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RESUMEN
El estudio del punto de congelacion (Tm) y la temperatura de transicion vitrea (Tg)

en funcién de la fraccién masica del agua (xw) o del sélido (xs) ha recibido un interés
considerable para la construccién de diagramas de estado complementarios (DEC) de
diversos alimentos. Un DEC es un mapa de los diferentes estados de un alimento en
funcién de la temperatura en todo el rango o escala de la fraccion masica del sélido que es
muy util para desarrollar formulaciones, estrategias de procesamiento o las condiciones de
almacenamiento para asegurar la estabilidad de alimentos que contienen agua congelable y
no congelable. Una caracterizacion térmica mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC) fue realizada en escamoles (Liometopum apiculatum M) frescos, deshidratados y
acondicionados a diferentes contenidos de humedad, con el objetivo de desarrollar el
diagrama de estado complementado de escamoles mediante la determinacion de la curva de
transicion vitrea (Tg), curva de enfriamiento (Tm), asi como del punto de concentracion de
maxima congelacion (Tg’ y Tm”), por (DSC), con el fin de caracterizar las condiciones de
almacenamiento y estados fisicos de escamoles congelados. Asi mismo se determinaron las
temperaturas de desnaturalizacion de enzimas (Td1) y de proteinas (Td2). Un calorimetro
diferencial de barrido Q2000 (TA instrument) equipado con un sistema de enfriamiento
RCS90 y el software Anélisis 2000° fue utilizado en todos los experimentos. El método de
escaneo convencional lineal y complementado con un procedimiento de “annealing” fue
implementado para la determinacion de dichas temperaturas. Tres transiciones térmicas de
primer orden correspondientes a la fusion del complejo agua-fase grasa (Tm=1.2°C+0.5), a
la desnaturalizacion de enzimas (Td1=62.5°C+3.9) y desnaturalizacion de proteinas
(Td2=126.5°C+5.3) fueron observadas en escamoles frescos. Sin embargo, en escamoles
liofilizados (2.2% b.h.), el pico (Tdl) no fue percibido pero una Tg=61.6+6.4°C fue
caracterizada. Los modelos de Gordon-Taylor y Clausius-Clapeyron fueron usados para
modelar la curva Tg y la curva de congelacién, respectivamente. Los resultados mostraron
que pequefas variaciones en el contenido de humedad provocaron una depresion en el valor
de Tg y que el punto de congelacion (Tm) disminuy6 con el incremento de sélidos. A
partir del diagrama de estado, fueron determinados los siguientes valores de Tg’=-30.9 °C,
Tm’= -22.7 °C, xw’= 0.0961 kg agua/kg total. Asi mismo, fue encontrado que la
temperatura de desnaturalizacion de la proteina (Td2) vari6 muy poco con el contenido de

humedad de los escamoles.
1



ABSTRACT
The study of freezing point (Tm) and glass transition temperature (Tg) as a function

of moisture (xw) or solid mass fraction (xs) have received considerable interest for the
construction of supplemented state diagrams (SSD) of discriminatively food. A SSD is a
map of the different states of food as function of temperature over the entire solid mass
fraction scale which is so helpful to develop formulations, processing strategies or storage
conditions to ensure the stability of food containing freezable and unfreezable water. A
thermic characterization by differential scanning calorimetry (DSC) was performed in
escamoles (Liometopum apiculatum M) fresh, dried and conditioned at different moisture
contents; with the objective of developing a state diagram supplemented of escamoles by
determining the glass transition curve (Tg) melting curve (Tm) and the maximal-freeze-
concentration conditions (Tg’ and Tm’) by (DSC), for the purpose of characterize the
storage conditions and physical states of frozen escamoles. Moreover denaturation enzyme
temperatures (Td1) and protein (Td2) was determined. A Q2000 Differential Scanning
Calorimeter (TA instruments) equipped with a RCS90 cooling system and Universal
Analysis 2000° software was used in all experiments. A linear-scan conventional protocol
was implemented for tthe determination of these temperatures and It was complemented
with “annealing” for some experiments. Three thermal transition of first order was observed
in fresh escamol; melting of water-fat (1.2°C+0.5), enzyme denaturation (62.5°C+3.9) and
proteins denaturation (126.5°C+5.3). However, in lyophilized Escamoles (2.2% (b.h.), peak
(Td1) was not perceived but Tg = 61.6 = 6.4 ° C was characterized. Gordon-Taylor and
Clausius-Clapeyron methods were used to model the Tg line and freezing curve,
respectively. Results shows that small amounts of moisture provoked a dramatic depression
on the Tg meanwhile and Tm decreased as solid mass fraction was increased. The values of
Tg’ =-30.9 °C, Tm’ = -22.7 ° C and xw’ = 0.0961 kg water / kg total were determined
from the state diagram. Also, It was found that the temperature of protein denaturation

(Td2) varied little with the moisture content of Escamoles.



INTRODUCCION

La entomofagia ha sido practicada desde la prehistoria en diversos lugares del
mundo como un mecanismo para satisfacer las necesidades alimentarias y/o medicinales,
destacandose el consumo de los insectos debido a sus caracteristicas nutritivas y
organolépticas.

En México, uno de los insectos de mayor consumo son los escamoles, que consisten
en pupas o hueva de la hormiga reina de la especie Liometopum apiculatumo, los cuales son
recolectados en el periodo seco del afio en los meses de febrero a abril. Los escamoles son
considerados altamente nutritivos por su alto contenido de proteinas (% base seca) (37.36 +
0.37), lipidos (22.26 + 0.66), carbohidratos (37.54 + 0.74) y algunas vitaminas del complejo
B. No obstante, la principal desventaja de este producto es su rdpido deterioro de alrededor
de 5 dias en condiciones de refrigeracion a 4°C. Por tal motivo la congelacion a -18°C ha
sido propuesta como una alternativa para incrementar la vida de anaquel de este alimento.
Pero se ha observado que al descongelar los escamoles, presentan una disminucioén en su
capacidad de retencion de agua aunado a la desnaturalizacion de proteinas. Asi mismo,
después de realizarles una curva de enfriamiento, se ha notado que no presentan un grado
de sub-enfriamiento significativo, es decir, la diferencia entre el punto de nucleacion y
punto inicial de congelacion es muy pequeina, induciendo la presencia de cristales de hielo
de gran tamafio y como consecuencia se fomentan la desnaturalizacion de proteinas asi
como dafios estructurales.

Por otro lado, un diagrama de estado complementado es un mapa de los diferentes
estados fisicos de un alimento en funcion de la temperatura considerando todo el rango de
la fraccion masica del agua o fraccion masica solida. Este debe contener informacion sobre
estados de equilibrio como la curva de congelacion (Tm vs. xs), curva de solubilidad y
estados de no equilibrio como la curva de transicion vitrea (Tg vs. xs), asi como las
temperaturas y concentracion correspondiente de la solucion concentrada en el punto de
maxima congelacion caracterizados por Tm’, Tg’, xs’. ES importante recalcar que Tm’ y
Tg’, tedricamente deben ser independientes del contenido de agua para ser considerados

como las temperaturas correspondientes de la solucién concentrada en la maxima



congelacion. Los diagramas de estados complementados han sido de gran utilidad para el
desarrollo de formulaciones, estrategias 0 procedimientos para el procesamiento y
almacenamiento para optimizar la estabilidad de alimentos y formulaciones farmacéuticas
conteniendo agua congelable y no congelable.

Con respecto al almacenamiento de alimentos congelados, las temperaturas Tm’ y
Tg’, son los parametros mas importantes a ser considerados en los diagramas de estado
complementados para fijar la temperatura del congelador. Por ejemplo, en la literatura se ha
reportado que si la temperatura del congelador es establecida por encima de Tg’, pueden
ocurrir modificaciones micro-estructurales afectando negativamente la calidad de los
alimentos congelados. Estas modificaciones micro-estructurales pueden ser similares al
proceso de recristalizacion observada cuando los productos congelados son sometidos a
fluctuaciones de temperatura durante el almacenamiento y distribucion. Un incremento en
la temperatura promueve el fundido parcial y reduccién de tamafio del cristal de hielo. Un
re-enfriamiento adicional puede resultar en el crecimiento del cristal de hielo y en la
disminucion en el nmero de cristales de hielos. Estos cambios micro-estructurales pueden
ser reducidos si la temperatura del congelador se establece por debajo de Tg’ puesto que ha
sido asumido que Tg’ es el umbral de temperatura o temperatura de referencia para
incrementar la estabilidad de los alimentos congelados.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) ha sido el método mas utilizado para la
construccion de diagramas de estado en sistemas alimentarios por ser una metodologia
rapida, por su aplicabilidad en alimentos con bajo y alto contenido de humedad y en un
rango amplio de temperatura. Por tanto, diversos investigadores se han dado a la tarea de
determinar los valores de Tm’, Tg’ xs’, para sistemas alimentario. Ha sido encontrado que
el valor de Tg’, Tm’, xs’ y Tg son dependientes de la composicion quimica del producto y
que el valor de xs’ se encuentra alrededor de 0.8 y 0.9 y que los valores de Tg’ reportados
son muy por debajo de la temperatura de congelacion (=-18 °C) utilizada en los procesos
industriales.

Por tanto, es necesaria la determinacion de algunos pardmetros térmicos para una
mejor comprension de los cambios fisicos inducidos en los escamoles durante la
congelacion y asi proponer temperaturas adecuadas para su almacenamiento. Por lo tanto el

objetivo de esta investigacion consistio en desarrollar el diagrama de estado



complementado de escamoles mediante la determinacion de la curva de transicion vitrea,
curva de enfriamiento asi como del punto de concentracion de méaxima congelacion por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), con el fin de caracterizar las condiciones de
almacenamiento y estados fisicos de escamoles congelados.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 Consumo de insectos en el mundo

El crecimiento demogréfico, la urbanizacion y el crecimiento de la clase media, han
aumentado la demanda de alimentos a escala mundial, principalmente fuentes de proteina
de origen animal (FAO, 2013). La FAO prevé que en el afio 2030 se tendra que alimentar a
mas de 9000 millones de personas, por lo cual es necesario encontrar fuentes alternativas de
alimentos para satisfacer las necesidades de esta poblacién. Los insectos constituyen la
mayor diversidad en el planeta ya que forman 4/5 partes de las especies del reino animal,
son un recurso renovable y los beneficios que proporcionan en la salud humana son
diversos. Proporcionan nutrientes de alta calidad, ayudan a la digestibilidad y producen
mayores cantidades de energia (Ramos-Elorduy et al, 1998; Sutton 1988; Jones y Madsen
1991).

De manera general, los insectos presentan un elevado contenido de proteinas,
lipidos, vitaminas y minerales los cuales varian de acuerdo a la especie, la etapa de vida, su
habitat y su dieta (Rumpold y Schliter, 2013).

Debido a estos beneficios, la entomofagia o consumo de insectos se ha
incrementado significativamente en diversos paises como Australia, Indonesia, Venezuela,
Colombia, Angola, Congo, donde algunas etnias utilizan a los insectos como su principal
fuente de alimento. En paises desarrollados como Francia, Japén, Estados Unidos y
Holanda el consumo de insectos es por placer ya que estos son considerados como platillos
exoticos.

En México la entomofagia existe desde la época prehispanica y se ha incrementado
significativamente en los ultimos afios. En la actualidad los insectos son consumidos en
restaurantes de alto prestigio de grandes ciudades donde son considerados como platillo
tipico o exotico. En la Republica Mexicana existen alrededor de 540 especies de insectos
comestibles, los cuales son consumidos en cualquiera de sus estadios de desarrollo: huevo,
larva, pupa, ninfas o adultos. EI mayor grupo son los ColeGpteros (443 especies) que
comprenden a los escarabajos y luciérnagas, seguido de los Hymendpteros (307 especies) a
la cual pertenecen las abejas, avispas y las hormigas, los Ortopteros (235 especies)
comprenden a los grillos y langostas y a los Lepidopteros (228 especies) pertenecen las

mariposas Yy polillas (Costa-Neto, 2003; Ramos-Elorduy y Pino, 2006).



Sin embargo son pocas las especies que se comercializan, la venta de muchas
especies de insectos comestibles se lleva a cabo de acuerdo a la época de abundancia de
cada insecto, pero en general es durante la época de lluvias. Los insectos que tienen mayor
comercializacion son los gusanos blancos (Aegiale hesperiaris), y rojos (Comadia
redtembacheri) del maguey, los chapulines (Sphenarium mexicanum histrio Gerstaecker),
las chicatanas (Atta mexicana Smith, Atta cephalotes), las abejas sin aguijén (Scaptotrigona
mexicana Guérin) y los escamoles (Liometopum apiculatum Mayr).

El consumo de escamoles se ha ido incrementando significativamente, no solamente
en zonas rurales (cultura indigenas) sino también en mercados y restaurantes de alto
prestigio (tipo gourmet) de zonas urbanas de la parte centro y sur del pais (San Luis Potosi,
Estado de Meéxico, Hidalgo, Tlaxcala, Oaxaca, Chiapas, Puebla y Veracruz) (Ramos-
Elorduy, 2006).

1.2 Escamoles (Limetopum apiculatum Mayr)

Los escamoles son la pupa o hueva de la hormiga reina de la especie Limetopum
apiculatum Mayr. La palabra escamol proviene del nahuatl azcatlmolli (escamoles, de
azcatl - hormiga y molli-guisado) guisado de hormiga (Pino-Moreno, 2006; Ramos Elorduy
et al., 2001, 2007). Se caracterizan por tener un color amarillo aperlado similar al arroz,
poseen una forma alargada con una longitud de 10 mm y con un didmetro de 3-5 mm
(Figura 1.1) ademés de poseer un sabor dulce.

En la literatura los estudios reportados sobre esta especie, han sido enfocados a
aspectos biogeograficos, a su valor nutritivo, a la caracterizacion de biomoléculas, y al
desarrollo de meétodos para su conservacion. Estos resultados han proporcionado
informacion valiosa acerca de su distribucion geografica, su estacionalidad y su
comercializacion, asi como su composicion quimica. De esta manera se conoce que los
escamoles estan distribuidos principalmente en los estados de México, Hidalgo, Tlaxcala,
Puebla, Zacatecas y San Luis Potosi. Su recoleccién es muy corta ya que Unicamente se
recolectan durante el periodo de febrero-abril y cada nido puede proveer hasta 2
kilogramos. Su comercializacion se realiza en los restaurantes de prestigio del Distrito
Federal y de los diferentes estados del pais, es considerado “platillo gourmet” por su sabor

especial y su precio. El kilogramo de este producto en el sector restaurantero llega a valer



hasta $3000.00. El platillo tipico que se utiliza para su comercializacion es “A la

mantequilla” (Castillo-Lara y Aguirre-Rivera, 2008; Ramos-Elorduy et al. 2007).

1.2.1 Estudios realizados sobre la composicibn quimica, caracterizacion de
biomoléculas, actividad proteolitica y métodos de conservacion de escamoles

En la Tabla 1.1 se indica la composicion quimica de los escamoles, reportados por
diferentes autores. En esta Tabla se puede observar que a pesar de la variabilidad entre los
componentes los escamoles presentan un alto valor nutritivo que los hace altamente

competitivos con cualquier otro alimento.

Figura 1.1Escamoles (pupas de la especie Liometopum apiculatum M).

El contenido de aminoacidos, minerales y vitaminas de los escamoles también ha
sido reportado en la literatura, por ello se sabe que estos presentan aminoacidos esenciales
como metionina, valina, triptéfano, minerales como calcio, potasio, sodio y vitaminas del
complejo B (Ladron de Guevara et al., 1995; Ramos Elorduy et al., 1998; 2007).

La composicion quimica y las propiedades fisicoquimicas como pH y actividad de
agua (aw) hacen que los escamoles sean altamente perecederos y que por lo tanto tengan,
una corta vida de anaquel. Por ello, el trabajo realizado por Castillo Andrade et al., (2015),
fue enfocado en determinar la vida de anaquel de los escamoles en base a la actividad

enzimatica de diferentes tipos de proteasas y sobre los cambios estructurales durante el



almacenamiento. En dicho estudio se logré elucidar que la causa principal del deterioro de
los escamoles es la elevada actividad proteolitica de las enzimas enddgenas cisteina y
serina (proteasas). Esta actividad enzimética conduce a una degradacion de la estructura del
escamol afectando directamente su calidad y por consecuencia la disminucién de su vida de

anaquel a 5 dias a 4°C.

Tabla 1.1 Composicion proximal de los escamoles recolectados en diferentes estados
de la Republica Mexicana.

Componentes (%) Autor
Proteinas Carbohidratos Grasas Cenizas
39.67 19.22 36.87 1.8 Ramos Elorduy (2001)*
31.41 21.60 33.27 5.27 Pino Moreno (2006)**

37.36+0.37 37.54+0.74 22.26+0.66 2.83+0.07 Ramirez Garcia (2011)+

*Recolectados en el Estado de Puebla, ** recolectados en el Estado de México, + recolectados en el Estado de
San Luis Potosi.

Recientemente el estudio realizado por Garcia-Mufioz (2016), fue enfocado a
caracterizar de manera especifica el tipo de proteinas, acidos grasos y carbohidratos
presentes en los escamoles. 134 tipos de proteinas fueron identificadas y clasificadas en 11
grupos, de acuerdo a su funcion bioldgica: estructura celular (7%), trascripcion y traduccion
(13%), metabolismo y produccion de energia (18%), plegamiento y degradacion de
proteinas(19%), sefalizacion celular (2%), actividad antioxidante (5%), transporte (3%),
proceso de oxido-reduccion (8%), otros procesos (14%), de funcidn no clasificada (3%) y
funcion desconocida (8%). Algunas de estas proteinas son enzimas y estan involucradas en
los diferentes procesos mencionados anteriormente.

Con respecto a los acidos grasos identificados, fue reportado que el 66.96%
corresponde a los acidos grasos insaturados, dentro de los cuales los mas predominantes
fueron: acido oleico (C18:1n-9cis) (56%), acido linoleico (C18:2n-6c¢is) (4.2 %), acido
palmitoleico (C16:1 cis) (4%), é&cido cis-11-eicosenoico (C20:1 cis) (0.73%), éacido
linolénico (C18:3n-3cis) (0.612%). Los acidos grasos saturados fueron reportados en menor
proporcion (31.4%) que los acidos grasos insaturados, siendo los mas predominantes el
acido palmitico (C16:0) (22.3%), el acido estearico (C18:0) (4.6%) y el &cido miristico



(C14:0) (2.39%). De igual manera Garcia-Mufioz (2016), report6 que los escamoles
presentan un bajo contenido de colesterol 0.32mg/g valor inferior a lo reportado para
alimentos convencionales como huevo y carne bovina.

En lo que concierne a la identificacion de carbohidratos, la trealosa y la glucosa
fueron los principales azucares identificados. La glucosa fue reportada como el azlcar
predominante en los escamoles (larva) pero cuando estos son convertidos en adultos la
trealosa es sintetizada a partir de glucosa convirtiéndose asi en el azucar principal de los
insectos adultos (Becker et al., 1996).

Un estudio de modelado molecular de la trealosa en solucién, sugiere que la este
azucar puede proteger a las macromoléculas contra la eliminacién de agua durante la
deshidratacion o congelacion (Donnamaria et al., 1994) ayudando a la estabilidad de las
biomoléculas e inhibiendo la desnaturalizacion irreversible. Su mecanismo protector puede
ser dividido en dos teorias: remplazamiento de agua y la formacion del estado amorfo o
vitreo (Colago y Roser, 1995).

La teoria de sustitucion del agua propone que todas las macromoléculas biologicas
normalmente se estabilizan por agua que forma enlaces de hidrdégeno en torno a estas
moléculas. La trealosa parece tener una mayor flexibilidad en el enlace glicosidico entre las
dos moléculas de d-glucosa en comparacién con otros disacaridos. Esta caracteristica
permite que la trealosa se conforme con los grupos polares irregulares de macromoléculas
remplazando la interaccion que existe de estas con el agua (Colaco y Roser, 1995)
formando una capsula protectora alrededor de las biomoléculas.

Con respecto a la teoria vitrea, sugiere que este azlcar posee una mayor estabilidad
porque al adicionar una pequefa cantidad de agua puede formar un dihidrato de trealosa en
los bordes exteriores del estado vitreo (Crowe et al., 1988). Esto puede resultar en una
estructura que encierra la forma vitrea restante, aislandolo de los efectos destructivos de la
cristalizacion. La capacidad de alternar entre las formas dihidrato y anhidra es Unica para
trealosa. Este carbohidrato controla de manera efectiva la actividad de agua en matrices
complejas, tales como alimentos deshidratados o congelados (Richards et al., 2002).

A la fecha, los Unicos estudios realizados para incrementar la vida de anaquel de los
escamoles fueron basados en utilizar el método de barreras y la esterilizacién térmica para

el proceso de enlatado. EI método de barreras consiste en una combinacion de factores de



conservacion que evitan la aplicacion de uno solo en forma severa, lo cual mejora la calidad
organoléptica y nutricional del alimento para asi obtener un alimento “minimamente
procesado” de caracteristicas similares a las del producto fresco. (Alzamora, 2002).
Ramirez-Garcia (2012), implementé el método de barreras en muestras de escamoles
combinando los factores de aw (0.90 y 0.95), pH (5 y 6.5) y tiempo de escaldado (10 y
15s), la combinacion de 0.90, 5 y 10, aw, pH, y tiempo de escaldado, respectivamente,
permitio la conservacion del producto hasta 45 dias de almacenamiento a 4°C sin dafiar las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del alimento.

La esterilizacién térmica durante el proceso de enlatado se basa en la utilizacién de
una temperatura superior a 100°C y un tiempo determinado para destruir microorganismos
e inactivar enzimas preservando asi la seguridad y calidad de un alimento (Farkas, 2001).
Por tal motivo Ruiz-Cabrera et al., (2015), utilizaron este proceso como una alternativa
para la conservacion de escamoles, dos productos enlatados a base de escamoles en
escabeche y salmuera fueron obtenidos con caracteristicas nutritivas y sensoriales aceptadas
por el consumidor con una vida de anaquel de 2 afios.

La conservacion de escamoles basada en la disminucion de temperatura
(refrigeracion y congelacion), también ha sido utilizada por los recolectores de escamoles,
sin embargo, la temperatura de congelacion utilizada (-10 y -20°C), no ha sido la adecuada
para evitar los dafios estructurales después del descongelamiento. En este sentido, a
continuacion se hace una revision detallada sobre los procesos de conservacion de
alimentos basados en la disminucion de la temperatura, asi como el concepto de transicion
vitrea y diagramas de estado en sistemas alimentarios congelados, con la finalidad de

comprender el proceso de congelacion y la estabilidad del alimento.

1.3 Procesos de conservacion de alimentos basados en la disminucion de la
temperatura
Los alimentos frescos, especialmente carnes, pescados, lacteos y vegetales, son

productos altamente perecederos y requieren de procesos de conservacion que incrementen
su vida atil y reduzcan el riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos. En este
contexto se han empleado diferentes métodos de conservacion para el almacenamiento y
distribucién de productos alimenticios, basados principalmente en la disminucién de

temperatura. Los métodos mas utilizados incluyen la refrigeracion entre 0 y 4°C, el sub



enfriamiento entre -1 y -4°C y la congelacion entre -18 y -40°C (Gallart-Jornet et al.,
2007). El uso de estos métodos no solamente garantiza una mayor diversidad de productos
para el consumidor, si no también incrementa la estacionalidad y la distribucion de los

mismos fuera de su area de produccién (Stonehouse y Evans, 2015).

1.3.1 Refrigeracion
La refrigeracion se basa en mantener la temperatura de los alimentos entre 0 y 14°C,

con la finalidad de incrementar la vida 0til de los alimentos frescos. El rango de
temperatura mas utilizado en la industria alimenticia ha sido entre 0 y 4°C. En este rango de
temperatura el crecimiento microbiano ocurre de manera lenta y las reacciones de deterioro
como la actividad enzimatica son parcialmente inhibidas resultando asi una extension de la
calidad de los alimentos. Sin embargo, a esta temperatura ninguna porcion del agua
contenida en el alimento cambia de estado liquido a estado solido, por lo que sigue estando
disponible para que las reacciones de deterioro se sigan llevando a cabo y finalmente se
deteriore el producto. El tiempo de vida Util de los alimentos almacenados en refrigeracion
puede variar en el orden de dias a semanas, debido a que es dependiente de la temperatura y
de la composicién quimica de los mismos. Con respecto a los escamoles ha sido observado
que la vida de anaquel es de 5 dias a 4°C, tiempo insuficiente para llevar a cabo su

comercializacion y consumo (Berk, 2013; Castillo-Andrade et al., 20015).

1.3.2 Sub enfriamiento
El sub enfriamiento es una técnica utilizada en el procesamiento de alimentos para

incrementar la vida de anaquel de los mismos. Este proceso, implica temperaturas en el
limite entre la refrigeracion y la congelacion, es decir, que la temperatura del alimento se
encuentra entre 1 y 2°C por debajo del punto de congelacién inicial del producto sin que
exista la formacion de cristales de hielo (Stonehouse y Evans, 2015). En la literatura ha
sido indicado que el punto de congelacién inicial en la mayoria de los alimentos se
encuentra entre -0.5°C y -2.8°C (Duun y Rustad, 2007). Por debajo de la temperatura del
punto de congelacion las reacciones enzimaticas y el crecimiento microbiano son mas
lentas que la de los alimentos refrigerados por lo que su vida util se mantiene durante
mayor tiempo, conservando sus caracteristicas organolépticas similares a la de los

alimentos frescos.
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El alimento puede ser mantenido en este estado, a presién atmosférica siempre y
cuando exista un control preciso de la temperatura para evitar la formacion de cristales de
hielo (Stonehouse y Evans, 2015).

El sub enfriamiento ha sido utilizado en alimentos de origen animal como carnes y
pescado a -1.5 y -1°C respectivamente, sin provocar cambios estructurales u organolépticos
(Jeremiah y Gibson, 2001; Cyprian et al., 2012). En el caso particular del ajo, fue posible
utilizar una temperatura de almacenamiento de -6.6°C debido a que su punto de
congelacién inicial fue de -2.9°C. A esta temperatura el ajo se mantuvo sin dafios
estructurales y fue muy similar a los ajos que fueron almacenados a temperatura ambiente y
en refrigeracion a 1°C. Sin embargo, los ajos que fueron almacenados a -30°C presentaron
dafios estructurales importantes. Resultados similares fueron reportados en muestras de
papas, es decir, efectos positivos fueron observados durante el almacenamiento a

temperaturas de sub enfriamiento (Stonehouse y Evans, 2015).

1.3.2.1 Grado de sub enfriamiento de alimentos
El grado de sub enfriamiento se define como la diferencia entre el punto de

nucleacion y el punto de congelacion (Figura 1.2). El punto de nucleacion es la temperatura
donde aparecen los primeros cristales de hielo en una solucion, en algunas ocasiones se le
conoce como punto de sobre-enfriamiento (super-cooling point, SCP) o temperatura de
cristalizacion (Zachariassen y Kristiansen, 2000). La etapa de nucleacion es definida como
la formacion de cristales y sucede ya sea en soluciones libres de cristales donde es llamada
como nucleacion primaria o en la presencia de cristales ya formados, donde es definida
como nucleacion secundaria. La nucleacion primaria puede ser de dos tipos, homogénea si
la solucion no contiene particulas solidas extrafias ni cristales o heterogénea, si tiene
particulas presentes. La nucleacion es acompafiada por un incremento de la temperatura de
la solucion debido a la liberacion del calor latente de cristalizacion hasta llegar al punto de
inicial de congelacion (Marthins y Lopes, 2007). Es importante mencionar que el grado de
sub enfriamiento varia de un alimento a otro. Por ejemplo en frutas ha sido reportado que la
variabilidad observada esta relacionada con la concentracion de °Brix ya que estos podrian
reducir el punto inicial de congelacion (Stonehouse y Evans, 2015).

Yin et al., (2005) indicaron que resulta mas dificil llevar a cabo el sub enfriamiento

en alimentos solidos que en liquidos, debido a que la estructura del alimento sélido
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proporciona superficies para el desarrollo de los cristales de hielo, o bien podria inhibir el
intercambio de calor por conduccion. Por lo tanto el grado de sub enfriamiento alcanzado
dependeré del tipo de alimento y de sus constituyentes. En el caso de los escamoles, fue
encontrado que el grado de sub enfriamiento fue muy pequefio y por lo tanto el método de

sub-enfriamiento para su conservacion, puede ser inadecuado.

Etapa 1 I Etapa :’I_Etﬂp-a .Ill Etapa 4 Etapa §
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Figura 1.2 Curva de enfriamiento del agua pura y agua-solutos donde se observa las etapas del
proceso de congelacién (Marella y Muthukumarappan, 2013).

1.3.3 Congelacion
La congelacion en la industria alimentaria, ha sido considerada como el mejor

método de preservacion de alimentos, debido a que estos pueden alcanzar una vida Gtil de
meses e incluso hasta afios dependiendo de la temperatura utilizada. La temperatura de
congelacion cominmente utilizada en la industria oscila entre -18 y -40°C, siendo la mas
utilizada -20°C. Generalmente estas temperaturas suelen ser seleccionadas en base al

equipo disponible y a las buenas practicas sin contar con ninguna evidencia cientifica. Ha
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sido considerado que la congelacion lenta incrementa el tamafio de cristal provocando
dafios significativos en la estructura de los mismos. Sin embargo, si la congelacion es
rapida, el tamafo del cristal de hielo disminuye y proporciona una mejor retencion de la
calidad de los alimentos. Los principales cambios de los alimentos congelados durante el
almacenamiento son las reacciones enzimaticas y de oxidacion, que afectan la calidad del
producto. Otro problema importante que puede surgir en los alimentos congelados es la re-
cristalizacion del hielo cuando existen fluctuaciones de temperatura y/o presencia de agua
libre no congelado (Slade y Levine, 1989; Hartel, 2001; Syamaladevi et al., 2012). En la
literatura se ha propuesto que para disminuir los fendmenos de re-cristalizacion del hielo,
los fendmenos difusivos, los cambios micro-estructurales e incrementar la estabilidad de los
alimentos, estos deben ser congelados a una temperatura menor a la temperatura de
transicion vitrea (Tg’), puesto que se ha hipotetizado que es la temperatura de referencia
para incrementar la estabilidad de los alimentos congelados.

El concepto de transicion vitrea y la obtencion de diagramas de estado a diferentes
contenidos de humedad de diferentes alimentos y sistemas modelo han sido reportados en
la literatura con la finalidad de incrementar la estabilidad de los alimentos congelados y
deshidratados (Wang et al., 2008; Ruiz Cabrera y Schmitt, 2015).

1.4 Transicion vitrea y diagramas de estado en sistemas alimentarios
1.4.1 Transiciones de fase y estado

Los alimentos y materiales bioldgicos son sistemas multicomponentes y/o
multifasicos cuyo estado fisico es usualmente gobernado por las transiciones térmicas de
sus principales componentes, ya que pueden experimentar cambios de fase y estado en
intervalos amplios de temperatura o presién cuando son procesados, almacenados y/o
consumidos (Roos, 1995; Lebail et al., 2003). En alimentos frescos, el agua puede existir
en los tres estados fisicos basicos, gobernando diversos efectos sobre las propiedades
fisicas asi como su comportamiento, procesamiento, estabilidad microbiana y bioquimica y
transicion de fase de los productos (Roos, 1995b; Lebail et al., 2003). Debido a esto los
alimentos frescos se conservan mediante congelacién, deshidratacion y concentracion ya
que se basan en la solidificacion y ebullicion del agua, sin tomar en cuenta el resto de los

componentes.
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En el caso de alimentos de humedad intermedia o reducida (concentrados y
deshidratados), las transiciones de fase o estado de azucares, lipidos y proteinas
desempefian un papel importante en las propiedades fisicas de estos productos. Los
alimentos con alto contenido de sélidos han sido referidos a mezclas de almiddn, azucares y
gelatinas, los cuales son usados para conferir diferentes propiedades como textura,
estabilidad, procesamiento asi como una sensacion agradable al paladar (Yu y Li, 2012;
Kasapis, 2006). Dependiendo de las condiciones de proceso, los componentes en los
alimentos se encuentran en estado amorfo (vitreo), parcialmente vitreo o totalmente
cristalino (Lubbers y Guichard, 2003). En sistemas parcialmente vitreo/cristalino,
transiciones bifasicas determinan sus propiedades estructurales, principalmente la
cristalizacion/fusion a la temperatura de fusion o la vitrificacion-ablandamiento a la

temperatura de transicion vitrea (Miguel y Hall, 2002).

1.4.2 Estado amorfo o vitreo

El término “estado amorfo o vitreo” es utilizado para describir a una clase de
materiales que exhiben cierta fragilidad, alta resistencia, son transparentes y presentan baja
movilidad molecular. Un material vitreo se ha definido como un liquido que ha perdido su
habilidad de fluir (Kasapis, 2006). Este tipo de material también ha sido definido como un
liquido sub-enfriado cuya viscosidad se encuentra entre 102 y 10 Pa*s, el cual se
comporta como un sélido, pero con la habilidad de soportar su propio peso sin fluir debido
a la gravedad (Angell, 1988). El estado vitreo también es referido como un estado meta-
estable cuyas moléculas tienen una estructura desordenada y el volumen de este sistema es
méas grande que el del sistema cristalino, los cuales contienen la misma composicién
quimica (Roos, 1995; Slade y Levine, 1988).

La estructura de un solido amorfo ha sido descrita tomando como referencia la
estructura de un solido cristalino, el cual tiene un arreglo molecular bien organizado
(Schenz, 1995; Liu et al., 2006; Rahman, 2010). A pesar que en el solido amorfo el arreglo
estructural es desordenado, en algunas zonas puede tener un orden molecular similar al de
la estructura cristalina, sin embargo este orden similar solo se presenta en dimensiones
moleculares y del orden de los angstroms (Liu et al., 2006).

Los sélidos amorfos presentan una movilidad molecular reducida y con fenémenos de

difusion limitados debido a su alta viscosidad (Rhaman, 2010; Ribeiro et al., 2003;
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Santivarangkna et al., 2011). Sus movimientos moleculares estan restringidos a vibraciones
y movimientos rotacionales de corto alcance (Liu et al., 2006). Es importante resaltar que
los cambios que ocurren en el estado amorfo son extremadamente lentos y habitualmente
son referidos como envejecimiento fisico.

El desarrollo de una estructura amorfa puede resultar de un proceso de fusion,
desnaturalizacién, gelatinizacién, tratamiento mecanico, remocion rapida de un solvente, y
despolimerizacion de estructura compleja. Los procesos de conservacion que inducen a los
alimentos a un estado amorfo incluyen el secado, como el secado por aspersion, el secado
con aire caliente y la liofilizacién, la congelacion, y la extrusion entre otros.

En principio, todos los fluidos y materiales fundidos pueden ser convertidos en
matrices amorfas, si la velocidad de enfriamiento es lo suficientemente rapida y el material

no cristaliza durante el proceso (Sablani et al., 2010; Rahman, 2010).

1.4.3 Transicion vitrea

La transicion vitrea, es una transicion de segundo orden entre el estado amorfo y
caucho (o viceversa), la cual es dependiente del tiempo, humedad y temperatura (Rahman,
2010; Sablani et al., 2010). La temperatura a la cual el sistema experimenta la transicion se
le conoce como temperatura de transicion vitrea o Tg, es decir, la temperatura a la cual un
sistema amorfo cambia, desde un estado vitreo a un estado caucho. El estado vitreo se
caracteriza por la discontinuidad en las propiedades fisicas, mecanicas, eléctricas y las
propiedades térmicas de un material (Rahman, 1995; 1999). Mientras que el estado caucho
se caracteriza por producir cambios en el sistema causando; un incremento del volumen
libre, la disminucion de la viscosidad, asi como un incremento en la expansion térmica (Shi
etal., 2012).

Los materiales biolégicos por debajo de la temperatura de transicion vitrea son
rigidos y fragiles, sin embargo no cristalizan con una estructura regular pero mantienen el
desorden del estado liquido o el estado amorfo (Rahman et al., 2003; Schenz, 1996). El
estado fisico de los productos alimenticios por debajo de la temperatura de transicion vitrea,
es muy estable debido a que los compuestos que intervienen en las reacciones de deterioro
toman muchos meses o incluso afios para difundirse a través de distancias moleculares y
acercarse entre si para reaccionar (Rahman et al., 2003; Slade y Levine, 1991). Por tal

motivo, las moléculas de agua son retenidas en la solucion concentrada disminuyendo su
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movilidad, haciéndola incapaz de participar en la reacciones de deterioro como son las
reacciones enzimaticas y no-enzimaticas, el crecimiento microbiano, la oxidacion de lipidos
(Mitchell, 1998; Rahman y Labuza, 2007). La técnica mas ampliamente utilizada para
determinar la transicion vitrea ha sido la calorimetria diferencial de barrido (DSC)
(Rahman, 2006; Roos, 1995). La cual sera descrita en parrafos posteriores.

1.4.3.1 Importancia de la transicion vitrea en la industria alimentaria
Actualmente, el concepto de transicion vitrea ha tomado mayor relevancia en el

desarrollo de procesos de la industria alimentaria, con la finalidad de obtener la mayor
estabilidad de los alimentos. De igual manera el concepto de transicion vitrea y estado
vitreo, han sido de gran importancia para explicar fendmenos como la re-cristalizacion de
productos congelados en funcion del tiempo, el fendmeno de colapso durante el proceso de
liofilizacion y pegado durante el almacenamiento de polvos (Foster et al., 2006;
Santivarangkna et al., 2011). En este contexto, algunas normas han sido establecidas a
partir del concepto de transicion vitrea dentro de las cuales destacan: a) la méaxima
estabilidad de un alimento se alcanza almacenandolo a su temperatura de transicion vitrea o
por debajo de ésta, b) mientras mas grande sea la temperatura del entorno (Tent) y la
temperatura de transicion vitrea del sistema (Tent-Tg), mayor sera la velocidad de
degradacion del sistema (Rahman, 2006; Sablani et al., 2010).

1.4.4 Diagramas de estado en sistemas alimentarios
Un diagrama de estado es una representacion grafica de los estados fisicos de los

constituyentes de los alimentos respecto a la temperatura y fraccion de solidos (xs) o
contenido de agua (xw) a presion constante, para sistemas en equilibrio y no equilibrio
(Roos, 1995). Un diagrama de estado es mas extenso que un diagrama de fase ya que
contiene informacién de fases en equilibrio y estados en no equilibrio. Generalmente, los
sistemas alimenticios son representados en diagramas de estado como sistemas binarios ya
que contienen agua Yy solidos disueltos en ella (Reid y Fennema, 2007). El diagrama de
estado ha sido utilizado para observar y predecir los cambios de estado durante el
procesamiento y almacenamiento de alimentos frescos, congelados con contenidos de
humedad media o baja (Slade y Levine, 1991).

Los diagramas de estado han sido reportados como diagramas de estado simples o

diagramas de estado complementados. Los diagramas de estado simples, consisten en una
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representacion grafica de Tg vs. xw o Tg vs. xs. Sin embargo, estos diagramas son
aplicables solamente para alimentos de humedad intermedia o humedad reducida (Rahman,
2006; Sablani et al., 2010; Syamaladevi et al., 2009). Los diagramas de estado
complementados presentan aplicabilidad en todo el rango de contenido de humedad o masa
solida. A continuacién una descripciéon a detalle de los diagramas de estado

complementados sera presentada.

1.4.4.1 Diagrama de estado complementado
Un diagrama de estado complementado, es un mapa de los diferentes estados de un

alimento en funcion de la temperatura, en todo el rango de la fraccion méasica del solido
(xs) (Figura 1.3). Este diagrama de estado muestra informacion sobre estados de equilibrio
0 transiciones de primer orden, como la curva de congelacion (Tm vs. xs), la curva de
solubilidad y estados de no equilibrio o transiciones de segundo orden como la curva de

transicion vitrea (Tg vs. xs) asi como las temperaturas y concentracion correspondiente a la

Ta

Solucién

T
m Te

Hielo + solucion

T:m o2 (e eeennnnnnnnnne {Jersenessnnnnennnnnnnanas
~| Hielo + caucho + soluto

Tg T S PP | TYTTTrPrrerres :
Hielo + vitreo + soluto

Temperatura °C

Vitreo

Fraccién masica de soluto

Figura 1.3. Representacién tipica de un diagrama de estado complementado de un sistema
alimentario. En donde se muestra la linea de transicion vitrea Tg, curva de fusion/congelacion Tm,
en funcion de la concentracion de solidos (xs). Tm’ y Tg’ limitan la zona maxima congelacién-

concentracion, xs’ fraccion masica maxima a la que se puede congelar el agua (Rahman et al.,
2002).
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solucion concentrada en el punto de maxima congelacion caracterizados por Tm’, Tg’ y
xs’. Tm’ y Tg’ tedricamente deben ser independientes del contenido de agua para ser
considerados como las temperaturas de la solucion concentrada en la maxima congelacion

Los diagramas de estado complementados han sido utilizados en el desarrollo de
formulaciones, procesamiento, optimizacion de la estabilidad de alimentos durante el
almacenamiento, asi como también en formulaciones farmacéuticas. En la literatura han
sido reportados diagramas de estado complementado para componentes puros (sacarosa,
maltosa, pectina y almiddn) proteinas, frutas y productos lacteos (Roos, 1995b; Icoz y
Kokini, 2008; Silvia et al., 2006; Wang et al., 2008; Symaladevi et al., 2009) y
recientemente se han reportado en sistemas puros, binarios y ternarios (Ruiz Cabrera y
Schmidt, 2015; Ruiz Cabrera et al., 2016).

1.4.4.2 Componentes de un diagrama de estado

1.4.4.2.1Curva de fusion y/o congelacion
La curva de fusidén/congelacion representa la depresion del punto de fusion o

congelacion conforme se incrementa el contenido de sélidos, siendo uno de los principales
componentes del diagrama de estados de los sistemas alimentarios. EI punto de fusion de
solidos se define generalmente como la temperatura cuando se pierde el estado cristalino de
un material alimenticio. El punto de congelacion se considera como la temperatura a la cual
se forma hielo en la muestra, y es una transicion de primer orden ya que el calor latente esta
involucrado (Rahman et al., 2010). El punto de fusion o congelacion ha sido determinado
mediante calorimetria diferencial de barrido o por el método de la curva de enfriamiento
donde Tm se designa como el punto inicial de congelacién y Tm’ como el punto final de
congelacion (Rahman, 2012). El punto de congelacion del agua o el punto de fusion de
hielo es una transicién de primer orden, es decir un proceso de equilibrio donde ni la
velocidad de enfriamiento o calentamiento afectan la temperatura a la cual se da la
transicion de fase de la cristalizacion del hielo. La congelacién aumenta la estabilidad de
los alimentos a temperaturas bajo cero mediante la reduccion de la disponibilidad de agua
para las reacciones quimicas, microbianas y enzimaticas (Goff et al., 1996). La cantidad de
hielo cristalizado a temperaturas inferiores al punto de congelacion inicial depende de la
temperatura del sistema de alimentacion, la concentracion de sélidos de los alimentos, el

tiempo v la historia de la temperatura de los alimentos.
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1.4.4.2.2 Curva o linea de transicion vitrea

La influencia del contenido de agua o solidos sobre la temperatura de transicion
vitrea a presion constante, puede ser presentada trazando la linea vitrea en una gréfica que
contenga la temperatura en el eje de las ordenadas y el contenido de agua o s6lidos en el eje
de las abscisas. La linea vitrea distingue los estados generales de los sistemas fuera de
equilibrio, como un estado vitreo estable y un estado caucho metaestable. Para cualquier
sistema alimentario, la linea vitrea depende de la composicidn quimica, contenido de agua,
peso molecular y grado de polimerizacion, debido a que la Tg se incrementa a medida que
el peso molecular, tamafo, rigidez, y enlaces cruzados de los componentes aumentan, y
disminuye a medida que se incrementa la flexibilidad de la cadena de biopolimeros
(Sablani et al., 2010).

1.4.4.2.3 Punto de maxima congelacion-concentracion

El estado de maxima congelacion concentracion, se caracteriza por presentar una
alta viscosidad. La formacion del estado vitreo puede comenzar dentro de la matriz de los
alimentos a temperaturas por debajo Tm’ (inicio de la fusion del hielo). El tipo de
constituyentes de los alimentos y la temperatura de congelacion también puede desempeniar
un papel en la naturaleza y la cantidad de hielo cristalizado (Blond et al., 1997; Goff et al.,
1993; Simatos et al., 1989; Wolfe et al., 2002). La temperatura de transicion vitrea
correspondiente a la maxima congelacion-concentracién se observa como Tg’ y el
contenido de agua resultante del diagrama de estado es el agua no congelada en la matriz
(xw’=1-xs"). La formacidn vitrea en soluciones de congelacion concentracion se produce
como resultado de i) la separacion de hielo en una fase solida dispersa y ii) la disminucién
de la temperatura y aumento de la viscosidad de la fase no congelable. Debido a que la fase
de congelacion concentracion se acerca a un alto contenido de solidos y viscosidad elevada,
se reduce la velocidad de cristalizacion del agua, por lo tanto, el crecimiento de cristales de
hielo esta restringido por la reduccidn de traslacion y movimientos de rotacion de las
moléculas. De tal manera que debido al incremento de la viscosidad, la formacién de
cristales de hielo cesa, la viscosidad a la cual ha sido demostrado que la formacion de hielo
cesa fue de 107 Pas para soluciones de sacarosa (Roos y Karel, 1991). Las transiciones de

Tg’ y Tm’ describen la transicion vitrea compleja asociada a la formacion y fusion de hielo.
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1.5 Determinacion de los componentes de diagrama de estado mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido se ha utilizado para obtener informacion
cuantitativa y cualitativa de las propiedades térmicas y fisicas de sistemas alimentarios,
como transicion de fase, transicion vitrea, entalpias de fusion y/o cristalizacion, calor
especifico, calor latente, polimorfismo, pureza, etc. Esta técnica se ha utilizado
extensamente para caracterizar diversos materiales dentro de los que se incluyen alimentos,
productos farmacéuticos y polimeros (Sablani et al., 2010; Lee et al., 2011). EI DSC se ha
caracterizado por presentar un gran nimero de ventajas como por ejemplo: facilidad en la
preparacion de la muestra, una metodologia rapida, aplicabilidad en alimentos con alto y
bajo contenido de humedad y puede ser utilizada en amplio rango de temperatura (Sablani
et al., 2010). Ademas, es una técnica experimental dindAmica que nos permite determinar la
cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando es mantenida a temperatura
constante durante un tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad
constante, en un determinado intervalo de temperaturas (Surinach et al., 1992). En DSC,
tanto la muestra como la celdilla de referencia son sometidas a un flujo de calor constante,
con la finalidad de mantenerlas a una misma temperatura, obteniéndose diagramas de flujo
de calor en funcién de la temperatura llamados termogramas como se muestra en la Figura
1.4. Asi, los datos se obtienen en forma de entradas diferenciales de calor (§H/6T), en
funcion de la temperatura.

Durante el analisis DSC se pueden apreciar diversos fendmenos térmicos,
dependiendo de la muestra a analizar. El primer cambio mostrado en la Figura 1.4,
corresponde a la transicidn vitrea Tg y se presenta como un cambio en la discontinuidad de
la pendiente de la curva. Conforme la temperatura se incrementa, la muestra gana suficiente
energia para adoptar un estado ordenado cristalino lo que permite determinar la temperatura
de cristalizacién (Tc). Si se continda incrementando la temperatura mas alld de la
temperatura de cristalizacion éste absorbera la energia necesaria para finalmente alcanzar la

temperatura de fusion (Tm) (Martinez-Navarrete et al., 1999).
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Durante este andlisis, la transicion vitrea aparece como un cambio endotérmico en el
flujo de calor, el cual resulta de un aumento en la capacidad calorifica cuando un material

se calienta por encima de su transicion vitrea.

Te

Flujo de calor

Temperatura

Figura 1.4. Representacion esquematica de un termograma obtenido por calorimetria diferencial de
barrido (DSC) (Martinez-Navarrete et al., 1999).

Los componentes de bajo peso molecular como azlcares simples presentan un rango
estrecho de esta transicion entre los 10-20°C, mientras que los componentes de alto peso
molecular como las proteinas y el almidon pueden presentar un rango de temperatura
superior a los 70°C (Forsel et al., 1997; Sablani et al., 2010). Debido a que los alimentos
son en su mayoria sistemas multicomponentes y multifasicos, es posible que no presenten
el fendmeno de transicion vitrea global a menos de que exista una buena miscibilidad y
compatibilidad entre los componentes (Katekawa y Silva, 2007).

A la fecha no existe un acuerdo general del valor que debe ser reportado entre Tg
onset, Tg midpoint y Tg endset (Figura 1.5) ya que ninguno de ellos tiene un significado
fisico bien definido. EI valor Tg onset se considera como el valor mas apropiado. Sin
embargo, diversos investigadores reportan el valor Tg midpoint, ya que se ha encontrado
que la representacion grafica de la primera derivada de flujo de calor en funcion de la
temperatura muestra un pico en Tg midpoint haciendo mas facil su identificacion (Labuza,
1999; Hsu et al., 2003; Roos, 2010; Sablani et al., 2010; Ruiz- Cabrera et al., 2016)
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Figura 1.5. Evolucion del flujo de calor versus la temperatura medida con DSC en la zona de
transicion vitrea de un material amorfo (Liu et al., 2007).

En el caso de las determinaciones del punto de fusion y/o congelacion mediante
DSC, la temperatura a la que los ultimos cristales de hielo se funden cuando se enfria hasta
una temperatura adecuada se designa como la temperatura de fusion del hielo (Tm’), y la
temperatura a la que la fusion de los primeros cristales se produce es designado como el
inicio de la fusién de hielo (Tm). Cuando se considera la temperatura de congelacion del
agua y hielo en los sistemas de alimentos la temperatura inicial de cristalizacion se designa
como el punto de congelacion inicial (Tf). Este se encuentra como el inicio de la
cristalizacion del hielo, donde hay un aumento brusco de temperatura debido a la liberacion
de calor latente (Rahman et al., 2002).

Debido a la dificultad que existe en determinar la Tg de manera precisa sin llegar a
la degradacion térmica, en el laboratorio de Ingenieria de Alimentos FCQ/UASLP,
Saavedra-Leos (2011) desarrolld6 un método calorimétrico mejorado para determinar
valores precisos de Tg en sistemas amorfos simples, binarios y ternarios de azlcares.
Ademas, se ha comprobado su eficacia desde sistemas anhidros hasta un contenido de
humedad del 15% (zona de agua no congelable). EI método consiste en la fusion-

enfriamiento rapido, recalentamiento del sistema con la finalidad de obtener sistemas

22



completamente amorfos, evitando asi la presencia de transiciones de primer orden para el

facil andlisis de la transicion vitrea mediante el DSC convencional.

1.6 Modelacién matematica de la curva Tg
La transicién vitrea de un material alimenticio puede variar drasticamente de

acuerdo a su contenido de agua. La capacidad plastificante del agua se atribuye a su bajo
peso molecular y su baja temperatura de transicion vitrea de (-135°C) asi como a su
capacidad de formar puentes de hidrogeno con las partes hidrofilicas de proteinas y
carbohidratos (Sablani, 2010). En alimentos con contenidos de humedad bajos o
intermedios, la Tg disminuye con el incremento del contenido de humedad, mientras que en
alimentos con alto contenido de humedad este efecto es producido en menor grado.

Al adicionar agua a un sistema se produce un aumento en el espacio intermolecular
o del volumen libre, produciendo la disminucion de la viscosidad e incrementando la
movilidad molecular (Collares et al., 2002).

Se ha observado que la temperatura de transicion vitrea total del sistema no sigue
una ley aditiva de Tg de cada uno de los componentes ademas de que esta varia con el
contenido de humedad del sistema. Se han propuesto diversos modelos matematicos, como
la ecuacion de Couvhman y Karasz, la ecuacion de Kwei y modelo de Gordon y Taylor,
para predecir la temperatura de transicion vitrea en funcion de la fraccién masica del solido
(khalloufi et al., 2000). El modelo de Gordon y Taylor se ha utilizado para predecir Tg de
azucares y sistemas multicomponentes. Se presentan a continuacién tres modelos
matematicos (Ec. 1.1 a 1.3) que han ayudado a la construccién de diagramas de estado
formando la curva de transicion vitrea en funcion de la fraccion masica de los solidos
(Sablani et al., 2010; Collares et al., 2002; Roos y Karel, 1991; Rahman, 2006).

Tg =TgsXs + TgwXw Ec. 1.1

—= Ec. 12

Tg Tgs Tgw

Tg = T9SXSHKTIwXW Ec. 1.3
Xs+KXw

donde Tg, Tgs y Tgw son las temperaturas de transicion vitrea de la mezcla, el sélido

anhidro y el agua, respectivamente; xs es la fracciébn masica de solido, xw fraccién masica
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del agua y k es el pardmetro de Gordon y Taylor. Los parametros k y Tgs son estimados por
regresion lineal y no lineal usando un valor de Tgw = -135°C.

La curvatura o forma de la curva Tg puede ser descrita por k, el cual denota la
fuerza de interaccion entre el agua y los sélidos de alimento. Un valor grande de k indica
que los solidos son mas plastificados por el agua, presentado una disminucion en la
temperatura de transicion vitrea. Por otro lado, si el valor de k es 1, la relacién de Tg en
funcion de la fraccion masica del solido es una linea recta. Con valores de k>1 se obtienen
relaciones concavas y con k <1 relaciones convexas. En los almidones se ha encontrado que
exhiben valores de k menores que proteinas y azucares por tanto su efecto plastificante no
es relevante (Sablani et al., 2010).

1.7 Modelacion matematica de la curva Tm

Los modelos para predecir el punto de congelacion se pueden clasificar en tres grupos:
(1) teoricos, (2) empiricos por ajuste y (3) modelos semi empiricos. Los modelos tedricos
estan generalmente basados bajo los supuestos de que los alimentos son soluciones binarias
ideales. Mientras que los otros modelos estan basados sobre mediciones experimentales a
través del proceso de congelacion. EI modelo tedrico mas utilizado para predecir el punto

de congelacion ha sido la ecuacion de Claussius- Claperon (Ec. 1.4):

§=—2L1n [1‘—“] Ec. 1.4

AW 1-XSs+EXs

donde 6 es la depresion del punto de congelacion/fusion relativo al incremento total de
solidos, B es la constante molar del punto de fusion/congelacion del agua (1860
kgk/kgmol), Aw es la masa molar del agua, xs es la fraccion maésica del solido (kg de
solidos/kg de muestra) y E es la relacién de la masa molecular del agua y los sélidos
(Aw/As). Los valores de E pueden ser estimados por regresion no lineal usando los puntos
de congelacion en funcién del contenido de agua inicial o de solido inicial (Rahman, 2004).
Este modelo estd limitado para soluciones ideales, es decir, soluciones diluidas. Los
modelos tedricos pueden ser mejorados introduciendo parametros de comportamiento no
ideal cuando la fraccién total de agua no estd disponible para la formacion de hielo. El

contenido de agua no congelable puede ser definido como la relacion de agua no congelada
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a solidos totales, inclusive a temperaturas bajas. La ecuacién 1.4 basdndose en este
concepto fue modificada y se le conoce como ecuacién de Chen:

§=—L1n

[ 1-Xs—BXs ]
w

1-Xs—BXS+EXs

Ec. 15

1.8 Uso de los diagramas de estado complementado en la industria de alimentos

El diagrama de estado de sistemas alimenticios puede ser usado para optimizar
procesos y condiciones de almacenamiento, analizando la curva de transicion vitrea, las
condiciones de la fraccion masica de méaxima congelacion y la curva de fusién/congelacion.
Los diagramas de estado tienen gran aplicacion para establecer y optimizar los procesos de
fabricacion, almacenamiento y distribucion de alimentos con alto contenido de humedad
(agua congelable) asi como de alimentos con contenidos de humedad media y baja
conteniendo agua no congelable.

Por el ejemplo, el progreso del proceso de deshidratacion se puede visualizar
facilmente en un diagrama de estado, debido a que la temperatura de la muestra se
incrementa a la temperatura de bulbo himedo, la humedad disminuye y se alcanza un
estado caucho. Después de enfriar la muestra seca llega al estado vitreo, alcanzando un
estado fisico estable (Rahman, 2010). Los alimentos deshidratados son estables debido a
que generalmente se encuentran en estado vitreo. Sin embargo, cuando se utiliza el secado
por aspersion en ocasiones el alimento tiende a pegarse en las paredes del secador debido a
que la temperatura de secado es mayor a la Tg del alimento.

Las regiones de temperatura donde se produce la pegajosidad, colapso y la
cristalizacion se pueden representar en un diagrama de estado con la finalidad de
incrementar las condiciones dptimas del secado por aspersion (Maltini et al., 2003). El
méaximo aprovechamiento de los diagramas de estado para alimentos con contenido de
humedad bajo o medio se realiza mediante la eleccion de las concentraciones 6ptimas de
temperatura y humedad para evitar los efectos perjudiciales de los cambios estructurales.
Isotermas de sorcion y diagrama de estado junto con (T-Tg) se pueden usar para predecir la
estabilidad fisica de los alimentos durante el procesamiento, el transporte, embalaje y
almacenamiento (Fitzpatrick et al., 2007).

Las velocidades de muchas reacciones quimicas estan influenciadas por la

concentracion de agua en los alimentos (Sablani et al., 2010). La influencia de la
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temperatura de transicion vitrea en ciertas reacciones quimicas no esté claro, ya que el agua
presente en alimentos tiene multiples funciones, ya sea como plastificante, disolvente,
reactivo o producto de las reacciones quimicas (Buera et al., 1995). Bell et al. (2002)
informaron que la movilidad del agua en el sistema alimentario no se puede utilizar como
un indicador para explicar la estabilidad quimica de los alimentos. La temperatura de
transicion vitrea y el estado fisico de un sistema no son la Unica forma de predecir las
reacciones de degradacién quimica en los sistemas alimentarios, sino que existen otros
factores como los constituyentes de los alimentos y su respectiva concentracion.

Como se indicé anteriormente, durante el proceso de congelacién de un alimento, el
diagrama de estado es esencial ya que contienen los estados fisicos de los alimentos
conforme disminuye su temperatura, facilitando asi establecer las temperaturas adecuadas
de almacenamiento por congelacion.

En la congelacion de alimentos las temperaturas por debajo de Tg o Tg’ son
deseables para el almacenamiento seguro de los sistemas alimentarios con alto contenido de
agua, ya que el material alimenticio se encuentra en los estados fisicos de hielo, vidrio y
soluto (Nelson y Labuza, 1994; Roos y Karel, 1991). La formacion maxima de hielo en los
sistemas alimentarios durante la congelacion se lleva a cabo cuando los sistemas se
almacenan por debajo de Tg’. A temperaturas superiores a Tm’, el sistema alimentario
puede ser plastificado por la fusion del hielo y esta condicién puede dar lugar a una
congelacion parcial de la matriz y puede no ser adecuado para el almacenamiento a largo
plazo de los alimentos.

Los diagramas de estado también han sido utilizados para caracterizar los estados
fisicos de la harina de trigo, antes o durante el proceso de extrusion (Kaletune y Brealauer,
1996). Los diagramas de estado lograron identificar la temperatura y el contenido de
humedad en el que los componentes proteicos de los productos extruidos quedaron en
estado vitreo con propiedades crujientes (Koini et al., 1994).

La adulteracion de la miel, la leche y jugos de frutas pueden ser identificados a
través del concepto de la Tg determinada por DSC (Cordella et al., 2002; Goswami et al.,
2008). Asi también a través de este concepto, es posible conocer el comportamiento de
algunas proteinas del gluten, caseinas y proteinas de soya después de proceso de extrusion

0 de horneado (Bengoechea et al., 2007).
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En sistemas multicomponentes como alimentos de origen animal donde la muestra
es muy heterogénea, debido a la variabilidad inter-animal, intermuscular e intramuscular es
necesaria la construccion de diagramas de estado donde se puedan visualizar los diferentes
estados fisicos de alimentos ricos en proteinas frescos y congelados en funcion de la
temperatura y del contenido de humedad.

1.9 Justificacion

El consumo de insectos se ha incrementado significativamente en los Gltimos afios
por el alto valor nutritivo que estos presentan. Son considerados como una buena fuente de
aminodcidos esenciales, acidos grasos insaturados, vitamina del complejo B y minerales.
En México uno de los insectos de mayor consumo son los escamoles, los cuales por su
elevada actividad proteolitica son altamente perecederos, presentan una vida Util de 5 dias a
4°C.

Para prolongar su vida util, los recolectores de este producto han recurrido al
proceso de congelacion a -18°C, sin embargo, dafios estructurales acompafiado de pérdida
de liquidos, cambios de color, apariencia y desnaturalizacion de proteinas han sido
observados en los escamoles cuando éstos son descongelados. En la literatura, ha sido
indicado que las temperaturas del punto de maxima congelacion-concentracion,
caracterizadas por Tm’ y Tg’ son los parametros de referencia para fijar la temperatura del
congelador y para el control de la estabilidad de alimentos congelados. En este contexto es
necesario elaborar diagramas de estado complementado de los escamoles preparados a
diferentes concentraciones masicas con la finalidad de determinar la curva Tg, la curva de
congelacion Tm y los parametros (Tm’, Tg’, xs’) en el punto de maxima congelacion
utilizando calorimetria diferencial de barrido. Lo anterior conllevarda a determinar la

temperatura de congelacion adecuada de los escamoles para evitar los dafios estructurales.
1.10 Hipotesis

La curva de transicion vitrea y la curva fusién-congelacion de la matriz de escamoles a
diferentes contenidos de humedad expresado en un diagrama de estado complementado

contribuirdn a determinar las condiciones idéneas de almacenamiento de escamoles.

27



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Desarrollar el diagrama de estado complementado de escamoles mediante la
determinacion de la curva de transicion vitrea, curva de enfriamiento asi como del punto de
concentracion de méxima congelacion por calorimetria diferencial de barrido (DSC), con el
fin de caracterizar las condiciones de almacenamiento y estados fisicos de escamoles

congelados.

2.2 Objetivos especificos
— Determinar las transiciones de fase (fusién) de escamol a diferentes contenidos de

humedad y establecer la curva de enfriamiento- congelacion en la zona de agua

congelable.

— Determinar la transicion vitrea de escamoles a diferentes porcentajes de agua
mediante DSC vy establecer la curva Tg en zonas de agua congelable y no

congelable.

— Caracterizar el punto de concentracion de maxima congelacion (Tm’, Tg’ y xs’)

asi como la fraccion de agua no congelable (1-xs’) en la matriz de escamoles.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Recoleccion de escamoles

Escamoles de la especie Liometopum apiculatum M., fueron recolectados de
diferentes nidos en la comunidad de Pocitos, Charcas, S.L.P. México. Enseguida fueron
limpiados y lavados con agua potable para eliminar impurezas. Para evitar variabilidad
entre las muestras, los escamoles fueron mezclados, y un solo lote de muestra homogénea
fue obtenido. Dicho lote fue después separado en porciones de 100 g y almacenados a una
temperatura de -80°C. De acuerdo a investigaciones anteriores realizadas en nuestro
laboratorio, ha sido comprobado que el almacenamiento a -80°C, no produce dafios

estructurales en los escamoles después de que son descongelados.

3.2 Analisis proximal de la composicion quimica de los escamoles.

El andlisis de la composicion quimica de los escamoles fue llevado a cabo de
acuerdo a las técnicas de la Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemist (A.O.A.C.) (1990). El valor energético de los escamoles fue calculado
tomando en cuenta las concentraciones de proteinas, lipidos y carbohidratos, utilizando los
factores promedio de Atwater y propuestos por el U. K. Ministry of Agriculture Fisheries
and Food Standard Comitte (Osborne, et al., 1985).

3.3 Preparacion de escamoles en estado anhidro

Los escamoles fueron primeramente homogenizados con un Ultra Turrax (IKA®
T25) digital a una velocidad de 13,500 r.p.m durante 20 s. Posteriormente, el homogenizado
fue deshidratado en un liofilizador (ilShin® Freeze Driyer) a una temperatura de -40 °C y
presion de vacio de 5 mTorr durante 70 h. Las muestras liofilizadas fueron después
pulverizadas en un mortero con pistilo. El escamol liofilizado y triturado fue
inmediatamente almacenado en un desecador, conteniendo desecante Drierite® (sulfato de
calcio anhidro y mineral con indicador, aw=0) a temperatura ambiente durante un periodo
de 4 semanas para un deshidratado y equilibrado completo de las muestras. El contenido de

humedad de los escamoles anhidros, fue determinado por triplicado mediante el método de

la AOAC (1990) y un valor promedio de 2.2+0.009 % (base himeda).
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3.4 Preparacion de escamoles con diferentes contenidos de humedad

Las muestras anhidras y equilibradas con Drierite®, obtenidas en el inciso 3.3,
fueron después acondicionadas a diferentes contenidos de humedad entre 2.2 % y 90%
(b.h.) para su correspondiente andlisis térmico DSC y determinar asi el punto de fusion de
las muestras con agua congelable, asi como las temperaturas de transicion vitrea en
muestras con agua congelable y no congelable. En este contexto, se utilizaron dos
protocolos distintos para el acondicionamiento de humedad en dichas muestras, los cuales

se describen a detalle a continuacion.

3.4.1. Preparacion de muestras con contenidos de humedad de 0 a 50% (b.h.)

Muestras de aproximadamente de 5 a 10 mg, fueron pesadas en celdillas de
aluminio Tzero (TA instruments) usando una microbalanza Mettler-Toledo (AG245:RS232,
+0.1 mg/0.01 mg). Las celdillas DSC abiertas, conteniendo las muestras fueron
inmediatamente expuestas a una humedad relativa (H.R.) del 100 % usando agua destilada.
Las celdillas fueron retiradas a intervalos regulares de tiempo, selladas y pesadas
nuevamente en la microbalanza Mettler-Toledo. El contenido de humedad alcanzado en las
muestras fue calculado a partir de la ganancia de masa tomando como referencia el
contenido de humedad de 2.2% (b.h.) determinado en los escamoles anhidros (inciso 3.3).

Las celdillas una vez selladas, se dejaron a temperatura ambiente durante un tiempo
minimo de 24 horas para permitir el equilibrio de la humedad en toda la muestra antes de
realizar cualquier medicion en el calorimetro diferencial de barrido y también para

corroborar mediante un nuevo pesado que éstas fueron perfectamente selladas.

3.4.2. Preparacion de muestras con contenidos de humedades superiores a 50% (b.h.)
Todas las muestras con un contenido de humedad superiores a 50 % (b.h.) fueron
preparadas por adicion directa de agua destilada a porciones de muestras liofilizadas y
anhidras obtenidas en el inciso 3.3. Para promover un mezclado homogéneo, el proceso de
disolucion fue realizado con tratamiento ultrasonico (Ultrasonic Cleaner, modelo CD-2800,
serial: 201012, volts: AC100, frecuencia: 60HZ Watss.35) obteniendo asi una solucion de
escamol homogénea. Debido al riesgo de una separacion de fases, inmediatamente se

procedid al pesado de aproximadamente 5-10 mg de la solucion de escamol en celdillas de
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aluminio Tzero (TA instruments) con la microbalanza Mettler-Toledo (AG245:RS232, 0.1

mg/0.01 mg) y posteriormente selladas herméticamente.

Las celdillas selladas se dejaron a temperatura ambiente durante 24 horas. Después
de transcurrido este tiempo, las celdillas fueron nuevamente pesadas y corroborar asi que
¢stas fueron perfectamente selladas. Aquellas celdillas que presentaron diferencia de masa

fueron desechadas.
3.5. Analisis termogravimétrico (TGA)

Un andlisis termogravimétrico TGA fue requerido para caracterizar la temperatura
de desnaturalizacion (Td) y la temperatura de degradacion térmica (Tdt) del escamol
anhidro (2.2% b.h.). Dichas mediciones se llevaron a cabo en un TGA Q500 V20.13 Build
39 (TA instruments), equipado con el software Analisis 2000° para el analisis
termogravimétrico cuando el escamol anhidro fue calentado desde la temperatura ambiente
hasta 600 °C. La sensibilidad y la precision de la temperatura y el peso fueron +0.1 pg y
+0.001 °C, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado en una
atmosfera inerte con nitrégeno (ultra puro, de grado 5,0, 99,999% de pureza) a un flujo de
100 ml / min. Para ello, muestras de alrededor de 10 a 15 mg fueron pesadas en celdas de
aluminio Tzero TA Instruments, usando una microbalanza electronica (Mettler Toledo R-
3769: XS205, +0,01 mg). Una charola de aluminio conteniendo alrededor de 1ug de polvo
de aluminio fue utilizada como referencia. Las muestras fueron calentadas a razén de 20
°C/min desde temperatura ambiente hasta una temperatura de 600 °C. De acuerdo con los
objetivos establecidos en este trabajo de investigacion, las temperaturas de degradacion
térmica y de desnaturalizacion, asi como la evolucion de la reduccién de masa del escamol

anhidro fueron evaluadas a partir de las curvas TGA.
3.6. Analisis térmico por calorimetria diferencia de barrido (DSC)

Este analisis térmico fue realizado en un calorimetro diferencial de barrido Q2000
(TA Instrument, Lukens Drive, New Castle, Delaware 19720, United States), equipado con
un sistema de enfriamiento RCS90 permitiendo el andlisis en un rango de temperatura de -

90 a 550°C a una sensibilidad de £0.1°C y £0.2 uW. Ademas, dispone del software Andlisis
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2000° version 4.4 A para un andlisis correcto de los resultados. La linea base, fue calibrada
con una celdilla de aluminio Tzero® (TA Instruments) y con discos de zafiro. El calorimetro
diferencial de barrido fue calibrado tanto para la temperatura como para el flujo de calor
siguiendo las instrucciones indicadas en el manual de usuario proporcionado por TA
Instruments, usando indio como referencia (temperatura de fusion 156.6 °C, AHm=28.6
J/g). Los experimentos fueron llevados a cabo en una atmosfera inerte, con nitréogeno (ultra

puro, grado 5.0 y 99.999% de pureza) con un caudal de 50 ml/min.

Para la determinacion de los puntos de congelacion (Tm, Tm’), temperaturas de
transicion vitreas (Tg, Tg’) y temperaturas de desnaturalizacion (Td) en muestras de
escamoles preparados a diferentes contenidos agua, el protocolo calorimétrico propuesto
por Rahman (2004) y Zhao et al., (2015) con ligeras modificaciones fue aplicado. Para ello,
muestras del orden de 10 mg contenidas en celdillas DSC herméticamente selladas fueron
enfriadas a razon de 20 °C/min desde la temperatura ambiente hasta -90 °C, manteniéndose
a ¢sta temperatura durante 2 min, para asegurar una buena vitrificacion. Finalmente, las
muestras fueron calentadas hasta alcanzar la temperatura de 160 °C a una velocidad de
5 °C/min.

Es importante remarcar que para muestras de escamol preparadas en el intervalo de
humedad 10-40% (b.h.), un procedimiento de annealing a Tm’ -1 °C, segin lo
recomendado por Rahman (2004) y Zhao et al. (2015), fue adoptado para maximizar la
formacion de hielo. El valor aparente de Tm’ fue determinado a partir de un primer analisis
térmico sin annealing. Para lo anterior, una solucion de escamol con 40 % de agua (b.h.)
fue sometida a diferentes tiempos de annealing (30 y 60 min), manteniendo una
temperatura de annealing (Tm’-1 °C) y una velocidad de calentamiento (10°C/min)
constantes. Después de varios ensayos, fue observado que un tiempo de annealing de 60
min era suficiente para incrementar la formacion de hielo en éstas muestras. Por lo tanto,
las muestras de escamol con contenidos de humedad de 10-40 % (b.h.) fueron enfriadas a
una velocidad de 20 °C/min desde la temperatura ambiente hasta -90 °C y mantenidas
durante 2 min a esta temperatura, luego se calentaron a 5°C/min a la temperatura de
annealing, se mantuvieron durante 60 min, se volvieron a enfriar a -90 °C a 10 °C/min, se

mantuvieron durante 2 min, finalmente se recalentaron a 5 °C/min hasta 160 °C.
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Tg’, Tm’ y Tg, fueron, respectivamente reconocidos como el primero, segundo y
tercer cambio continuo caracteristicos de una transicion de estado observados en el flujo de
calor cuando las muestras fueron calentadas. Entonces, estos parametros fueron
determinados utilizando el método de media altura a partir en los termogramas DSC (Ablett
et al., 1992; Orlien et al., 2003; Goff et al., 2003). No obstante que los valores de Tonset,
Tmidpoint and Tendset, fueron determinados en cada uno de estos eventos térmicos, en
algunos casos solamente el valor del punto medio (T midpoint) fue reportado en este
trabajo. En lo que concierne a las transiciones de fases, tanto el punto de congelacion (Tm)
asi como las temperaturas de desnaturalizacion (Td) de las muestras fueron determinados a

partir de los picos endotérmicos observados en los termogramas.

3.7. Modelado de las transiciones térmicas

La temperatura de congelacion de los escamoles en funcion del contenido de sdlidos
fue modelada con la ecuacion modificada de Clausius-Clapeyron o ecuacion de Chen;
adaptada para el analisis de soluciones no diluidas y no ideales como es el caso de la
mayoria de los alimentos (Rahman, 2004 y Sablani et al., 2009):

Tm=Tw+[ 2 |n[ 17%BX (Ec.3.1)
AW 1— Xs - BXs + EXs)

donde Tm y Tw son respectivamente, la temperatura de congelacion del alimento (°C) y
temperatura de congelacion del agua pura, 3 es la constante molar del punto de congelacion
del agua (1860 kg K/kg mol), Aw es el peso molecular del agua, xs es la fraccion masica de
solidos (kg de solidos/kg de muestra), E, es la relacion de la masa molecular del agua y los
solidos (Aw/ks) y B, es definido como la relacion entre el agua sin congelar (a una
temperatura muy baja) y los solidos totales. En este caso, los pardmetros E y B fueron
ajustados simultaneamente mediante regresion no lineal con Microsoft Excel 2010. La
bondad del ajuste entre los datos experimentales y ajustados fue determinada mediante un

coeficiente de correlacion (R?).
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Por otro lado, para la evaluacion del efecto plastificante del agua sobre la
temperatura de transicion vitrea, los datos experimentales fueron sometidos también a un
analisis de regresion no lineal utilizando la ecuacion de Gordon-Taylor (Sablani et al.,
2010):

_ XsTgs +k(1-xsTgw
Xs + k(l- Xs)

Tgm (Ec.3.2)
donde Tgm, Tgs y Tgw, representan respectivamente, a la temperatura de transicion vitrea
del escamol, escamol anhidro y agua amorfa, mientras que xs y xw, representan a la
fraccion masica del s6lido y del agua, respectivamente, y k, es un parametro constante que
es proporcional al efecto plastificante del diluyente, en este caso del agua (Sablani et al.,
2010). EIl analisis de regresion no lineal fue hecho también con Microsoft Excel 2010,
usando el valor de -135°C como el valor de Tgw (Hallbrucker et al., 1989; Sablani et al.,
2010).

3.8. Calculo de la fraccion masica de agua no congelable (xw”)

En la literatura han sido propuestos diversos metodos y/o ecuaciones para predecir
el contenido de agua no congelable (xw’). En la mayoria de los casos el valor de xw’ se
obtiene por diferencia como (1-xs’), donde xs’ representa la fraccion masica en el punto de
méaxima congelacion-concentracion (Rahman, 2004 y Sablani et al., 2010). Por lo tanto, en
este estudio el valor de xs’ para el escamol fue obtenido a partir del diagrama de estado
utilizando tres procedimientos, como se indica a continuacion: (i) a partir de la interseccion
del valor promedio de Tg’ con la curva de transicion vitrea, (ii) a partir de la interseccion
del valor promedio de Tm’ con la curva Tm y (iii) a partir de la interseccion de la curva Tm

299

con la curva Tg, los cuales son etiquetados como xs’, xs’’, xs’”’, respectivamente. Sin
embargo, ha sido generalmente asumido que el contenido de humedad correspondiente al
valor de Tg’ y Tm’ deben ser iguales puesto que no hay formaciéon de hielo del lado
derecho de Tm’. Por lo que es muy probable que el tercer procedimiento, es decir, la

determinacion de xs’ a partir de la interseccion de la curva Tm y curva Tg sea un método

inapropiado (Rahman, 2004; Yu y Li, 2012; Zhao et al., 2015).
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3.8. Almacenamiento de escamoles a diferentes temperaturas de congelacion

Porciones de 100 g de muestra fresca fueron almacenadas durante tres semanas a
diferentes temperaturas de congelacién (-20, -35 y -80°C) con la finalidad de evaluar
cambios estructurales externos en los escamoles después de la descongelacion. Las
muestras fueron descongeladas a la temperatura de 4 °C durante un periodo de 4 horas con
la finalidad de promover una descongelacion lenta. La estructura externa de los escamoles
enteros se observo usando un microscopio digital USB Dino-Lite, modelo AM4113ZT4
Dino-Lite Premier, resolucion de 1.3M pixeles (SXGA) (Dino-Lite, Taiwan), con 10, 20 y
40X de ampliacion. La muestra fue colocada en el microscopio y una serie de imagenes
fueron obtenidas con una camara digital interna; un minimo de 20 escamoles fueron

analizados de manera individual.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Composicion quimica del escamol (Liometopum apiculatum)

En la Tabla 4.1 se muestra la composicién quimica proximal en base seca del
escamol. De acuerdo a lo mostrado en la Tabla 4.1 es evidente que los escamoles presentan
un alto contenido de proteinas, asi como de carbohidratos y lipidos, principalmente. Estos
resultados difieren ligeramente a los resultados concernientes a la composicién quimica de
los escamoles publicados por Ramos-Elorduy et al., (2001) y Pino-Moreno (2006). Es
posible que dicha diferencia sea debida, ya sea a las condiciones ambientales o al tipo de

alimentos a los que tienen acceso las hormigas en donde éstas crecen.

Tabla 4.1 Composicion quimica proximal de escamol (Liometopum apiculatum M) % en base seca.

Componente % en base seca
Proteina 41.8 £0.37
Carbohidratos 23.7+0.74
Lipidos 24.2 +0.66
Ceniza 8.3+ 0.47
Energia [kcal/100g] 137.6+3.1

Los valores medios + desviacion estandar de la determinacion de muestras por triplicado.

Asi también puede notarse que el contenido de proteinas en el escamol es superior
al de algunos alimentos convencionales como carne de pescado, cuyo contenido de
proteinas varia entre (18.2 a 20.0%), carne de bovino (17.4 a 19.4%), leche (3.5 a 4.5%) y
huevo (30%). En este contexto, el escamol puede ser considerado como una fuente
importante de proteinas sobre todo para aquellas personas que tienen facil acceso a dicho
producto.

Por otro lado, se sabe que los lipidos son sumamente importantes dentro de la
alimentacion diaria para mantener sano el organismo cuando éstos son consumidos de
forma moderada. En este caso, los escamoles estan constituidos por alrededor de 24%. De
acuerdo a los hallazgos realizados y reportados por Garcia-Mufioz (2016), se sabe que los
lipidos de los escamoles estdn conformados por 67% de acidos grasos insaturados y

alrededor de 31% de acidos grasos saturados. Actualmente, los acidos grasos insaturados
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son un tema de gran relevancia tanto para los consumidores como para el sector industrial
alimentario debido a los efectos benéficos que aportan.

Adicionalmente, el escamol puede ser considerado como un alimento bajo en
calorias, ya que una porcion de 100 g aporta solamente 137 kcal comparado con una
porcién similar de huevo fresco cuyo aporte es de 149 kcal. Cabe mencionar que en la dieta
mexicana el huevo esta clasificado dentro de los alimentos de bajo aporte calérico.

En la Tabla 4.2 se muestra que el escamol fresco presenta un alto contenido de
humedad (72% b.h.), categorizdndolo como un producto altamente perecedero, susceptible
a la invasion microbiana, asi como de reacciones bioquimicas de degradacion. Esta tabla
muestra también que el escamol liofilizado y almacenado en un ambiente de aw=0, por
largo tiempo y considerado en este trabajo de investigacion como escamol anhidro present6
un contenido de humedad del orden de 2.2% (b.h.). Lo anterior, expone que el concepto
anhidro fue dificil de alcanzar, particularmente en el caso de los escamoles. Sin embargo,
muestras a partir del escamol liofilizado fueron utilizadas para el analisis
termogravimétrico con la finalidad de caracterizar su correspondiente temperatura de
desnaturalizacion y de degradacion térmica y cuyos resultados obtenidos se discuten a

detalle a continuacion.

Tabla 4.2 Porcentaje de humedad del escamol fresco y liofilizado (% b.h.).

Escamol %o en base humeda
Fresco 72.1 +£0.09
Liofilizado (anhidro) 2.2 £0.009

Los valores medios + desviacion estandar de la determinacion de muestras por triplicado.

4.2 Analisis termogravimétrico

A manera de ejemplo, en la Figura 4.1 (a-b), se muestran las curvas TGA en funcion
de la temperatura cuando dos muestras similares de escamol liofilizado fueron sometidas al
mismo analisis termogravimétrico. En ambas muestras, dos picos endotérmicos estrechos
asi como la evolucion de la pérdida de masa conforme fueron calentadas pueden ser

observados. Las formas de ambos picos son tipicas de transiciones de fase de primer orden.
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En este caso, el primer pico observado alrededor de 160 °C fue considerado como la
temperatura de desnaturalizacion de proteinas mientras que el segundo pico observado
alrededor de 400 °C fue considerado como la temperatura de degradacion térmica de la
muestra. Es importante notar en estas figuras que ambas muestras comienzan a perder masa
a partir de 160 °C hasta obtener una pérdida del 80 % en masa cuando la temperatura de
400 °C fue alcanzada. Después de esta temperatura (400 °C), la pérdida de masa tiende a
ser constante. Slade et al., (1989), han indicado que cuando la proteina alcanza su
temperatura de desnaturalizacién, ésta puede presentar una ligera disminucion de su masa,
tal y como fue observado en este estudio. De esta manera, la temperatura de 160 °C fue
elegida como temperatura maxima de calentamiento en los experimentos de calorimetria
diferencial de barrido, cuando los puntos de congelacion (Tm, Tm’) y temperaturas de

transicion vitreas (Tg, Tg’) en el escamol, fueron evaluados.

4.3 Analisis térmico por DSC

4.3.1 Anélisis calorimétrico del escamol fresco
Los termogramas DSC mostrando el flujo de calor en funcion de la temperatura

cuando tres muestras de escamol fresco (72+0.09 % b.h) fueron analizados se muestran en
la Figura 4.2. En todos los casos se observaron tres picos endotérmicos tipicos de
transiciones de fases, con temperaturas promedios de 1.2 £0.5 °C, 62.5 £3.9 °C y 126.5
+5.3 °C. El primer pico endotérmico a 1.2 °C, fue considerado como el valor del punto de
congelacion del agua y fase lipidica congelable (Tm), mientras que el segundo y tercer
picos visualizados a 62.5 y 126.5 °C fueron respectivamente, asociados a la
desnaturalizacion de enzimas (Tdl) y a la desnaturalizacion de proteinas (Td2) con enlaces
disulfuro. Ha sido observado que la maxima actividad proteolitica de las enzimas
enddgenas de los escamoles ocurre alrededor de 50 °C (Castillo-Andrade et al., 2015).

El tercer pico endotérmico observado a 126.5°C puede estar asociado con la
desnaturalizacion de proteinas y enzimas que presentan enlaces disulfuro en su estructura.
Este tipo de enlaces presentan una energia de enlace de 300-380 kJ/mol, (Chan, 2007) lo
cual hace que sean mas termo-resistentes. El trabajo realizado por Garcia-Muiioz (2016)
indico la presencia de la enzima disulfuro isomerasa que pertenece a la familia disulfuro
oxido reductasa y que presenta este tipo de enlaces durante la formacion y sintesis de

proteinas y en el plegamiento del reticulo endopldsmico. Ademads, también se indicod la
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presencia de la proteina proteosoma sub unidad alfa tipo 6, la proteasa reguladora 268S, asi
como proteinas de choque térmico quienes presentan estos tipos de enlaces y cuya funcioén

estd relacionada con el plegamiento y degradacion de proteinas.
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Figura 4.1. Curvas TGA obtenidas para el escamol liofilizado (2.2% b.h.).
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Figura 4.2. Termogramas DSC analizados para la determinacion de Tm, Td1 y Td2 en escamoles
frescos (72+0.09 % b.h).

4.3.2 Analisis calorimétrico del escamol liofilizado

La Figura 4.3, muestra los resultados obtenidos cuando cinco muestras de escamoles
liofilizadas con contenido de humedad de 2.2% (b.h), fueron escaneadas por DSC. Aun
cuando estas muestras se caracterizan por contener agua no congelable, en todos los casos
fue observado un pico endotérmico alrededor de -7.2+0.5 °C asi como la endoterma
correspondiente a la desnaturalizacion de proteinas (156.4+4 °C) y al evento térmico
concerniente a la transicion vitrea (61 °C). Como fue mencionado anteriormente, estas
muestras liofilizadas no contienen agua congelable por lo que el primer pico fue
considerado como el punto de congelacion de la fase lipidica. Garcia-Mufoz (2016),
encontrd que los acidos grasos de mayor proporcion en los escamoles fueron el acido oleico

(C18:1n-9 cis), y el acido linoleico (C18:2n-6 cis) participando con 56.3%, un 4.2% y
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respectivamente. Por otro lado, Knothe y Dunn (2009) han reportado las temperaturas de -
7.15 °C y 15.6 °C como valores del punto de fusion para los acidos linoleico y oleico,
respectivamente. Puede notarse, que la temperatura de -7.15°C coincide con el valor de -7.2

°C encontrado en las muestras liofilizadas. En la seccion 4.3.3 se profundiza un poco mas

sobre este aspecto.
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Figura 4.3. Termogramas DSC analizados para la determinaciéon de Tm, Tg y Td en escamoles
liofilizados (2.2+0.009 % b.h).

En la Figura 4.3, puede observarse también que la temperatura de desnaturalizacion
de las proteinas con enlaces disulfuro (Td2), aumentd hasta valores entre 151 y 161 °C y
que el pico asociado a la desnaturalizacion de enzimas (Tdl) no fue percibido en las
muestras liofilizadas. Entonces, puede ser asumido que ambos fendmenos fueron
provocados por la disminucion drastica del contenido de humedad. Sin embargo, en las
muestras liofilizadas fue posible observar un evento térmico con caracteristicas tipicas de
una transicion de segundo orden a una temperatura promedio de 61.6+6.4 °C. Esta

temperatura fue reconocida en este trabajo de investigacion como la temperatura de
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transicion vitrea del escamol liofilizado. El valor de Tg determinado para el escamol
liofilizado se encuentra en el orden de magnitud de los valores de Tg reportados para
alimentos de origen animal con contenidos de humedad no congelable como el camarén
(53.1 °C, Qi-Long et al., 2015); atun (61.9 °C, Rahman et al., 2003); abalone (88 °C,
Sablani et al., 2004) pero como un valor muy inferior a las Tg reportados para el musculo
de jurel (154.4 °C, Qi-Long, 2009), salmén (156 °C, Diaz et al., 2010), gelatina de bovino
(147 °C, Raman et al., 2010).

Por otro lado, se sabe que los sistemas alimentarios de alto peso molecular como las
proteinas y los almidones, regularmente presentan valores de Tg superiores a la temperatura
de 50 °C (Forssel et al., 1997; Fitzpatrick et al., 2007; Sablani et al, 2010). Cabe
mencionarse que el valor de Tg encontrado para los escamoles liofilizados se encuentra
dentro del rango de Tg de 50 a 120 °C reportados para proteinas de origen animal con

contenidos de humedad no congelable recopilados por Sablani et al., (2010).

4.3.3 Analisis calorimétrico de lipidos extraidos en escamol liofilizado.

Algunas muestras de escamol liofilizado fueron sometidas a diversos lavados con
acetona con la finalidad de extraer los lipidos presentes en dichas muestras para su posterior
analisis mediante DSC. Un protocolo calorimétrico similar al utilizado en muestras
liofilizadas fue requerido. A manera de ejemplo, la Figura. 4.4 muestra alguno de los
resultados obtenidos. Se pueden observar claramente un pico exotérmico que corresponde a
la cristalizacion de los acidos grasos del escamol cuando la muestra fue enfriada desde la
temperatura ambiente hasta -90 °C y dos picos endotérmicos, uno bien definido y otro
ligeramente definido cuando la muestra fue calentada desde -90 °C hasta la temperatura
ambiente. Sin embargo, para los intereses perseguidos en este trabajo, solamente los dos
picos observados durante el calentamiento fueron analizados. De esta manera fueron
determinadas las temperaturas de fusion de -6.5 °C y 15.1 °C. Puede notarse que el valor de
-6.5 °C fue muy cercano al valor de -7.2+0.5 °C determinado a partir del pico endotérmico
presentado por las muestras liofilizadas. Lo anterior confirma entonces que el primer pico
endotérmico observado en la Figura 4.3 le corresponde al punto de fusion de la fase lipidica
conformado principalmente por el 4cido el acido linoleico y la temperatura de 15.1 a la

proporcion de acido oleico tal y como fue considerado previamente en la seccion 4.3.2.
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Figura 4.4 Termogramas DSC analizados para la determinacion de Tm de la fase lipidica
extraida del escamol.

4.3.4 Analisis térmico en muestras de escamol con agua congelable

La temperatura de fusidon del hielo (Tm), asi como las temperaturas
correspondientes al punto de maxima congelacion-concentracion (Tg’, Tm’), fueron
principalmente determinados en muestras de escamol acondicionados con contenidos de
humedad en un rango de 25 a 75 % (b.h.), de tal manera que se garantizara la formacion de
hielo en las muestras cuando éstas fueran enfriadas. Tal y como fue indicado en la seccion
de materiales y métodos (Seccion 3.6), el punto de fusion (Tm), fue considerado como la
temperatura del pico endotérmico, mientras que Tg’ y Tm’ fueron, respectivamente
reconocidos como el primer y segundo, cambio continuo caracteristicos de una transicion
de estado observados en el flujo de calor cuando las muestras fueron calentadas,
apoyandose con el software profesional (Analisis universal, TA, version 4.4.A). Los

resultados obtenidos son mostrados en la Figura 4.5.
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Cabe indicar que todas las muestras presentaron un pico exotérmico cuando éstas
fueron enfriadas a -90 °C y un pico endotérmico cuando fueron calentadas de -90 °C hasta
temperatura ambiente, aunque por cuestiones practicas ambos picos estan solamente
indicadas en las Figuras 4.5a, 4.5b y 4.5c. En la literatura, ha sido establecido que la
temperatura de congelacion es la temperatura en la cual el primer cristal de hielo aparece, y
es un momento en donde ambas fases, liquido (agua) y so6lido (cristal de hielo), coexisten
en equilibrio (Rahman, 2006; Rahman et al, 2005). Por lo tanto, si los procesos de
congelacion y fusion, son considerados completamente reversibles, desde el punto de vista
termodindamico, la temperatura de congelacion deberia ser igual a la temperatura de fusion
del hielo (Rahman, 2006; Rahman et al, 2005).

Sin embargo, puede notarse en las Figuras 4.5a, 4.5b y 4.5¢, que los valores de
temperatura obtenidos de los picos exotérmicos son completamente distintos a los valores
obtenidos de los picos endotérmicos. Esta disparidad podria estar influenciada por la
diferencia entre la velocidad de enfriamiento (20 °C/min) y la velocidad de calentamiento
(5 °C/min). Sin embargo, el proceso de cristalizacion involucra un arreglo de las moléculas
desordenadas hacia una estructura cristalina completamente ordenada, requiriendo un
arreglo inicial de un poco de moléculas para formar un nucleo estable y para el posterior
crecimiento de los cristales, por lo que el valor de temperatura obtenido de la exoterma de
cristalizacion siempre sera menor que el valor de temperatura obtenido del endoterma de
fusion. Debido a lo anterior, en la literatura se recomienda que el punto de congelacion y/o
fusion del hielo, se determine a partir de un endoterma de fusiéon como Tm y no a partir de
un exoterma de cristalizacion, tal y como fue considerado en este trabajo.

La Figura 4.5 (a-g) muestra que el valor de Tm vari6 desde -11.9 °C a -1.8 °C
cuando el contenido de agua fue variado desde 25 a 72 % (b.h.), observandose claramente
la depresion del punto de congelacion por la presencia de solutos. Mientras mayor fue el
contenido de s6lidos menor fue la temperatura de congelacion. La incorporacion de solutos
en un medio acuoso incrementa la complejidad de la cristalizacion lo que reduce la presion
parcial del agua y por tanto el equilibrio entre las fases (s6lido-liquido) puede ser alcanzada
solamente con una disminucion de la temperatura, causando de esta manera la depresion del
punto de congelacion (Rahman, 2006; James et al, 2009; Marella y Muthukumarappan,
2013).
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Tm’ ha sido interpretada como punto final de congelacion, y junto con Tg’
representan las temperaturas del punto de maxima concentracion por congelacion y por lo
tanto ambos valores deberan ser independientes del contenido de humedad de las muestras.
Es decir, que tedricamente, tanto Tm’ como Tg’ deberan presentar valores constantes en
todo el rango de humedad congelable (Orlien et al., 2003; Roos, 2010; Slade y Levine,
1986). Sin embargo, fue observado que solamente el valor de Tm’ tendid a ser mas o menos
constante ya que varié desde -26 °C a -19.8 °C mientras que Tg’ vari6 desde -42.3 a -28.9
°C en el rango de humedad estudiado. Comportamientos similares han sido observados en
diferentes alimentos con alto contenido de proteinas (Slade y lavine, 1987; Rahman et al.,
2003; Sablani et al., 2007; Akkose y Aktas, 2008).

Existen diversas hipdtesis para explicar la variabilidad de Tg’ o Tm’ con el
contenido de humedad, en la que se incluye la incompatibilidad de los diferentes solutos en
una mezcla, atrapados en torno a un desequilibrio de fase o sin nucleacion de cristales de
hielo, reduciendo la movilidad de algunos componentes (Rahman ,2004; Goft et al., 2003).
En este trabajo fue notado que la determinacion de Tg’ siempre fue mas dificil en matrices
complejas como el escamol que en soluciones de azucares. Sin embargo, la mayoria de los
autores han optado por establecer que el primer evento térmico describe una
desvitrificacion parcial del sistema (Tg’) y el segundo evento representa la transicion vitrea
de maxima congelacion concentracion y ésta puede ser considerada como la temperatura de
inicio de fusion de cristales de hielo (Tm’) (Ablett et al., 1992; Goff y Sahagian, 1996;
Goff et al., 2003; Orlien et al., 2003).

4.3.5 Analisis térmico en muestras de escamol con agua no congelable

Los termogramas DSC de la Figura 4.6, muestran el proceso de calentamiento desde
-30 hasta 160 °C, de tres muestras de escamol con contenidos de humedad no congelable
(4, 5.8 y 10 % b.h.). Dos picos endotérmicos, uno alrededor de -8 °C y otro alrededor de
135 °C, fueron observados. Es importante sefialar que el primer pico no vari6 con el
contenido de humedad, confirmandose de esta manera de que se trata del punto de
congelacion de la fase lipidica. Mientras que el segundo pico vari6é desde 129.7 a 136.8 °C

conforme el contenido de humedad en la muestra fue variado. Lo anterior, muestra que la
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Figura 4.5. Termogramas DSC analizados para la determinacion Tg’, Tm’> y Tm en escamoles
preparados a diferentes contenidos de humedad congelable (% b.h.). (a) 25, (b) 31, (c) 38, (d), 48, (e)
50, (f), 55, () 72.

temperatura de desnaturalizacion de las proteinas (Td2) se ve ligeramente afectada por la
presencia de agua. Sin embargo, en este caso en particular, no pudo observarse una clara
tendencia de la manera en que Td2 fue afectado. Sin embargo, en la literatura se indica que
la temperatura de desnaturalizacion de las proteinas aumenta conforme el contenido de
humedad en las muestras es disminuida (Bell y Hageman, 1996; Sanblani ez al., 2010).

También se puede observar en la Figura 4.6, que para cualquier nivel de contenido
de humedad, las muestras presentaron una transicion vitrea bien definida, la cual disminuyo
conforme el contenido de humedad fue aumentado, debido al efecto plastificante del agua.
Sin embargo, cabe remarcarse que el rango de transicion vitrea observado en los escamoles
fue mucho mas amplio que el rango observado en sistemas ricos en azucares (Ruiz-Cabrera
y Schmidt, 2015; Ruiz-Cabrera et al., 2016). Componentes de bajo peso molecular
proporcionan una transicion vitrea en un intervalo de temperatura relativamente estrecho
(10-20 °C), mientras que los componentes alimenticios de alto peso molecular como las
proteinas y almidon exhiben una transicion vitrea en un intervalo mucho mas amplio (tan
amplio como 50 °C) (Sablani ef al., 2010). También se ha senalado en la literatura que las
transiciones vitreas a menudo se extienden sobre un rango de temperatura debido a una
amplia distribucion de los tiempos de relajacion o a las transiciones no resueltas de los
diferentes componentes asi como la heterogeneidad del peso molecular de los componentes
en la mezcla (Gontard y Ring, 1996; Le Meste et al., 2002).
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Figura 4.6. Termogramas DSC analizados para la determinacién de Tm, Tg y Td2 en escamoles
preparados con diferentes contenidos de agua no congelable (% b.h). (1) 4, (2) 5.8, (3) 10.

4.4 Variacion de la temperatura de desnaturalizacion (Td2) en funcion del contenido
de humedad en las muestras

Las proteinas son los bloques fundamentales de la vida. Involucran diferentes
funciones de los sistemas vivos. Los enlaces por los que estdn unidos los aminoacidos para
formar las proteinas son enlaces covalentes denominados enlaces peptidicos (Frauenfelder,
2010). El comportamiento esperado en las proteinas cuando existe una eliminacion de agua
por liofilizacidon y/o atomizacion es la formacion de una matriz amorfa, donde la movilidad
molecular y cambios conformacionales de las proteinas se ven disminuidas lo cual
promueve a la desnaturalizacion asi como el entrecruzamiento por puentes de disulfuro o de
agregacion vias puentes de hidrogeno (Slade y Levine, 1991).

En la Figura 4.7, se muestra en un termograma DSC la variacion de la temperatura
de desnaturalizacion de proteinas (Td2) de muestras de escamol preparados a diferentes
contenidos de humedad. Se puede observar que la temperatura de desnaturalizacion varid
entre 115-148 °C en muestras con contenidos de humedad que variaron entre 4 y 38.3 %
(b.h.). Tal y como fue comentado en la Figura 4.6, el valor de Td2 se ve afectada

ligeramente por la presencia de agua. Sin embargo, el valor de Td2 no presenta una
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tendencia clara en funcidon del contenido de humedad segun lo reportado por Sablani et al.,
(2010) y Bell y Hageman, (1996).

Asi también Bell y Hageman, (1996) establecen que aunque las proteinas sean
termoldbiles, éstas pueden ser estabilizadas en presencia de azlcares o polisacaridos cuando
¢éstos son capaces de formar una matriz vitrea con las proteinas. El escamol posee dentro de
su constitucion y en alto porcentaje a la trealosa. La trealosa ha sido ampliamente utilizada
para aumentar la estabilidad de enzimas y diversas proteinas de interés bioldgico (Colaco et
al., 1992). Es probable entonces que este aztcar haya participado como un estabilizante en

la desnaturalizacion de las proteinas presentes en los escamoles.
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Figura 4.7 Variacién de la temperatura de desnaturalizacion de proteina con el contenido de
humedad (%ob.h) en muestras de escamoles. (1) 4.04, (2) 5.4, (3) 10.9, (4)15, (5) 20.5, (6) 25, (7) 32.7,
(8) 38.33.

Existen diversas teorias tratando sobre el mecanismo de proteccion de la trealosa a
las proteinas o biocomponentes (Kumar y Roy, 2009; Grasmeijer et al., 2013). La mas
comun se denomina “teoria de inmovilizacion” donde la trealosa es vista como un capullo
que atrapa la biomolécula en el interior de una matriz vitrea, como el ambar atrapa a los

insectos. De esta manera, el movimiento de las proteinas esta restringido por la matriz de
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azucar. La trealosa tiene la temperatura de transicién vitrea mas alta de todos los
disacaridos su valor se encuentra entre 105 °C -115 °C (Patist y Zoerb, 2004).

En general, la adicion de agua a una sustancia amorfa aumenta su movilidad
conduciendo a una disminucion de Tg. Aunque esta disminucion prevista se produce en el
caso de la trealosa, el valor Tg es todavia mucho mayor que la sacarosa 0 maltosa. También
en la trealosa amorfa, existen puntos locales de di-hidrato cristalino, con capacidad de
atrapar e inmovilizar las moléculas de agua residuales cuando el agua es escasa. Esto, junto
con la transicion reversible entre el di-hidrato y formas cristalinas anhidras, se propone
como un mecanismo por el cual la trealosa atrapa una biomolécula dentro de ella y la
protege durante la deshidratacion. En el caso de soluciones acuosas, la trealosa interacta
con el agua produciendo enlaces trealosa-agua que son mas fuerte que la interaccion agua-
agua por lo tanto esta unidn puede estar relacionada con su capacidad protectora (Jain y
Roy, 2008). Esta "desestructuracion” de la red de agua por la trealosa y por su
ordenamiento las moléculas de agua alrededor de si mismo no permite la formacion de
hielo y hace de la trealosa uno de los mejores crioprotectores conocidos. Lo que indica que
los disacaridos obstaculizan la cristalizacion de proteinas por la disminucion de la cantidad
de agua congelable. La simulacion dindmica molecular (MD), ha confirmado que la adicion
de disacéridos al agua conduce a una reorganizacion drastica de la red de enlace de
hidrogeno del agua y un aumento significativo en la fraccion de la formacion de la
poblacion de enlaces de hidrégeno. En si, la trealosa no tiene interaccion con las
biomoléculas que protege, su interaccion es con el agua presente ya sea en presencia de

agua congelable o no congelable (Jain y Roy, 2008).

4.5 Diagrama de estado

De acuerdo a la literatura un diagrama de estado ayuda en la identificacion de la
estabilidad de los alimentos durante el almacenamiento, asi como la seleccion de
condiciones adecuadas de temperatura y contenido de humedad para su procesamiento
(Roos y Karel, 1991; Rahman, 2006). Los diagramas de estado definen los limites de los
diferentes estados fisicos que un alimento puede presentar en funcion de la temperatura y
concentracion de sélidos, igualmente presentan transiciones de estado y de fases asociados.
Asi mismo estos diagramas contienen informacion sobre estados de equilibrio o

transiciones de primer orden (curva de enfriamiento (Tm vs. xs) y estados de no equilibrio
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0 transiciones de segundo orden (curva de transicion vitrea (Tg vs. xs), asi como las
temperaturas y concentracion correspondiente de la solucion concentrada en el punto de
maxima congelacion (Tm’, Tg’ y xs).

En un diagrama de estado la curva Tm representa el equilibrio entre la solucion y el
hielo formado teniendo un gradiente negativo representando la disminucién del punto de
congelacion con el aumento de la concentracion de so6lidos. La ecuacion de Chen o la
ecuacion modificada de Clausius-Clapeyron se utiliz6 para predecir la curva de Tm en
funcioén del contenido de solidos de escamol cuya prediccion se presenta en la Figura.4.8.
En esta Figura se presentan también a manera de comparacion las curvas experimentales y
simuladas obtenidas para la fructosa, glucosa y sacarosa.

El valor estimado para E, fue de 0.0322 y el peso molecular efectivo de los sélidos
de escamol se estimé como 559.0 se muestran en la Tabla 4.3. Algunos ejemplos de
valores reportados para E han sido los siguientes: 0.147 para datiles (Rahman, 2004); 0.238
para manzanas (Bai et al., 2001); 0.068 para ajo (Rahman et al., 2005); 0.082 para calamar
(Slade y lavine, 1987); 0.071 para atun (Rahman et al., 2003); 0.0275 para pez rey (Sablani
et al., 2007) y 0.041 para productos marinos (Akkose y Aktas, 2008), respectivamente.
Como puede observarse, los productos a base de azucar, es decir de bajo peso molecular
muestran valores de E mads altos, en comparacion a los alimentos cuya base son hidratos de
carbono no azucarados y/o con alto contenido de proteinas, es decir alto peso molecular
(Rahman et al., 2010). Cuanto mayor sea el peso molecular de la matriz menor sera el valor
de E.

En lo que concierne valor de B, para los escamoles fue encontrado un valor de
0.0174, el cual es relativamente bajo en comparacion con otros productos alimenticios
como: 0.38 para la carne de atin (Rahman et al., 2003); 0.30 para pez rey (Salami et al.,
2007); 0.18 para carne de vacuno (Rahman, 1994).

Las interacciones entre los solutos y el agua, afecta el punto de congelacion. Como
se ha mencionado anteriormente, el peso molecular de los alimentos influye en la
disminucion del punto de congelacion. El comportamiento producido durante esta
disminucion es diferente para cada matriz. A manera de ejemplo en la Figura 4.8 se muestra
la curva Tm, para diferentes compuestos (glucosa, fructosa y sacarosa) cuyos pesos

moleculares son conocido: 180.16 g/mol, 180.16 g/mol, 342.3 g/mol, respectivamente. En
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el caso del escamol, se desconoce su peso molecular pero es de suponerse que es muy

superior al de los azucares previamente mencionado.
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Figura 4.8. Curva Tm en funcion de la fraccion mésica para fructosa, glucosa, sacarosa y

El descenso del punto de congelacién, es directamente proporcional a la
concentracion molar de la disolucién. Lo cual significa que mientras menor sea el peso
molecular del soluto, la disminucion del punto de congelacion producida sera mayor, tal y
como se muestra en la Figura 4.8. Se dice que cada mol de particulas de soluto en un kg de
agua, produce un descenso del punto de congelacion de 1.86 °C (Castellan, 1987). Esta
proporcionalidad entre el descenso crioscopico y molalidad permite determinar con
precision la concentracion de particulas de soluto midiendo la temperatura a la cual se
congela la solucién.

El fenomeno de congelacion se debe a la agregacion de las moléculas, las cuales se
van acercando paulatinamente, disminuyendo asi el espacio intermolecular que las separa
hasta que la distancia es tal que se forme el s6lido. Cuanto mayor sea el peso molecular del

soluto, la temperatura de congelacion serd mas cercana a cero ya que la distancia entre las
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moléculas de agua que las separa es menor debido a que la cantidad de particulas presentes
en un mol disuelto es menor (Castellan, 1987). Este acercamiento se debe a que el
movimiento molecular se va haciendo menor debido a la disminucidn de la temperatura lo
que provoca que la energia cinética de las moléculas sea menor.

En el caso de sistemas de bajo peso molecular como fructosa, glucosa y sacarosa, se
requiere superar una distancia mas grande entre las moléculas de disolvente para formar el
solido. Se requiere mayor cantidad de energia para ordenar sus moléculas y pasar al estado
solido, por tanto, la temperatura de la disolucion debe disminuir por debajo del punto de
congelacion del disolvente puro para poder ser congelada (MacDonald y Lanier, 1997).
Puede notarse en la Figura 4.8, que existe una tendencia de como varia el punto de
congelacién en funcion del contenido de humedad y en funcién del peso molecular de los
sistemas. Los valores de Tm en escamoles siempre fueron mayores en todo el rango de
humedad seguido por los valores de Tm de la sacarosa.

Los parametros calculados con el modelo de Gordon-Taylor se muestran también en
la Tabla 4.3. Los valores de Gordon-Taylor para Tgs y k que se encontraron fueron
111.6°C y 13.1, respectivamente. Un valor de k de 5.01 fue reportado para musculo de jurel
(Qi-Long et al., 2009); 2.89 para atun (Rahman et al., 2003); 5.30 para camarén (Qi-Long
et al., 2015) y 6.06 para gelatina de bovino (Rahman et al., 2010).

El parametro k, es una medida de la interaccion entre el agua y los solidos de los
alimentos. Por lo tanto, valores de k mas grandes en una mezcla de alimentos indica que los
solidos son maés plastificados (Qi-Long et al., 2015). Con respecto al valor de Tgs =
111.6°C, este valor se encuentra en el mismo orden de magnitud de Tg reportados para el
musculo de jurel (154.4 °C, Qi-Long, 2009), salmoén (156 °C, Diaz et al., 2010), gelatina de
bovino (147°C, Raman et al., 2010).

Con los datos obtenidos tanto en la zona de agua congelable y no congelable se
construyo el diagrama de estado para escamol, el cual se presenta en la Figura 4.9. El
diagrama de estado obtenido presenta un comportamiento similar para sistemas
alimenticios de origen animal como el musculo de jurel (Qi-Long, 2009), salmoén (Diaz et
al., 2010), camardn (Qi-Long et al., 2015) gelatina de bovino (Raman et al., 2010). El
punto de méaxima congelacion-concentracién fue calculada por (1) extrapolacion en la

interseccion de la curva Tm hasta la curva de transicion vitrea, xs’=0.9039; (2) interseccion

54



entre las curva Tm y el valor medio de Tm’, xs’=0.8705 y por ultimo la (3) interseccion
linea Tg y el valor medio de Tg’, xs’=0.9039. De los tres métodos graficos utilizados dos
coinciden (1) y (3). De esta manera, un valor de xw’=1-0.9039 = 0.0961 kg agua/kg total
puede ser establecido para el escamol. Es importante sefialar que dicho valor es muy
inferior a los valores de agua no congelable (xw’~0.096) reportado para sistemas ricos en

azulcares.

Tabla 4.3 Parédmetros de la ecuacién de Clausius-Clapeyron, ecuacién de Gordon-Taylor y en la

maxima concentracion-congelacion obtenidos para escamol Liometopum apiculatum.

Ecuacion Clausius-Clapeyron Ecuacion Gordon-Taylor

Parametro
E B R? Tgs K R?
Valor
0.0322 0.0174 0.966 111.6 13.1 0.902
Maxima concentracion-congelacion
Pardmetro Tg’ (°C) Tm’ (°C) xs’ xs” xs’” xw’
Valor -30.9 227 0.9039 0.8705 0.9039 0.096

Los valores de xs’,xs”’, xs”” se reportaron en (kg sdlidos/kg total) y xw’ en (kg agua/kg total)

Entonces como condiciones en el punto de maxima concentracion-congelacion
fueron encontrados un valor de Tg’= -30.9 °C, Tm’= -22.7 °C y xs’= 0.9039 kg s6lidos/kg
total. Valores superiores de xs’ puede ser considerado como agua no congelable (Rahman
et al., 2005). La congelacion del agua o formacién de hielo serd solo posible cuando la
concentracion de soluto en la solucion sea inferior a xs’ permitiendo establecer las
condiciones adecuadas para este alimento tanto en las zonas de agua congelable como en el
agua no congelable. A concentraciones de soluto cercanas a xs’, existe un incremento de la
viscosidad, de esta manera viscosidades altas retrasan la formacion de hielo y por lo tanto
inhiben la maxima congelacidén-concentracion

La determinacion de agua no congelable es méas aceptable y precisa cuando la

interseccion de Tm con la linea de Tm’ es utilizada en el diagrama de estado, ya que este es
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el punto real cuando es posible que el agua se congele y se forme el hielo. La utilizacion de
un annealing podrian favorecer la medicion de Tm’, es decir, manteniendo la muestra a una
temperatura especifica para una duracién predeterminada (Rahman et al., 2010), como fue

el caso de la matriz de escamol

JAY

Temperatura (°C)

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
Fraccion mésica de solido (xs)

Figura 4.9 Diagrama de estado elaborado para la conservacién y procesamiento del escamol.

.. Con base al valor promedio de Tg’ = -30.9 °C obtenido a partir de la Figura 4.9, se
demuestra que la temperatura que se maneja de manera industrial para la conservacién de
alimentos de -18 °C no asegura la congelacion total del agua de este producto y por ende el
estado vitreo de la solucion crio concentrada no se produce. Si la velocidad de congelacion
es suficiente para formar cristales pequefios de hielo pero la temperatura final no es la
adecuada, el alimento sera susceptible a fendmenos de recristalizacion de hielo o de
crecimientos progresivos de los cristales, asi favoreciendo los procesos deteriorativos que

son activados en la presencia de agua liquida asi como la ruptura o debilitamiento de la
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estructura del alimento, este tipo de problema es el que actualmente este producto presenta
dado que de acuerdo a lo antes mencionado la temperatura de congelacién utilizada no es la
correcta. Entonces, para una conservacion adecuada del escamol, este debe almacenarse a
una temperatura de congelacion por debajo de -31 °C, asegurando asi la inmovilizacién
completa del agua no congelada y evitando posibles dafios estructurales en el proceso de
descongelacién.

4.6 Cambios estructurales externos

La estructura externa del escamol descongelado se muestra en la Figura 4.10,
después de ser almacenados durante 3 semanas a diferentes temperaturas de congelacion (-
20, -35 y -80 °C). Como puede observarse en dicha Figura, la estructura externa de las
larvas de hormiga se pierde después de ser congelados a -20°C, debido a que esta
temperatura es superior a la Tg’ (-31°C) reportada en el diagrama de estado para este
producto. Esta temperatura promueve la formacion de cristales de hielo de mayor tamafio y
al ser descongelados dichos cristales rompen la estructura del escamol liberando el liquido
interno del mismo, disminuyendo su calidad. De esta manera la textura del producto se ve
reducida durante el proceso de descongelacion, produciendo una disminucion de su
volumen y degradando los pigmentos que le proporcional un color amarillo aperlado
caracteristico de este producto. En la literatura ha sido demostrado que el crecimiento del
cristal durante la congelacion causa dafios en las proteinas, lipidos y en la microestructura
los cuales son los que promueven los cambios en la apariencia y textura de los alimentos
congelados (Kaale et al., 2011). La estructura externa de los escamoles almacenados a -35
°C puede ser observada en la Figura 4.10, a diferencia de lo observado en los escamoles
que fueron almacenados a -20 °C, a -35 °C se observé que la estructura de los escamoles
permanecid intacta, es decir con una buena apariencia y sin cambios en la textura de los
mismos. Cabe hacer mencién que después de la descongelacidn el producto conservo las
caracteristicas de un escamol fresco.

Lo anterior corrobora lo propuesto en el diagrama de estado (Figura 4.9) y lo
reportado en la literatura, donde se indica que la temperatura de congelacion de sistemas
alimentarios con alto contenido de humedad deber ser por debajo de Tg’, ya que a esta
temperatura el material alimenticio se encuentra en los estados fisicos de hielo, vidrio y

soluto (Nelson y Labuza, 1994; Roos y Karel, 1991). De esta manera se reduce el tamafio
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de los cristales de hielo que se forman asi como la actividad de agua. La formacion maxima
de hielo en los sistemas alimentarios durante la congelacion se lleva a cabo cuando los
sistemas se almacenan entre su Tm’ y Tg’, los cuales se encuentran por debajo de su
temperatura de transicion de transicion vitrea. Asi mismo la estructura de los escamoles
almacenados a -80 °C conservaron las caracteristicas tipicas de un escamol fresco después
de la descongelacion. Por lo tanto, los escamoles pueden ser almacenados en congelacion a

-35 °C conservando las caracteristicas de escamol fresco deseadas por el consumidor.
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Temperatura de congelacion
-20°C

-35°C
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Figura 4.10 Evaluacion de los cambios estructurales externos en escamoles después de ser almacenado a -20 °C, -35 °C, y -80
°C y posteriormente descongelados a 4 °C.
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5. CONCLUSIONES

El método calorimétrico utilizado de enfriamiento a -90°C y posterior calentamiento
hasta 160°C fue adecuado para la determinacion de los puntos de congelacion (Tm, Tm’),
temperaturas de transicion vitreas (Tg, Tg’) y temperaturas de desnaturalizacién (Td) en
muestras de escamoles preparados a diferentes contenidos agua.

Un proceso de annealing a Tm’-1 °C y 60 min fue requerido para el analisis térmico de
muestras con contenidos de humedad iguales o inferiores a 40% (b.h.).

Tres transiciones térmicas de primer orden correspondientes al punto de
congelacion del agua (Tm=1.2°C+0.5), a la desnaturalizacion de enzimas (Td1=62.5°C
+3.9) y desnaturalizacién de proteinas con enlaces disulfuro (Td2=126.5°C * 5.3) fueron
observados en escamoles frescos.

Las muestras deshidratados a un contenido de humedad del 2.2% (b.h.), el pico
asociado a la desnaturalizacion de enzimas (Tdl) no fue percibido pero permitio
caracterizar a la temperatura de transicion vitrea Tg = 61.6+6.4°C.

La temperatura de desnaturalizacion de la proteina (Td2) varié muy poco y con una
tendencia no clara cuando el contenido de humedad fue variado en las muestras de
escamoles.

El modelo modificado de Clausius-Clapeyron y el modelo de Gordon-Taylor
describieron de manera adecuada (R*>0.90), la variacion del punto de congelacion y la
variacion de la temperatura de transicidn vitrea en funcion del contenido de solidos.

El diagrama de estado elaborado para el escamol mostrdé que la fraccion masica de
agua no congelable fue de 0.0961 kg agua/kg total con valores de Tg’= -30.9°C, Tm’= -
22.7°C. Por lo tanto, se recomienda una temperatura de congelacion del orden de los -35°C
para garantizar una cristalizacion completa del agua congelable y evitar asi dafios
estructurales durante la descongelacion en escamoles.

El diagrama de estado propuesto en esta investigacion, puede ser utilizado de forma
adicional para predecir los procesos de deshidratacion asi como para el almacenamiento de

escamol deshidratado.
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