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1. OBJETIVOS

El suero, subproducto de la industria quesera, es un mate­

rial altamente nutritivo y a su vez altamente contaminante. Consi­

derando la creciente demandamundial de fuentes adicionales de pro­

teínas, sumadoal alto costo que impilica el tratamiento de este

afluente comotal, se hace evidente la necesidad de hallar proce­

sos alternativos de transformación a los ya existentes. Si bien son

conocidas muchas de las tecnologías implementadas en países desarro­

llados para la manufactura del suero, no siempre es posible aplicar­

la en nuestro país por falta de los equipos apropiados, que suelen

ser sofisticados en algunos casos y muycostosos en otros. Por es­

tos motivos el objeto de esta investigación fue hallar un proceso

simple y económico, que permita obtener un producto de bajo costo,

físico-química y microbiológicamente estable y organolépticamente

aceptable, para que pueda reemplazar por ejemplo al suero en polvo

o al concentrado de proteínas de suero en algunas de sus aplicacio­

nes, o que intervenga en nuevas aplicaciones y formulaciones para

consumo humano y animal. '

Para ello se adoptó un procedimiento basado en la combina­

ción de distintos métodos: tratamiento térmico moderado, control y

disminución de la actividad de agua (aw), disminución del pH y agrg
gado de ciertos agentes quimicos antimicrobianos permitidos por el

///



Código Alimentario Argentino. Para optimizar el proceso de preser­
vación se estudió la efectividad de distintas combinacionesde es­

tos métodos para inhibir el desarrollo de microorganismos contami­

nantes. Definidas las condiciones para lograr la estabilidad micro­

biológica del suero de queso, se evaluó la posible influencia de

estas condiciones en ciertas características de calidad importan­

tes del producto comosu color y su valor nutricional (indicado

por la pérdida de lisina disponible).

///



2. INTRODUCCION

2.1..Elaboración,comEosición, aplicaciones y aprovechamientodel

suero de queso

El suero es el líquido resultante de la coagulación de la

leche en la fabricación del queso, tras la separación de la casei­

na y de la grasa. La caseina puede ser separada por coagulación o

por acidificación, obteniéndose suero dulce o suero ácido respec­

tivamente. La figura 1 ilustra la tecnología de elaboración de que­

so por coagulación y la obtención de suero dulce, que fue la materi

primautilizadaemesta investigación (Spreer, 1973).

El rendimiento en suero varía según el tipo de queso. El que

so de pasta dura requiere aproximadamente 100 lt. de leche para pro

ducir 10 kg de queso, dando alrededor de 9 lt de suero por kg de

queso elaborado. En el caso de quesos de pasta semi-dura o blanda,

el rendimiento es de 5 a 7 lt de suero por kg de queso (a mayor

blandura, mayor retención de suero de queso).

La tabla 1 muestra la elaboración de queso en nuestro país

por tipo de pasta. De la producción total correspondiente al año

1984, se exportó 4.859 toneladas y el resto se comercializó inter­

namente para consumo.

La producción mundial de suero líquido es estimada en

///
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Figura 1: Tecnologia de elaboración de queso por coagulación (a)

(a) Spreer (1973)



Tabla 1 : Elaboración de quesoé por tipo de pasta en la Argen­

tina (a) (toneladas)

Año Dura Semidura Blanda Total

1982 45.899 82.434 110.843 239.176

1983 48.714 82.317 116.621 247.652

1984 32.322 80.675 98.881 211.879

(a) Secretaría de Agricultura y Ganadería de la Nción.

///



8,5x1010toneladas (Zall,1983) para el año 1982 el que contiene

6,3x108 toneladas de proteínas. La tabla 2 muestra 1a producción

aproximada de suero líquido para los años 1982 - 1984 en nuestro

païs, y los valores potenciales de proteína y lactosa que se pue­

den obtener por el procesamiento de este suero líquido. Estas ci­

fras de niveles de proteínas y lactosa aprovechables nos da una

idea de la importancia del suero comomateria prima de alto apor­

te proteico¿alos fines de la alimentación humanay animal. La com­

posición del suero fresco (líquido), se muestra en la tabla 3

(Josephson y Harper, 1974).

La tabla 4 muestra una comparación de la leche y los dos

principales efluentes de la industria láctea: suero procedente de

la fabricación de queso y permeato procedente de la fabricación

de queso blando por ultrafiltración (UF) en países comoCanadá y

Francia (Jelen, 1983). El principal problema de estos dos efluen­

tes es el contenido de lactosa. En el caso del suero, hay una can­

tidad suficiente de proteínas, para que su recuperación resulte

interesante. Sin embargo, en el permeato, practicamente, el problg
ma se reduce al contenido de lactosa y minerales. En la figura 2

se muestra la magnitud relativa del problema del procesamiento de
estos efluentes.

Las proteínas contenidas en el suero son de excelente ca­

///



Tabla 2 : Producción aproximada de suero de queso en la Argen­

tina y valores aproximados de proteínas y lactosa que

se pueden obtener por su procesamiento (a)

Año Suero líquido Proteínas Lactosa

(toneladas) (toneladas) (toneladas)

6 ¿e L,1982 1,57x10 1,18x10 7,30x10

¿í
1983 1,63x106 1,22x10 7,59x1ol1

6 4 41984 1,37x10 1,03x10 6,36x10

(a) Secretaría de Agricultura y Ganadería de la Nación.

///



Tabla 3 : Composición aproximada del suero de queso (a)

Porcentajes (%)
Componentes

Suero por coagulación Suero por acidificación

agua 93 93,5

lactosa 4,9 4,4

proteínas 0,8 0,7

grasa 0,2 0,04

minerales 0,5 0,8

ácido láctico 0,2 0,5

pH 6,45 5

(a) Josephson and Harper (1979)

///



Tabla 4 Composición promedio de efluentes de la industria

lactea comparada con la leche (a)

Contenido (%)
Componente

Proteína Grasa Lactosa Minerales

Leche 3,3 3,8 5,0 0,9

Suero 0,9 0,05 4,8 0,8

Permeato 0,1 0,01 4,8 0,6

(a) Jelen (1983).

///
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sóHdos del
suero

, lactosa .
protenïas numerales

Figura 2: Magnitud relativa de los problemas relacionados al

reprocesamiento de efluentes tales comosuero de que­

so o permeato procedente de la fabricación de queso

por ultrafiltración (a)
(a) Jelen (1983)
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lidad, y también es una muybuena fuente de vitaminas y minera­

les provenientes de la leche. La distribución de las principales

sustancias nitrogenadas se muestran en la tabla 5. A pesar de

que el contenido proteico es de sólo 13%(en suero deshidratado),

se lo reconoce comoexcelente suplemento para la mayoría de las

proteínas que constituyen los alimentos básicos de grandes pobla­

ciones en el mundo(cereales). Estas proteínas están constituí­

das por una mezcla de proteinas y glicoproteínas. Sus componen­

tes son las albúminas y globulinas que se insolubilizan por ca­

lentamiento a aproximadamente 90°C. En contraste con la caseína

(proteína más abundante en la leche), las proteínas del suero

son solubles al valor del pHisoeléctrico de la caseïna (4,5-4,6).

Cuandoestán desnaturalizadas (por acción del calor), su solubi­

lidad en la región isoeléctrica (o en soluciones salinas) está

disminuida en gran medida y coprecipita con la caseína. La frac­

ción proteica coagulable por calor del suero es fundamentalmen­

te globulina y albúmina. La no coagulable pero precipitable en

parte por ácido tricloroacético, se la designa fracción "protea­

sa-peptona" (sustancias de PMintermedio entre proteínas y pép­

tidos). Las sustancias "nitrogenadas no proteicas" son materia­

les dializables, de PMinferior a 500, que permanecen en solu­

ción en las distintas condiciones en que se produce la precipi­

///
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Tabla 5: Distribución de las principales sustancias nitrogena­
das de la leche de vaca (a)

Proporciones

Relativas gramos por litro

Prótidos totales 100 32
Cascína entera 78 100 25

Caseína ns 40 10,0
Cascína 3 30 7,5

Cascína x 15 3,8

Diversos 15 3,7

Proteínas del suero 17 100 5,4

- lactoglobulina 50 2,70

. - lactoalbümina 22 1,20

Globulina (inmunes) 12 0,65

Sero-albúmina 5 0,25

Proteosas-peptonas 10 0,60

Sustancias nitrogenadas 5 1,6
no oroteicas

(a) Alais (1971).

///
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tación de las proteínas, y son de estructura química muyvaria­

ble (junto a aminoácidos libres se encuentran urea,creatina, crea­

tinina, ácido úrico, amoniaco,nucleótidos, fosfolípidos). (Alais,
1971).

Hasta no hace muchos años, el suero se consideraba como

un residuo de eliminación costosa. Dada su composición, pH y aw
(>—0,99), este sufre un rápido deterioro si se lo mantiene a

temperatura ambiente. Lo habitual era derivarlo a los rios. Con

el desarrollo de la industria quesera, se crearon serios proble­

mas de contaminación producidos por la eliminación de este efluen

te. En este sentido, las reglamentaciones en prevención de la con
taminación, obligaron a los fabricantes a elaborar el suero o a

montar instalaciones propias de evacuación. La primera alterna­

tiva, que es la más beneficiosa, a llevado a muchosinvestigado­
res a estudiar caminosalternativos de utilización de este sub­

producto (Jelen, 1983; Schingoethe, 1975; Hargrove et al., 1975).

Los procesos más comúnmenteutilizados se pueden clasifi­
car en:

- Procesos de separación O fraccionamiento: entre éStOS se en­

cuentran la ultrafiltración, electrodiálisis, e intercambio
iónico entre otros, aplicados para obtener los ingredientes

///
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funcionales del efluente.

Procesos de concentración: Se utiliza para concentrar el suero

o su fracción proteica, aplicándose para esto evaporación bajo

vacío u ósmosis inversa (Wesley, 1981).

Procesos de secado: Este es un proceso importante en la elabo­

ración de ingredientes para la industria alimentaria; habitual­
mente se utiliza secado spray o liofilización. Se deben tener

algunas precauciones debido a la higroscopicidad del producto

final y la necesidad de evitar el daño térmico de las proteí­
nas.

Se sabe que actualmente, en países desarrollados comolos

Estados Unidos, el 50%del suero total producido se lo envía a

sistemas municipales o industriales de tratamiento (Morr, 1984).

El 50%restante es elaborado para distintos usos (Tabla 6). Más

del 50%del suero manufacturado es transformado en suero en pol­

vo. Este se obtiene por concentración hasta el 50%de sólidos

y un posterior secado spray, lo que implica un costo significa­

tivo. Su composición aproximada se muestra en la tabla 7

(Weisberg, 1976).

///
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(a) Morr (1984).

Tabla 6: Valores estimados de elaboración de suero de queso en

U.S.A., 1982 (a)

Producto Toneladas

. 4Suero condensado 5,4x10

Suero en polvo, consumo humano 2,8x105

Suero en polvo, consumo animal 8,0x104

. . . 4Suero parc1almente delacnosaco 5,6x10

l . . . 4suero parc1almente desmlnerallzado 1,4x10

. 4Protelnas de suero concentrado 3,2x10

. 4Mezclas númedas con caseïna o 6,3x10

proteína de soja
5Lactosa 1,0x10

///



Tabla7:Composiciónaproximadadesuurodequesodeshidratado(a) Componentes(%)

Aminoácidos

Vitaminas

Proteína Grasa0,9 Fibra0,0 Cenizas8,0 Humedad4,5 Calcio0,6 Fósforo0,6 Sodio0,7 Lactosa Energía(Kcal/lb)1500,0

Arginina Metionina Lisina Triptofano Histidina Isoleucina Leucina Fenilalanina Valina treonina

VitaminaA VitaminaE VitaminaB12 Tiamina Riboflavina Niacina Acidopantoténico Colina Acidofólico

200UI/lb

0,11UI/lb

10,0ug/lb
2,2mg/lb

10,0mg/lb

4,0mg/lb
20,0mg/lb

900,0mg/lb

0,44ug/lb

(a)Weisberg(1976).

-16­
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En nuestro país se produjeron 2.380 toneladas de suero

en polvo cn el año 1984. Actualmente este polvo es un componen­

:e en muchos alimentos para consumo humano, entre los que se in­

fi luyen productos de panificación y pastelería, helados, sopas

preparadas, quesos fundidos, bebidas analcohólicas y formulacio­

nes para niños (Bates et al., 1974). Las desventajas del suero

en polvo son su tendencia al apelmazamiento y el ser pulverulen­

to. La higroscopicidad es provocada principalmente por su conte­

nido de lactosa amorfa, pero las proteínas y sales también par­

ticipan en la absorción de humedad. Sin embargo, la lactosa co­

:o componentepredominante del suero tiene una influencia deci­

siva sobre su higroscopicidad. Por lo tanto, la mismapuede re­

bajarse considerablemente si la lactoas está presente en el pro­
ducto final en forma de un monohidrato de alfa-lactosa, no hi­

groscópico, aunque el suero en polvo con un 100%de contenido de

lactosa en forma de cristales es todavía hasta cierto punto hi­

groscópico, debido a la presencia de las sales y las proteínas.

La tabla 8 muestra la cantidad y porcentajes de utilización de

suero cn polvo en Estados Unidos para el año 1982 (Morr, 1984).

Entre los otros procesos mencionados, los más utlizados son los

necesarios para separar las proteínas y la lactosa. Para la re­

cuperación de las proteínas existen dos procesos comúnmenteapli

cados. Si tanto la lactosa comoel suero parcialmente delactosa­

///
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Tabla 8: Utilización de suero en polvo y concentrado de proteínas

de suero en consumo humano, 1982 (a)

Aplicación Suero en polvo Concentrados de proteinas

(Kg) (%) (Kg) (%)

Panadería 35,86 30 0,045 0,6

Mezclas con proteínas 29,51 25 3,632 46,0

Industria láctea 29,51 25 4,086 51,0

Mezclas con cereales 16,80 14 ---—- ---­

SOPaS 1,73 1,4 ---—- ———­

Confituras 1,14 1,0 ----- ---­

Carne procesada 0,68 0,6 0,045 0,6

Margarina 0,64 0,5 ----- ---­

Institucionales 0,18 0,2 -———- ---—

Comidas de infantes --—— -—- 0,045 0,6

Bebidas/comidasdieté- ---- --- 0,045 0,6
ticas

Total 119,76 100 7,900 100

(a) Morr (1984)
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do son de interés, se debe desmineralizar y concentrar por ósmo­

sis inversa (RO)o evaporación al vacío, cristalizar la lactosa

y secar el concentrado de proteína (30%). Si lo que se busca es

una proteína concentrada de mayor pureza (35-80%) se debe uti­

lizar ultrafiltración (UF), seguida de concentración y secado.

Sin embargo, el costo de proceso por Kg de proteína, en este úl­

timo caso, es sumamenteelevado. El punto principal de esta re­

cuperación no es la dificultad del proceso, sino su costo. Por

este motivo varios investigadores han propuesto pretratamientos

para la UF, tendientes a aumentar el flujo de proceso más que a

mejorar la calidad del producto final, motivados en consideracig
nes económicas tales comocosto de equipamiento, depreciación,

reemplazo de la membrana, etc. (Matthews, 1979).Como ejemplo de

este pretratamiento se puede mencionar el tratamiento de clari­

ficación utilizado en Holanda para suero ácido, que involucra

una desmineralización y una floculación. Otro ejemplo es el tan

discutido tratamiento Australiano que consiste en calentar el

suero a 80°C por 15 segundos, controlando el pH en alrededor de

5,5 (Hayes, et al., 1974). Si bien este tratamiento supuestamen­

te aumenta el flujo del proceso de UF, paralelamente disminuye

la solubilidad final de la proteína obtenida. En estudios rela­
tivamente recientes, se ha concentrado la atención en el uso de

///
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métodos basados en la separación de proteínas de suero con elec­

trolitos (formación de complejos insolubles con carboximetilce­

lulosa, trimetafosfato, hexametafosfato y tetrametafosfato de
sodio), incrementandoel contenido proteico por filtración en

gel o por intercambio iónico.

En la tabla 9 se muestra la composición del concentrado

de proteína de suero y la comparación con leche en polvo descre­

mada (Morr, 1984), y en la tabla 8 se dan las apliciones que es­

te concentrado tiene en Estados Unidos. El concentrado de proteí­

nas se lo obtiene en forma de polvo. Las formas obtenidas con un

mínimode desnaturalización presentan propiedades físicas alta­

mente deseables para uso alimentario. Por ejemplo su "flavor"re­

lativamente suave, su alta solubilidad y su facilidad para coa­

gular (fenómenoque es responsable de interesantes interacciones

con otras proteínas) (Wingerd, 1970).

Una importante aplicación de estos concentrados es en la

preparación de proteínas texturizadas. Estos gránulos son prepa­

rados a partir de formulaciones en las que intervienen grasa,

concentrado de proteínas de suero y "flavors" (a queso, pollo,

jamón, etc.). Al ser agregados a una sopa, en el comienzo de su

ebullición, los gránulos se hidratan y las proteínas coagulan

para dar piezas con "flavor" y textura similar al producto desea­
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Tabla 9: Composición del concentrado de proteínas de suero

(CPS) y leche en polvo condensada (LPD)

35% CPS 70-80% CPS LPD
Componente

(%)

Proteína, mín. (Nx6,38) 35 76 35,8

Lactosa, máx. 40-60 8,0 51,4

Minerales, máx. 2-20 3,0 7,9

Grasa, máx. 2,4-4,5 8,0 0,7

Humedad 4,0 4,0 4,0

(a) Morr (1984)
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do. Tambiénse preparan gránulos con "flavor" a fruta, de partí­

cular interés en productos de horneado y de cereales para desayu­

no. Estas proteinas muestran propiedades funcionales únicas que

las hacen convenientes para la fortificación de bebidas analco­

hólicas carbonatadas. Considerando el volumensignificativo de

este tipo de bebidas que se consumen, especialmente por los ni­

ños, la incorporación de sólo un 1%en peso de concentrado de

proteínas (80%), representaría un aumentodel valor nutritivo

con un ligero incremento en los costos. Es obvio que las proteí­
nas aisladas deberán sufrir un mínimode desnaturalización en

razón de su principal propiedad funcional que es la solubilidad.

El concentrado de proteínas de suero (35%)podrá reemplazar a la

leche descremada en polvo en preparaciones para lactantes, ya que

el efecto de suplementación del suero es más pronunciado que el

de la leche descremada. De especial interés son los elevados ni­

veles de lisina, triptofano y azufrados en las proteínas del sue­

ro, los que hacen que este subproducto sea valioso comosuplemen­

to de proteínas vegetales de baja o relativamente baja calidad
nutricional (cereales, lino, etc.). El nivel relativamente bajo
del aminoácido fenilalanina en las proteinas del suero, lo seña­

la particularmente conveniente comouna fuente natural de proteí­

nas en la dieta recomendadapara el tratamiento de niños con fe­
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nilcetonuria.

La otra recuperación indispensable en el procesamiento del

suero, es la de la lactosa. Se sabe que ningún proceso de recu­

peración de proteína puede hacer económico el reprocesamiento del

suero, si no se intenta paralelamente una solución para el mane­

jo del gran caudal de lactosa emergente de este efluente. La hi­

drólisis de la lactosa para obtener jugos azucarados parece ser

uno de los procesos con más futuro para solucionar este problema.

La hidrólisis puede ser química o enzimática. En el caso de hi­

drólisis química, se aplican altas temperaturas (90-140°C) y muy

bajos pH (1,5), controlado por el agregado de ácidos y por colum­

nas de intercambio iónico (MacBean, 1979). En ambos casos los

problemas ingenieriles que se presentan, tales comoel de corro­

sión, son muy serios, y por lo tanto no se conocen muchas apli­
caciones industriales. La hidrólisis enzimática es la más fre­

cuentemente aplicada en la industria. La enzima/Ï-galactosidasa,
se adquiere comercialmente, en su forma libre. Coton (1981) su­

giere que el camino más económico es la utilización de la enzima

inmovilizada. Haydos rutas posibles para la hidrólisis enzimá­
tica:

- la hidrólisis puese ser llevada a cabo en el permeato despro­
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teinizado, conjuntamente con una operación de recuperación de

la proteína.

- el suero completo es tratado sin remover previamente la proteína

La conversión del permeato en el jugo azucarado requiere

un paso adicional de desmineralización. Para la desmineralización

de suero en forma industrial, cuando se requiere más del 90%de

desmineralización, se aplica el proceso de intercambio iónico, pe­

ro tiene la desventaja de la inespecificidad respecto a que iones
se remueven. Si se desea sólo un 70%de desmineralización, la

electrodiálisis es más económicaque el intercambio iónico. Es­

tos jugos azucarados son utilizados en helados, confituras, pro­

ductos frutales y producción de levaduras entre otros.

2.2. Consideraciones generales sobre preservación de alimentos

por métodos combinados basados en la reducción de la acti­

vidad de agua

Los objetivos que se persiguen en la preservación de ali­
mentos son:

a- estabilidad microbiológica
b- estabilidad nutricional



c- estabilidad organoléptica

Es evidente que la estabilidad microbiológica es priorita­

ria debido a que está directamente relacionada con la salud huma­

na, por lo tanto este objetivo se debe conseguir independiente­

mente del tipo de alimento que se quiera preservar. La estabili­

dad nutricional y organoléptica puede variar dentro de un cierto

rango de aceptabilidad que depende de cada alimento en particular.

Desde la antiguedad, el hombre observó que el deterioro

podía ser retrasado o prevenido con la reducción del contenido

de agua. Fue así que se realizó el secado natural o la deshidra­
tación mecánica comometódos de conservación. Posteriormente se

vio que la humedad de un producto no era el parámetro más adecua­

do para predecir su estabilidad y que ésta estaba vinculada a

otro propiedad relacionada con el estado del agua en el alimento.

Surge entonces el término de actividad de agua comoexpresión de

la cantidad de agua "disponible" para intervenir en las reaccio­

nes de deterioro (Scott, 1957). Basados.en este concepto apare­

cen los llamados "alimentos de humedadintermedia" (IMF), defi­

nidos comoalimentos suficientemente húmedos para ser consumidos

sin rehidratación previa y estables sin refrigeración o proceso
térmico (Kaplow, 1970). Estos alimentos contienen una humedad ex­
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presada en base seca, del 20 al 50%, la que implica valores de

actividad de agua en el rango 0,70-0,86. Su estabilidad se debe

a la reducción de aw impidiendo de esa forma el desarrollo mi­
crobiano. Luego del éxito obtenido con los alimentos de humedad

intermedia para perros, se intentó desarrollar alimentos de hu­

medad intermedia para consumo humano (Heidelbourgh y Karel,

1975; Davis et al., 1976; Flink, 1978). Sin embargo, éstos no

resultaron exitosos debido, básicamente, a que las concentracio­

nes necesarias de los humectantes agregados (sal, azúcar, polio­

les) para reducir la aw al valor deseado, lo hacen inaceptable
desde el punto de vista organoléptico. Es importante destacar

también, que si bien los alimentos de humedadintermedia presen­

tan buena resistencia al deterioro microbiano, sus condiciones

los hacen particularmente favorables al desarrollo de otras reac­

ciones de deterioro comoel pardeamiento no enzimático y la oxi­

dación de lípidos (Labuza, 1975), disminuyendo de esta forma su

calidad y aceptabilidad. Por esta razón es importante hallar una

formulación tal que permita obtener un alimento organoléptica­

mente aceptable y donde además se minimicen todas las reacciones

de deterioro. Este enfoque ha sido últimamente aplicado, desa­

rrollándose técnicas que permiten obtener alimentos microbioló­

gicamente estables, de actividades de agua más elevadas que los
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de humedadintermedia, superando de esta forma los inconvenientes

anteriormente mencionados (Fox y Loncín, 1982). Estos alimentos

se obtienen comoresultado del efecto combinadodel control y

disminución de la actividad de agua, disminución del pH, control

de la composición y agregado de aditivos antimicrobianos. El ali­

mento resultante puede ser conservado sin refrigeración y sin

llegar a su deshidratación, disminuyendode esta forma el costo

energético y obteniéndose además un alimento de buena calidad

organoléptica y nutricional.
Estas fueron las razones que impulsaron la idea de estu­

diar la posibilidad de estabilizar el suero de queserïa, sin uti­
lizar refrigeración y sin llegar a la deshidratación.

2.2.1. Actividad de agua en alimentos, su predicción y determi
nación

En un sistema líquido/vapor de un sólo componente, la ten­

dencia que presentan las moléculas al escape se mide en términos

de la energía libre de Gibbs (G). En un sistema de multicomponen­

tes, la tendencia al escape del solvente (denominadocomponente

l) está dada en términos de su potencial químico (ul)
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ul = ( SG/Bn (l)1)T,P,n2,...,ni

donde ni es el número de moles de la especie i.

Es útil definir fugacidad (fi), la cual para ciertas si­
tuaciones es asimilable a la presión de vapor (pi). Para vapores
saturados a temperaturas ordinarias, la diferencia entre fugaci­

dad y presión de vapor es muy pequeña; por ejemplo a 293 K la

relación f/p para el agua es 1,001 (Franks, 1982). El potencial

químico del agua está dado por

ul = R T ln f1 + A1 (2)

donde Al es una constante a una dada temperatura. Para un cambio
en la concentración de agua a una dada temperatura

ul —uï = ¿ul = R T 1n(fl - fï) (3)

El concepto termodinámico de actividad de agua (ai o aw),
fue definido básicamente por Lewis (1907) comorelación entre la

fugacidad real y la fugacidad del componente en el estado

standard,
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aw = fl/fï (4)

donde fl es la fugacidad del agua en el alimento y fï es la fu­
gacidad del agua en un estado standard definido. Luego en este

estado, aï = 1 y en cualquier otro estado

u-uO=RTlna (5)
1 1 1

El estado standard es arbitrario y las limitaciones que

esto implica son:

a- que la temperatura del estado standard de referencia sea igual

a la temperatura del sistema.

b- que la presión total esté definida.

La comparación de aw = fw/fg con la humedad relativa de

equilibrio del mismosistema (pw/pg) muestra que hay una dife­
rencia no mayor del 0,2% a temperatura y presión ambiente. La

fugacidad es una presión corregida y la presión de vapor del

agua a temperatura ambiente es baja y se comporta como ideal,

lo que justifica la siguiente definición operativa de actividad
de agua
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aw = pw/p: <6)

donde pw es la presión de vapor de agua en el alimento y p: la
presión de vapor del agua pura a la misma temperatura y presión.

Se deduce que la aw del agua pura es 1; la presencia de distin­
tos constituyentes químicos, provocan la inmovilización parcial

del agua y por la tanto disminuyen su capacidad de vaporizarce,

provocando en consecuencia una disminución de la actividad de

agua. La ecuación anterior indica que la actividad de agua tam­

bién puede relacionarse con la humedadrelativa de equilibrio

(HRE) por la ecuación

aw = HRE/lOO (7)

El parámetro actividad de agua da idea de la "disponibi­

lidad" de agua para participar de reacciones química, enzimáti­

cas (Acker, 1962) y de crecimiento de microorganismos (Scott,

1957). Esto indica que el agua contenida en los tejidos anima­

les, vegetales y por lo tanto en los alimentos, no indica de

por sí sola la "disponibilidad" del agua y por lo tanto la aw
es el parámetro que caracteriza el estado físico-químico de la

mismao sea su disponibilidad. Comoconsecuencia de esto, la
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actividad acuosa es una de las variables de control más importan­

te en la tecnología de preservación de alimentos. El efecto glo­

bal de la aw en las alteraciones más típicas que puede sufrir un
alimento fue condensada por Labuza (1975), en el denominado "ma­

pa de estabilidad de los alimentos" (figura 3). La información

que este mapa da es general, ya que muchas variables del alimen­

to (composición, pH, potencial de óxido-reducción, tipo de adi­

tivos, etc.) y la relación de éstas con la aw determinan para ca­
da alimento un comportamiento especifico.

Numerosos procesos de preservación de alimentos se basan
en la reducción de la actividad acuosa. Por esta razón se hace

necesario definir cuáles son los fenómenosque determinan la re­

ducción de la actividad de agua en los alimentos; estos son:

1- Sorción

2- Disolución de solutos

3- Fuerzas capilares

Se puede considerar que un alimento es una mezcla de agua

con varios constituyentes comobiopolïmeros, azúcares, sales inor­

gánicas y orgánicas, etc. que puedenvariar cualitativa v cuanti­
tativamente en función de factores tales comosuelo, clima, va­
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Figura 3: Hapa de estabilidad de los alimentos (a)
(a) Labuza et al. (1970)
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riedad, procesamiento, almacenamiento, etc. Dada esta composición,

los primeros dos fenómenos mencionados son los de mayor importan­

cia y el conocimiento de los mismos provee la herramienta necesa­

ria para predecir la actividad de agua de los alimentos.

Sorción

Los componentes de los alimentos que no se solubilizan,

que son usualmente biopolímeros (proteínas, almidones, pectinas,

celulosa, etc.) ligan agua en su estructura, lo que produce una

reducción de la aw. Este efecto por lo general, comienza a pre­
dominar cuando el porcentaje de agua en base seca es menor que

el 50%. El término sorción indica todos los procesos en los que

un sólido se combina reversiblemente con las moléculas de agua.

Para indicar la dirección del proceso se utilizan los términos
adsorción y desorción. Este proceso involucra adsorción física

y condensación capilar. El método más efectivo de estimar la can­

tidad de agua ligada de esta manera es a través de las isotermas

de sorción, que son curvas que relacionan el contenido de agua

del sólido con su presión de vapor de agua en el equilibrio o

sea con su aw. Básicamente se observan dos tipos de curvas en
los alimentos, la sigmoidea (en la mayoría de los casos) y la de
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incremento gradual (figura 4)..

La mayoría de los investigadores están de acuerdo en de­

limitar tres secciones diferentes de las isotermas de sorción

(figura 5).

1. Zona I

Corresponde al agua fuertemente ligada; en esta zona el

agua se fija a los grupos polares del sustrato. La energia

de adsorción de esta capa monomolecular es del orden de 1 a

15 Kcal/mol. Esto explica que el agua de esta capa sea difícil

de extraer y que no congele.

N Zona II

Corresponde al agua débilmente ligada. Se trata de sucesi­

vas capas de agua, fijas sobre la primera por intermedio de

enlaces hidrógeno.

3. Zona III

Corresponde al agua libre. Esta representa la mayor parte
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del agua de los alimentos frescos. El agua por muy "libre" que

sea no sale espontáneamente de los tejidos ya que se encuentra

retenida dentro de la estructura del gel que conformanlos

biopolímeros.

Usualmente existe histéresis en el rango intermedio de aw,
hallándose la rama de adsorción por debajo de 1a de desorción.

Las isotermas de sorción permiten conocer:

a. La relación entre el contenido de agua del sistema y su aw.
b. Calor de sorción, importante desde el punto de vista del secado.

c. Contenido de agua de la monocapa.

Si bien existen más de 75 ecuaciones para describir mate­

máticamente las isotermas de sorción, desde el punto de Vista

práctico se usan unas pocas que cumplen con el compromiso de jus­

tificar teóricamente los datos y resultan sencillas de utilizar.
Entre ellas, la más conocida y ampliamente utilizada es la Ecua­

ción BET (Braunauer- Emmet-Teller)

a
w —

m(1-aw)_mlc+ m1c— (8)
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donde:

m = humedad (gHZO/gsólidos)

m1 = humedad correspondiente al valor de monocapa
c = constante relacionada con el calor de sorción

Esta ecuación se aplica para sistemas con aw menor que 0,5.
Las variaciones de temperatura afectan marcadamenteesta relación

en los alimentos (Wolf et al., 1973). Los gradientes de tempera­

tura conducen a gradientes de presión de vapor de agua, producien­

do una transferencia de humedady cambios en los niveles de aw
hasta alcanzar nuevamenteel equilibrio. Varios autores han pro­

puesto ecuaciones que tratan de describir su dependencia con la

temperatura para cada alimento en particular, llegando general­

mente a relaciones muy complejas.

Disolución de solutos

En el caso de alimentos frescos y de aquellos denominados

semihúmedos (aw> 0,75), el pricipal responsable de la reducción
de la actividad acuosa es el fenómenode disolución de solutos.

Estos solutos pueden estar presentes naturalmente en el alimen­

to o ser agregados durante su procesamiento. Cuandolos solutos
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se disuelven en agua, la entropía disminuye porque las molécu­

las se orientan con respecto al soluto. El agua tiene menor li­

bertad de escapar a 1a fase vapor y comoconsecuencia de ello,

disminuye la presión de vapor. Este concepto es la base de la

teoría de disminución de la aw.
Por su naturaleza dipolar, el agua disuelve o dispersa mu­

chas sustacias iónicas. Existen además un grupo grande de sustan­

cias no iónicas que también son solubles en agua, tales comoal­

coholes, aldehidos, cetonas, etc., y cuya solubilidad radica en

la tendencia a formar uniones hidrógeno entre el agua y los gru­

pos polares característicos. En estas disoluciones pueden apare­
cer distintas entidades, tales comomoléculas unidas covalente­

mente, iones solvatados y no solvatados, grupos de iones asocia­

dos electrostáticamente o iones complejos. Estos afectan el agua
libre en condiciones de intervenir en reacciones de deterioro.

Los solutos puedenclasificarse en electrolitos y no elec­

trolitos de acuerdo con el comportamiento de sus soluciones acuo­

sas con respecto a la corriente eléctrica. Esta clasificación no
es absoluta pero permite definir tratamientos diferenciales en

cuanto a la presencia de uno u otro soluto para la predicción

de la aw en alimentos. Los no-electrolitos, por ejemplo sustan­
cias orgánicas en solución tales comolos polialcoholes, pueden
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interactuar con el agua u otros componentes mediante formación

o ruptura de uniones puente hidrógeno. Teniendo en cuanta esta

propiedad, Rowlin (1969) clasifica las soluciones orgánicas acuo­

sas binarias por la fuerza de las uniones hidrógeno con los gru­

pos oxhidrilos de agua. De la serie nitrilos, cetonas, ésteres,

alcoholes, poliéteres, aminas, polialcoholes y poliaminas, los

primeros dos, muestran con el agua una solubilidad crítica con

la temperatura, hasta tener lugar una separación de fases. Los

últimos dos son completamente miscibles con el agua, y los otros
muestrancaracterísticas intermedias.

Los electrolitos al disolverse en agua tienen un compor­

tamiento más complejo que los no electrolitos debido a la pre­

sencia de múltiples entidades. Existen diversos criterios para
su clasificación. Sin embargola división más corriente en la bi­

bliografía, que toma en cuenta su capacidad de disociación en el

solvente, es la de electrolitos fuertes y electrolitos débiles.
Es conveniente, sin embargo, considerarlos comoelectrolitos aso­

ciados y no asociados (Robinson y Stokes, 1965). Los electroli­

tos no asociados comprendenaquellos solutos que al disolverse

en el solvente producen sólo iones, cationes y aniones, posible­

mente solvatados. La ionización es completa y no existe eviden­
cia de la existencia de moléculas covalentes o de asociaciones
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entre iones de cargas opuestas. El cloruro de sodio en agua es

el ejemplo típico de este grupo. En general, cuando el solvente

es agua, se comparten así los haluros y percloratos alcalinos y

alcalinos térreos, los nitratros y algunos haluros y percloratos
de los metales de transición. Esta subdivisión podria asimilar­
se en parte a la de los electrolitos fuertes. Los electrolitos
conocidos comoasociados pueden subdividirse en electrolitos dé­

biles y pares iónicos. Los primeros comprendenaquellos solutos

que pueden existir comomoléculas covalentes no disociadas y como

iones. Todos los ácidos pertenecen a esta clase, incluyendo los

llamados ácidos fuertes comoel ácido clorhídrico y perclórico.

Las bases, (con excepción de las de los metales alcalinos y de

los hidróxidos de sales cuaternarias y algunas sales comoel HgCl2
pueden ser consideradas electrolitos débiles. Los pares iónicos

no son moléculas definidas, pero se comportan como si fueran mo­

léculas no ionizadas. En ellos ocurre asociación por atracción

puramente electrostática entre iones de signos opuestos. Los sul­

fatos especialmente de metales divalentes son los componentesmás

típicos de esta clase. Esta clasificación no es rigurosa, pero

permite un mejor tratamiento para el estudio de soluciones acuo­

sas, especialmente las que contienen especies iónicas que se halla
normalmenteen alimentos.Todas estas consideraciones de interac­

ción de solutos en medio acuoso deberán, por lo tanto, tomarse en

cuenta en la eleccción del humectantea utilizar para disminuirla
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En la elección del soluto mas adecuado, además del factor aw, de­
berán considerarse otros factores tales comosolubilidad, textura,

sabor, pH, límite fisiológico, costo, etc.

Predicción de la actividad de agua

El primer paso para la predicción de la actividad de agua

de un alimento consiste en conocer cuales son los principales

constituyentes y sus cantidades relativas respecto al agua presen­

te en el mismo. En alimentos frescos, el agua es el principal cons

tituyente, representando el 75-95%del peso de los mismos. Su aw
está determinada solamente por la naturaleza y concentración de km

especies químicas (de peso molecular relativamente bajo) natural­

mente disueltos en el alimento. Dadoque la concentración de estos

solutos (no iónicos o ionizables) en alimentos frescos es relati­

vamente pequeña, la actividad acuosa de los mismos difiere poco de

la unidad. Chirife y Ferro Fontán (1982) calcularon la actividad

de agua para una gran cantidad de frutas, vegetales y carnes y en­

contraron que la mismase encuentra en el intervalo 0,970-0.996.

En alimentos procesados, se pueden considerar dos tipos principa­

les: a- los alimentos deshidratados con una aw inferior a 0,750,
en los cuales debido a la baja proporción relativa de agua, el fe­

nómenode adsorción es el principal responsable de la reducción
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de la actividad acuosa y b- los alimentos semihúmedos, con aw su­
perior a 0,750, en los que el agua constituye una proporción con­

siderable de su peso y por lo tanto la depresión de la actividad

de agua se debe a fenómenos de disolución de solutos.

Dadoque el material utilizado en esta investigación se en­

cuadra en la categoria b, (es decir alimentos semihümedos), se de­

sarrollará la teoria necesaria para la predicción de la actividad
de agua de este tipo de alimentos. El estudio de la actividad de

agua de los alimentos semihümedoses básicamente el estudio de la

aw de soluciones, el cual es conocido en sus bases físico-quimi­

cas. Idelamente, la disminución de la aw responde a la ley de
Raoult; de acuerdo a ella, o. = x. p.‘l l l , es decir que la presión
parcial de cualquier componentede una solución es igual a la pre­

sión parcial del componentepuro por su fracción molar en la solu­

ción. Por lo tanto,

n
H Oa :x =_—2.—___

n
HZO+ nsoluto

En muchos casos, existen desviaciones de este comportamieg
to ideal debido a:
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- no toda el agua es capaz de actuar comosolvente.

- no todo el soluto está en solución.

- las interacciones entre moléculas de soluto causan desviaciones
de la idealidad.

El comportamiento ideal es seguido por soluciones diluídas.

Por ejemplo, la ecuación 9 predice con un error de 1%la aw para
soluciones de glucosa o glicerol hasta una concentración 4M,para

soluciones de sacarosa hasta 2My para muchoselectrolitos hasta

1M.

La tabla lO muestra la validez de la ley de Raoult para es­

tas y otras soluciones de alta actividad de agua.

Las propiedades termodinámicas de electrolitos fuertes fue­

ron extensamente estudiadas por Bromley (1973)yPitzer(1973). Pit­

zer (1973) desarrolló un sistema de ecuaciones para las propieda­

des termodinámicas sobre la base de un análisis modificado del clg

sico modelo de Debye-Hückel. El coeficiente osmótico, ¿,está dado
por la ecuación desarrollada por Pitzer (1973) como:

. (ZvM vx)B 2 (VM VX
¡M xl m v MX v MX
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Tabla 10: Validez de la ley de Raoult para soluciones de alta aw

Raoult Experimental

Sacarosa 0,960 0,951

Glucosa 0,938 0,929

Glicerol 0,909 0,898

Maltosa 0,952 0,942

Sorbitol 0,931 0,923

Propilenglicol 0,908 0,900

NaCl 0,902 0,892

KCl 0,855 0,846
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donde:

vM y vx = número de iones de M y de X

ZMy Zx = cargas respectivas de los iones
v = v + v

M X

Los otros valores son:

‘y2f=—A[—I._;]
1 + b 12

(l)_ (0) _ 9
BMx — BMX + BMX exp( alz)

donde:

A = 0,395 a 25°C (coeficiente de Debye-Hückel)

1,2 (Pitzer, 1973)

a = 2 (Pitzer y Mayorga, 1973)

I = % m. Z = fuerza iónica

BMXy C = segundo y tercer coeficiente viriales

Para cada sustancia los dos parámetros Bág) y sái)
nen el segundocoeficiente Virial. El tercer coeficiente virial

defi­
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es usualmente despreciable. El factor numérico ZvM que multi­vx

plica el segundoy tercer coeficiente virial en la ecuación de

Pitzer, se mantiene en función de conservar la simplicidad de la

misma. Estos coeficientes representan las interacciones en un

corto rango para pares y tripletes iónicos. En la ecuación

(2 vaX)/v y 2(\2M\)X)3/2/v son unitarios para un electrolito MX
simétrico.

Bromley (1973) desarrolló un sistema de representación y

estimación de propiedades termodinámicasde electrolitos fuertes,

que fue descripto por Pitzer y Mayorga (1973) comouna simplifi­
cación del modelode Pitzer. El tercer coeficiente virial es omi­

tido, y el segundo es modificado a una forma que también depende

de la fuerza iónica pero sólo con un parámetro (B). Esta ecuación,

a pesar de ser menosexacta, es sin embargosatisfactoria para
altas concentraciones de soluto (6M).

Esta se expresa como:

u‘i"

I'_ _ ' ! I <- lí __
f — 1 2,303 iAv [z+ z_¡ e; . (p I ) (0,06 + 0,6 B).

I , I.lz+Z_lï uan-135} (11)
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donde:
k k

Av = 0,511 Kg mol a 25°C

!Z+ Z_| es el producto de la carga de los iones

%) 3 k 1
t

((01 =—[1+pI ———ï¿-21n(1+ol’)]
(p 1%)3 1+_OI

p se toma igual a 1 (para todos los solutos)

B es un parámetro para cada soluto

_ 2 1 + 2a I _ ln(1 + al)
w(a I) - a I j(1 + aI)2 a I

a _ 1,5|z+z.

Los datos obtenidos de coeficiente osmótico para cualquie­

ra de las dos ecuaciones anteriores, se puede utilizar para cal­
cular la a

w

aw = exp(- o m1 mv) (12)

donde:
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o = coeficiente osmótico

m1 = peso molecular
m = molalidad del soluto

v = número de moles de todas las especies que dan un mol

de soluto en solución

Para el caso de no electrolitos en solución acuosa,

Norrish (1966) desarrolló una ecuación basada en un simple aná­

lisis termodinámicode soluciones,

a =X 2
w 1 exp(- K x2) (13)

xl = fracción molar del agua

x2 = fracción molar del soluto
K = constante característica de cada no electrolito

Los valores de K para el cálculo de la aw, se pueden ob­
tener en bibliografía. Algunos de estos valores se muestran en
la tabla 11.

Comoya se mencionó anteriormente, los alimentos no son

soluciones simples sino mezclas complejas. Por lo tanto para po­
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Tabla 11: Valores de la constante de Norrish, K,para no

electrolitos (25°C) (a) (b) (C)

Soluto K

PEG 600 56

PEG 400 26,6

lactosa 10,2

lactulosa 8,0
sacarosa 6,47

PEG 200 6,1

d- ácido tartárico 4,68

maltosa 4,54

glucosa 2,25

fructosa 2,25

ácido málico 1,82

sorbitol 1,65
eritritol 1,34
glicerol 1,16

propilenglicol 1,0

(a) Chirife y Ferro Fontán (a) (1980)

(b) Chirife y Ferro Fontán (b) (1980)

(c) Chirife et al” (1980)
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der predecir la aw de la mayoría de los alimentos es necesario
poseer ecuaciones de predicción en soluciones de multicomponen­

tes. Una forma rigurosa de calcular la aw tanto para soluciones
simples como para complejas es la dada por la ecuación de Gibbs­

Dühem (Rockland y Stewart, 1981).

Ei ni d(ln ai) = 0 (presión y temperatura constantes) (14)

donde:

ni = número de moles del componente i

ai = actividad del componente i

Para una solución binaria que contiene un sólo soluto en

agua, con una molalidad mi, la ecuación anterior se transforma
en:

55,5 d(ln aw) = - mi d(ln ai) (15)

La actividad del soluto ai en esta mezcla binaria es ex­
presada como

a. =mizfi (16)
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donde:

Kg = coeficiente de actividad del soluto en el sistema bi­
nario

Reemplazandoen la ecuación 15 se obtiene la siguiente
ecuación:

_ _ _1_ 0
dln(aw) — 55,5 mi dln(mi‘:’i) (17)

En una solución de multicomponentes la ecuación anterior

se generaliza de la forma:

n" =- Y'
cln(aw) 55,5 igl dln(mi .i) (18)

donde:

{í = coeficiente de actividad del componentesoluto i del
sistema.

Comoresultado de las interacciones de los solutos presen­

tes, los coeficientes de actividad en la mezcla no tiene el mis­

movalor que en una solución simple. Estas interacciones, de las
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cuales no se sabe mucho, hacen muydifícil la resolución de es­

ta ecuación si no se realizan algunas simplificaciones. Si la

solución no es muyconcentrada, la interacción entre los distin­

tos componentes puede ser despreciada. Ross (1975) asumió que

los efectos de interacción entre estos componentesse cancelan

en promedio, lo que matemáticamente significa que:

' = Í.X. l (19)

entonces,

dln(a ) = —j;- [m d(ln m v0) + m d(ln m v0) +w 55,5 1 1 1 2 2 2

+ m d(ln m v0) + 1 (20)3 3 3 . . . . ..

sustituyendo la ecuación 16 e integrando

ln aw = ln a3 + ln a3 + ln a3 + ..... + ln aO
1 2 3 wn

que es la ecuación derivada por Ross (1975)

0 0 0a = a . a . a ..... (21)
w w1 w2 w3
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Por lo tanto la aw de una solución compleja se reduce a la produc­
toria de la actividad de agua de la solución acuosa de cada com­

ponente, medidos a la misma molalidad que en la solución compleja.

Ross (1975) demostró la validez de su ecuación para mezclas de

azúcares, sales e ingredientes no solubles; en estos casos (aw >

0.8) el error porcentual fue menor que el 2%. A altas aw, la ecua­

ción de Ross da una razonable estimación. A bajas aw, para mezclas
sólidas, la ecuación da desviaciones importantes. Esta ecuación

fue aplicada a carnes de humedadintermedia registradas en la li­

teratura (Chirife et al., 1978) y a alimentos "semi-húmedos"ela­

borados en la Argentina (Vigo et al., 1979). El resultado de es­

tos trabajos demuestra que la ecuación de Ross es un método sim­

ple y razonable para predecir la aw en soluciones de multicompo­
nentes.

Medición de la actividad de agua

La determinación de la actividad acuosa puede realizarse

mediante la medición de la humedadrelativa de equilibrio o la

medición del descenso crioscópico. Dentro del primer grupo se

pueden mencionar los manómetros de presión devapor,los higrómetros

de fibra y los higrómetros eléctricos. Los manómetrosson utili­

///



-55­

zados para determinar la aw de alimentos por medición de su pre­
sión de vapor (Acott y Labuza, 1975; Karel y Nickerson, 1964;

Vos y Labuza, 1974).La.muestra escolocada en un recipiente conec­

tado a un manómetro y evacuado. El sistema se mantiene a tempe­

ratura constante permitiendo que la muestra llegue al equilibrio

en aproximadamente una hora. Se mide la presión de vapor, se re­

mueve el agua evaporada y a continuación se mide la presión de

vapor de los gases remanentes y de los volátiles. La actividad

acuosa del alimento se obtiene por diferencia de las dos lectu­

ras precedentes dividida la presión de vapor del agua pura a la

misma temperatura (Labuza et al., 1976). Este método es efecti­

vo en un rango de aw de 0 a 0,9 (Vos y Labuza, 1974). B1 méto­

do tiene muchaprecisión pero poca exactitud por no poder al­

canzar el equilibrio térmico de la muestra. No es aconsejable

realizar mediciones de comidas fermentadas o muestras que man­

tengan un crecimiento microbiano debido a que la evolución de

gas invalida la medición.

Los higrómetros de fibra son ampliamente utilizados de­

bido a su bajo costo comparado con otros equipos como por ejem­

plo los higrómetros eléctricos. El instrumento consta de una ca

ja de acero inoxidable donde se coloca la muestra, con una tapa

que contiene el elemento sensor para medir la actividad de agua,
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además posee un capilar termométrico de compensación de tempe­

ratura. La propiedad utilizada por el instrumento es el cambio

de dimensión longitudinal de una fibra sintética que absorbe

humedad. Esta fibra de respuesta sensitiva, es una poliamida y

el valor de aw medido es leído directamente en un dial ubicado
en la parte superior de la tapa. Estos instrumentos son calibra­

dos con soluciones salinas saturadas en el rango en que se va

a realizar la medición y ésta debe ser chequeada periódicamente.

Si se expone tiempos prolongadosa muestras que contengan volá­

tiles puede presentar problemas de contaminación. El tiempo de

equilibrio es de 3-4 horas y el rango de actividad de agua en

que se puede utilizar es de 0,4 a 1,0.

Los higrómetros eléctricos se basan en la medición de la

conductividad, resistencia o capacidadckaunasal higroscópica,

una resina de intercambio iónico y un capacitor polimérico res­

pectivamente en equilibrio con la atmósfera (Troller y

Christian, 1978). Comoen el caso anterior (higrómetro de fi­

bra), el equipo debe ser calibrado con soluciones salinas sa­

turadas en el rango de medición (Favetto et al., 1983), pero

su tiempo de equilibrio varía de %a 1 hora según el tipo. Son

precisos y rápidos pero tienen inconvenientes comosu alto cos­

to y los problemas relacionados con el sensor debido a enveje­
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cimiento o contaminación con glicoles, alcoholes y otros volá­

tiles orgánicos provenientes de las muestras.
La medición del descenso crioscópico se realiza en un

crióscopo y los valores del punto de congelación leídos pueden

ser transformados en aw mediante la siguiente relación:

- ln a = 9 6934 10’3 e + 4 761 10'6 92 (22)
w ' ° F ' ° F

donde:

GF = depresión del punto de congelación.

Para la mayoria de los solutos de interés en el área de

alimentos, los valores de aw calculados de esta forma no difie­
ren en más de 0,01 unidades de a con respecto a los valoresw

medidos a 25°C, y es aplicable para valores de aw superiores
a 0,85 (Ferro Fontán et al., 1981 b).

2.3. Efectos de la actividad de agua en el crecimiento micro­
biano

En un alimento los microorganismos deben afrontar una

serie de factores que influencian su crecimiento, esporulación,
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germinación, morfología, movilidad y producción de metabolitos.

La actividad de agua es uno de los factores más importantes

(Troller, 1980), pero es importante tener en cuenta que ésta

interactúa con otros factores tales comotemperatura (Wodzinski

y Frazier, 1960), pH (Troller, 1973), presencia o ausencia de

aire (Chiristian et al., 1973), concentración de hidrógeno,

concentración de oxígeno y dióxido de carbono, tipos de solutos

utilizados y presencia de sustancias inhibitorias. Cuandoalgu­

nos de estos factores no está en su valor óptimo para el micro­

organismo en cuestión, el efecto inhibitorio de la reducción

de la aw tiende a aumentar. Esto es muy importante ya que per­
mite obtener un producto microbiológicamente estable con una

combinación de condiciones relativamente suaves. En los pará­

grafos siguientes se analizarán algunos de estos factores y la
interacción entre ellos.

2.3.1. Factores que afectan la estabilidad microbiolgica

a- Actividad de agua

El desarrollo de microorganismospresenta algunas diferen­

cias entre bacterias, hongos y levaduras, pero, en forma gene­
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ral, se puede decir que ya sea por fisión binaria, gemacióno

extensión de hifas, las fases de crecimiento que se observan en

cada caso son similares (Troller et al., 1978). Existe un primer

periodo de adaptación, conocido comofase lag, seguido por un

crecimiento acelerado (fase exponencial), luego la velocidad de

crecimiento disminuye, alcanzando un balance entre ésta y la ve­

locidad de muerte (fase estacionaria). Eventualmente, la veloci­

dad de muerte puede superar la de crecimiento, y en este caso se

entra en una fase declinante, disminuyendo la población microbia­

na. Es bien conocido, que en forma general, una disminución de

aw inhibe el desarrollo de los microorganismos. Esto se ve refle­
jado en el aumento de la fase lag, disminución de la fase loga­

ritmica y fase estacionaria (Troller, 1980) (figura 6). Este com­

portamiento es válido para bacterias, hongos y levaduras. La ta­

bla 12, recopilada por Troller (1979), nos da los valores de aw
minimo de crecimiento de algunos microorganimsos comunes en ali­

mentos, en el caso de que los demás factores de stress estén en

sus valores óptimos para el desarrollo de cada microorganismo en

particular.

Bacterias

La mayoría de las bacterias no halofílicas crecen a aw
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control

reducida

l
numerodemícroorganísmos

tiempo

Figura 6: Efecto de la reducción de la aw en el crecimiento
de bacterias (a)

(a) Troller (1980)
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Tabla 12: Mínima aw para el crecimiento de microorganismos (b)

aw Bacterias Levaduras Hongos

0,98 Clostridium botulinum tipo E,
Pseudomonas (a)

0,97 Clostridium (a) botulinum
tipos A, B y C

0,96 Flavobacterium, Klebsiella,
Lactobacillus (a), Proteus (a)
Pseudomonas, Shigella

0,95 Alcaligenes, Bacillus, Citro­
bacter, Clostridium, Entero­
bacter, Escherichia, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Vibrio,
Serratia, Lactobacillus (a)

0,94 Lactobacillus, Microbacterium, Stachvbotrxs
Pediococcus, Streptococcus (a), ata
Vibrio, Aerobacter (a)

0,93 Lactobacillus (a) Streptococcus Rhizoous,
Mucor,Botrvtis

0,92 RhodOttorula,
Pichia
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Tabla 12 (continuación)

0,91 Corynebacterium, Staphylococcus
(anaeróbico),
StreEtococcus (a)

0,90 Lactobacillus (a), Micrococcus, Hansenula,
Pediococcus, Vibrio (a), Saccharomyges
Bacillus (a)

0,88 Candidaz Deba- Cladosporium
ryomzcesz To­
ruloEsis Han­
seniasoora

0,87 Debaryomyces

0,86 Staphylococcus (aeróbico), Paecilomyces
Vibrio (a)

0,80 Saccharomyces Aspergillus,
baillii Penicillium,

Emericella,
Eremascus

0,75 Halobacterium, Halococcus Aspergillus,
Wallemia

Crysosporium
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Tabla 12 (continuación)

0,62 Saccharomyces Monascus
rouxii

0,605 Xeromyces
bisporus

(a) una especie

(b) Troller (1979)
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en el rango 0,997-0,980 (Troller y Christian, 1978). A valores

de aw por debajo del óptimo, la velocidad de crecimiento dismi­
nuye generalmente en forma lineal, y esta disminución será ma­

yor para microorganismos que requieran altas aw. En líneas gene­
rales, dentro de las bacterias no halofïlicas, los bacilos gram­

negativos, son más sensibles a la reducción de aw, teniendo un

aw mínimo de crecimiento en un medio de laboratorio en el rango

0,96-0,94. Para Clostridium sp. el valor mínimo de aw es 0,95­
0,94 y para Bacillus sp 0,93-0,90.

En el caso de cocos gram-positivos el rango de variación

de aw mínima es muy amplio siendo éste 0,95-0,83.
Un comportamiento distinto que el aquí descripto se pre­

senta para bacterias halofílicas. Generalmente,toleran altas
concentraciones de sal y por lo tanto crecen en sistemas de baja

a pero no pueden crecer en ambientes de alta aw. Esta condiciónw,

de baja aw se puede lograr por el agregado de sales inorgánicas,
usándose comúnmente NaCl.

El efecto de la aw sobre la esporulación y la germinación
de esporas fue estudiado por Jacobson y Murrell (1977), quienes

encontraron que tanto la aw comoel soluto empleado para el ajus­

te de esta aw, tiene influencia en la formación de esporas es una
cepa de Bacillus cereus. Solutos comoglucosa, sorbitol y NaCl
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limitan la esporulación a una aw de 0,95, mientras la esporula­

ción en presencia de glicerol ocurre a una aw tan baja como 0,91.

En general se encontró que la aw mínima para la esporulación es­
tá por arriba de la necesaria para el crecimiento y los valores

de aw para la germinación de esporas son apreciablemente menores
que los de crecimiento.

Otro punto importante es conocer la relación existente en­

tre la aw y la producción de toxinas. Ohyey Christian (1967) han

encontrado que la aw minima necesaria para el crecimeinto y pro­
ducción de toxina de C. botulinum es 0,94, observándose algunas

diferencias dependiendodel tipo estudiado.

Varios investigadores han estudiado la influencia de la

aw sobre la sintesis de enterotoxina de S. aureus (Troller, 1971;
Lotter y Leistner, 1978). En lineas generales, estos datos mues­

tran que la a requerida para la sintesis de enterotoxina variaw

con el tipo de enterotoxina, siendo por ejemplo, la enterotoxi­

na B más sensible que la enterotoxina A. Es importante destacar,

desde el punto de vista de la seguridad de un alimento, que la

mínima aw para la producción de toxina es mayor que la requerida
para el crecimiento del microorganismo.

Otro aspecto interesante son los cambios morfológicos pro­

ducidos por una disminución de a en el medio. La aw intracelularW

///



-66­

está un poco por debajo de la aw del medio exterior; si ésta es
reducida por el agregado de solutos, la célula sufre un shock os­

mótico y rápidamente pierde agua. Por ejemplo en el caso de

S. aureus pierde alrededor del 50%de su agua intracelular si se

lo cambia de un medio de aw = 0,995 a otro de aw = 0,950 (Koujima

et al., 1978). Durante este proceso la célula muere o permanece

en estado de latencia. Para poder crecer debe reducir su aw, pu­
diéndolo hacer por distintos caminos; o bien la célula admite el

soluto que redujo la a externa, en cuyo caso éste debe ser com­w

patible con el funcionamiento enzimático, o de lo contrario la

célula acumula o produce un soluto distinto que también disminu­

ye su aw, y como en el caso anterior también es compatible con
el funcionamiento enzimático. La segunda hipótesis parece ser la

más aceptada (Sperber, 1983) y los "solutos compatibles" más co­

munesson el ión potasio en bacterias halofílicas, prolina en
bacterias osmotolerantes, ácido'ï-amino butírico en bacterias mo­

deradamente tolerantes y ácido glutámico en bacterias poco tole­

rantes. Este mecanismo puede esquematizarse como se muestra en

la figura 7 (Sperber, 1983). La célula de la parte iunierda de

la figura crece a alta velocidad con una elevada aw (0,995), y
posee una concentración intracelular normal de componentestales

comoiones potasio e iones glutamato. Si la célula se expone a
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un medio de aw menor, por ejemplo 0,950, ésta pierde agua y deja
de crecer. La disminución interna de agua hace que aumente la

concentración interna de iones potasio. Este aumentode iones po­

tasio activa la glutamato dehidrogenasa la cual produce la trans­

formación de a-ceto glutarato a glutamato, el cual comienza a

acumularse en la célula. A medida que el glutamato se acumula, el

agua entra nuevamenteen la célula. Todas las bacterias estudi­
das muestran una acumulación intracelular de un aminoácido cuan­

do son sometidas a un stress osmótico. Aquellas que acumulan só­

lo glutamato, generalmente, no pueden crecer a niveles de aw in­
feriores a 0,95. El glutamato, está cargado negativamente al pH

que tiene la célula y requiere la presencia de un catión, que

usualmente es [K+]. Cuando la concentración de glutamato es su­

ficientemente alta para reducir la aw intracelular a 0,95, la
concentración intracelular de'K+ resultante es también tan alta

que es tóxica para algunos de los funcionamientos celulares y

por lo tanto la célula deja de crecer. Sin embargo, algunas bac­

terias pueden decarboxilar el glutamato a ácido a-amino butírico

(GABA)o lo pueden reducir a prolina. Estos son aminoácidos rela­

tivamente neutros, que no requieren la presencia de cations y

por lo tanto la célula que acumula estos aminoácidos es capaz de

crecer a aw más bajas que aquellos que sólo acumulan glutamato.
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Las bacterias halofílicas tales comoHalobacterium 52.,

pueden crecer a una aw de 0,75, pero emplean un mecanismo dis­
tinto al aquí desarrollado. Schobert (1979) propuso una hipóte­
sis distinta sobre la acción de ciertos solutos. De acuerdo a la

misma los polioles, por medio de su grupo hidroxilo, pueden par­

ticipar en la estructura del agua intracelular, preservando de
esta formaljihidratación de los biopolímeros celulares; la pro­
lina cambia áreas hidrofóbicas de biopolímeros por residuos hi­

drofílicos por medio de una asociación hidrofóbica entre una par­

te nopolar de la molécula de prolina y áreas superficiales hidro­

fóbicas de biopolímeros. Los solutos comola prolina son denomi­

nados "solutos compatibles" debido a que reducen la aw intrace­
lular sin ser tóxicos para la actividad enzimática de la célula.

El glicerol es otro ejemplo de soluto compatible. A pesar de no

ser producido por las bacterias, si está presente en el medio,

puede entrar a la célula y actuar en la misma forma que lo hace

la prolina, y por lo tanto la mayoría de las bacterias pueden

crecer a valores de aw menores cuando el soluto utilizado para

reducir la aw es glicerol en lugar de NaCl. Sperber (1983) rea­
lizó una recopilación de datos sobre la influencia de varios so­

lutos presentes en el medio sobre la minima aw para el crecimien­

to (Tabla 14). Los valores de aw mínima en presencia de NaCl y
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Tabla 14: Influencia del soluto sobre la aw mínima de crecimien­
to de bacterias (a)

Mínima aw para el crecimiento en
microorganismo

NaCl Glucosa Glicerol

Clostridium perfringens 0,97 0,96 0,95

C. botulinum tigo E 0,97 ---- 0,94

C. sooragenes 0,945 0,965 0,935

Lactobacillus helveticus 0,963 0,966 0,928

Streptococcus thermophi- 0,985 0,986 0,947

¿gs

S. lactis 0,965 0,949 0,924

Pseudomonasfluorescens 0,957 ----- 0,940

Vibrio Darahaemglyticus 0,948 0,984 0,937

(a) Sperber (1983)

///
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glucosa son marcadamente más altos que para glicerol tal como

se mencionó anteriormente. En general el NaCl, KCl, glucosa y

sacarosa muestran un tipo similar de comportamiento, mientras

que el glicerol permite el crecimiento a valores menores de aw.
El Cl. sooragenes y el Vibrio parahaemoliticus muestran un alto

valor de aw para glucosa. Estos resultados podrían atribuirse al
hecho de que la glucosa no fue esterilizada separadamente del

medio y por lo tanto tenga lugar una inhibición del crecimiento

por productos del pardeamiento no enzimático.

Hongos y levaduras

En la naturaleza se ha encontrado, que generalmente los

hongos y las levaduras crecen en condiciones más ácidas, más se­

cas y en medios de mayor concentración de solutos que las bacte­

rias, por lo tanto los niveles de awnecesarios para inhibir el
crecimiento de la mayoría de los hongos y levaduras es menor que

la necesaria para la inhibición de las bacterias (Troller y
Christian, 1978).

La mayor parte de las levaduras tienen valores de aw lí­
mites entre 0,80 y 0,90 (Corry, 1971). La mayoría de los datos

existentes de la relación de la aw con el crecimiento de levadu­
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ras se refiere a las especies osmofïlicas. La levadura más osmo­

fílica que se ha aislado es la Saccharomyces rouxii (Von

Schelhorn, 1950), que crece a una aw minima de 0,62 en jarabe
de fructosa y en concentrado de peras. Algunas especies de
S. rouxii también se encuentran entre las levaduras más toleran­

tes a la sal, desarrollándose a niveles de aw cercanos a 0,81.
Los hongos son los microorganismos más osmotolerantes y

crecen a aw muybajas. Pitt y Christian (1968) encontraron que
Monascus bisporus (Xeromcesbisporus) pueden crecer a un valor

de aw tan bajo como 0,61. La mayoría de los hongos presentan un

valor de aw limitante en el rango 0,80-0,95. En la tabla 13 se

muestran los valores de aw mínimos requeridos para el desarrollo
y formación de toxinas de algunos hongos comunes en alimentos.

Aquí se observa que los valores requeridos para la producción de

toxina son superiores que los requeridos para el crecimiento, lo

que representa (comoya se mencionó anteriormente para bacte­

rias), una ventaja desde el punto de vista de la seguridad del

alimento. Pitt (1975) denominóxerofïlicos a aquellos hongos ca­

paces de crecer por debajo de aw 0,85. Este autor estudió los
requerimientos de agua de más de 40 especies consideradas xero­

fílicas entre las cuales figuran varias capaces de crecer a va­

lores de aw de 0,70 y aún menores.
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Tabla 13: Efecto de la aw sobre el crecimiento y producción de
toxinas en hongos (a)

aw mínima
Hongo Toxina

Crecimiento Produccion de toxina

Aspergillus flavus Aflatoxina 0,78-0,80 0,83

Penicillium Patulin 0,81 0,85

Qatulum

A. ochraceus Ochratoxin 0,77 0,85

A. ochraceus Penicillic 0,76 0,81
acid

Stachvbotrys atra Stachybotryn 0,94 0,94

(a) Troller (1980)
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b- Temperatura

En general, los microorganismos muestran una mayor tolerancia

a la aw reducida a temperaturas cercanas a sus óptimas de creci­
miento. Un ejemplo de esto pueden ser los resultados obtenidos

por Ohye y Christian (1967) para Clostridium botulinum tipo B.

La temperatura óptima de crecimiento para este microorganismo a

altas aw es de 37-40°C pero si ésta se reduce a 30°C y 20°C, la

míninm.awquepermite el crecimiento aumenta considerablemente.
Resultados similares fueron obtenidos para Pseudomonasfluo­

rescens en un rango de temperatura de 15-30°C y para Aerobacter

aerógenes y Lactobacillus Viridescens a 15-37°C (Wodzinski y

Frazier, 1960, 1961 a, 1961 b).

Este efecto no está muyclaro para el caso de bacterias extre­

madamentehalofïlicas, donde el aumento de temperatura de incuba­

ción es acompañadode un importante aumento de la concentración

de sal óptima para su crecimiento, es decir una reducción de su

nivel óptimo de aw de crecimiento.

Para levaduras osmofílicas (Von Schelhorn, 1950) la aw mínima
para fermentar es 0,66 a 30°C, 0,70 a 20°C y 0,78 a 10°C.

Los estudios realizados por Ayerst (1966, 1969) confirman que

los hongos son más tolerantes a las bajas aw a temperaturas cer­
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canas a la óptima de crecimiento. Por ejemplo para AsEergillus

ruber, existe crecimientoa.aw==0,85 - T = 5°C, aw = 0,80 - T =

10°C, aw = 0,725 - T = 35°C y aw = 0,80 - T = 37°C.

c-p_H

El pHes un importante factor selectivo para el desarrollo de

microorganismos en los alimentos. En la naturaleza, la acidez

inherente de algunas frutas, representa un métodonatural de pro­

tección de los tejidos de la planta frente al deterioro microbia­

no (Jay, 1978). La aw influye sobre el pH mínimo de crecimiento.
En general se puede decir que el tipo de microorganismo que pue­

de crecer en un alimento está determinado (a una dada temperatu­

ra) prácticamente por el pH y la aw. En un alimento con pH 4,5

o menor, combinado con aw reducida, sólo crecerán hongos y/o le­

vaduras. Sin embargo, si la aw es alta, las bacterias ácido-lác­
ticas son los microorganismos principales involucardos en la con­

taminación. La tabla 15 muestra los valores de pH (máximoy mí­

nimo) para el crecimiento de microorganismos comunes en alimen­

tos en medios de laboratorio. La relación de la aw y pH sobre el
crecimiento de microorganismos fue extensamente estudiado para

bacterias formadoras de esporas. En la tabla 16 se resume el
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Tabla 15: Valores límites de pH que permiten el crecimiento mi­
crobiano

microorganismos pH pH Referencias

mimimo máximo

Bacterias

Salmonella sE. 4,0 8,0-9,6 Corlett y Brown (1980)

Troller y Christian (1978)

S. aureus 4,0 9,8 Corlett y Brown (1980)

Troller y Christian (1978)

C. Eerfringens -—- --- Troller y Christian (1978)

C. botulinum 4,6 8,5 Corlett y Brown (1980)

C. botulinum tipo A —-— —-- Troller y Christian (1978)

C. botulinum tipo E --— --- Troller y Christian (1978)

Campylobacter jejuni 4,7 9,5 Doyle y Roman (1981)

Escherichia coli 4,4 9,0 Corlett y Brown (1980)

Troller y Christian (1978)

Vibrio parahaemolyticus 4,8 11,0 Corlett y Brown (1980)
Troller y Christian (1978)

Beuchat (1975)

///
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Bacillus cereus

Yersinia enterocolitica

Pseudomonas fluorescens

Lactobacillus sE.

Levaduras

(continuación)
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4,6

3,8-4,4

Saccharomvces cereviciae 2,35

Saccharomvces rouxii

Saccharomycesbailii

Hongos

Asoergillus flavus

Asoergillus ochraceus

Penicillum citrinum

8,6

Corlett
Troller

Stern et al.

Troller

Corlett

Corlett
Troller

Troller

Tilbury

Troller

Corlett
Troller

Troller

Troller

y Brown (1981)

y Christian (1978)

(1980)

y Christian (1978)

y Brown (1980)

y Brown (1980)

y Christian (1978)

y Chiristian (1978)

(1980)

y Christian (1978)

y Brown (1980)

(1980)

(1980)

y Christian (1978)
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Tabla 15 (continuación)

Penicillum italicum 1,9 9,3 Corlett y Brown (1980)

Penicillum oatulum --- -—— Troller (1980)

///



Tabla16:EfectodelossolutossobreelvalordepHmínimode

bacteriasformadorasdeesporas

crecimientopara

pH

Organismoa

mínimo

%NaC1Sacarosa

Medio

Referencia

C.botulinum,TipoA

TipoB TipoE

C.bolulinum,TipoA

TipoB

Mediopara clostridio roforzado +glicerol Caldo+ NaCl

Baird-Parkery Freame(1967) OhyeyChristian
(1967)

///

-79­



Tabla16(continuación) C.botulinum, C.botulinum,

TipoE6,0 TipoE6,5 TipoA5,6 TipoB5,4 TipoE5,8 TipoA+B5 ,2

5,6

0,978 0,974 0,978 0,974 0,986 0,974 0,978 0,974

4,3-4,8b

Caldo Caviar +NaCl

EmodiyLechowich
(1969)

Hauschildy Hilsheimer(1979)

///
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Tabla16(continuación) C.butyricum4,9abbBergereyHermier C.saccharobutyricum7,3a0,5-2(1970)

10°BrixInóculodeTownsend(1939)

C.Easterianum3,55ab

jugodepera

22°BrixInóculode

jugodedu­ razno

32-36%Caldo

asteurianum5,1abSpielgelberg

42-44%(1944)

5,5a1,2-2,9b 6,5a3,5-4,7b

///
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Tabla16(continuación) C.asteurianum C.Eerfrincens C.trobutricum C.trobutricum

3,8 4,75 6,0 7,0

¡0,985

0,975 0,985 0,975

Inóculode jugodepera +azúcar Caldo+NaCl Caldo Suero

JakobsenyJensen
(1975/

BartschyWalker
(1982)

BergereyHermier
(1970) Kleteretal. (1982)

a-Sindefinir b -Noagregado
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efecto de la reducción de aw sobre pH mínimo de crecimiento. El
aumento de la concentración de soluto (lo que implica disminución

de aw), aumenta el valor de pH mínimo de crecimiento para todas
las especies de bacterias evaluadas en esta tabla.

Otros factores que tienen influencia sobre el pHmínimode

crecimiento incluyen el tipo de soluto y la especie estudiada.

Baird-Parker y Freame (1967) demostraron que el NaCl era más in­

hibitorio que el glicerol a la misma aw. El pH minimo de creci­

miento, con aw 0,97 para esporas de Cl. botulinum tipo A, fue de
5,3 en un medio con glicerol y de 5,5 en un medio con NaCl. El

efecto fue mucho más marcado para esporas de Cl. botulinum tipo

B, puesto que el pH mínimo de crecimiento (aw = 0,96) en un medio
con glicerol fue 5,3 y en otro conteniendo NaCl fue 7,0. El uso

de diferentes azúcares (glucosa, sacarosa o fructosa) para redu­

cir la aw no presenta un efecto significativo sobre el pHmínimo

de crecimiento de Cl. pasteurianum a la misma aw (Jakobsen y
Jensen, 1975). Comportamiento similares se observaron en hongos

y levaduras. Por ejemplo, Saccharomyces cereviciae en medio 0 y

0,1M de NaCl crece en un amplio rango de pH (3,0 a 7,0), pero en

3Mde NaCl (aw = 0,88) sólo lo hace en pH 4,0-5,0.

La temperatura de incubación influye significativamente sobre

el pH mínimo de crecimiento de microorganismos a una dada aw.
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Por ejemplo, el cambio de temperatura de incubación de 20° a 30°C

disminuye el pH minimo (aw = 0,97) de 6,0 a 5,5 para Cl. botulinum
tipo A (Baird-Parker y Freame, 1967).

Baird-Parker y Freame (1967) comparan el efecto del pH reduci­

do y aw reducida para esporas y células vegetativas de Cl. botu­

¿inum. La reducción de aw, a pH reducido, tiene sólo un efecto
minimo en 1a germinación de esporas de los tipos A, B y B. A un

dado pH, la aw mínima para el crecimiento de células vegetativas

está 0,01 unidades sobre el mínimo de aw requerido para la ger­

minación de esporas. En el caso de Cl. botulinum, la aw reduci­
da en combinación con pH reducido, parece influenciar la forma­

ción de nuevas células vegetativas a partir de esporas germina­

das y el proceso de células vegetativas pero no la germinación

de esporas. Bergere y Harmier (1970) informaron que la germina­

ción de esporas de Cl. tzrobutyricum a pH reducido era más tole­

rante al NaCl que el crecimiento de células vegetativas. La ma­

yoría de los datos de bibliografia, para estos y otros microor­

ganismos, muestran que el agregado de solutos, a pH reducidos,

inhibe el crecimiento de células vegetativas y la formación de

nuevas células a partir de esporas germinadas, pero tiene poca

influencia sobre la germinación de esporas.



-35­

d- Concentración de oxígeno

Para aquellos microorganismos facultativos, la aw mínima de
crecimiento es menor en condiciones aeróbicas que en condiciones

anaeróbicas. Por ejemplo, en el caso de S. aureus, la aw mínima
de crecimiento en aerobiósis es 0,86 y en anaerobiosis 0,92

(Scott, 1953).

e- Nutrición

La influencia de los nutrientes sobre la aw de crecimiento de
las bacterias ha sido estudiado con Salmonellae. Se ha comparado

la velocidad de crecimiento en un medio simple glucosa-sales

inorgánicas, con y sin un suplemento definido y en un medio com­

plejo caldo de infusión cerebro-corazón (Scott, 1957). Esto se

puede observar en la figura 8. Los medios complejos aumentan la

velocidad máximade crecimiento, pero no permiten crecimiento a

aw más bajas que en aquellos medios suplementados sintéticamente.
Para el caso de hongos, Snowet al. (1944) observaron que Asper­

gillus repens produce crecimiento visible sobre fibras de salva­

do a aw 0,80 pero no a 0,75. Sin embargo, si se adiciona almidón

al medio, crece a aw 0,72. Si se prepara una mezcla de almidón
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y albúmina de huevo, este hongo crece a una aw de 0,70 en 5 me­

ses, pero no se observa crecimiento en ninguno de estos dos nu­
trientes individualmente a los 7 meses de incubación.

f- Agentes químicos

Un ejemplo muy conocido del efecto combinado de un agente

químico con la aw es el caso del nitrito y baja aw (por el agre­
gado de NaCl) para preservar carne mediante la inhibición del
crecimiento de Clostridium botulinum.

Li et al. (1974) proponen un método para preservar frutas

mediante el cual se remueven los gases de los tejidos bajo vacío

y se reemplazan con una mezcla conteniendo 30%sacarosa, peque­

ñas cantidades de NaHSO3y sorbato de potasio. El punto clave
del éxito de este métodoes la alteración apropiada del tejido

de modotal que permita la entrada de la mezcla humectante/pre­
servativo sin alterar su textura.

Una de las formas más efectivas de prevenir el crecimien­
to microbiano en alimentos de humedadintermedia es mediante la

combinación de un humectante como glicerol o NaCl y un agente

antimicrobiano (Acott y Labuza, 1975 a). Dentro de los agentes

antimicrobianos más utilizados se pueden mencionar:
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benzoatos- su actividad antimicrobiana es máximaen un rango de

pH 2,5-4,0; es efectivo para bacterias, hongos y levaduras pero

no es recomendadopara bacterias debido a que su actividad de­

crece drásticamente por encima de pH 4,5 que es justamente donde

se encuentran los mayores problemas de contaminación bacteriana.

propionatos-Son.muy efectivos frente a hongos pero poco efecti­

vos frente a bacterias y levaduras; actúa a pHinferiores a 5,5.

Es ampliamente utilizado en pan, tortas, quesos procesados y ali­

mentos para animales.

sorbatos- el ácido sórbico y especialmente el sorbato de potasio

son los agentes antimicrobianos más ampliamente utilizados en

alimentos. Su principal acción es sobre hongos y levaduras y ade­

más ejerce una acción positiva sobre algunas bacterias de impor­

tancia alimentaria comoStaphylococcus aureus, C. botulinum,

E. coli y Salmonella. El sorbato de potasio es más efectivo a

valores de pH cercanos a su constante de disociación (pKa) que
tiene un valor de 4,5. A este pH, el 50%del ácido se encuentra

en su forma efectiva (no disociado) (Tabla 17). Por lo tanto,

este agente antimicrobiano es más efectivo en alimentos de bajo

pH. El máximopH para su actividad es 6,0-6,5 y por esta razón,

en estos niveles de pH, este es elegido frente al propionato o
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Tabla 17: Efecto del pH sobre la disociación del ácido sórbico(a)

pH Fraccion no disociada (%)

7,00 0,6

6,00 6,0

5,80 7,0

5,00 37,0

4,75(pKa) 50,0
4,40 70,0

4,00 80,0

3,70 93,0

3,00 98,0

(a) Sofos y Busta (1981)

///
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benzoato cuyos máximospH de actividad están alrededor de 5,0­

5,5 y 4,0-4,S respectivamente. En la figura 9 se muestra la in­

hibición relativa ejercida sobre una levadura (Saccharomyces

cerevisiae) por la adición de igual concentración de propionato

de sodio, benzoato de sodio y sorbato de potasio, a pH 5,5 y 30°C,

cuando un caldo es inoculado con 3x104 UFC/ml. El crecimiento es

cuantificado comodensidad óptica (D.O.) del caldo. Comose pue­

de observar en esta figura, el sorbato retrasa significativamen­
te el crecimiento de la levadura y el valor máximoal que se lle­

ga a las 72 horas es muchomenor que en los otros casos (Infor­

me técnico suministrado por Monsanto Company,Nutrition Chemicals

Division, St. Louis).

En las figuras 10, 11, 12 y 13 se ilustra la relación en­

tre el pHdel sistema y la eficiencia antimicrobiana del sorba­

to para S. aureus, Salmonella, E. coli y Saccharomycescerevisiae.

Los ensayos se realizaron a 25°C y el crecimiento fue medido co­

modensidad óptica (D.O.) en un caldo de tripticasa-soja con un

inóculo inicial de 106 UFC/ml. En todos los casos se observa que

si bien el sorbato es efectivo hasta valores de pH 6,0-6,5, se

requiere una concentración mayor a 0,1%de éste si se pretende

lograr una inhibición total del microorganismoen estudio, y,

por otro lado, a pH menores como por ejemplo pH 5,0, esta con­
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centración (0,1%) es suficiente para eliminar totalmente los mi­

croorganismos presentes (Informe técnico suministrado por

Monsanto Company,Nutrition Division, St., Louis, 1983).

2.4. Reacciones de deterioro en alimentos de a” reducida

2.4.1. Generalidades

La estabilidad microbiológica de un alimento es fundamen­

tal desdeefl_punto de vista de la salud humana. Superada esta for­

ma de deterioro se deben considerar otras reacciones que no só­

lo alteran la calidad organoléptica del alimento, sino que ade­

más pueden producir una importante disminución de su valor nu­

tritivo (por ejemplo por pérdida de valor biológico de proteínas,
destrucción de vitaminas, etc.). Dentro de las reacciones de de­

terioro más importantes en alimentos pueden mencionarse las si­

guientes:

- Pardeamiento enzimático en frutas y vegetales con producción

de color marrón oscuro, acompañadode cambios de sabor, olor

y textura.

- Pardeamiento no-enzimático con cambios de color, alteración
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de flavor y textura, acompañadode una importante pérdida nu­
tricional.

- Oxidación de lípidos con producción de olores y sabores desa­

gradables ("off-flavors"), degradación de ácidos grasos esen­

ciales y destrucción de ciertas vitaminas.

- Reacciones hidrolíticas donde las móleculas de alto peso mole­

cular se degradan a estructuras oligoméricas y finalmente a

sus estructuras monoméricas (almidón en dextrinas, oligo y mo­

nosacáridos; lípidos en ácidos grasos y glicerol; proteínas en

péptidos y aminoácidos y si son conjugadas o complejas se ob­

tiene la separación de sus grupos prostéticos; etc.)

En el caso del suero concentrado microbiológicamente es­

table, el tratamiento térmico que recibe durante su elaboración

minimiza el deterioro que puede sufrir debido a reacciones enzi­

máticas; las reacciones de oxidación de lípidos tampoco adquie­

ren relevancia comoconsecuencia del bajo porcentaje de estos

compuestospresentes; por el contraro, el alto porcentaje de lac­

tosa (aproximadamente 30%) juntamente con la lisina provenientes

de las proteínas del suero, hacen que la reacción de Maillard
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sea el factor determinante del deterioro que este material pue­

da experimentar. Por esta razón, a continuación se desarrollará

este tópico en particular.

2.4.2. Características principales del pardeamiento no enzimá­
tico

Se reconocen tres caminos principales por el que pueden

ocurrir las reacciones de pardeamiento no enzimático, oxidación

de ácido ascórbico, caramelización de azúcares y la reacción de

Maillard. La reacción predominante está dada por la composición

y pH del alimento y la temperatura a que éste es sometido (Bra­

verman, 1963).

El desarrollo de estas reacciones produce en el alimento

modificaciones en la calidad y alteraciones en el valor nutriti­

vo que se ven reflejadas en:

- aparición de aromas y sabores agradables y desagradables como

consecuencia de la formación de productos de condensación

(Hodgeet al., 1972).

- cambios de color debidos a la formación de pigmentos parduz­

///
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cos y pérdida y/o destrucción de otros pigmentos presentes en

el alimento (Reynolds, 1965).

- pérdida de valor nutritivo producido por la destrucción y/o

inactivación biológica de aminoácidos esenciales comola

L-lisina (Mauron, 1981).

- producción de metabolitos potencialmente tóxicos (Powrie et

al., 1981).

- liberación de CO2 (Cole, 1967).

- disminución de pH (Resnik, 1981).

En la mayoría de los casos estos efectos resultan perjudi­

ciales, especialmente en el procesamiento y almacenamiento de

alimentos concentrados (jugos de fruta), alimentos deshidratados

(lácteos, carnes, frutas, vegetales) (Patton, 1955; Stadtman,

1948) y en general en alimentos de humedad intermedia (Loncin

et al., 1968).
Cuando se calientan azúcares en forma anhidra o en solu­

ción, estos experimentan una serie de transformaciones tales co­

///
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mohidrólisis, enolización, isomerización, deshidratación, oxi­

dación y fragmentación, formándose compuestos carbonílicos alta­

mente reactivos, que reaccionan entre si dando polímeros insatu­

rados de color pardo. Esta reacción es catalizada por ácidos y

bases. En medio ácido, predomina la deshidratación y en medio al­

calino ocurren rápidamente las reacciones de enolización y tam­

bién se encuentran productos de oxidación y fragmentación (Hodge

y Osman, 1976). La reacción de oxidación y deshidratación de áci­

do ascórbico es producida a altas temperaturas y bajo pH, acele­

rándose en presencia de oxígeno, formando furfural y productos

de polimerización. El efecto principal es la pérdida de valor

nutritivo a consecuencia de la destrucción, entre otros compo­

nentes, de la Vitamina C (Braverman, 1963). En este caso (suero

concentrado) el camino principal es la reacción de Maillard y

por lo tanto se desarrollará en otro punto.

2.4.3. Reacción de Maillard

La reacción de Maillard es la causa principal del pardea­

miento no enzimático en alimentos deshidratados y alimentos pro­
teicos de humedadintermedia.

Se produce por 1a condensación de un grupo carbonilo reac­

///
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tivo, proveniente generalmente de un azúcar reductor (lactosa

en el caso del suero) y un grupo amino proveniente de un amino­

ácido o una proteína (especialmente el grupo e-amino de restos
de lisina).

Las reacciones pueden dividirse en 3 etapas (Mauron, 1981):

1- Reacciones iniciales

a- condensación (grupo carbonilo y grupo amino libre, con for­

mación de la base de Schiff).

b- reordenamiento de Amadori (formación del compuesto de

Amadori).

2- Reacciones avanzadas

c- fisión de azúcares

d- deshidratación de azúcares

e- degradación de aminoácidos

3- Reacciones finales

f- condensación aldólica

///
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g- polimerización aldehído-amina, con formación de compuestos

heterocíclicos conteniendo nitrógeno.

La etapa inicial es una etapa química sin pardeamiento

ni producción de olores y sabores en el alimento, pero puede re­

ducir el valor nutricional del mismo (Hurrell y Carpenter, 1974).

La segunda etapa se caracteriza por la producción de sustancias

volátiles o solubles responsables de los olores y sabores de ali­

mentos cocidos (Hodge, 1953). La tercera y última fase de la

reacción produce los pigmentos propiamente dichos o melanoidinas.

Algunos de estos pigmentos son solubles en agua, otros pocos so­

lubles y algunos insolubles (Reynolds, 1965). Estos pigmentos son

polímeros altamente insaturados y contienen nitrógeno. Su color

es pardo rojizo y absorben fuertemente en el ultravioleta.

2.4.3.1. Factores que afectan las reacciones de Maillard

Los factores más importantes que afectan la reacción
de Maillard son:

a- temperatura y tiempo de calentamiento

b- pH

///
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composición del sistema

humedad

La temperatura es uno de los parámetros más importantes en el

desarrollo del pardeamiento no enzimático, y fue por esto el

primero en ser estudiado por Maillard (1916), quien informó

que la velocidad de la reacción aumenta con la temperatura.

Diversos investigadores han confirmado esta información. Lea

y Hannan (1949) mostraron que en la reacción caseina-glucosa,

la velocidad de desaparición de nitrógeno amínico se multi­

plica por 40000 cuando la temperatura pasa de 0°C a 80°C. El

tiempo de calentamiento es otro factor importante. Por ejem­

plo, en suero de queso en polvo (aw = 0,44), la fracción re­
manente de lisina es 90%a los 60 días de almacenamiento a

25°C y 60%a los 220 días de almacenamiento a igual tempera­

(Labuza et al.tura 1981 a).

En general, en sistemas con grupos carbonilo y amino reactivos

se ha verificado una sensible disminución del pardeamiento no

enzimático a pH muy ácidos, y un importante aumento del mismo

a partir de pH comprendido entre 5 y 7 (Underwoodet al.,

1959; Ellis, 1959; Willits et al., 1958).

///
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c- La reacción de Maillard es más dependiente del contenido de

aminoácidos que del contenido de azúcares (Spark, 1969). Las

aldopentosas (xilosa) son más reactivas que las aldohexosas

(manosa,galactosa, glucosa), y los disacáridos reductores
son aún menos reactivos. En el caso de los disacáridos como

la sacarosa, debe producirse previamente la hidrólisis para

poder participar de la reacción. Debido a que bajos valores

de pH y relativamente altos valores de contenido de humedad

favorecen la hidrólisis de los disacáridos, estos factores
también aceleran la velocidad de reacción en sistemas como

el de poteïna-sacarosa (Hurrel y Carpenter, 1977).

La L-lisina es el aminoácido más reactivo (dentro de los más

comúnmentepresentes en alimentos),siendo el grupo amino si­

tuado en posición e más reactivo que el situado en posición

a (Taufel et al., 1956).

Los metales pesados pueden formar complejos con los aminoáci­

dos y de esta forma influir en la velocidad de reacción

(Ellis, 1959). Otro factor importante tratado en bibliogra­

fía por varios autores es la presencia de oxigeno (Ellis,
1959).

El 802 y los sulfitos son aditivos químicos usados en la in­
dustria alimenticia para controlar el deterioro microbiano,

///
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el pardeamiento enzimático y en casos como los jugos de fru­

ta y vinos para controlar la reacción de Maillard (Scholey y

Rowlinson, 1974).

El agua desempeña un rol primordial en la mayoría de las reac­

ciones de deterioro que puede experimentar un alimento, ya

sea comoreactivo, producto o medio de la reacción. El efecto

del agua depende de la disponibilidad de ésta en el alimento,

que a su vez será función de su estado físico-químico. Por lo

tanto la velocidad de reacción de deterioro depende de la aw

del alimento en estudio (Labuza, 1980). Esta dependencia varía

para cada tipo de reacción de deterioro y para cada alimento

o sistema estudiado. En un alimento sólido, de baja aw, los
reactivos no pueden interaccionar y por lo tanto no ocurre

la reacción. Un aumento de aw por arriba del valor de monoca­
pa, provoca un aumento gradual de movilidad de los reactivos

y de su velocidad de difusión a la fase acuosa, aumentando

de esta forma la velocidad de reacción. Si se sigue aumentan­

do la cantidad de agua presente, la fase acuosa se satura, y
este aumentono altera la concentración de reactivos sino

hasta el momentoque cesa la disponibilidad de los mismos pa­

ra disolverse, y un posterior aumentodel contenido de agua

'///
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provoca su dilución. Este efecto, sumadoal efecto inhibito­

rio que tiene el agua por ser producto de la reacción, produ­

cen una disminución de la velocidad que no es compensada por

la disminución de la viscosidad. Comoresultado de este meca­

nismo se obtiene una dependencia de la velocidad de pardea­

miento no enzimático con la aw como la mostrada en la figura
14, donde hay un máximode pardeamiento (en el caso de ali­

mento o sistemas sólidos) para valores de aw entre 0,60 y 0,80
(Labuza y Saltmarch, 1981 a; Eichner y Karel, 1972). En ali­

mentos y sistemas modelos líquidos hay una gradual disminución

de la velocidad de pardeamiento al aumentar la aw (figura 14).
Esto es debido a que el agua al ser producto de reacción, dis­

minuye la velocidad neta por ley de acción de masas, y no se

observa un máximo de pardeamiento en la zona de humedad in­

termedia (Loncin et al., 1965; Eichner y Karel, 1972).

2.4.4. Cambiosde color producidos por el pardeamiento no enzi­
mático

El cambio de color producido por el pardeamiento no enzi­
mático es una delasnwdificaciones de calidad más indeseables

producidas por esta reacción de deterioro, teniendo en cuenta

///
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Figura 14: Dependencia de la velocidad de pardeamiento no enzi­

mático en función de la aw.
I - Alimentos y sistemas sólidos (Labuza y

Saltmarch, 1981 a)

II - Alimentos y Sistemas líquidos (Loncin, 1965)
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que dentro de los atributos de los alimentos, el color ocupa un

lugar preferencial debido a que su percepción suele ser defini­

toria en la evaluación de calidad de los alimentos por el consu­

midor (Durán, 1971). Es importante aclarar que quedan fuera de

estas consideraciones aquellos alimentos donde se busca el desa­

rrollo de esta reacción para obtener el color característico del
mismo, como por ejemplo el dulce de leche.

La observación visual tiene graves inconvenientes para ser

aplicada en la evaluación de calidad de un alimento. No es repro­

ducible, la nomenclatura es poco concreta y puede ser confusa;

factores tales comocaracterísticas geométricas y superficiales
del alimento, iluminación y color de fondo, determinan la sensa­

ción que sobre el observador produce el color analizado. Por es­

tos motivos se hace necesario reemplazar la observación visual

por una medida instrumental y objetiva. Inicialmente se intentó

mejorar la evaluación subjetiva mediante la utilización de patro­

nes de comparación y la normalización de las condiciones de ob­

servación. Se utilizó el atlas Munsell (Mackinneyy Little, 1962).

Posteriormente se aplicó la colorimetría triestímulo, principal­
mente mediante el uso de colorïmetros triestímulo.

En el caso de alimentos, donde el color es uno de los fac­

tores más importantes en la evaluación de la calidad del mismo,

///
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se ha buscado correlacionar la apreciación visual que realiza

el observador con la medida instrumental. Hunter y Yeatman

(1961) hallaron una relación entre el índice de calidad del jugo

(TCI = tomato color index) y los valores instrumentales

TCI = ———— - ———— [—————] (23)

La dificultad para hallar este tipo de correlación es que

el colorímetro no llega a alcanzar la capacidad integradora y
analizadora del cerebro humano. Comoinconveniente adicional la

heterogeneidad del color en la mayoría de los alimentos, aprecia­

ble por un observador en forma instantánea y completa, difícil­

mente se puede representar por una medida instrumental. En el ca­

so particular del estudio del cambio de color en un alimento,

producido por el pardeamiento no enzimático, se busca correlacio­

nar el color con la aceptabilidad, durabilidad y calidad del ali­

mento. Usualmente el pardeamiento va acompañado de la degradación

de otros pigmentos comoclorofila o carotenoides. En este caso,

la medición exclusiva del color debido al pardeamiento debe invo­

lucrar una etapa de separación de los pigmentos formados en este

proceso. Posteriormente se mide la absorbancia a una longitud de

///



-110­

onda determinada, usualmente 390 y 500 nm (Ellis, 1959; Lee et

al., 1979; Reyes et al., 1982). Si se trabaja en un rango de di­

lución que cumpla la ley de Beer, se puede considerar lineal la

relación entre la absorbancia y la cantidad de pigmento (Maier

y Schiller, 1959). Este métodopresenta varias fuentes de error.

Este análisis supone que el pigmento formado a lo largo de toda

la reacción tiene las mismascaracterísticas espectrales, lo cual

no es necesariamente cierto debido a que el pigmento se forma a

través de múltiples reacciones de adición, eliminación y deshi­

dratación que son altamente dependientes de las condiciones de

reacción. Otro error importante está dado por la extracción insu­

ficiente del pigmento o la extracción de otros pigmentos. Si se
intenta correlacionar esta medición con la observación visual

nos encontramos con otro inconveniente; muestras con la misma ab­

sorbancia a 450 nmtienen diferente grado visual de pardeamiento,

tal comose observa en la comparación de sistemas sulfitados con

respecto a los no inhibidos, debido a que el SO2produce una mo­
dificación del espectro no detectable a 450 nm (Spark, 1969). De

la discusión anterior se puede observar que la medición de la ab­

sorbancia de un extracto a una única longitud de onda, en muchos

casos, no es la forma adecuada de estudiar las reacciones de par­

deamiento no enzimático. El análisis de una parte mayor del espec­
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tro Visible o de todo el espectro de reflexión (o de transmisión,

en el caso menos frecuente de alimentos transparentes), comose

realiza en la medición de color, proporciona una idea más acerta­

da de la impresión luminosa que recibe el ojo. Cornwell y Wrolstad

(1981) estudiaron el pardeamiento no enzimático que experimenta

el jugo de pera durante su almacenamiento mediante la medición de

color y describieron el avance de la reacción utilizando la rela­

ción entre el valor L (Hunter) y el grado de pigmento pardo.

Unenfoquedistinto fue utilizado por Petriella et al.
.(1985) en la cinética de reacciones de pardeamiento no enzimático

en sistemas modelos de alta aw, donde se describe la cinética de
dicha reacción mediante funciones de color. Cabe destacar que el

reemplazo de la medida de la absorbancia (con su correspondiente

procedimiento extractivo) por variables del color del sistema

comoIndice de pardeamiento, puede representar una apreciable

simplificación del trabajo experimental.

El ojo humanoes sensible a la radiación electromagnéti­

ca en el ámbito de 380 a 770 nm de longitud de onda. Asimismo,

tiene capacidad de discriminar el color a través de un complejo
mecanismotrivariante.

El color puede considerarse comouna propiedad de los ob­

jetos que la ostentan,como un fenómeno físico-óptico o comouna

///



-112­

sensación de naturaleza físico-sicológica experimentadapor el

individuo cuando la energía en forma de radiación, dentro del

espectro visible, impresionala retina. Existen distintos facto­
res que afectan la percepción del color de un objeto (Francis y

Clydesdale, 1975):

1- la distribución de la energía espectral del iluminante.

2- las condiciones bajo las cuales el color es visto, comonivel

de iluminación, color del contorno y ángulo de visión.

3- las características espectrales de los objetos con respecto a

la absorción, reflexión y transmisión de la luz.

4- la sensibilidad del observador.

Cuandola luz interactúa con la superficie de un objeto,

parte de la luz incidente se refleja, parte se absorbe y parte

se transmite. La importancia relativa de estos tres fenómenosde­

termina la apariencia del objeto. En función de esta interacción,

los objetos se clasifican en:
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a- Opacos

b- transparentes
c- translücidos

Son opacos aquellos objetos que absorben o reflejan toda

la luz. Si toda la luz visible es absorbida, el objeto aparece

comonegro y si absorbe selectivamente el objeto será coloreado.

En oposición, un objeto transparente es aquel en el que la luz

pasa a través de él con un mínimo de reflexión o absorción. Entre

estos dos extremos están los materiales translücidos, en los que

parte de la luz incidente es reflejada y parte transmitida. En
el caso de alimentos la reflexión puede ser especular o difusa.

Será especular cuando el ángulo de la luz incidente es igual al

de la luz reflejada y será difusa cuando la reflexión es en otras

direcciones distintas de la especular. La reflexión difusa es la
que produce la sensación de color de los objetos, y la especular

es la responsable del brillo, que sólo dependede la superficie

externa del objeto. Por todo lo anteriormente expuesto se pude

apreciar la dificultad de lograr una medidacunatitativa de co­

lor que involucre todos los factores que contribuyen al efecto

final y que reemplace a la observación visual.

La descripción cualitativa del color puede estar dada

///
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mediante la caracterización de los atributos del color. Estos

son la luminosidad y la cromaticidad (Lozano, 1978). La lumino­

sidad de un color es el atributo psicológico de la claridad, es

decir cuanta luz refleja una superficie dada e independiente de

su cromaticidad; se puede evaluar este factor comparandoel co­

lor con una escala de grises, cuánto más claro, tanto más luz

reflejará. Este atributo es el que permite clasificar a una su­

perficie de color comoequivalente a la sensación producida por

un elemento gris en la escala del blanco al negro. La cromatici­

dad involucra dos características, la longitud de onda predomi­

nante y la pureza; la primera corresponde al matiz o tono y la
última a la saturación.

El matiz es el atributo que permite identificar al rojo,

naranja, amarillo, verde, azul, púrpura o cualquier combinación

de ellos. La saturación es una propiedad de la superficie colo­

reada que da la diferencia de color respecto al gris de igual
luminosidad.

La colorimetría basa su estructura teórica en tres princi­

pios fundamentales conocidos como las leyes de Grasman. El pri­

mero de estos establece que cualquier color puede ser igualado

por la sumade tres colores primarios, entendiéndose por prima­

rios aquellos colores que son independientes entre si (rojo-azul­
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amarillo). El segundo principio expresa que la igualdad de color

permanece constante, independientemente de la magnitud fisica de

los estímulos, y por último, el tercer principio es el conocido

comoprincipio de la aditividad, y se expresa diciendo que, si

existen dos colores diferentes, son igualados por proporciones

diferentes de los mismos primarios, y la suma de ambos colores

será equivalente a la suma de los componentes de cada uno de los

primarios. Este principio constituye la base fundamental de toda

la colorimetrïa, ya que permite descomponerel espectro de la

luz en fracciones simples de longitud de onda y sumar las contri­

buciones de cada una de ellas integrando el resultado final.

2.4.4.1. Medidacuantitativa de color

La forma más sencilla de obtener una medida objetiva de

color es mediante el análisis del espectro de reflexión o trans­

misión obtenido con un espectrofotómetro. Estos representan fiel­

mente la calidad y la cantidad de luz que reflejan o transmiten

los cuerpos, y por lo tanto constituyen la medida más completa

de un determinado color. De él se puede obtener la información

necesaria para especificar el color, compararlo con otros y ex­
presarlo en otros sistemas de unidades. Por el contrario, estos
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espectros carecen de valor práctico para utilizarlos en el con­
trol rutinario de alimentos a nivel industrial.

De los sistemas conocidos para la evaluación del color, el

más difundido es el propuesto por la C.I.E. (CommissionInterna­

tionale de l'Eclairage). Para normalizar este métodode medida

se define el observador patrón, comorepresentativo de un obser­

vador de visión normal, y se asigna a cada color un conjunto de

tres valores, índice de la contribución de cada uno de los prima­

ros. La C.I.E. llama valores triestímulo a la expresión numérica

de la contribución de los tres primarios imaginarios (X, Y, Z),

en reemplazo de los primarios reales (rojo, verde y azul). Estos

tres primarios fueron elegidos de tal forma que sólo uno de ellos

es el portador de toda la información concerniente a la lumino­

sidad del color. Para definir un color por sus valores triestí­
mulo o valores C.I.E. es necesario establecer el iluminante em­

pleado. Esta elección se realiza de acuerdo con las condiciones
de exposición a que estará sometida la superficie de color. La

más utilizada es la fuente C, cuya distribución energética es si­

milar a la de la luz blanca solar y cuya energía corresponde a

la de un cuerpo negro a una temperatura de 6740°K.

La intensidad luminosa reflejada por un objeto coloreado

a cada longitud de onda, se obtiene multiplicando la intensidad
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de la luz procedente del foco luminoso (EX), por el factor de
reflectancia espectral. Este valor es multiplicado por la contri­
bución de cada primario (obtenida de la curva de distribución

del primario ideal), para finalmente integrar y obtener los valo­

restriestímulos X, Y, Z. Este cálculo se esquematiza en la figu­

ra 15. Actualmente existen sistemas de computación acoplados a

los espectrofotómetros que realizan este cálculo en forma automá­

tica. De esta manera, la representación gráfica de los colores,

dado por sus valores triestïmulo, supone un diagrama de tres di­

mensiones. Para simplificar su interpretación, los valores tries­
tímulo se transforman en los llamados "coeficientes tricromáti­

cos", convirtiendo la representación gráfica en plana.
Estos se definen como:

y se puede reducir a dos variables ya que,

x + y + z = 1

Comünmente,el color se indica en el plano "x-y" y even­
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tualmente la luminosidad Y se utiliza comotercera coordenada.

La diferencia entre dos colores (AE)viene dada por la

ecuación de la distancia entre dos puntos en el espacio

LE = [(AX)2 + (AY)2 + (AZ)2]% (24)

Este valor no es una buena medida de la diferencia entre

dos colores debido a que el espacio C.I.B. no es homogéneo. Es

decir, distanciasiguales no suelen representar diferencias de co­

lor iguales en la percepción por el ojo humano. Para superar este

inconveniente se han propuesto algunas transformaciones del es­

pacio C.I.E., que permiten obtener mejores resultados en la eva­

luación de la diferencia de color (Lozano, 1979). De esta forma

surgen las transformaciones CIELUVy CIELAB. La CIELUVes una

transformación lineal del diagrama cromático del C.I.B. y la
CIELABes una transformación no lineal. En ambos casos las dife­

rencias se evalúan según la clásica ecuación de distancia entre

dos puntos, donde se agrega la diferencia de luminosidad. Dentro

de estos nuevos eSpacios es posible definir nuevas funciones, que

pueden ser indicativas de determinados atributos del color como

el tono y la saturación (Hunt, 1977).

En la industria alimenticia, el sistema C.I.B. y sus trans­
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formaciones no es muyutilizado. Muchomás difundido es el colo­

rímetro de tipo Hunter o similares (Francis y Clydesdale, 1975}.

El colorimetro Hunter posee un sistema de tres filtros que re­

producen en forma bastante aproximada un sistema de Visión triese

tímulo. Luego, mediante un dispositivo electrónico se convierten

las mediciones al espacio L, a, b (figura 16). En este sistema

la cromaticidad se representa en coordenadas rectangulares, con

los valores de a en abcisas, los de b en ordenadas y la lumino­

sidad L en un eje vertical. Estos tres ejes representan las va­

riaciones de las funciones rojo-verde (-a, +a), amarillo-azul

(+b, -b) y blanco-negro (L). Los colores acromáticos están si­

tuados en la intersección de los ejes a y b, y el resto de los

colores se especifican por sus valores a, b y L. Estos pueden

transformarse matemáticamente en X, Y, Z mediante las ecuaciones:

L = 10 /Y (25)

17,5(1,02 x - y)
/Y

a = (26)

¡“MM
/Y

(27)
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Estas transformaciones poseen un cierto error y por lo

tanto en este trabajo se utilizaron los valores X, Y, Z obteni­

dos_directamente de un espectrofotómetro, permitiéndonos obtener

una descripción más exacta del color.

El sistema Hunter está muy difundido en el campo de los

alimentos, en donde el interés principal no es la especificación

del color sino la comparaciónde colores y el establecimiento

de tolerancias para lo que este sistema resulta adecuado.

2.4.5. Pérdida de valor nutritivo

En alimentos ricos en proteínas y azúcares reductores co­

mo el suero concentrado, en los que la reacción de Maillard está

favorecida, la pérdida de lisina es un buen índice de la pérdida

de valor nutricional ya que es el aminoácido más susceptible a
este modode deterioro. La reacción de Maillard ocurre comore­

sultado de la interacción de un compuestocarbonilo, especial­

mente azúcares reductores y un grupo amino libre, especialmente

el grupo c-amino de restos de lisina, provenientes de la fracción

proteica del alimento. La consecuencia más negativa de esta reach

ción en alimentos es junto con el cambio de color, la pérdida

del valor nutritivo de las proteínas. En términos generales esta
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pérdida puede ser atribuida a la pérdida de digestabilidad o a

la destrucción y/o inactivación biológica (blocking) de amino­

ácidos. En la mayoría de los casos, la pérdida de valor nutriti­

vo puede atribuirse a la pérdida de valor biológico debido a

pérdida de lisina(productos lácteos, cereales) o destrucción de

aminoácidos sulfurados (carne y pescados). La pérdida de diges"

tabilidad juega sólo un papel secundario en condiciones de ca­

lentamiento normales (no extremas) (Mauron, 1981).

De los aminóacidos esenciales, la lisina es la más sensi­

ble al daño producido por la reacción de Maillard. La lisina es

frecuentemente el factor limitante de la calidad proteica de las
dietas mixtas humanasy animales. Los cereales, que son frecuen»

temente la fuente más importante de energía, también representan

una alta proporción del aporte proteico a la dieta, siendo esta

proteína deficiente en lisina. Es por lo tanto de sumaimportan“

cia que el procesamiento de alimentos de alto valor proteico sea

controlado para minimizar el daño de lisina. Se han desarrollado

numerososanálisis químicos para la determinación de lisiana reacv

tiva, que son aquellas unidades de lisina que poseen un grupo c

amino libre. Inicialmente se pensaba que una molécula de lisina

con su grupo e amino libre era biológicamente disponible para

la síntesis de proteínas y que aquella en la que el grupo e amino
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estaba unido a otro componentedel alimento era biológicamente

no disponible. Se comprobóque esta teoría no es válida en to­

dos los casos. Despuésde las reacciones iniciales de Maillard,

es cierto que la lisina bloqueada no es biológicamente disponi­

ble, pero, por lo menosuna forma de la lisina bloqueada, gluta­

mil lisina, formada durante el calentamiento severo en ausencia

de carbohidratos, puede ser utilizada por las ratas comouna

fuente de lisina, si se libera de la cadena proteica (Waibely

Carpenter, 1972; Hurrel et al., 1976). Por otra parte, después
de las reacciones avanzadas de Maillard u otro tratamiento seve­

ro, las unidades de lisina con grupo e amino libres pueden ser

no disponibles, ya que no son absorbidas y pasan a las heces de

animales de experimentación contenidos en péptidos indigeribles

(Hurrel et al., 1976). Es por estas razones que se prefiere el

término lisina "reactiva" y no "disponible" cuando se hace refe­

rencia a la estimación química de lisina.

El tema de lisina reactiva fue discutido por varios auto­

res (Carpenter y Booth, 1973; Bodwell, 1976; Friedman, 1977) y

aunque hay excepciones para la generalización de que lisina

"disponible" = lisina "reactiva", la aproximación ha sido de

considerable valor práctico en el entendimiento y control de

procesos de daño en alimentos. El primer reactivo utilizado pa­
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ra medir lisina reactiva fue 1 fluor 2,4 dinitrobenceno (FDNB)

(Carpenter y Ellinger, 1955; Conkerton y Frampton, 1959; Carpen­

ter, 1960). Este reactivo reacciona con los grupos e amino li­

bres de la lisina en la cadena proteica y luego de una hidróli­

sis ácida, el compuesto amarillo producido, es medido colorimé­

tricamente. El método de Carpenter (1960) es ampliamente utiliza­

do para alimentos a base de cereales y produce una indicación

útil para el control de calidad, pero tiene ciertas limitaciones
que se deben considerar. Un método que supera algunas de estas

limitaciones es el métodode determinación de lisina por diferen­

cia (TLMI)(Rao et al., 1963). Este método incluye lisina N-ter­

minal y lisina libre. Los hidratos de carbono no afectan el re­

sultado, pero se necesitan equipos complejos; las columnas cro­

matográficas son difíciles de mantener y además requiere una

atención continua durante su ejecución. Sumadoa ésto, comose

debe medir lisina total, lisina inaccesible y un standard, el nú­

mero de ensayos realizados en un determinado período es tres ve­

ces mayor que el realizado con el método de Carpenter. Por lo

tanto, si bien el métodoTLMIes utilizado con fines de investi­

gación, el método de Carpenter es más simple y económico para

aplicarlo en forma rutinaria. En este método, el FDNBreacciona

con los grupos e amino terminales de la cadena proteica. Cada

///



-126­

grupo se bloquea con un grupo dinitrofenil (DNP),que resiste la

subsecuente digestión bajo reflujo en 5,8Mde HCl. El producto

amarillo producido, mono-e-dinitrofenillisina (DNP-L),es medido

colorimétricamente. Parte de este DNP-Les perdido durante la di­

gestión ácida. Esto ocurre también en otros métodos que utilizan

FDNB(2,4 dinitrofluorbenceno). Esta pérdida es medida mediante

el agregado de DNP-La un duplicado, después del agregado del

ácido, y seguida a través de todo el procedimiento. La recupera­

ción de este DNP-Lagregado es utilizada para proveer un factor

de corrección (que se multiplica por el resultado) por la pérdi­

da durante la digestión. Conmateriales animales la recuperación

ha sido del 90%o mayor (Carpenter, 1960). Cuando se intentó

aplicar ésto a alimentos vegetales que contenían carbohidratos,

la recuperación del DNP-Lagregado disminuyó considerablemente

(60-85%)y se vió que el cálculo de los resultados dependía dra­

máticamente del factor de recuperación. Cuando el DNP-Ly los

carbohidratos son calentados a reflujo en 5,8M de HCl (comodu­

rante la digestión), los grupos -NO2que están en algunas molécu­

las de DNP-L, son reducidos a -NH2. Comoel compuesto amino es

menos amarillo que el compuesto dinitro, la mezcla no es adecua­

da para colorimetría.

Los carbohidratos, especialmente las pentosas, cuando son
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calentadas con HCl, producen furfural, que es posiblemente el

agente reductor responsable de la pérdida de DNP-L.La correc­

ción mencionada se basa en la suposición que el DNP-Lque viene

de la hidrólisis de la proteína es destruido con la mismainten­

sidad que el DNP-Lagregado. Booth (1971) mostró que esta supo­

sición es incorrecta ya que el DNP-Len la proteína es destrui­

do con menor intensidad que el DNP-Lagregado y propuso un pro­

cedimiento corregido que es el que actualmente se utiliza para
alimentos con alto contenido de carbohidratos comola leche en

polvo y suero deshidratado y por lo tanto fue el método elegido

para analizar la pérdida de lisina en esta investigación.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Material utilizado

Para el desarrollo de esta investigación se utilizó suero

dulce de quesería concentrado, que se denominará comosuero. Bs­

te material fue provisto por Sancor Cooperativas Unidas Ltda.,

Buenos Aires, y proviene esencialmente de la elaboración de que­

sos de pasta blanda. El suero líquido, cuya composición tipo se

muestra en la tabla 18, es evaporado en un evaporador de múlti­

ple efecto hasta que la solución contiene aproximadamente 50%de

sólidos totales. La actividad de agua de este suero concentrado

es de 0,940-0,950 y el pH se encuentra en el rango 5,8-6,3; este

concentrado se mantuvo refrigerado a 4°C hasta el momentode su
utilización.

3.1.1. Determinación de la actividad de agua

Para la determinación de la actividad de agua se prepara­

ron soluciones de suero de queso con distintas concentraciones

entre 5 y 50%de sólidos. Estas soluciones fueron preparadas a

partir de diferentes partidas de suero concentrado comercial y
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Tabla 18: Composición tipo de suero dulce de quesería líquido (a)

Componente Contenido (%)

sólidos totales 6-7

lactosa 4,6-4,8
proteínas 0,8-0,9
grasa 0,03

cenizas 0,5

acidez (comoácido láctico) 0,15

(a) Análisis proporcionado por SANCORCOOP. UNIDADLTda.

(Buenos Aires)
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suero en polvo, por dilución con agua destilada.

La determinación de actividad de agua se llevó a cabo me­

diante dos métodos:

1- Higrómetro de fibra

2- Descenso crioscópico

1- Se utilizó este método para la medición en soluciones de suero

de queso con valores de aw inferiores a 0,975. El instrumento
empleado fue un higrómetro fabricado por la firma Lufft

Stuttgart, West Germany. Este consta de un caja metálica de

acero inoxidable, con una tapa que contiene el elemento sensor

para medir la aw y posee además un capilar termométrico de
compensaciónde temperatura. La propiedad que utiliza el ins­

trumento es el cambio de dimensión longitudinal de una fibra

sintética que absorbe humedad, y el valor de aw medido es lei­
do directamente en un dial ubicado en la parte superior de la

tapa. Con el fin de aumentar la confiabilidad de las medicio­

nes, el instrumento fue operado siguiendo el procedimiento

sugerido por Chirife y Ferro Fontán (a) (1980). El instrumen­
to fue contrastado con tres soluciones salinas saturadas en

el rango de interés, y se obtuvieron curvas de calibración

///



-131­

con un coeficiente de correlación no inferior a 0,9990 en to­

dos los casos. Las muestras medidas fueron termostatizadas du­

rante 24 horas y la curva de calibración fue controlada cada
48 horas.

Los valores de aw utilizados para las soluciones salinas sa­
turadas fueron los propuestos por Chirife et al. (1983): clo­

ruro de bario 0,902, nitrato de potasio 0,926 y sulfato de

potasio 0,974, evaluados en todos los casos a 25°C.

Todas las mediciones y la calibración se realizaron a 25°C:

0,2°C en una estufa de circulación forzada y las determina­

ciones se realizaron por duplicado, informándose su promedio.

Este método se utilizó para la medición de actividad de agua

en soluciones con un valor superior a 0,975. Las mediciones

se realizaron en un crióscopo para leche (AdvancedInstrument

Milk Cryoscope 4D II) que fue calibrado con soluciones standard

de cloruro de sodio. Todas las mediciones se realizaron por

duplicado informándose el promedio.

Recientemente varios investigadores (Miracco et al., 1981;

Chirife et al., 1981) han demostrado que las mediciones del

descenso crioscópico constituyen una forma conveniente de me­

dir la aw en soluciones con alta aw.
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La relación entre el punto de congelación de una solución

acuosa y su actividad de agua está dada por la ecuación (Robin­

son y Stokes, 1965)

— 1 5 To

—ln aw = ñ (Lo - J To)(T; - E3) + í ln T; (28)

donde:

Lo = calor latente de fusión al punto de congelación del

agua pura (TO)

3 = diferencia de capacidad calorífica molal entre el

agua líquida y el hielo

T = punto de congelación de la solución

Esta ecuación fue obtenida considerando que 3 es indepen­

diente de la temperatrua en el rango To —TF. Esto no afecta la

precisión del cálculo de la aw (Ferro Fontán y Chirife, 1981 b).

Si se reemplaza el descenso crioscópico, GF = To - TF, en
la ecuación 28, ésta se puede escribir de la forma

2

-1“ =L°F+[L _¿]°_F (29)m
w R T2 R 2 R T2

O O
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A 0°C, el calor latente de fusión del hielo es 1435,5 cal/

mol y la diferencia de capacidad calorïfica molal de agua líquida

e hielo es 9,0990 cal/°C mol (Robinson y Stokes, 1965), Por lo

tanto la ecuación se puede aproximar númericamente a:

-3 -6 2
- ln aw = 9,6934x10 GF + 4,761x10 GF (30)

El error en la determinación del punto de congelación fue

estudiado recientemente por Alzamora y Chirife (1984). Ellos mi­

dieron por cuadruplicado 5 soluciones diferentes de 1,3-butilen­

glicol en un equipo igual al utilizado en esta investigación. Los

puntos de congelación medidos se encontraban en el rango -0,536

y -l,968°C. El valor de la desviación standard (SD) del valor me­

dio a cada nivel fue de 0,0041 y 0,0015 respectivamente. Con es­

tos valores se pudo estimar el error cometido en la determinación

del punto de congelación de estas soluciones, cuyo valor no su­

pera 0,006°C (P = 0,95). Estos resultados concuerdan con los in­

formados por Miracco et al. (1981) para la determinación de pun­

to de congelación de soluciones de NaCl dentro del mismo rango

de punto de congelación. Zee y van Luin (1983) informaron que la

repetibilidad en la determinación del punto de congelación de

la leche (GF= -0,50), utilizando el mismo equipo fue de 0,0052°C
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(P = 0,95). Por lo tanto, de la ecuación 30 se calculó que

Aa E 6x10_5, lo que significa que el valor de aw derivado del
punto de congelación se puede expresar con 4 cifras decimales.

3.1.2. Determinación de humedad

La determinación del contenido de humedaddel suero se

realizó en forma gravimétrica por secado en una estufa de circu­
lación forzada a 100°Cdurante 5 horas.

3.1.3. Determinación de pH

La medición del pH del suero concentrado se realizó con

un electrodo de vidrio en un equipo MetrohmE 632.

3.2. Estudio microbiológico

3.2.1. ReactiVOS“

Se utilizó NaCl de la firma Merck (Darmstadt, West

Germany),calidad analítica; glicerol y ácido cítrico de la fir­

ma Mallinkrodt Chemical Works (St. Louis, U.S.A.) y sorbato de
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potasio de grado alimentario.

3.2.2. Preparación de las guestras

La estabilidad microbiológica de suero concentrado comer­

cial se estudió en una serie de sistemas preparados con una com­

binación de aw (0,94-0,92-0,90), pH (5,0, 5,2, 5,4, 5,6) y sor­
bato de potasio (0%, 0,1%, 0,2%).

Los humectantes utilizados para obtener la aw deseada en
cada caso fueron NaCl o glicerina y la cantidad requerida fue

calculada usando la ecuación de Ross (Ross, 1975)

(a )S.q_ = (a3)S-(a3)H (31)

donde (a3)S es la actividad de agua del suero concentrado comer­

cial y (a3)H es la actividad de agua de la solución simple del
humectante utilizado, en este caso NaClo glicerina, medidos a

la misma concentración que tienen en la mezcla. Los valores de

(a8)H fueron obtenidos de literatura (Benmerguiet al., 1979;
Chirife et al., 1980).

El pH fue ajustado por el agregado de una solución de áci­
cítrico 50%.
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Las muestras así preparadas fueron fraccionadas y almace­

nadas en frascos de vidrio estériles, herméticamente cerrados, o

bolsas impermeables de Super Cryovac, selladas con calor. En el

caso particular del estudio de microorganismosanaerobios, las

muestras fueron almacenadas en tubos de 18 ml de capacidad her­
méticamente cerrados. Todas las muestras fueron incubadas en una

estufa de temperatura constante a 30°C.

3.2.3. Microorganismos

Staphylococcus aureus INM82 fue provisto por el Instituto

Nacional de Microbiología "Dr. Carlos G. Malbrán", Buenos Aires.

Los hongos y levaduras utilizados fueron aislados de sue­

ro concentrado comercial contaminado (aw = 0,940, pH = 6,0). Bs­
tos incluyen Geotrichum 5p., Aspergillus flavus y una levadura
denominada W-84.

3.2.4. Medios yfenumeración de microorganismos

Las diluciones de las muestras analizadas se realizaron

con triptona sal. El recuento de mesófilas aerobias se realizó

en Standard Plate Count Agar (triptona 5 g, extracto de levadu­
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ra 2,5 g, glucosa 1,0 g, agar 15 g, NaCl 0,5 g, agua destilada

1,0001t).Micrococaceas en Chapman (D-manitol 10 g, agar 15 g,

NaCl 70 g, caldo nutritivo 1000 ml, rojo de fenol 0,025 g);

Staphylococcus aureus en Baird-Parker (E. Merck, Darmstadt,

Germany); Enterobacterias en V.R.B.G. (Violet Red Bile Glucose

Agar, Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, England).

El recuento de coliformes ydseEstreptococos fecales se

realizó utilizando la técnica de número más probable (MPN).Los

medios utilizados fueron Caldo MacConkey (peptona 20 g, lactosa

10 g, NaCl 5 g, taurocolato de sodio S g, agua destilada 1000 ml,

rojo neutro 1%10 ml) para coliformes y Rothe Broth (bacto trip­

tosa 20 g, glucosa 5 g, NaCl 5 g, KZHPO42,7 g, KH PO4 2,7 g, azi­2

da sódica 0,20 g, agua destilada 1000 ml) y Litsky Broth (Difco

Lab., Detroit 1,Michigan, U.S.A.)para Estreptococos fecales.

Para el recuento de esporulados facultativos y anaerobios,

las muestras y sus diluciones fueron calentadas a 70-75°C por 10

minutos y luego colocados en agua fría. Unmililitro de cada di­

lución se sembró en tubos conteniendo Brewer Anaerobic Agar

(Difco Lab., Detroit,Michigan, U.S.A.) a una temperatura de 55°C,

se homogeneizó y se colocó nuevamente en agua fría. Placas y tu­

bos fueron incubados a 37°C por 48 horas.

El recuento de hongos y levaduras se realizó en placas
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conteniendo Agar Sabouraud (glucosa 40 g, peptona 10 g, agar 20 g,

agua destilada 1000 ml) u O.G.A. (glucosa 20 g, extracto de leva­

dura 5 g, agar 20 g, agua destilada 1000 ml). Las placas fueron

incubadas a 25°C por 3 a 5 días.

3.2.5. Preparación de inóculos e inoculación

Para obtener el inóculo de S. aureus, se preparó una sus­

pensión de la cepa en caldo nutritivo y se incubó 24 horas a 37°C.

500 ml de suero de cada una de las condiciones seleccionadas,

fueron colocados en un recipiente de vidrio esterilizable provis­

to de un agitador (Sorvall Omni-Mixer) e inoculados con 1 ml de

suspensión de la dilución adecuada para obtener una concentración

inicial en el rango 104-106 U.F.C./ml. Las muestras inoculadas

fueron homogeneizadasy fraccionadas en frascos estériles, hermé­

ticamente cerrados, y almacenados en una estufa de temperatura
constante a 30°C.

El inóculo de levaduras se obtuvo preparando una suspen­

sión de células que fueron luego incubadas a 25°C durante 24 ho­

ras. Comoen el caso anterior, se inoculó 1 ml de suspensión de

la dilución adecuada en 500 ml de suero para obtener un recuento

inicial del orden de 104 U.F.C./ml. Las muestras inoculadas fue­
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ron homogeneizadasy fraccionadas en frascos de vidrio estériles,

herméticamente cerrados, y almacenados en una estufa de tempera­

tura constante a 25°C.

Para obtener la suspensión de esporas de hongos a ser

inoculados, se preparó un agar inclinado con medio Sabouraud pa­

ra cada cepa. Se almacenó 7-10 días a 25°C y luego se lavó con

5 ml de agua destilada estéril y cuatro gotas de Tween 80 (Horner

y Anagnostopoulos, 1973). Con esta suspensión inicial se prepa­

raron diluciones para obtener inóculos en el rango 103-105 espo­

ras/ml. Las placas inoculadas contenían suero dulce concentrado

comercial sin modificar, suero concentrado comercial modificado

y medio Sabouraud para control. Cada placa fue inoculada en el

centro con lO ul de suspensión para obtener un inóculo inicial

de 3 mm de diámetro. Las placas inoculadas fueron almacenadas

en una estufa de temperatura constante a 25°C. La contaminación

de las placas fue definida comola formación de una colonia su­

perficial suficientemente grande comopara ser visible a simple

Vista. Se tomó arbitrariamente el valor de 2 mmpara el diámetro

de dicha colonia y el tiempo necesario para su formación se de­

finió como "tiempo de rechazo". Las placas fueron inoculadas por

triplicado y los resultados se calcularon comoun promedio entre
ellos.

///
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3.3. MEDICION DE COLOR

3.3.1. Preparación de muestras

La preparación de muestras se realizó simultáneamente pa­

ra todos los estudios y en la forma indicada en el punto 3.2.2.

3.3.2. Equipo

El equipo utilizado para la medición de color fue un es­

pectrofotómetro ZEISS DMC25 de doble haz. Este posee una esfera

integradora con diferentes salidas laterales que permiten la ubi­
cación de la muestra, el patrón de referencia y el fototubo de­

tector. La fuente luminosa para mediciones en el espectro visible

es una lámpara de tungsteno y el monocromador está compuesto por

un sistema doble de prismas. El equipo puede adaptarse para la

medición de distintos tipos de muestra y permite realizar medi­

ciones por transmisión o reflexión, con o sin componente especu­

lar. La iluminación puede ser monocromática o policromática, con

ajuste automático de ancho de banda(2,5¡ 5 y 10 nm).

En el presente estudio se midió el factor de reflectancia
espectral de las distintas muestras de suero concentrado modifi­

///
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cado, en el rango visible, utilizándose iluminación monocroma­

tica. A partir del espectro obtenido un sistema de integración

triestímulo (Davidson and HemmendingerElectronic, Tatomy, U.S.A.)

acoplado al instrumento, calculó los valores triestimulo X, Y, Z

por el método de las ordenadas seleccionadas (Lozano, 1978).

3.3.3. Técnica de la medición colorimétrica

Las muestras fueron colocadas en una cubeta de acrílico

comola mostrada en la figura 17. Sobre la superficie de la mues­

tra se colocó un vidrio con el fin de eliminar burbujas u otras

imperfecciones de la superficie que puedenmodificar el resulta­

do de la medición. Se utilizó comopatrón standard una placa ca­

librada de BaSO4.La calibración se realizó en todo el rango del
espectro visible (380-730 nm) mediante el ajuste de 30 potenció­

metros. El monocromador se ajustó en un ancho de banda de lOnm

y el espectro fue registrado en papel en la escala 10 nm/cma una

velocidad de banda de 3,5 nm/seg. Posteriormente los valores X,

Y, Z, iluminante C (C.I.E.), fueron leidos en la pantalla digital
del integrador triestímulo.
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Q 3,2 cm

Figura 17: Cubeta empleada en la medición de la reflectancia

de muestras de suero de queso
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3.3.4. Error en la medición

La repetibilidad del instrumento para mediciones sucesi­

vas de una misma muestra es muy buena, teniendo ésta una preci­

sión de 0,1%. En el caso de repetibilidad de mediciones luego de

calibraciones sucesivas, se han observado errores de hasta el 1%

de los valores triestimulo, por lo cual la exactitud de los valo­

res triestïmulo obtenidos para cada muestra está determinado por
este factor.

3.4. Pérdida de lisina disponible

El método más utilizado (comoya se explicó anteriormente)

es el propuesto por Carpenter (1960), pero presenta algunos incon­

venientes para ser utilizado en ciertos alimentos comoleche en

polvo y suero debido al alto contenido de carbohidratos que es­

tos poseen.

Los carbohidratos interfieren en el dosaje de lisina dis­

ponible según el método de Carpenter (1960) dando como resulta­

do un valor inferior al real. En 1971, Booth introdujo ciertas

modificaciones en el método de Carpenter para adecuarlo a ali­
mentos con alto contenido de carbohidratos.

///
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Debido al alto contenido de lactosa del suero concentra­

do se adoptó el método de Booth para la determinación de lisina

disponible.

3.4.1. Preparación de muestras

Las muestras utilizadas para este estudio fueron prepara­

das simultáneamente con las utilizadas para el estudio microbio­

lógico y de cambio de color y el procedimiento fue el detallado

en el punto 3.2.2.

3.4.2. EguiEos

La absorbancia a 435 nm fue medida en un espectrofotóme­

tro Spectronic 21.

3.4.3. Reactivos

—Cloruro monohidrato de €-dinitrofenillisina (DNP-L),tiene un

peso molecular de 366,77, y contiene el equivalente a 39-85%

de lisina. 314 mgde este reactivo fueron disueltos en 250 cm3

de HCl 8,1M. Esto se realizó 24 horas antes de ser utilizado.

///
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3Posteriormente se diluyelon 10 cm3 con agua a 100 cm , y la so­

lución diluída se utilizó comostandard. Una alícuota de 2 cm3

contine el equivalente de 0,1 mgde lisina y cuando se diluye

a 10 cm3 tiene una absorbancia neta de aproximadamente 0,4 a

435 nm en una cubeta de 1 cm.

1-fluor-2,4-dinitrobenceno (FDNB),(E. Merck, Darmstadt). Se

utilizaron aproximadamente 0,4 cm3de este reactivo en 15 cm3

de etanol por muestra.

Metil cloroformato (MCC)(Merck, Darmstadt).

Solución de NaHCO3,correspondiente a 80 g en 1 litro de agua
destilada.

Dietil eter (Merck,Darmstadt); este reactivo debe ser libre

de peróxidos.

Solución de fenoftaleína, 400 mg/l en 60%de etanol.

Solución de NaOH, 120 g/l

///
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4

- Buffer de pH 8,5. Para su preparación se disuelven 19,5 g de

NaHCO3y 1 g de NaZCO3 en 250 cm3 de agua y se ajusta el pH
si es necesario.

3.4.4. Técnica de medición de lisina disoonible

Las muestras utilizadas fueron de aproximadamente 3 g.

Estas fueron pesadas en balones de 150 cm3, conteniendo bolitas

de vidrio. Se agregó 10 cm3 de solución de NaHCO3y se agitó el
balón, dejándolo luego reposar hasta que la muestra se humedeció.

Luego se adicionaron 15 cm3 de solución de FDNBa cada balón, se

tapó y se agitó por 2 horas en un shaker. Después de la agita­

ción se evaporó el etanol colocando los balones en un baño de

agua hirviente hasta la eliminación completa de la efervescencia,

perdiéndose en este proceso aproximadamente 12,5 g. Cuando la mez­

cla se enfrió, se adicionaron 30 cm3 de HCl 8,1 Mque neutralizan

el NaHCO3y hacen un total de 40 cm3 6M. La mezcla fue reflujada

16 horas. A continuación se lavó el condensado con agua y se des­

conectaron los balones. El contenido de éstos se filtró en calien
te con papel WhatmanN° 541 a balones volumétricos de 250 cm3.

Los balones de digestión y los residuos fueron lavados hasta que

el filtrado totalizó un volumen cercano a 250 cm3. Se dejó en­

///
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friar y se llevó a volumen. Los balones se dejaron reposar hasta

que decantó el precipitado de dinitrofenol formado. De cada fil­

trado se pipetearon 2 cm3 para cada uno de los tubos de ensayo

(A y B). El contenido del tubo B se extrajo con aproximadamente

5 cm3de dietil eter (libre de peróxidos). Se colocó el tubo en

agua a 80°Chasta que la efervescencia del eter residual desapa­

reció. Se dejó enfriar y se agregó una gota de fenoftaleína y la

solución de NaOHhasta la aparición del primer color rosado. Lue­

go se adicionó 2 cm3 de buffer carbonato (pH = 8,5) y a continua­

ción 5 gotas (0,01 cm3 aproximadamente) de MCC;se taparon los

tubos y se agitaron vigorosamente, liberando la presión con pre­

caución. Después de aproximadamente 8 minutos, se agregó 0,75

cm3 de HCl, gota a gota y agitando cuidadosamente. Por último, la

solución se extrajo 4 veces con dietil eter, se enfrió y se lle­

vó a 10 cm3 con agua. El tubo A se extrajo 3 veces con dietil

eter libre de peróxidos y se llevó a 10 cm3 de volumen con HCl

1M. La absorbancia de ambos tubos fue medida a 435 nm contra

agua. La lectura A menos la lectura B (el blanco) es la absor­

bancia neta atribuible a la DNP-L.

El valor de lisina fue calculado de la forma que a conti­
nuación se datalla:

///
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ws.Au.v.100 100
wu.As.a.[cp]

= lisina =
16 g N

peso del standard, expresado comomg de lisina en

2 cm3, es decir 0,1 mg

peso de la muestra en mg

absorbancia neta de DNP-Lstandard

absorbancia neta de la muestra (A-B)

volumen del filtrado (250 cm3)

alícuota del filtrado (2 cm3)

proteína cruda, 6,25 g N/lOOg material

///
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Actividad de agua de las soluciones de suero

El descenso crioscópico de las soluciones de suero es una

función de la concentración y la naturaleza química de los sóli­

dos disueltos, y está termodinámicamenterelacionado con la ac­

tividad de las mismas. En la figura 18 se muestra una comparación

de la actividad de agua de soluciones de suero concentrado con

valores calculados a partir de la medición del descenso crioscó­

pico de soluciones de suero en polvo reconstituído (Bakshi y

Johnson, 1983) y soluciones de leche en polvo descremada recons­

tituída (Radewonuket al., 1983). Las muestras de suero utilizado

contenían un 73-75%de lactosa en base seca, mientras que en la

leche el contenido era de 51,8% Se puede observar que si se gra­

fica la actividad de agua en función de la relación lactosa/agua

para diferentes soluciones de suero y leche, todos los puntos

caen aproximadamente en la misma correlación. Si bien la lactosa

juega un papel importante en el descenso de aw, en las sol ciones
de suero o leche existen otros componentes que en menor proporción

también contribuyen. En el caso particular del suero en polvo,

los minerales comocalcio, magnesio, fósforo, sodio y potasio

///
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(b) Radewonuk et al. (1983)
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presentes en las cenizas (Bakshi y Johnson, 1983), y que tienen

un peso molecular relativamente bajo respecto de la lactosa, son

los que aportan para el descenso de la aw. Esto se puede compro­

bar si se compara los valores de aw de soluciones de suero de
hasta 50% (p/p) de sólidos, medidos experimentalmente, con los

valores predichos para soluciones de lactosa conteniendo la mis­

ma relación lactosa/agua que en la correspondiente solución de

suero (figura 19). Los valores de aw de las soluciones de lacto­
sa fueron obtenidos mediante la siguiente ecuación (Miracco et

al. , 1981),

a = X exp(- K X2) (32)w 1 2

donde x1 y X2 son las fracciones molares de agua y lactosa res­
pectivamenteyrlíes la constante de correlación que depende de la

naturalezaquimica del soluto y para el caso de la lactosa es igual

10,2. Esta ecuación se aplica, en general, a soluciones de rela­

tivamente alta molalidad, debido a que el error en la evaluación
de K aumenta con la disminución de la fracción molar del soluto.

También puede ser aplicada a soluciones con bajas molalidades

de solutos, pero en este caso es necesaria una mayor exactitud

en la determinación de la actividad de agua. Se puede observar
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que la curva correspondiente a las soluciones de suero está siem­

pre por debajo que la correspondiente a la lactosa, lo cual de­

muestra la presencia de otros solutos que contribuyen al descen­

so de la aw. La figura 19 también muestra que existe una buena

correlación lineal entre la aw y el contenido de sólidos del sue­
ro (expresado comog de sólidos/100 g agua). La línea correspon­
de a la ecuación

(aw)suero = 0,999 - 0,000558 M (33)

donde M es el contenido de sólidos en g sólidos/100 g agua y el

coeficiente de correlación es 0,9940. Esta correlación lineal
tiene su fundamento teórico en la termodinámica de soluciones;

en efecto, en base a la definiCión del coeficiente osmótico, ;,
se puede escribir

aw = exp(-f0m1 m v) (34)

donde:

f = coeficiente osmótico

v = número de moles de todas las especies que dan un mol

de soluto en solución (v = 1 para no-electrolitos)

///
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m = molalidad

m = número de Kg por mol de agua (0,018)

Lupin et al. (1981) mostraron que si esta ecuación se

expande en series,

(fmlv)2 m2 (lev)3 m3
aw = 1 - (pmlv)m + 2! - 3! + . . . . .. (35)

y dentro de ciertos rangos, donde (fimlv) «l, la ecuación 35 pue­
de escribirse

a E 1 - K m (36)

la cual es idéntica a la ecuación 33.

Por todo lo anteriormente expuesto, quede demostrado que

la lactosa es una de las principales responsables del descenso

de la aw en soluciones de suero concentrado. La concentración
de lactosa en la fase acuosa en una solución de suero que contie­

ne 125 g sólidos/100 g agua, es de alrededor de 91 g lactosa/100

g agua. Sin embargo, se sabe que la solubilidad de la lactosa

a 25°C es sólo 20,5-21,7 g lactosa/100 g agua (Nickerson y Moore,

///
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1972; Jelen y Coulter, 1973), por lo tanto la lactosa debería es­
tar cristalizada en las soluciones de suero estudiadas. Sin em­

bargo no se ha observado cristalización de lactosa en ningún caso

ni tampoco se han detectado cambios en la aw (debido a la cris­

talización) en soluciones de suero concentrado (aw = 0,94 - 0,90)
almacenadas hasta 3 meses a 30°C y 37°C. La estabilidad de la

lactosa en estas soluciones se puede atribuir, en parte, a la

presencia de proteínas en el suero que producen una viscosidad

tal que interfiere en la cristalización de la lactosa (Nickerson,
1977).

Goldsack y Franchetto (1977) han desarrollado la siguiente

ecuación general para la viscosidad relativa (nr) de soluciones
de electrolitos simples:

nr = exp(X E)(1 + X V) (37)

donde:

X = fracción molar apropiada

E = energía libre promedio

V = parámetro relacionado con el volumen

Para soluciones de electrolitos 1: 1, los parámetros E y

///



V se definen como

= * *_ *
E (AGC + ¿Ga 2AGl)/RT (38)

V+V
v=(C a)-2 (39)

V
1

donde:

Vc = volumen molar del catión

Va = volumen molar del anión

Vl = volumen molar del solvente

AG;= energía libre molar de activación para flujo viscoso
del catión

AG;= energía libre molar de activación para flujo viscoso
del anión

X = m/(55,51 + 2m)

m = molalidad de la sal

Estos autores verificaron la ecuación propuesta con datos

de viscosidades existentes en la bibliografía para electrolitos

1:1 inorgánicos y comprobaron con ésto que la ecuación a 2 pará­
metros puede reproducir las viscosidades observadas dentro del

error experimental hasta concentraciones muyaltas (aproximada­

///



mente 3 a 5 molal). Chirife et al. (1984) aplicaron esta ecuación

a soluciones de electrolitos 1:1 y a soluciones de no electroli­

tos (polioles, L-prolina). Para el caso de no electrolitos la
fracción X fue calculada como X = m(55,51 + m). Los valores de

E y V (en todos los casos), fueron calculados por un programa de

computación para un rango de temperaturas entre 25 y 40°C. En el

caso de no electrolitos, se observó que el parámetro V era tan

pequeño que la ecuación 37 se reduce a

nr = exp (X E) (40)

Siguiendo con el procedimiento empleado por Goldsack y

Franchetto (1977), se puede demostrar para el caso de no electro­

litos, que el parámetro E se puede definir como:

E = (AG; - AGÏ)/RT (41)

donde:

AG;= energía libre de activación para un flujo viscoso
por mol de soluto

La figura 20 muestra que existe una buena correlación li­

///
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neal entre los valores experimentales del parámetro E (a 25°C) y

el peso molecular de los no electrolitos estudiados (Chirife et

al., 1984). Por lo tanto el peso molecular de los no electrolitos

es el factor principal en la determinación del parámetro E, y de

acuerdo a la ecuación 41 está directamente relacionado con AGS.
En la figura 21 se compara la viscosidad relativa de so­

luciones de suero y de lactosa; los datos experimentales son los

informados por Buma (1980). El comportamiento de la lactosa se

puede describir perfectamente con la ecuación propuesta por Chi­

rife et al. (1984) (ecuación 40) y con un valor de B = 53. Por

el contrario, las soluciones de suero aumentandrásticamente con

el aumento de concentración y no siguen dicha ecuación. Esto se

puede atribuir en parte al comportamiento reológico de sus cons­

tituyentes poliméricos comolas proteínas.

Se puede concluir que la viscosidad de las soluciones de

suero es muchomayor que aquella de lactosa con igual concentra­

ción de sólidos. Por ejemplo la viscosidad de una solución de

suero que tiene una aw 2 0,94 (100 g sólidos/100 g agua aproxima­
damente), se espera que sea varias veces superior que la de una

solución de lactosa equivalente. Todoesto puede explicar, al

menosparcialmente, la ausencia de cristalización de lactoas en
las soluciones de suero concentrado.
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4.2. Estabilidad microbiológica del suero concentrado

El suero concentrado es un producto intermedio y por lo

tanto no es posible encontrar en bibliografía datos microbioló­
gicos. Por esta razón, inicialmente se analizó la carga micro­

biana de 15 partidas distintas de suero, con una aw E 0,94 y pH
en el rango 5,8-6,3. La tabla 19 muestra un promedio de los re­

sultados obtenidos con estas partidas. Esta baja contaminación

inicial es atribuible al tratamiento térmico que el suero recibe
durante su concentración. Conel fin de observar que desarrollo

tenian los microorganismospresentes inicialmente, se estudió

la evolución de los mismos en suero concentrado comercial y en

suero modificado con distintas combinaciones de aw, pH y sorbato
de potasio, haciendo incapié en el desarrollo de mesófilas aero­

bias y con menor énfasis en los esporulados anaerobios. La figura

22 muestra los cambios producidos en el recuento de mesófilas

aerobias en distintas partidas de suero dulce concentrado comer­

cial sin modificar (aw = 0,942- pH = 5gb y aw = 0,940 - pH = 6,15)

y en un suero dulce concentrado modificado por una combinación de

a pH y agregado de sorbato de potasio. En el primer caso elw!

número de microorganismos aumentó rápidamente durante el almace­

namiento, observándose paralelamente cambios organolépticos que
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Tabla 19: Carga microbiana inicial de suero concentrado comercial

microorganismo UFC/m1

Mesófilas aeróbias 104

Micrococaceae 10

Staphylococcus aureus 10
Enterobacteriaceae 10

Coliformes 25

Estreptococos fecales 25

Esporulados aerobios 25

Esporulados anaerobios lO2

Hongos --­

Levaduras --—

///
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concentrado comercial y en suero concentrado modifica­

do, almacenado a 30°C.

SK = sorbato de potasio

NC= recuento nulo a los 69 días
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hacían evidente el deterioro microbiano. Sin embargo, las muestras

de suero modificado disminuyeron su recuento de mesófilas aerobias

en forma drástica, llegando a los 69 días de almacenamiento a la

pérdida total de viabilidad de estos microorganismos. La población

de microorganismos esporulados anaerobios también disminuyó para

el caso de suero modificado, llegando a un nivel inferior a 10

UFC/mla los 38 días de almacenamiento y manteniendo este valor

por 3 meses. Los recuentos de Micrococaceae, Staphylococcus aureus,

Enterobacteriaceae, coliformes, estreptococos fecales, esporulados

aerobios, hongos y levaduras fueron nulos a los 14 días de almace­
namiento en todas las condiciones estudiadas de suero modificado.

En vista de estos resultados, se estudió la evolución de las mesó­

filas aerobias en suero concentrado almacenado a 30°C, con modi­

ficaciones de aw, pH y agregado de sorbato de potasio, menos drás­
ticas que en el caso anterior. Se utilizó NaClpara obtener los

valores deseados de aw. Los resultados se muestran en las figuras
23 y 24.

Se puede observar que tanto la combinación de aw = 0,92,

pH = 5,4, 0,2% sorbato de potasio, como aw = 0,94, pH = 5,2 y 0,2%

sorbato de potasio, son igualmente efectivas en cuanto a la inhi­
bición del crecimiento de las bacterias mesófilas aerobias en sue­

ro concentrado almacenado a 30°C.

///
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Dadoque el manejo industrial del suero no se realiza en

forma estéril, resulta de sumaimportancia investigar cuál es el

comportamientode este material frente a posibles contaminaciones

durante su elaboración, transporte y almacenamiento.

El Staphylococcus aureus puede crecer y producir enterotoxi­

na en distintos sustratos y en un amplio rango de condiciones am­

bientales, tales comoaw, pHy temperatura (Tatini, 1973). Está
bien documentado que este microorganismo puede crecer en forma

aeróbica con una aw tan baja como 0,86 si las otras condiciones
son las óptimas (Vaamondeet al., 1982; Lotter y Leistner, 1978).

Es por esta razón que se lo utilizó comoorganismo test para los

estudios de contaminación en suero concentrado. En las figuras

25 y 26 se muestra el comportamiento del S. aureus INM82 inocu­

lado en suero concentrado con una aw = 0,92 y 0,94, combinado con
distintos niveles de pHy sorbato de potasio agregado; los inócu­

los iniciales fueron de 104 y 106 UFC/ml. Se puede observar

que mientras el microorganismotest se desarrolla sin problemas

en el suero concentrado sin modificar (aw = 0,94, pH = 6,15)

existen varias combinaciones de aw - pH - %SKque inhiben o resul­
tan letales para el S. aureus INM82. Por ejemplo, en el caso de

suero con aw = 0,92, pH = 5,4 y 0,2%SK, el número de microorganis­

mos disminuye rápidamente llegando casi a la pérdida total de via­

///
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almacenamiento a 30°C, en suero dulce concentrado ajus­

tado a distintos niveles de pHy sorbato de potasio.
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bilidad a las 271 horas de almacenamiento. Un comportamiento si­

milar se observó en el caso de suero de aw = 0,94, pH = 5,2 y
0,2%SK.Cabe destacar que en muestras con igual porcentaje de sor­

bato de potasio agregado, una pequeña disminución en el nivel de

pH (pH = 5,6 a pH = 5,4 por ejemplo) afecta drásticamente el com­

portamiento del microorganismo estudiado. Esto es razonable con­

siderando que, no solamente el efecto intrínseco de la disminu­

ción de pH afecta el crecimiento del S. aureus, sino que además

se sabe que la efectividad del sorbato de potasio es función del

pH y que ésta aumenta a medida que se acerca al valor de su cons­

tante de disociación (pKa) que es 4,75 (Parada et al., 1982;
Davidson et al., 1981). Los resultados obtenidos nos indican que

si bien el S. aureus crece a una aw = 0,86 cuando las otras condi­
ciones son las óptimas, se puede lograr un producto organolépti­

camente aceptable, donde el microorganismo en estudio se encuen­

tra totalmente inhibido, con una pequeña modificación de aw y pH
y con el agregado de sorbato de potasio.

Por lo anteriormente expuesto se puede concluir que el cre­
cimiento de bacterias mesófilas aerobias en suero concentrado al­

macenado a 30°C, se puede prevenir con una combinación de facto­

res tales como: aw = 0,94 - pH = 5,2 - 0,2% SK o aw = 0,92 —

pH - 5,4 - 0,2% SK. Este fue el motivo que llevó a estudiar la

///
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posibilidad de otras contaminaciones, comohongos y levaduras,
sólo en estas dos combinaciones de factores.

La figura 27 muestra la evolución experimentada por la le­

vadura INM- 84, inoculada en suero dulce concentrado sin modifi­

car y en las dos alternativas de modificaciones propuestas. Los

inóculos iniciales fueron superiores a lO4 UFC/ml.En el pri­

mer caSo la levadura encuentra un medio favorable para su desa­

8 UFC/ml al cabo de 28 días derrollo, llegando a valores de 10

almacenamiento. Por el contrario, en los sistemas propuestos, la

levadura INM-84pierde viabilidad durante el almacenamiento.

Por último se estudió el comportamiento de los sistemas

propuestos frente a una contaminación con Geotrichum sp. (hongo

que se encuentra comúnmenteen las queserïas) y Asnergillus fla­
vus (aislado de un suero concentrado comercial contaminado). La

figura 28 muestra el desarrollo del hongo Aspergillus flavus en

medio Sabouraud y la ausencia de desarrollo en suero modificado,

y la figura 29 compara el desarrollo en un suero concentrado co­

mercial y la ausencia de desarrollo en un suero modificado. En

este caso se observa que el inóculo colocado en el centro de la

placa ha difundido ya que el suero no es sólido como en el caso

del Sabouraud, y se observan por lo tanto crecimiento en varias

zonas de la placa, y ademásluuidesarrollado otros hongos que el

///
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Figura 27: Desarrollo e inhibición de la levadura INM-84inoculada

en suero concentrado comercial y en suero concentrado
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bato de potasio, durante su almacenamiento a 25°C
SK = sorbato de potasio
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Suero modificado

Medio Sabouraud

Figura 28: Desarrollo de Aggergillus flavus inoculado en suero

modificado y en medio Sabouraud, incubado a 25°C

durante 90 días.



-174­

Suero modificado

Suero concentrado

comercial

Figura 29: Desarrollo de Asoergillus flavus inoculado en suero

modificado y en suero concentrado comercial, incubado
a 25°C durante 90 días.
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suero contenía comocontaminantes. En todos los casos las fotos

fueron tamadas a los 90 días de incubación. Cabe mencionar que

en todos los casos la cepa inoculada fue la mismay las diferen­

cias de tonalidades que se observan no son reales y son atribui­

bles a problemas fotográficos.

La tabla 20 muestra el comportamiento de los sistemas pro­

puestos frente a una contaminación fúngica y su comparación con

un suero concentrado sin modificar y un medio patrón, en este ca­

so Sabouraud. El "tiempo de rechazo" en el medio patrón y en el

suero concentrado sin modificar fue de valores de 24 a 120 horas,

sin embargono se observaron colonias superficiales de los hongos

inoculados en ninguno de los dos sistemas propuestos después de

3 meses de incubación a 25°C, lo cual indica que las modificacio­

nes propuestas permiten obtener un suero que no se verá alterado

por contaminaciones de hongos.

Se puede concluir que la estabilidad microbiológica del

suero concentrado producido en la industria láctea (100 g sóli­

dos/100 g agua), se puede alcanzar con una combinación de un pe­

queño ajuste de aw, leve diminución de pH y agregado de 0,2% de
sorbato de potasio. En estas condiciones el producto puede ser

almacenado durante 3 meses, comomínimo, a 30°C sin sufrir alte­

raciones microbiológicas.

///
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Tabla 20: "Tiempo de rechazo" para Geotrichum sp. y Asgergillus

flavus inoculados en_medio Sabouraud y en suero concen­

trado comercial y suero modificado incubado a 25°C

microorganismo Medio Inóculo Tiempo de rechazo

(esporas/ml) (horas)

Sabouraud 105 48

3Suero (1) 10 120

104 120

105 96

Geotrichum sE. Suero (2) 103 (-)(a)

104 (-)

105 (-)

3Suero (3) 10 (-)
A10' (-)

105 (-)

///
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Tabla 20 (continuación)

5Sabouraud 10 24

3Suero (1) 10 96

104 96

105 72

Aspergillus Suero (2) 103 (-)(a)

flavus 104 (-)

105 (-)

3Suero (3) 10 (-)

104 (-)

105 (-)

(a) después de tres meses de incubación.

(l) suero concentrado comercial; aw = 0,94; pH = 6,1.

(2) suero concentrado modificado; aw = 0,94; pH = 5,2; 0,2% sor­
bato.

(3) suero concentrado modificado; aw = 0,92; pH = 5,4; 0,2% sor­
bato.

///



-178­

4.3. Valor nutricional: pérdida de lisina disponible

La pérdida de lisina disponible en suero microbiológica­

mente estable fue estudiada a 30°C y los resultados se muestran en

la tabla 21. Se puede observar que la pérdida de lisina se encuen­

tra entre el 20 y el 30%del valor inicial después de 3 meses de

almacenamiento a 30°C. La retención fue un poco mejor en el caso

de suero con aw 0,94 - pH 5,2. En la tabla 21 también se muestra

la retención de lisina en suero en polvo de aw 0,33, almacenado
a 25°C y 35°C (Labuza y Saltmarch, 1981 a). Se puede apreciar

que la retención en los sistemas aquí estudiados (suero microbio­

lógicamente estable con aw 0,94 y 0,92) es similar (y en algunos
casos mayor) a la obtenida por estos investigadores para suero

en polvo de aw 0,33. Esto es razonable considerando el efecto

que la aw ejerce sobre la reacción de Maillard. La mayoría de los
estudios sobre esta reacción de deterioro indican que ésta posee

un máximode velocidad alrededor de valores de aw 0,6-0,8 (Labuza
y Saltmarch, 1981 b). Por ejemplo para el caso de leche en polvo,

Loncin et al. (1968) informaron un máximode pérdida de lisina

en el rango de aw 0,6-0,7. Si la aw se aumenta por encima de es­
tos valores, disminuye la velocidad de reacción como resultado

de la dilución. El suero concentrado, por la actividad acuosa

///
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Tabla 21: Retención de lisina disponible en suero microbiológi­

camente estable almacenado a 30°C y en suero en polvo

Retención (%)

Tiempo de al- Suero concen- Suero concen- Suero en Suero en

macenamiento trado (a) trado (b) polvo (c) polvo (c)

(días) 30°C 30°C 25°C 35°C

0 100 100 100 100

31 92,1 99,3 96,5 80,7

60 91,4 93,5 93,3 66,1

91 70,9 83,0 90,1 53,3

(a) aw 0,92, pH 5,4

(b) aw 0,94, pH 5,2

(c) calculado de los datos obtenidos de Labuza y Saltmarch (1981 a)

para suero en polvo de aw = 0,33.

///
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que posee, se ubica en la parte descendente de la curva (figura

14) donde por efecto del alto contenido de agua la velocidad de
la reacción de Maillard se ve disminuida.

Labuza y Saltmarch (1981 a) hallaron para pérdida de lisi­

na en suero en polvo, la siguiente expresión cinética:

A = A0 exp(- kf t) (42)

donde:

A = €-DNP—lisina remanente

A0 = e-DNP-lisina a tiempo cero

kf = constante de velocidad de orden uno
t = tiempo

Las variaciones de lisina obtenidas para las dos alterna­

tivas de suero concentrado microbiológicamente estable fueron muy

bajas, es decir se observó una alta retención, por lo tanto no

fue posible correlacionar estos valores con un modelocinético,

y los resultados se informan únicamente comoporcentaje de reten­
ción de lisina.

Varios investigadores han estudiado el desarrollo y las

consecuencias que la reacción de Maillard produce durante el al­

///
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macenamientode leche en polvo, especialmente a altas temperatu­

ras. Dado que el daño producido por la temperatura y tiempo de

almacenamiento en leche en polvo se refleja casi exclusivamente

en el desarrollo de 1a reacción de Maillard, la medida de reten­

ción de lisina representa una herramienta útil para evaluar la
calidad nutricional final (en el momentode su utilización) de
este alimento.

Hurrel y Finot (1983) estudiaron la influencia de la tem­

peratura y el tiempo de almacenamiento sobre la retención de li­

sina en leche en polvo (25 g agua/Kg). Las temperaturas estudia­

das fueron 60° y 70°C. A 60°C la retención fue de 95,7% después

de una semana de almacenamiento y ésta bajó a 78,7% al totalizar

un almacenamiento de seis semanas, pero al elevar la temperatura

en 10°C (de 60° a 70°C), se obtuvo una retención de 70,3% a la

primer semana de almacenamiento y se llegó a una pérdida total

de lisina a las cinco semanas. Con estos datos queda demostrada

la marcada influencia que tienen tanto la temperatura comoel

tiempo de almacenamiento sobre el desarrollo de la reacción de

Maillard y comoconsecuencia sobre la pérdida del valor nutricio­

nal de la leche en polvo.

Otra variable importante de destacar es el pH. Petriella

et al. (1985) mostraron que el pH posee una gran influencia sobre

///
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la velocidad de reacción de Maillard en sistemas modelos de glu­

cosa-lisina con aw en el rango 0,900-0,950 y pH 5; 6 y 7. En es­
te caso la extensión de la reacción fue medida a través del cam­

bio de color de los sistemas modelos. En todos los niveles de ac­

tividad acuosa estudiados (0,900, 0,925 y 0,950), la velocidad

de reacción aumentó aproximadamente en un orden de magnitud al

elevar el pH de 5 a 7. En el caso de suero concentrado microbio­

lógicamente estable, el pH reducido que posee es uno de los fac­

tores responsables de la estabilidad que la lisina presenta en
este sistema.

4.4. Cambio de color

4.4.1. Representación del color

Los valores triestímulo X, Y, Z, obtenidos de las medicio­

nes de color se pueden representar en forma gráfica en un espacio

tridimensional de coordenadas X, Y, Z. La representación tridi­

mensional y el hecho que no incluya una coordenada para la varia­

ble tiempo, hace muydifícil la interpretación de los resultados.
Existen varias formas de superar esta dificultad. Unade ellas
consisten en considerar la diferencia de color (AE)entre dos

///
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muestras, tomandocomoreferencia la muestra inicial sin trata­
miento térmico. Otra forma es utilizar las transformaciones

CIELABy CIELUVdel espacio CIE y calcular las funciones de color,

o sus variaciones definidas en estos sistemas. Este método permi­

te obtener la interpretación psicofïsica asociada a las funciones
de color (Hunt, 1977).

Las variables X, Y, Z, iluminante c, fueron utilizadas pa­

ra calcular las coordenadas en los espacios CIELUVy CIELAB,me­

diante las siguientes ecuaciones de transformación (CIE, 1976):

Para el espacio CIELUV

L* = usar/ym)“3 - 16 (43)

u* = 13 L*(u' — uo) (44)

v* = 13 L*(v' - V0) (45)

donde:

u, = 4X (45)X + 15Y + 3Z

///
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V' = X—I‘Ï%+—3'z‘ ‘47")

Y/Yn > 0,01

Para el espacio CIELAB

L* = usar/yn)“3 - 16 (48)

a* = 500[(X/Xn)l/3 — (Y/Yn)l/3] (49)

b* = 200[(Y/Yn)1/3 — (z/zn)1/31 (so)

donde:

X/Xn; Y/Yn; Z/Zn > 0,01

Los valores de referencia utilizados fueron los correspon­
dientes al iluminante c (CIE):

uo = 0,2009 Xn = 98,041

Vo = 0,4610 Yn = 100,00

Zn = 118,103

///
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Posteriormente se calcularon varias funciones de color de­

finidas en estos espacios, con el objeto de investigar si alguna

de ellas podía representar una medidacuantitativa del color de
los sistemas estudiados y si su variación con el tiempo de alma­

cenamiento a distintas temperaturas permite realizar un estudio

cinético del cambiode color.

Las funciones correspondientes al espacio CIELUVson Suv

(saturación), HuV (ángulo de tono) y Cuv (croma), definidas como:

_ _ 2 _ 235
Suv - 13[(u' uo) + (V' VO) ] (51)

H = tan-1 (V*/u*) (52)uv

. _ _ 2 2 k
Cuv - Suv L* - (u* + V* ) (53)

y los correspondientes al espaciq CIELABson Cab (croma) y Hab
(ángulo de tono):

2c = (a* + b*2)gi (54)ab

Hab = tan_1(b*/a*) (55)

///
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4.4.2. Cinética del cambio de color

Una vez calculadas las funciones, se estudió el comporta­

miento cinético de las más adecuadas para representar el compor­
tamiento del suero modificado. Los datos de valores triestïmulo

utilizados para estos cálculos se muestran en el punto 7 de este

trabajo (Tablas de datos). La representación gráfica en función

del tiempo de almacenamiento de la función AE, a 45°C se muestra

en la figura 30.

La variación del parámetro L* y las funciones SuVy Cáb en

suero modificado (aw = 0,94, pH = 5,2) almacenado a 45°C se mues­
tran en la figura 31. Estrictamente, lo que se graficó es la di­

ferencia de las funciones, es decir, (S - So)uv, (C* - Co)ab y

(Lo - L*), siendo los valores iniciales los correspondientes al
suero sin almacenamiento (t = 0). En el caso particular de la

luminosidad, ésta disminuye con el aumento de color y para visua­

lizar mejor este efecto se graficó la variación negativa, es de­

cir (Lo - L*).
Todas las funciones (AS, AC*y AL*) muestran un comporta­

miento similar, ya que varían linealmente con el tiempo, (coefi­

cientes de correlación de 0,9969, 0,9863 y 0,9928 respectivamen­
te).

///
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Figura 30: Diferencia de color (¿E) en función del tiempo para

suero concentrado modificado, almacenado a 45°C.
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En la fotografia (figura 32) se ven muestras de suero mo­

dificado (aw = 0,94 - pH = 5,2) almacenadas 0, 30, 60 y 90 días
a 30°C. A los 90 días de almacenamiento a 30°C, el cambio de co­

lor producido, correspondiente a una variación de luminosidad

(Lo - L*) inferior a 7 unidades en los dos casos estudiados, re­
presenta una variación aceptable desde el punto de vista comer­

cial. Simultáneamente, y a pesar de no haberse realizado ensayos

sensoriales, las características organolépticas del producto an­
tes y después de dicho almacenamiento son similares, conservando

una textura suave y un "flavor" agradable. Para el estudio ciné­

tico se seleccionó el parámetro L* y la función Suv. La función

Suv está vinculada con el contenido de color espectral puro, y el
parámetro L* está directamente relacionado con la impresión que

el observador recibe de los objetos coloreados. A medida que au­

menta el pardeamiento, se incrementa el contenido de color y dis­

minuye la transmitancia luminosa, los sistemas se ven más colorea­

dos, la saturación aumenta y simultáneamente se ven más oscuros

debido a la pérdida de luminosidad.

Dadoque la variación del color en función del tiempo es

lineal, el modelomás sencillo para predecir el pardeamiento no

enzimático del suero, es una reacción de orden cero, es decir:

CLIO:Cam
= kB = velocidad de pardeamiento (56)
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Control

30 días

60 días

90 días

Figura 32: Cambiode color experimentado por el suero concentra­
do modificado almacenado a 30°C
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donde B es el color, que puede expresarse comovariación de cual­

quiera de las funciones de color (SuVo L*), e es el tiempo de
tratamiento térmico y k la constante de reacción de orden cero.

Recientemente, Petriella et al. (1985), estudiaron el pardeamien­

to no enzimático en un sistema modelo de glucosa-lisina con aw
y pH similares a los del suero, y encontraron una cinética de or­

den cero para esta reacción. Labuza y Saltmarch (1981 a) tam­

bién hallaron que la formación de pigmentos (obtenidos de medi­

ciones de absorbancia a una longitud de onda determinada) en sue­

ro en polvo almacenado con una aw en el rango 0,33-O,65, sigue
una cinética de orden cero. Las figuras 33 y 34 muestran el desa­

rrollo de color medido comovariación de luminosidad,y las figuras

35y36como variación de saturación, en suero modificado, a 30°C,

38°C y 45°C.

La constante de velocidad k, es función de la composición

y demás factores que caracterizan al sistema. En particular, mues­

tra una dependencia importante con la temperatura. Los valores

de k(s _ So)uv y k(Lo _ L*) para el desarrollo de color en suero
modificado se muestran en la tabla 22. Esta gran influencia sobre

la velocidad de pardeamiento se puede ilustrar considerando que

las constantes de velocidad (kLo _ L*) y k(S _ So)uv) aumentan
cinco veces al aumentar la temperatura de 30°C a 38°C y nueve
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Tabla22:Constantesdevelocidadparaeldesarrollodecolorensueromodificadomicro­

biológicamenteestable

30°C45°C

pH

k _k. _*k _*k _k _*­
(SSO)uV(L0L)(LoL)(sso)uv(L0L)

37,1

66,4

TG­

37,0

55,9
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veces si ésta se eleva de 30°C a 45°C. También se puede obser­

var que el efecto relativo de esta variable de proceso es simi­

lar para ambas funciones (ASuVy AL*).
Los valores de las constantes fueron obtenidos por regre­

sión lineal de los gráficos lineales de las funciones de color

en función del tiempo de almacenamiento para cada temperatura.
La velocidad de desarrollo de color en ambas condiciones estudia­

das (aw 0,94 - pH 5,2 y aw 0,92 - pH 5,4) es muy similar, sin em­
bargo, en todos los casos analizados ésta es levemente menor pa­

ra la combinación mayor aw - menor pH. En este caso no se puede

discriminar el efecto de la aw y el pH, y el efecto combinadode
ambos da comoresultado una respuesta similar, con una leve di­

ferencia que indica una mayor influencia de la variable pH (menor

velocidad de reacción a menor pH). Esto concuerda con los resul­

tados obtenidos por Petriella et al. (1985), donde se estudiaron

los efectos de la temperatura, aw y pH por separado en sistemas
modelos de glucosa-lisina. En estos sistemas, se demostró que la

aw, (en un rango 0,90-0,95), tiene poca influencia sobre la velo­
cidad de desarrollo de color, por el contrario la temperatura y

el pH ejercen una gran influencia. En uno de estos sistemas mode­

los de aw 0,925 y pH 5, la constante de velocidad, kS , aumentóuv
seis veces al elevar el pH en una unidad y once veces cuando és­

///
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te se elevó en dos unidades.

En todos los casos estudiados en suero de queso el valor

de r para la constante de velocidad fue mayor que 0,98 y para la

mayoría de las corridas, el error, para el 95%de confidencia, se

encuentra entre Ï 8%y Ï20%del valor (el cálculo del error se

detalla en el punto 4.4.3.). Estos errores son aceptables si se
considera la variabilidad de un alimento real comoel suero con­

centrado aquí estudiado. Comoya se mencionó anteriormente, las

reacciones de pardeamiento no enzimático son influenciadas por

variaciones de temperatura, por lo tanto la velocidad de pardea­

miento es mayor a medida que aumenta la temperatura. El mismo

efecto se encontró en este estudio.Si además la constante de ve­

locidad cumple la ley de Arrhenius, esta dependencia puede expre­

sarse COI'l'lO:

k = k0 e_Ea/RT (57)

donde:

k = constante de velocidad de reacción, (hora-1)

Ea = energía de activación,(Kcal/mol)
T = temperatura absoluta, (°K)

ko = factor de frecuencia, (hora-1)
R = constante de los gases ideales, (1,986x103 Kcal/mol °K)
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Los valores de energia de activación, Ea, obtenidos de la
pendiente del gráfico de Arrhenius (ln k vs. l/T), son similares

para los dos sistemas propuestos de suero microbiológicamente es­

table (aw 0,94 - pH 5,2 y aw 0,92 - pH 5,4). Por esta razón todos
los valores, correspondientes a distintas partidas y con estas

dos condiciones, fueron promediadosy los valores resultantes

con sus respectivos errores se muestran en la tabla 23. Comose

puede apreciar, la Ea calculada con las distintas funciones de
color son casi idénticas, lo cual indica su equivalencia comoin­

dicadores de desarrollo de pardeamiento no enzimático en suero

concentrado. Petriella et al. (1985) encontraron valores de Ea
entre 35 y 26 Kcal/mol para el desarrollo de color en muestras

almacenadas de glucosa-lisina, con aw en el rango 0,90-0,95 y pH
5 y 6. Estos valores, están por encima de los hallados para suero.

Esto puede explicarse comoconsecuencia de la distinta naturaleza

de los reactantes que intervienen en las reacciones de Maillard

en cada caso (lisina-lactosa para el suero concentrado y lisina­

glucosa para los sistemas modelos).

Los valores hallados en este trabajo son comparables a los

reportados por Labuza y Saltmarch (1981 a) para suero en polvo al­

macenado con una aw = 0,65 (29-30 Kcal/mol).
Otra forma de considerar el aumento de velocidad de reac­
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Tabla 23: Energía de activación, (Ea)(1), para el desarrollo
de color en suero microbiológicamente estable

E (2) Q Q
función a 10 lo

(Kcal/mol) (20 - 30°C) (30 - 40°C

+
(s - so)uV 26,1-2,5 4,4 4,0

(Lo - L) 26,1Ï2,9 4,4 4,0

(1) Valor promedio para muestras con aw 0,94- pH 5,2 y

aw 0,92 - pH 5,4

(2) Error calculado para el 95%de confidencia
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ción con la temperatura es a través del término Qlo. Este se de­
fine como el aumento de velocidad (v) que se produce al incremen­

tarse en 10°C la temperatura de reacción,

v 2 189 E
_ (T + 10) _ . ' a

Q10 ————v;-——— antilog ÏTÏ—:—Ï6) (58)

El valor de Q10 es dependiente de la temperatura y dismi­
nuye con el aumento de ésta. Proporciona una forma más rápida de

visualizar el efecto de la temperatura, al mismotiempo que per­

mite efectuar comparaciones con respecto a la influencia de este

parámetro en las reacciones de deterioro. Los altos valores de

Qlo hallados (4,0-4,4) (tabla 23), confirman que el pardeamiento
no enzimático está fuertemente afectado por la variación de tem­

peratura.

4.4.3. Inervalo de confianza de las constantes de velocidad y

energía de activación

El intervalo de confianza (para 95%de probabilidad) de las

constantes de velocidad y las energías de activación, fue calcu­

lado de la siguiente manera (Chatfield, 1978):
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b - ta/2’ n_2 sb (S9)

siendo:

b = pendiente de la regresión lineal
n = tamaño de la muestra

(n-2)= grados de libertad

a/2 = probabilidad

t = parámetro t de Student

Sb = desviación standard

donde:

S_ x
Sb _ Sx n-l (60)

2 _ 1 2 _ 2
SX - ñïï—:—ÏT[n 2X (XX) 1 (61)

2 _ n - 1 2 _ 2 2
SYx — n _ 2 (sy b sx) (62)

En la tabla 24 se muestran los valores obtenidos de las

constantes de velocidad y sus correspondientes intervalos de con­

fianza. Estos resultados son aceptables considerando la variación
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Tabla 24: Constante de velocidad de luminosidad y de saturación

Corrida k(s - so)uV k(L - L*) t( /2, n-2) sb

1 0,0012 ---- -— 2,52x10_4

1 ____ —— 0,0716 8,36x1o'3

2 0,0011 ---- -- 1,42x10'4

2 ____ _— 0,0603 1,34x10_2

3 0,0061 ---- -- 1,22x10'4

3 ____ —— 0,3711 4,31x10-2

4 0,0056 ---- -— 1,40x10'3

4 ____ —— 0,3699 4,65x10’2

5 0,0106 ---- -- 2,00x10_3

5 ____ —— 0,6641 1,88x10_2

6 0,0095 ---- -- 7,92x10‘4

5 ______ 0,5585 5,34x10_2

7 0,0013 ---- -- 3,30x10’4

7 ____ —— 0,1030 3,03xlo'2

8 0,0012 ---- -— 9,9zx10'5

3 ____ —— 0,0937 2,40x10'3
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Tabla 24 (continuación)

9 0,0018 ---- —­

9 ---- -- 0,0710

10 0,0082 ---- -­

10 ————-- 0,4803

2,92x10’4

1,36x10'2

1,42x10_3

8,29x10_2



—205­

inherente a un sistema o alimento real comoel aquí estudiado.

La energía de activación obtenida de la ecuación de

Arrhenius es muysimilar en todos los sistemas estudiados de sue­

ro concentrado estabilizado (aw 0,900-0,940; pH 5,2 y 5,4). Por
esta razón todos los valores fueron promediados, obteniéndose

los valores mostrados en la tabla 24. Se puede observar que la

energía de activación para ambas funciones de color (diferencia

de saturación y de luminosidad) son muysimilares, lo cual indica

la equivalencia de las mismaspara ser utilizadas comoindicado­
res de color en suero concentrado.

///
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CONCLUSIONES GENERALES

Enestainvestigación se obtuvieron las siguientes conclu­
clusiones:

1)

2)

Se hallaron datos experimentales de actividad de agua (aw)
de soluciones de suero de queso con distintas concentraciones

de sólidos que se verificaron teóricamente. Se observó que

existe una correlación lineal entre la awy el contenido de
sólidos de estas soluciones. En todos los casos, los valores

de aw de las soluciones de suero, a pesar de ser similares,
se ubicaron por debajo del valor correspondiente a una solu­

ción de lactosa con la mismarelación lactosa/agua. Esto indi­

ca que la lactosa juega un papel importante en el descenso de

la actividad acuosa de las soluciones de suero pero simultá­

neamente existen otros constituyentes, comolos minerales,

que contribuyen en menor proporción.

Se determinaron las combinación de aw, pH y SK que permiten
obtener un producto que almacenado a 30°C durante 3 meses,

inhiba el crecimiento de las bacterias incialmente presentes

en la materia prima y además permanezca estable frente a po­

///
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sibles contaminaciones de S. aureus, hongos y levaduras, que

puedan producirse durante su elaboración y almacenamiento.

Se estudió la cinética del cambio de color en muestras de sue­

ro microbiológicamente estable, almacenado durante 3 meses a

30°Cy paralelamente se analizó 1a pérdida del valor nutricio­

nal (indicado por la pérdida de lisina disponible). Finaliza­

do este período se comprobóque en las condiciones en que el

suero es estable microbiológicamente, estas importantes carac­

terísticas de calidad no se ven alteradas apreciablente.

Estos estudios permitieron hallar un proceso sencillo y de ba­

jo costo para transformar un valioso efluente de la industria

quesera, el suero de queso, en un producto fisico-química y

microbiológicamente estable y organolépticamente aceptable.

Esto se logró por una combinación de tratamiento térmico mo­

derado, control y ajuste de la actividad acuosa, disminución

del pH y agregado de sorbato de potasio. El suero de estas

características puede ser almacenado a 30°C durante 3 meses

comomínimosin sufrir alteraciones microbiológicas. Al con­

cluir este almacenamiento, el suero conserva adecuadamente

sus características organolépticas y retiene entre el 70 y

///
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80%de la lisina disponible inicialmente presente. Por lo tan­

to, este producto estable a temperatura ambiente y de conside­

rable valor nutritivo, representa no sólo una solución econó­

mica al problema de contaminación, sino un importante aporte

comofuente adicional de proteínas para la elaboración de ali­

mentos para consumo humano y animal.
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DE DATOS

Corrida N° 1: aw = 0,92, pH = 5,4, T = 30°C

Tiempo (días) X Y Z

0 64,85 68,83 50,83

14 63,76 67,02 51,20

31 61,00 63,61 47,21

45 60,21 62,67 45,17

60 58,92 61,06 43,11

75 56,95 58,71 40,53

91 54,72 56,14 37,58

Corrida N° 2: aw = 0,94, pH = 5,2, T = 30°C

Tiempo (días) X Y Z

0 67,63 71,40 56,42

14 65,15 68,40 54,08

31 62,82 65,64 50,15

45 62,31 64,92 48,80

60 60,58 62,94 46,31

75 59,34 61,46 44,56

91 58,36 60,31 43,08
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Corrida N° 3: aw = 0,92, pH = 5,4, T = 38°C

Tiempo (días) X Y Z

0 65,74 69,90 52,86

9 59,73 69,22 45,31

17 56,49 58,30 41,31

28 50,91 51,81 33,77

38 46,74 47,12 30,28

48 38,78 38,25 21,30

56 36,78 35,18 19,08

Corrida N° 4: aw = 0,94, pH = 5,2, T = 38°C

Tiempo (días) x Y Z

0 67,70 71,48 56,72

9 62,18 64,86 49,93

17 58,93 61,11 44,57

28 51,51 52,51 35,44

48 39,59 39,28 23,28

56 38,45 38,05 22,40
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Corrida N° w = 0,92, pH = 5,4, T = 45°C

Tiempo X Y Z

0 66,50 70,36 54,28

4 61,88 64,75 48,93

8 58,30 60,33 44,08

13 52,67 53,77 36,92

18 48,02 48,47 32,03

22 44,18 44,21 27,16

26 41,07 40,79 24,15

Corrida N° - w = 0,94, pH = 5,2, T = 45°C

Tiempo X Y Z

0 67,20 71,03 56,80

4 62,90 65,81 51,18

8 60,36 62,77 47,25

13 57,41 58,98 42,30

18 51,88 52,60 35,36

22 48,20 48,50 31,66

26 44,90 44,88 28,22
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Corrida N° 7: aw = 0,900, pH = 5,2, T = 30°C

Tiempo (días) x Y Z

O 64,94 68,78 52,40

15 60,55 63,05 48,03

30 57,94 60,27 43,82

59 54,62 56,18 40,38

76 51,58 52,79 36,25

90 49,83 50,65 34,41

Corrida N° 8: aw = 0,925, pH = 5,2, T - 30°C

Tiempo (días) X Y Z

0 65,81 69,58 53,63

15 61,42 64,07 48,21

30 59,08 61,37 45,54

45 57,03 58,93 42,93

59 54,92 56,54 40,62

76 53,39 54,74 38,20

90 52,20 53,07 36,57
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Corrida N° 9: aw = 0,900, 5,2, T 30°C

Tiempo (días) X Y Z

0 56,25 59,43 38,25

17 56,91 59,99 38,31

31 55,92 58,79 36,76

45 53,10 55,39 33,60

60 51,11 53,03 30,25

75 49,52 51,06 28,28

104 47,00 48,06 24,69

Corrida N° 10: aw = 0,900, 5,2, T 45°C

Tiempo (días) X Y Z

o

0 55,71 58,90 37,64

4 53,40 56,00 34,69

8 51,62 53,55 32,39

12 49,67 50,95 29,86

16 45,98 46,67 25,69

20 42,85 42,89 22,93



PRESERUACIÜN DE SUERÜ DE QUESO PUR METÜDUS CÜMHINADÜS

FE DE ERRATAS

Página 18, tabla 8, debe decir : (kg . 106)

Página 21, Tabla 9, debe decir : Composicióndel concentrado de proteinas de

suerc' (CPS) y leche en polvo descremada (LF'D) (a)

Página 28, ecuación 3, debe decir z /¿;l -/¿‘É¡' a:A/r,‘ = R T 1n( f1/ f2)

Página lo}, linea.12, debe decir : pi = x. p

Página lo6, linea 9, debe decir : A = 0,392 a 25°C (coeficiente de Debye-i-Ückel)

Página’h9, linea 2, debe decir : rn!1= pean molecular del solvente/ ‘lÜDÜ

Página 52, ecuación 18, debe decir :
1 I

dln(aw) = - 3-575. 1:1 m1 d1n(m1 3/1)

Página 53, ecuación 20, debe decir :

1 o o
dln(am) a - 53 [ m.l dln .(m1b’1) + m2 dln (rn2 “¿(2) +

m3dln +0.0.00]



Página 152, figura 9, debe decir : Actividad de agua de soluciones de suero

de queso dulce.Los valores de awgz 0,975 fueron derivados de mediciones de

descenso crioscópico y los valores de sU < 0,975 Fueron medidos con higrúme­
tro.

Página 161, línea 1h, debe decir : La figura 22 muestra los cambios produci­

dos en el recuento de mesófilas aeróbiss en suero dulce concentrado comercial

(sw = 0,9h2 - pH = 5,80) y en suero dulce concentrado modificado por uns comp

binación de a“, pH y agregado de sorbato de potasio.


