAPORACION

Las entalpias de evaporacion se obtuvieron a partir del flujo de calor total, se
realizé la integracion del area bajo la curva, obteniéndose los resultados reportados
en la Tabla 4.

Tabla 4. Temperaturas iniciales, maximas, finales y entalpias de evaporacion en

flujo de calor total.

Niumero de Temperatura Temperatura Temperatura Entalpia (J/g)

ciclos inicial (°C) maxima (°C) final (°C)

Sin ciclos 83.83 104.93 125.1 1224
Un ciclo 84.01 106.13 126.49 1925
Dos ciclos 84.9 97.66 109.47 107.7
Tres ciclos 83.83 99.05 113.57 247.3

Bellich, Borgogna, Cok y Cesaro, (2011) mencionan que el cambio en la
entalpia de evaporacién esta relacionado con la composicion. Al aumentar la
complejidad de la estructura de la matriz se observa un aumento en la fraccién de
agua ligada. Las diferencias que se observan en la evaporacion son atribuidas a la
presencia de mas componentes en los geles de alginato, ya que la adiciéon de

quitosan e hidroxipropilmetilcelulosa que son polimeros hidrofilicos, refuerzan la
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matriz del gel y pueden retener mayor cantidad de agua. Lo anterior hace referencia
a la capacidad de los biopolimeros para retener agua de diferentes formas, ya sea
por los grupos funcionales presentes en su estructura o por la forma en que

establecen enlaces para crear una red.

El aumento en la complejidad puede verse no solo como un aumento en las
uniones de la red del polimero con cada ciclo, también puede verse como un
aumento en el tamafo de poro. Las entalpias de evaporacion muestran diferencias
en la forma en que el agua libre se evapora de los criogeles, el agua se mueve
dentro de los criogeles de diferentes formas dependiendo de cdmo se constituya.
En el caso de la dispersion sin ciclos, pudo retener cierta cantidad de agua mayor
que el criogel con un ciclo, el cual debido a la congelacion experimenté un cambio
en la movilidad de las cadenas de biopolimero que permitié que se obtuviera una
mayor cantidad de agua libre, es por eso que la entalpia de evaporacién del criogel
con un ciclo es mayor al que no tiene ciclos. Comparando las entalpias de los
criogeles con uno, dos y tres ciclos, se observa una disminucion de la entalpia; sin
embargo, hay un aumento de la entalpia del criogel con dos ciclos al de tres ciclos,
probablemente el cambio se deba a que el agua libre al evaporarse pase entre poros
de mayor tamafio, que son resultado de las congelaciones que aumentan el tamafo

del poro.

Las temperaturas de inicio, maximo y término de proceso de evaporacion se
modifican conforme se aumentan los ciclos de congelacion y descongelacion, esto
puede corresponder a la forma en cdmo se encuentra el agua ligada a la estructura,
al estar débilmente ligada, o presente en la superficie del material, la evaporaciéon
del agua libre puede iniciarse antes, mientras que el agua ligada se evaporara a una
temperatura mayor, debido a que la estructura del gel es un impedimento para que

el agua ligada cambie de fase.
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3.1.3.3 FLUJO DE CALOR NO REVERSIBLE

El flujo de calor total representa la suma de la contribucion reversible y la no
reversible. El flujo de calor no reversible esta ligado a la cinética. La Figura 15

muestra los termogramas de flujo de calor no reversible de la dispersion sin ciclos y
los criogeles con uno, dos y tres ciclos.
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Figura 15. Termogramas de flujo de calor no reversible de dispersion (sin ciclos) y
criogeles.

El flujo de calor no reversible esta conectado a procesos que no pueden ser
modulados del todo, como la reorganizacion, la cristalizacion irreversible o pérdidas

de calor y también puede ser la pérdida de material volatil (Wunderlich, 2005).



Como se observa en la Figura 15, existe una clara diferencia entre las senales
de la dispersion sin ciclos, con uno y dos ciclos con la sefial del criogel con tres
ciclos. Esta diferencia puede mostrar que durante la evaporacion del solvente, la
estructura del criogel experimenta algun evento no reversible, el cual puede ser una
compactacion debido al amontonamiento del biopolimero durante la extraccion del
solvente, si bien la evaporacién se trata del agua libre, probablemente el criogel
presente una respuesta irreversible de compactacion, resultado de la rigidez que
adquiri6 debido a los ciclos que hicieron que su estructura fuera mas fuerte y
responda a la evaporacion del solvente mediante la compactacion. En el caso
contrario, se puede inferir que la dispersion y los criogeles con uno y dos ciclos
tienen un comportamiento diferente al del criogel con tres ciclos durante la
evaporacion, y tal vez experimenten una reorganizacion que pueda ser reversible y
por lo tanto no se manifiesta en esta senal no reversible. Lo anterior puede ser un
indicio de que la estructura de los criogeles con uno y dos ciclos, si bien es capaz
de soportar la evaporacion del solvente, no tiene una rigidez tal que pueda
experimentar una compactacion irreversible, como puede ser el caso del criogel con

tres ciclos.

3.1.3.4 TEMPERATURAS INICIALES, MAXIMAS, FINALES Y ENTALPIAS EN
FLUJO DE CALOR NO REVERSIBLE

La Tabla 5 presenta las temperaturas y entalpias para el flujo de calor no reversible,

obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 5. Temperaturas iniciales, maximas, finales y entalpias en flujo de calor no

reversible.

Numero de Temperatura Temperatura Temperatura Entalpia (J/g)

ciclos inicial (°C) maxima (°C) final (°C)

Sin ciclos 81.86 104.81 125.1 1111

Un ciclo 81.26 105.94 124.49 1640
Dos ciclos 81.71 96.59 109.47 117.9
Tres ciclos 82.32 94.76 113.27 63.99

Como se observa en la Tabla 5, los valores de entalpia en flujo de calor no
reversible muestran diferencias con las entalpias de flujo de calor total; estos valores
representan la energia que se requiere para llevar a cabo la evaporacion del agua
libre. Las diferencias en cuanto a las temperaturas pueden mostrar que la
evaporacion puede retrasarse debido a la forma en la que se encuentra retenida el
agua en la estructura, como en el flujo de calor total, las temperaturas de inicio,
maximo y término de proceso se modifican conforme se aumentan los ciclos de

congelacion y descongelacion.

Nuevamente se observan diferencias entre la dispersion y los criogeles, asi
como entre los criogeles, habiendo un cambio entre la dispersion sin ciclos y el
criogel con un ciclo, este cambio puede mostrar que en el gel sin ciclos se formé
una estructura que retuvo cierta cantidad de agua, mientras que en el criogel con
un ciclo, la entalpia aumenta debido a que existe una mayor cantidad de agua libre
que puede ser evaporada, conforme se aumentan el niumero de ciclos, la estructura

del criogel atrapa mas agua y la entalpia de evaporacion disminuye.

En el segundo ciclo (Figura 15), se observa que la entalpia es menor a la del
criogel con un ciclo, sin embargo, para el tercer ciclo, en donde se observa un pico
exotérmico, la entalpia es menor, esto puede atribuirse a que el criogel con tres
ciclos se comporta de una forma tal que, durante la evaporacién experimenta una
compactacion o reorganizacion que resulta irreversible y dicha energia se

manifiesta con un pico exotérmico en el flujo de calor, mientras que las muestras sin
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ciclos, con uno y dos ciclos no presentan este comportamiento. Esto puede

explicarse nuevamente por la existencia de una estructura rigida que si bien es

resistente al proceso de evaporacion del agua libre, experimenta una compactacion
que no puede ser reversible.

3.1.34 Cp REVERSIBLE

En el flujo de calor reversible es posible observar aquellos eventos que tienen que

ver con el cambio en la capacidad calorifica, es decir modificaciones que dependen
de la estructura.
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Figura 16. Termogramas de Cp reversible de dispersion (sin ciclos) y de criogeles.
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En la Figura 16 se observan los cambios de la capacidad calorifica durante la
evaporacion del agua libre, de forma general se puede decir que estos eventos
estan relacionados con un posible reacomodo de la molécula de biopolimero debido

a la extraccion del agua.

Estos cambios que experimenta el biopolimero durante la evaporacion
muestran que es capaz de resistir el calentamiento ya sea mediante un reacomodo
reversible o a una compactacion no reversible, probablemente los eventos
reversibles le permiten tener al biopolimero una mayor flexibilidad frente a diferentes
eventos térmicos como pueden ser un calentamiento o un enfriamiento; existen
evidencias de un reacomodo molecular en las moléculas de celulosa, las cuales son
reversibles debido a la adsorcién y desorcidon de agua (Vyas, Pradhan, Pavaskar &
Lachke, 2004); mientras que la compactacion del criogel con tres ciclos muestra la
existencia de una estructura con una rigidez que le permite mantener su estructura

sin cambios.

Es importante sefalar que estos resultados dependen del comportamiento del
biopolimero, las condiciones no estacionarias favorecen los eventos que no

permiten un reacomodo gradual de la molécula de biopolimero.

Existen diferencias en los cambios que experimentan los criogeles y la
dispersion sin ciclos durante la evaporacién del agua libre que se muestra en las
senales de flujo de calor total y no reversible. De forma general la dispersion sin
ciclos, asi como los criogeles con uno y dos ciclos muestran dos cambios
importantes en la capacidad calorifica; mientras que el criogel con tres ciclos

muestra un solo cambio importante.

La dispersion sin ciclos y el criogel con un ciclo, muestran dos cambios en la
capacidad calorifica, los cuales inician a temperaturas cercanas a los 91 °C,
indicando la presencia de agua libre susceptible a ser evaporada debido a la
cantidad de capacidad calorifica, la cual es alta. El segundo cambio se caracteriza
por una disminucion de la cantidad de capacidad calorifica, lo cual es un indicativo
del reacomodo de la estructura de la cmc como resultado de la evaporacién del

agua libre. El criogel con dos ciclos muestra también dos cambios importantes, sin
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embargo, la temperatura a la cual inicia se desplaza hasta alrededor de los 96 °C
indicando una estructura fortalecida que retrasa el inicio de la evaporacién del agua,
el primer cambio en la capacidad calorifica, puede indicar un aumento en la
distancia intermolecular debida a la evaporacion y después la disminucion de la
capacidad calorifica puede indicar la adopciéon de una configuracion mas estable
por parte del biopolimero en la parte final de la evaporacion. Para el criogel con tres
ciclos se observa un cambio en la capacidad calorifica que comprende una cantidad
grande de esta, lo anterior puede corresponder a una compactacion de la
carboximetilcelulosa durante la evaporacion como resultado de una estructura que
cuenta con enlaces fuertes en la red del criogel, dicho cambio comprende la regién
en la senal no reversible, lo cual puede sugerir que se trate de una compresion o de
una reorganizacion que no se lleva a cabo de la misma forma que en los otros

criogeles, debido a una diferencia en la estructura.

Las diferencias en los cambios de capacidad calorifica resultan influenciados,
por los ciclos de congelacion y descongelacidén aplicados a los criogeles; ya que
estos modificaran la movilidad del biopolimero, asi como el tipo y numero de
enlaces, tamafo y forma de los poros y la manera en la que el agua se distribuye
dentro de la red de los criogeles; por lo tanto determinan la forma en la que el agua
migre durante la evaporacion. El gel sin ciclos cuenta con una estructura que es
capaz de retener agua, sin embargo, se modifica al aplicar el primer ciclo de
congelacion y descongelacién, debido a que los cristales de hielo rompen la
estructura inicial y crean nuevas zonas donde se crean uniones Yy los cristales

pueden llevar a la modificacién de los poros.

Al aplicar un segundo ciclo de congelacibn y descongelacion, la
crioconcentracion del biopolimero en las zonas sin congelar lleva a que las uniones
se refuercen debido al aumento de las interacciones de la cmc en las cuales se
establecen enlaces del tipo hidroxilo. Al aplicar el tercer ciclo de congelacion y
descongelacion el biopolimero aun es capaz de establecer interacciones que
permiten reforzar la estructura y al mismo tiempo existen modificaciones en la forma

y en el tamafio de los poros, los cuales debido al tipo de congelacién utilizado, son
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muchos y de tamafo pequefio, dichos poros también experimenta cambios debido
a que los cristales pueden aumentar su tamafio, y con la crioconcentracion sus

paredes se vuelven mas resistentes.

Losinsky et al. (2008) menciona que la repeticion de los ciclos conduce a un
aumento en la porosidad después del segundo ciclo, y los ciclos subsecuentes
hacen la morfologia del criogel mas heterogénea. A su vez, menciona que en la
congelacion de geles reticulados de una sola fase, el crecimiento de cristales de
solvente congelado en la red de polimero de un gel, puede conducir a la ruptura de

partes débiles de la cadena y cambiar la estructura del gel.

Recordando que el mecanismo de formacion de los criogeles da como
resultado, la formacién de una estructura que cambia con cada ciclo de congelacion
y descongelacion, los resultados pueden indicar que las diferencias realmente
significativas se dan hasta la aplicaciéon de un numero de ciclos tal que, permita la
generacion de una estructura diferente a la inicial. Un ejemplo de lo anterior es el
caso de criogeles de polivinil- alcohol (PVA), Lozinsky et al. (2008) mencionan que
la rigidez y la estabilidad térmica de los criogeles aumentan en proporcion directa
con la rigidez del gel. En dichos criogeles, estos aumentan con brusquedad a partir
del segundo ciclo, este aumento parece decaer durante los subsecuentes
tratamientos, debido a las posibilidades agotadas del sistema para formar nuevos

enlaces dentro de la red de polimero formada.

Los eventos que se registran en las sefiales de flujo de calor total, reversible y
no reversible muestran que los criogeles se comportan de diferente forma
dependiendo de como esta compuesta la estructura, los ciclos de congelacién -
descongelacion influyen en como es que la molécula de biopolimero responde a la
evaporacion del solvente. Ya sea un reacomodo reversible 0 una compactacion no
reversible, estos comportamientos demuestran que los criogeles formados
mediante la congelacién y descongelacién son estructuras capaces de soportar un
evento térmico ya sea un calentamiento o un enfriamiento, debido a la presencia de
uniones que permiten que estos se mantengan sin cambios significativos. Esto

puede apoyar la idea de que cuentan con una estructura firme capaz de interferir en
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el crecimiento del cristal durante la congelacién en un medio acuoso. La diferencia
de comportamiento puede dar diferencias en la forma en como los criogeles

desarrollen la accion como crioprotector.

3.2 OBJETIVO PARTICULAR 2

El objetivo particular 2 contempld el analisis de la aplicacion de los criogeles de cmc

como crioprotectores en la carne de cerdo, mediante las pérdidas por goteo.

3.2.1 PERDIDA POR GOTEO EN DESCONGELACION POR EXUDADO

Considerando que las pérdidas por goteo vienen dadas por la cantidad de
liquido exudado de la carne sin la aplicacién de una fuerza externa, a continuacion
se muestran los valores de exudado de la carne sin criogel, y con criogel de 1, 2y
3 ciclos; calculados a partir de la diferencia de pesos entre las muestras antes y

después de la congelacion.

Tabla 6. Exudado en descongelacion de carne sin criogel y con criogel con

diferentes ciclos.

Numero de ciclos | Exudado (g) Desviacién C.V.
estandar

Sin gel 0.03616 0.00075 0.02089

Gel sin ciclos 0.03185 0.00024 0.00765

1 ciclo 0.03032 0.00201 0.06634

2 ciclos 0.02860 0.00090 0.03177

3 ciclos 0.01840 0.00155 0.08435
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Como se observa en el Tabla 6, existen diferencias entre la muestra control
sin criogel y las muestras con criogel. Como se mencion6 anteriormente las
diferencias vienen dadas por la forma en que los criogeles establecen una
interaccién con el agua presente entre las fibras de los musculos. De manera
general se puede observar que la cantidad de exudado en la carne de cerdo sin

criogel fue mayor que en las muestras con gel sin ciclos y los criogeles con ciclos.

3.2.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LAS PERDIDAS POR GOTEO

Se realiz6 un analisis de varianza simple ANOVA, a los resultados de cantidad
de exudado, con nivel de significancia del 5% (a= 0.05), donde la prueba de

hipdtesis es:

Ho = u sin criogel = pu gel sin ciclos = p criogel con un ciclo = y criogel con dos ciclos

= M criogel con tres ciclos.
H1 = al menos una media es diferente.

Considerando el valor de F de las tablas de distribucion F, con grados de
libertad del error de 10 y grados de libertad de tratamientos de 4 se obtiene un valor
de tablas de F de 3.478, al ser un valor menor a la F calculada, se rechaza la
hipotesis nula Hode que todas las medias son iguales y se considera que las medias

son distintas.

Como se observa en la Figura 17, existen diferencias entre las muestras que
tienen criogel y la que no tiene, siendo esta la muestra que tuvo la mayor cantidad

de exudado.
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Figura 17. Exudado de muestras de carne de cerdo en descongelacion.

Durante la congelacion hay un cambio en el volumen que se expande
aproximadamente 9% cuando se transforma en hielo. Las areas con cristales de
hielo se expanden y otras se contraen provocando dafno mecanico. Cuando se
producen cristales extracelulares, la deshidratacion y contraccion de las células
causa la ruptura o el plegado de las membranas celulares (Nicoletti, 2012). El hecho
de que la muestra control tenga el mayor porcentaje de exudacién indica que los
cristales de hielo formados, durante la congelacion lenta, dafiaron la estructura del

musculo, afectando a la capacidad de retencién de agua de las proteinas.

Las muestras con gel sin ciclos, con 1y 2 dos ciclos (Figura 17), no muestran
una diferencia significativa entre si, sin embargo, tienen una menor cantidad de
exudado con respecto a la muestra control. Se debe tomar en cuenta que lo anterior
puede indicar una similitud en la funcionalidad que desarrollan como crioprotector,
ya que en los flujos de calor, el gel sin ciclos y los criogeles con 1y 2 ciclos muestran
comportamientos similares que estan ligados a la estructura que se obtuvo con la

aplicacion de los ciclos de congelacion y descongelaciéon que influyen en la forma
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en como van a interactuar los criogeles con el agua que se encuentra entre las fibras
musculares. Los criogeles son capaces de retener agua, debido a la presencia de
una estructura que cuenta con numerosas zonas de union en la red de polimero,
esta puede ser la razon por la cual también son capaces de interactuar y retener el
agua libre que se encuentra entre las fibras y disminuir las pérdidas por goteo.
También se puede ver que la cantidad de exudado de la muestra con criogel de 3
ciclos, es distinta a todas las muestras, siendo la que menor cantidad de exudado
presenta. Al tener la mayor cantidad de ciclos de congelacion y descongelacion,
este criogel tiene una estructura capaz de retener mayor cantidad de agua, de esta

forma podra establecer una interaccién mayor con el agua libre presente en la carne.

Las muestras con criogel muestran una disminucion en los porcentajes de
exudado, con respecto a la muestra control, esto puede explicarse por la capacidad
de los biopolimeros para interactuar con el agua que se encuentra entre las fibras
musculares, modificando por lo tanto, el proceso de formacién del hielo durante la

congelacion.

Para comprobar que existen diferencias entre las medias de las muestras de

carne de cerdo con criogel se realizé una prueba de comparacién de medias.

Se realiz6 la prueba de Tukey, considerando un nivel de significancia de 5%,
con cinco tratamientos y tres repeticiones de cada uno, se obtiene el valor de q de
la tabla de la distribucion de Tukey, q = 4.65. Con el valor anterior se obtiene el valor
de la Diferencia Minima Significativa Honesta DMSH= 0.0033958.

La prueba de Tukey considera el céalculo de la diferencia entre cada par de
medias, la cual se compara con el valor de la Diferencia Minima Significativa
Honesta (DMSH), si la excede entonces la diferencia es significativa, de otra forma

se considera que las medias son iguales.

Como se observa en la Tabla 7, las parejas de medias de las muestras; Gel
sin ciclos- Criogel con un ciclo, Gel sin ciclos- Criogel con dos ciclos, Criogel con un
ciclo- Criogel con dos ciclos; no presentan una diferencia significativa, segun la

prueba de Tukey. Si se considera el comportamiento que muestran, el gel sin ciclos
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y los criogeles con uno y dos ciclos, en los flujos de calor, se puede ver que estas
tres muestras tienen un comportamiento similar al igual que en el Cp reversible, por
lo tanto, puede decirse que el efecto crioprotector puede ser similar debido a que
poseen una estructura que manifestd una respuesta que fue similar en la

evaporacion, caracterizada por dos cambios importantes de capacidad calorifica.

Tabla 7. Prueba de Tukey para las medias de pérdidas por goteo.

TRATAMIENTO Y1-Y2

Sin gel- Gel sin ciclos 0.00431 si hay diferencia
Sin gel- Criogel con un ciclo 0.00584 si hay diferencia
Sin gel- Criogel con dos ciclos 0.00756 si hay diferencia
Sin gel- Criogel con tres ciclos 0.01776 si hay diferencia
Gel sin ciclos- Criogel con un ciclo | 0.00153 no hay diferencia
Gel sin ciclos- Criogel con dos | 0.00325 no hay diferencia
ciclos

Gel sin ciclos- Criogel con tres | 0.01345 si hay diferencia
ciclos

Criogel con un ciclo- Criogel con | 0.00172 no hay diferencia
dos ciclos

Criogel con un ciclo- Criogel con | 0.01192 si hay diferencia
tres ciclos

Criogel con dos ciclos- Criogel | 0.0102 si hay diferencia
con tres ciclos

En las parejas de medias donde se observa una diferencia, el impedimento
mecanico al avance del hielo, puede ser una de las formas en la cual los criogeles
de carboximetilcelulosa desarrollen su accion crioprotectora. La importancia del
efecto mecanico puede variar acorde a la naturaleza y el numero de zonas de unién
en la red y esto se ha demostrado en medidas realizadas en sistemas gelificados.
En consecuencia se observa que la velocidad de propagacion del frente de hielo es
menor en un gel que en una solucién (Blond, 1988).
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El hecho de que el criogel de cmc modifique la cantidad de exudado en la
carne puede explicarse en la forma en la que puede interactuar con el agua que se
encuentra fuera de las fibras. Regand y Goff (2003), estudiaron la forma en la cual
los biopolimeros, es decir las proteinas y los estabilizantes; actuan en la
recristalizacion del hielo en soluciones. Mencionan que la capacidad de retencion
de agua de los estabilizantes y las proteinas y en algunos casos el impedimento
estérico (causado por la influencia de un grupo funcional, este se produce cuando
el volumen ocupado por una molécula impide que otra parte de la misma reaccione);
inducido por la red de gel del estabilizante probablemente cause una reduccién en
la movilidad del agua del sistema, promoviendo los mecanismos de recristalizacion
del hielo del tipo fusion- recrecimiento, en lugar de fusion- difusion- crecimiento.
Este mecanismo resulta en la preservacion del tamafio del cristal y una distribucion

del tamafo de cristal pequeio.

Considerando lo anterior, la accién crioprotectora de los criogeles de cmc,
puede ser, no solo, resultado del impedimento mecanico; también la capacidad que
tienen los biopolimeros de interactuar con el solvente mediante grupos hidroxilo y
carboxilo, presentes en su estructura puede contribuir a la modificacion de la
formacion de hielo. La estructura del estabilizador puede afectar la velocidad a la
cual el agua puede difundir de la superficie de un cristal en crecimiento durante la
fluctuaciéon de la temperatura o la velocidad a la cual los solutos y las
macromoléculas pueden difundir fuera de la superficie del cristal en crecimiento
(Nicoletti, 2012).

La cmc posee interacciones hidrofobicas, por lo que se puede inferir que los
biopolimeros interactian en mas de una forma con el agua y la manera en que
reducen el punto inicial de congelacion, es comparable con las proteinas (Navarro,
2008).

Las proteinas anticongelantes son producidas por plantas y animales; algunos
glucopéptidos y péptidos se adsorben en el hielo impidiendo la formacion, debido a
la inhibicién de la propagacion normal de las capas de hielo a través de la superficie
cristalina (Orrego, 2008). Por lo que, estas proteinas deprimen el punto inicial de
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congelacion de forma no coligativa. Estas poseen estructura en forma de a- hélice
con pesos moleculares variados y contienen una parte hidrofilica que interactua con
el hielo y una parte hidrofébica que impide que las moléculas de agua continuen
agregandose a la superficie del hielo. Esto afecta las fuerzas interfaciales entre el

hielo y el liquido alterando la condicion de equilibrio (Frommer & Lancet, 1971).
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4. CONCLUSIONES.

a) Para corroborar el proceso de formacién de los criogeles de
carboximetilcelulosa se determinaron los puntos iniciales de congelacion. El cambio
con cada ciclo de congelaciéon y descongelacion, se debe a la formacién de una
estructura por parte del biopolimero que constituye una barrera para el avance del
hielo. Esta estructura se origina debido a la crioconcentracion, la cual permite que
las cadenas de biopolimero interactuen y formen zonas de union del criogel; por lo

tanto se puede decir que el numero de ciclos influye en la estructura de los criogeles.

b) Para calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC) los criogeles
presentaron un comportamiento diferente frente a la evaporacion, el cual depende
de como se encuentra conformada su estructura. Las sefiales de flujo de calor
indican que los criogeles experimentan un reacomodo o una compactacion, por lo
que se puede decir que los criogeles pueden soportar un calentamiento o un
enfriamiento ya que cuentan con una estructura, que a su vez tiene uniones que
permiten que esta se mantenga sin cambios significativos. Lo anterior puede
confirmar la idea de que son capaces de modificar el crecimiento del cristal durante

la congelacién.

c) Las pérdidas por goteo en descongelacion, confirmaron que existe mayor
pérdida en muestras de carne de cerdo sin criogel. Las diferencias entre las
muestras con criogel pueden ser debido a la manera en la que los criogeles

interaccionan con el agua presente entre las fibras del musculo.

d) Las diferencias entre la muestra de carne sin criogel y con criogel, puede
ser debido al impedimento mecanico que ejerce el criogel al proceso de formacién
del hielo; sin embargo, también se debe considerar la capacidad del biopolimero de
interactuar con el solvente por medio de su estructura, ya que cuenta con grupos
hidroxilo y carboxilo que pueden contribuir a la accion crioprotectora de los criogeles
de carboximetilcelulosa. EI mecanismo mediante el cual interactua con el agua

puede ser similar al que utilizan las proteinas anticongelantes.
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e) Al realizar el analisis estadistico, no se encontraron diferencias
significativas entre el gel sin ciclos, y los criogeles con uno y dos ciclos.
Considerando el comportamiento similar entre estas muestras, que se observé en
el Cp reversible; puede decirse que el efecto crioprotector pudo ser similar debido a

que poseen una estructura que respondié de forma parecida durante la evaporacion.
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