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RESUMEN

RESUMEN

La tecnologia mas empleada para la conservacion de la carne es la
congelacién, la cual permite alargar la vida de anaquel, sin embargo, genera
pérdida de nutrientes y/o cambios en las caracteristicas sensoriales vy
fisicoquimicas. Existen nuevas tecnologias que permiten conservar los alimentos
por tiempos prolongados sin causar dafo significativo, tal es el caso de las Altas
Presiones Hidrostaticas.

Se realiz6é un primer estudio, en donde se determinaron los parametros de
tiempo-presion que serian aplicados en el estudio general. En este ensayo se
eligieron ciertas condiciones y se evalud su efecto sobre la proteina soluble,
formacién de aglomerados o subunidades de proteinas, carga microbiana y color
de la carne. Se determiné que no se manejarian presiones por arriba de los
70kpsi, debido a que a esa presién el color de la carne era desagradable para el

consumidor.

El segundo estudio se llevd a cabo con el objetivo de conocer el impacto de
las altas presiones sobre la oxidacion de lipidos de carne, el impacto en las
proteinas solubles y en la disminucion de la cuenta de microorganismos. La
muestra consistio en carne de Bovino corte Sirloin, homogeneizada y empacada
en bolsas de polivinilo a vacio. Se manejaron diferentes tratamientos de presion-
tiempo, sin exceder los 70kpsi. Las muestras se almacenaron durante 19 semanas
en condiciones de congelacién (-18°C). De igual forma se dej6 muestra sin
presurizar de cada tratamiento, solo empacada a vacio y almacenada bajo

congelacién, sirviendo éstas como su respectivo control.

Durante las 19 semanas que duré el almacenamiento de las muestras bajo
congelacién, no se encontr6 deterioro oxidativo, tanto para las muestras
presurizadas como para sus controles. La etapa oxidativa que prevalecié durante
este tiempo de estudio fue la etapa de INICIACION.




RESUMEN

Para evaluar la liberacion de los acidos grasos por el efecto de la alta
presurizaciéon, se determiné la acidez titulable, permitiendo de esta forma
relacionar la acidez presente en la carne con los acidos grasos libres, y por ende
el efecto de las Altas Presiones Hidrostaticas (APH) sobre las lipasas. Se
determind un comportamiento similar entre muestras congeladas y las muestras
presurizadas, donde la presurizacidén no muestra un efecto notable en la liberacién

de los acidos grasos.

Se evalu6 el efecto de las altas presiones en la desnaturalizacién de las
proteinas, obsevandose que el decremento de la proteina soluble es similar entre
muestras congeladas y muestras presurizadas. De igual forma se evalué mediante
electroforesis, los pesos moleculares a tiempo inicial y tiempo final de las muestras
presurizadas y sus controles. El efecto de la alta presion y tiempos seleccionados,
no generan un gran impacto sobre la formacion de agregados proteinicos de la
carne de Bovino, en comparacién con el efecto que genera insitu el proceso de

congelacién.

La carga microbiana sufre una inactivacion bajo los tratamientos de alta
presion aplicados. El gran impacto de las APH sobre la disminuaciéon de la
carga microbiana fue notable desde que se llevé a cabo el tratamiento de
presurizacién, asi como durante el alamcenamiento, observandose que en
las muestras presurizadas habia menor crecimiento de microorganismos en
comparacién con las muestras congeladas. Con los resultados obtenidos se
determind que las altas presiones tienen una gran ventaja en la inactivacién de
los microorganismos presentes en la matriz carnica, brindando un mayor

valor agregado en comparacion con el tradicional método de congelacion.

Un estudio bajo las mismas condiciones de trabajo empleadas, pero con un
mayor tiempo de almacenamiento, permitiria esclarecer si la alta presién a tiempos
largos de almacenamiento genera una vida de anaquel mas prolongada, sobre la

carne, en comparacioén con el tratamiento de congelacion.
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INTRODUCCION

La carne es un alimento con alto contenido de humedad, que la hace muy
suceptible al deterioro quimico y biolégico. Dentro de los componentes de la
carne se encuentran el agua, los lipidos, las proteinas y los carbohidratos, éstos

ultimos en cantidades muy bajas, minerales y vitaminas.

Los lipidos juegan un papel muy importante en la calidad de la carne como
en la mayoria de los alimentos, debido a que la oxidacion de éstos es la principal
causa de deterioro de la calidad, perjudicando el sabor y su valor nutrimental.

La congelacibn es una tecnologia ampliamente utilizada para la
conservacion de alimentos, en especial para la carne, basandose en la
disminucién del Aw, asi como la velocidad de las reacciones quimicas y biolégicas
desfavorables, retardando de esta manera su descomposicion, prolongando la
vida de anquel. De igual forma tiene sus desventajas, como es el deterioro en las
caracteristicas sensoriales (tal es el caso del aumento en la dureza de la carne),
ocasionando un posible rechazo por parte del consumidor.

Como consecuencia del aumento de la demanda de productos “idénticos a
los frescos” con garantias sanitarias, la industria y la ciencia de los alimentos se
encuentran trabajando en el desarrollo de nuevas tecnologias de procesado y
conservacion. Como resultado va en aumento la sustitucion de los tratamientos
tradicionales por nuevas técnicas de conservacion. Dentro de estas tecnologias
emergentes destacan los pulsos eléctricos 0 magnéticos, la alta presidén

hidrostatica, los ultrasonidos, la irradiaciéon y los destellos de luz blanca.

De las tecnologias emergentes las altas presiones hidrostaticas se
caracterizan por su utilidad en la conservacion de alimentos por tiempos
prolongados. Dentro de los efectos que genera las altas presiones hidrostéaticas

en los alimentos son la inactivacion de microorganismos, efecto sobre la cinética
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INTRODUCCION

de las reacciones enzimaticas; inactivacion de las enzimas que tienen que ver con
el deterioro del alimento, asi como alteraciones en reacciones importantes de
alimentos, tal es el caso de las reacciones de Maillard y la autooxiacién de los
lipidos. Ademas la estructura y funcionamiento de biopolimeros como proteinas,
lipidos, almiddn y otros polisacaridos, son suceptibles a sufrir dafio debido a la

presion.

Por lo que con este estudio se podra evaluar el efecto de las altas presiones
hidrostaticas sobre la oxidacién de la fraccion de los lipidos, la integridad de las
proteinas de la carne y la reduccién de la carga microbiana. Los resultados
permitirdn conocer la utilidad de las altas presiones sobre la conservacién de la

carne de Bovino.
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HIPOTESIS

1. El aumento de la presion producira un incremento en la oxidacién de los

lipidos.

2. Las proteinas de la matriz carnica, presentardn modificaciones debido a la

presion hidrostatica ejercida.

3. Mediante la alta presién se reducira la carga microbiana existente en la
carne, siendo esta directamente proporcional a la magnitud de presion

empleada.
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OBJETIVOS

Objetivos generales

e Al finalizar el estudio se podra conocer el efecto de las altas presiones
hidrostaticas sobre la oxidacion de la fraccion lipidica y la integridad de las
proteinas de la carne de Bovino, determinando su uitlidad en la

preservacion de ésta matriz alimenticia.

Objetivos particulares

e Conocer la evolucion del proceso oxidativo de los lipidos en muestras de
carne de Bovino empacadas a vacio, sometidas a altas presiones
hidrostaticas, almacenadas en congelacion a -18°C.

e Conocer la evolucién de la solubilidad de las proteinas, en muestras de
carne de Bovino empacadas a vacio, sometidas a altas presiones
hidrostaticas, almacenadas en congelacion a -18°C.

e Conocer el impacto de ésta tecnologia sobre los microorganismos

presentes en la carne.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de la carne

1.1.1 Definicion de carne

Se define como carne a la estructura muscular estriada esquelética,
acompanada o no de tejido conectivo como, ademas de nervios, vasos linfaticos y
sanguineos, de los animales aptos para consumo humano, que no ha sido
sometida a ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas

sensoriales y fisicoquimicas.®

Después de la muerte del animal, la fibra muscular, sufre cambios fisicos y
bioquimicos. La transformacion del musculo a carne involucra una serie de
importantes modificaciones fisicoquimicas en el tejido muscular, las cuales dan

lugar a un producto que estara en condiciones de ser consumido por el hombre.?

1.1.2 Importancia de la carne

La importancia de la carne en la alimentacion humana no sélo radica en su
alto valor nutritivo, sino ademas en sus caracteristicas sensoriales agradables: la
textura y dureza , jugosidad y color. Sin embargo y debido a que es un producto
perecedero, fue necesario desarrollar diversas practicas que permitieran mantener
su calidad 6ptima desde los centros de produccion hasta su llegada a manos del

consumidor.

1.1.3 Composicion y estructua de del musculo

Los componentes mayoritarios en la carne son, agua, proteinas y lipidos, la
proporcién de cada uno de ellos esta en funcidén de la actividad desarrollada por el

musculo del cual provenga, asi también en menor proporcidon se encuentran los
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carbohidratos (glucégeno) y los minerales (hierro, zinc, magnesio, potasio y

sodio).’

Tabla 1. Composicién del tejido muscular magro. *

Composicion (g /100g de producto fresco)
Especie Agua | Proteinas | Lipidos | Cenizas
Res 70-73 20-22 4.8 1
Cerdo 68-70 19-20 9-11 1.4
Pollo 73.7 20-23 4.7 1
Cordero 73 20 5-6 1.60
Bacalao 81.2 17.6 0.3 1.2
Salmén 64 20-22 13-15 1.3

El contenido de agua representa entre el 68 a 80% del peso de la carne;
encontrandose en mayor proporcion formando parte del interior de las células

(miofibrillas) como principal constituyente del sarcoplasma.

La composicibn de la carne varia notablemente entre las diferentes
especies y cortes existentes, siendo la primordial fuente de variacion el contenido
de lipidos que depende entre otros factores del consumo y tipo de alimento
ingerido por el animal, llegando a respresentar entre 0.5% a 20% del peso de éste,
cantidad aportada por la grasa localizada alrededor del musculo y la que se

encuentra en el interior.

La fraccion grasa de la carne se encuentra conformada por triglicéridos,
fosfolipidos, colesterol y algunas vitaminas liposolubles. La composicion lipidica
se clasifica segun su localizacién, esto es, en el tejido muscular o en el tejido
adiposo. En el tejido muscular, la grasa se puede encontrar fuera de los haces
musculares primarios de manera subcutanea, o asociada a estructuras celulares

como pared celular y mitocondrias. En el tejido adiposo, la fraccion grasa se
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encuentra en forma de gotitas muy finas, distribuidas en la fibra muscular,
responsable del marmoleo.

En la carne de res, los lipidos de la porcibn magra o muscular asociada a
estructuras celular, constituyen entre el 2-4% del total de los lipidos, sin embargo,
y a pesar de ser una fraccién pequefia, son de gran trascendencia en el proceso
oxidativo debido a su alto contenido de acidos grasos insaturados. En
comparacién con los lipidos del tejido adiposo, la fracciobn magra contiene
proporciones mayores de fosfolipidos, siendo sus acidos grasos mas insaturados
que los triacilglicéridos del tejido adiposo.

Cabe hacer notar en el caso de la carne de res magra, que los acidos
grasos que presentan 2 6 3 insaturaciones (de un total de 31.1%), el 25.2% de
ellos se encuentra en fosfolipidos, mientras que los triglicéridos solo los contienen
en un 6.1%; comportamiento similar se presenta con los acidos grasos con 4 o
mas insaturaciones ya que de los 19.3% presentes, los fosfolipidos los contienen
en un 19.2%, y los triglicéridos solo en 0.1%”°

Tabla 2. Contenido de 4cidos grasos en carne de res °

Contenido de los acidos grasos presentes en los
triglicéridos de la carne de res
Acido graso 0/100g de grasa

Miristico (14:0) 3.1
Palmitico (16:0) 29.1
Estearico (18:0) 18.9

Oleico (18:1) 44
Linoleico (18:2) 0.3
Linolénico (18:3) Trazas
Araquidonico (20:0) Trazas
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En el tejido adiposo, los triglicéridos junto con los acidos grasos libres son
los lipidos mas abuntantes del tejido adiposo. En lo que se refiere a su
composicidon, se sabe que la grasa animal posée en general un alto contenido de
acidos grasos C16 y C18, cantidades intermedias de &acidos insaturados
(principalmente oleico y linoleico) y pequenas cantidades de acidos grasos de

cadena impar. *

Por su parte las proteinas son los constituyentes mas importantes de la
fraccion comestible de la carne, representan el 19 a 23% del peso de la misma y
son consideradas de gran valor nutrimental por contener todos los aminoacidos
esenciales para el hombre, ademas de presentar una digestibilidad superior a
95%.

1.1.4 Estructura del musculo esqulético

El musculo mas importante desde el punto de vista alimentario, es el
musculo estriado esquelético. Es un 6rgano compuesto principalmente de células

musculares estriadas y tejido conjuntivo.

Las células del musculo esquelético son cilindricas muy alargadas,
presentan varios nucleos que se sitian en la periféria y que tienen una membrana
celular que se denomina sarcolema, tienen estructuras estriadas que se

denominan miofibrillas, debido a éstas, el tejido muscular esquelético es estriado.
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Figura 1. Estructura del musculo esqueletico.>®

Como se observa en la figura 1, las estriaciones de las miofibrillas se deben
a dos tipos de filamentos: gruesos y delgados. Las bandas oscuras (bandas A)
son las predominantes en los filamentos gruesos. Las bandas H soélo tienen
filamentos gruesos y su tamano dependera de la contraccién del masculo. La zona
de interseccion de los filamentos delgados es la linea Z. La linea M es la zona
central de los filamentos gruesos. La unidad estructural de una miofibrilla es la que

va de una linea Z otra y se denomina sarcémero. 3¢

El musculo estd conformado por dos tipos de proteinas: proteinas
miofibrilares o contractiles y las sarcoplasmicas. Las proteinas contractiles
clasicamente se han considerado solamente solubles en disoluciones salinas de

alta fuerza ibnica y no en agua. Sin embargo, algunas proteinas contractiles se
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pueden extraer con agua, pero las condiciones requeridas para la extracciéon
dependera de la especie. Por otro lado las proteinas sarcoplasmicas son solubles

en agua, en sales o simplemente insolubles®.

Las proteinas contractiles participan en el proceso fisico de la contraccién
muscular, encontrandose dentro del sarcomero. La mas importantes van a ser la
actina (principal componente de los filamentos delgados) y la miosina (principal
componente de los filamentos gruesos).

e Miosina: Corresponde al 50% aproximadamente de las proteinas
miofibrilares, la cual esta compuesta por dos cadenas pesadas y cuatro
ligeras. Las dos cadenas pesadas forman la cola y tienen una estructura
fibrilar. Las cadenas ligeras forman la cabeza y tienen una estructura
globular. El punto isoeléctrico de la miosina es 5.3.

e Actina: Es la parte fundamental de los filamentos delgados. Se encuentra
en un 25% dentro de las proteinas fibrilares. Esta integrada por filamentos
que se denominan F-actina, los cuales se forman por los monomeros de G-
actina. El punto isoeléctrico es de 4.7.

e Tropomiosina: Corresponde entre 8 a 12% de las proteinas miofibrilares.
Tienen estructura fibrilar y forma parte del filamento delgado sobre la actina
y de vez en cuando uniéndose a ella.

e Troponina: Esta presente en un bajo porcentaje, es globular y se encuentra
en los filamentos delgados a la altura de la unién de la tropomiosina con la
actina. Esta implicada en procesos de regulacién de la contraccion

muscular. ’

Las proteinas sarcoplasmicas corresponden alrededor del 30 a 35% del
total de las proteinas del musculo, encontrandose en el sarcoplasma. La mas
importante de éstas es la mioglobina, constituida por una parte proteica (globina) y
una parte no proteica (grupo hemo). La hemoglobina es un tetramero de la
molécula de mioglobina.
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1.2 Conservacion de la carne

Los métodos para la preservacion de la carne fresca, buscan manipular las
condiciones ambientales, logrando controlar el desarrollo microbiano, posibles

pérdidas de peso, modificaciones de apariencia, sabor o textura.

Los procedimientos utilizados comunmente para prevenir los cambios en la
carne causados por microorganismos o reacciones fisicas y quimicas son:
eliminacion o inmovilizacién de agua, eliminacién de componentes activos, como
oxigeno o glucosa, utilizacion de aditivos quimicos, disminucion de temperatura,

aplicacién de energia y envasado.

La creciente demanda de productos alimenticios con las caracteristicas
propias de los alimentos “frescos”, sin perder las garantias sanitarias y una
conservacion prolongada, ha conducido a la introduccion de nuevas tecnologias
en el ambito de la conservacion de alimentos. Hay que tener en cuenta que hoy en
dia no sélo tiene importancia la duracién de la vida util de un producto, sino
también el que todos los alimentos almacenados mantengan integra su calidad

nutricional y sensorial.

1.3 Congelacion

Actualmetne, la congelacion se considera el método de preservacion de los
alimentos mas practico y efectivo. La preservacién por medio de la congelacion se
consigue por medio de dos factores: la aplicacion de temperaturas a las cuales la
proliferacién de microorganismos y la actividad de enzimas no son posibles, y la
deshidratacion del alimentos por medio de la formacion de cristales.

La congelacién llevada a cabo por periodos muy prolongados o en
condiciones no Optimas puede generar ciertos defectos en la calidad de la carne,
como la modificaciéon del color, cambios en su olor, sabor y textura y un proceso
de deshidratacion. Las razones principales de estas modificaciones son las

siguientes:
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e Formacién de cristales de hielo intramusculares e incluso intracelulares,
que conllevan a la ruptura de estructuras y a generar un dafo mecanico.
Esto esta relacionado con una velocidad de congelacién ya sea muy lenta o
muy répida y provoca la pérdida de la capacidad de retencion de agua y el
exudado durante la descongelacion.

e Desnaturalizacion de proteinas, principalmente miofibrilares, que genera
cambios en la textura.

e Sublimacién del agua, causante de la deshidratacion de la superficie.

e Oxidacidn lipidica, responsable principal de los cambios en aroma y sabor
de la carne.

La intensidad que puedan traer estos factores dependen de la velocidad y
eficiencia de la congelacién, asi como condiciones y tiempo de almacenamiento.
De igual forma el material de empaque influye en la calidad del proceso de

congelacién.

Es muy importante mencionar que a pesar de ser la congelacién un método
muy efectivo de conservacion, no logra inhibir la oxidacion lipidica, incluso se ve

favorecida debido a la baja actividad acuosa.'®

1.4 Altas Presiones Hidrostaticas

La demanda de los consumidores por la seguridad, disminucién del
procesado y alimentos libres de aditivos, ha propiciado nuevas investigaciones
sobre el uso de las altas presiones hidrostaticas en el procesado de alimentos.

Reportes de varios grupos de cientificos alrededor del mundo, han sugerido
un rango de 100MPa-1000MPa para probar los efectos de las altas presiones en
alimentos'”®. Las areas en donde se pretende tener un impacto son: la muertes
de los microorganismos, control de la actividad enzimatica, alteracién de la
conformacién de biopolimeros para cambiar su funcionalidad y los cambios de

fases.

Pagina 12



ANTECEDENTES

1.4.1 Antecedentes de las APH

La primera aplicacién de las altas presiones en un alimento se llevé a cabo
en la leche, donde se intenté esterilizar este alimento mediante presurizacion,
siendo el primer trabajo que demostr6é la reduccion de la poblacion microbiana
mediante la aplicacién de altas presiones®.

Existen investigaciones que se enfocaron en analizar las propiedades de
los materiales una vez sometidos a altas presiones, asi como en desarrollar
procedimientos de aplicacién de altas presiones y en disefar nuevos equipos de
generacién de Alta presion***>¢. De igual forma se realizaron trabajos en donde
se enfocaron al disefio de las vasijas o camaras donde se presurizan las

muestras*’8,

No es hasta la década de los 80 cuando realmente se empieza a investigar
de forma exhaustiva las relaciones entre APH y alimentos. Se realizé una
recopilacion de algunos trabajos realizados hasta entonces en la conservacién de
leche, carne y zumos de frutas®. En 1914 se realizé un estudio sobre el efecto de
la alta presién sobre la clara de huevo, observandose que la desnaturalizacién
proteica de la clara del huevo se produce de forma irreversible a partir de 300MPa

y se intensifica con el aumento de la presién y el tiempo de tratamiento®® .

En la decada de los ochenta Japon fue el pionero en el desarrollo de la alta
presion para su utilizacion en la industria de alimentos, lo que trajo el lanzamiento
al mercado de los primeros alimentos presurizados, tratandose de alimentos tipo
acido, como zumos y derivados de frutas. El primer tipo de productos alimenticios
presurizados fueron mermeladas de diferentes frutas, las cuales fueron lanzadas
al mercado por la compania japonesa Meidi-Ya Food Co., saliendo a la venta en
abril de 1990. Hoy en dia se comercializan muchos mas productos en Japdn y en
menor medida en USA y en Europa®.
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1.4.2 Sistemas de presurizacion

Segun varios autores se conocen 3 procesos basicos donde se usan altas
presiones con o sin variacion de temperatura. En los sistemas de presién
isostatica en frio (PIF), en donde las presiones aplicadas oscilan entre 50-
600MPa, se operan a temperatura ambiente y el tiempo de tratamiento oscila entre
1 y 30 minutos. Esta técnica se empled inicialmente en la industria de metales,
ceramicas, carbon grafito y plastico. Hoy en dia promete ser la de mayor

aplicacion en la industria de alimentos.*

1.4.3 Fundamentos de las APH

La utilizacién de altas presiones hidrostaticas se rige fundamentalmente por

dos principios:

a) La ley de Pascal (anexo). Segun esta ley una presién externa aplicada a un
fluido confinado se transmite de forma uniforme e instantanea a través de
todo el material biolégico (en todas las direcciones) tratado por la alta
presion, hablando entonces de un proceso isostatico.®® Gracias a que el
proceso es isostatico, se evita la presencia de zonas sobretratadas, asi
como da deformacion del producto, y hace que éste sea mas homogéneo.

b) Principio de Le Chatelier. Enuncia que cualquier fenémeno (reaccién
quimica, cambios moleculares, etc.), que va acomparnado de disminuacion
de volumen sufre una estabilizacién al aumentar la presion, y viceversa. El
comportamiento de las proteinas bajo altas presiones es regido por el
pincipio de Le Chatelier, por lo que se buscara un equilibrio, en donde el
estado que ocupe un menor volumen se vera favorecido por la aplicacién
de la alta presién. Interacciones moleculares no covalentes se veran
desfavorecidas por la presidén: la solvatacion de grupos cargados, la
formacién de interacciones electrostatcas, asi como es el caso de las

interacciones hidrofébicas, presentan un incremento de volumen, viendose
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desfavorables con la aplicacion de presion. Los enlaces
de puente de hidrégeno y las interacciones entre anillos aromaticos, son
favorecidas por las altas presiones debido a que estas dos presentan
cambios de volumen negativo®®. Se ha observado que los enlaces
covalentes tienen baja compresibilidad y no se ven afectados por presiones
inferiores a 1000-2000MPa. De esta manera la estructura de las
biomoléculas de bajo peso molecular (hidratos de carbono, péptidos vy
lipidos) y la estructura primaria de las moléculas no se ven modificadas. Es
conocido también que diferentes reacciones de Maillard (por ejemplo xilosa-
lisina) son reducidas o inhibidas bajo presion.

La sensibilidad de los microorganismos a la aplicacién de alta presién
hidrostatica (barosensibilidad) depende de multiples factores, siendo objeto de
multiples investigaciones. En cuanto a los efectos en los componentes y
caracteristicas de los alimentos, en las condiciones habituales de procesado, no
se afectan enlaces covalentes y puede decirse que no se alteran los aromas ni el
valor nutritivo de los alimentos. Sin embargo, si que se pueden producir cambios
de color, apariencia, y modificaciones en los atributos de textura, aunque los

efectos varian de unos alimentos a otros.*°

1.4.4 Equipo de tratamiento por APH

El tratamiento de la alta presién se puede llevar a cabo en dos tipos de
equipos en funcion del producto a tratar, normalmente se utiliza el tipo discontinuo
para productos liquidos o sélidos ya envasados, y el tipo semicontinuo para
liquidos no envasados.

Los equipos discontinuos consisten en un cilindro de acero inoxidable con
una pared gruesa y resistencia que contiene en su interior el liquido de compresion
(agua o una mezcla de agua y aceite). Este liquido es impulsado desde un
depodsito de agua hasta el recipiente de tratamiento.
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El alimento se coloca en un recipiente de plastico estéril, se sella y se
introduce en la camara de presurizacion. Se recomienda que el material de
plastico sea una pelicula de alcohol de polivinilo (PVOH) y peliculas copoliméricas
de alcohol de etileno y vinilo (EVOH). Una vez empacado es introducido dentro del
cilindro, un par de bombas inyectan agua dentro del cilindro hasta alcanzar la
presion adecuada, manteniendo la presién durante el tiempo seleccionado, para

finalmente realizar la descompresion®*#%2°-

Figura 2. Equipo de altas Presiones Hidrostéticas a nivel industrial.
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1.4.5 Efecto de la Alta Presién sobre los constituyentes de los alimentos

a)

b)

Agua. La presion modifica muchas propiedades del agua. El volumen del
agua disminuye un 4% a 100MPa y un 15% a 600MPa a una temperatura
de 22°C.*® Los alimentos con un contenido alto de humedad y poco gas
reaccionan a una compresion similar a la del agua. Esta disminucién de
volumen implica un aumento de la densidad y, como consecuencia, los
coeficientes de difusion de los solutos disminuyen. La compresion
adiabatica del agua causa un aumento de temperatura de 2 a 3°C por cada
100MPa, aumento que depende de la temperatura inicial del agua y de la
velocidad de compresion. Este cambio es reversible cuando se realiza la
descompresion ya que se produce una disminucién de la temperatura de la
misma magnitud.®* El pH del agua también disminuye bajo presién, pasando
de 7 a 6.27 cuando la presién aumenta de 0.1MPa a 1000MPa, debido a un
aumento en la disocicién i6nica del agua, en donde el agua se organiza de

forma mas compacta alrededor de las cargas iénicas.>”

Lipidos. La temperatura de fusién de los lipidos, en especial de los
triacilglicéridos, presenta un aumento con la presion de manera reversible
en mas de 10°C por cada 100MPa, es por eso que los lipidos en estado
liquido a temperatura ambiente pueden cristalizar bajo presién. Esto pude
explicar algunas de las causas de destruccién de los microorganismos por
la presion debida a los cambios cristalinos en los fosfolipidos de la
membrana celular. El aumento de la presion puede producir un aumento de
la oxidacion de los lipidos insaturados del alimento. Se ha observado que el
tratamiento de alta presidén en alimentos de alto contenido proteico como la
carne y pescado produce un incremento de la oxidacion lipidica. Se cree
que este aumento de oxidacion esta relacionado con las desnaturalizacion
de las proteinas causada por la presién, quedando libres iones metalicos
que catalizarian la oxidacién lipidica.
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Hidratos de carbono. A pesar de los pocos trabajos que existen sobre el
efecto de la alta presién sobre los hidratos de carbono, los autores
coinciden en afirmar que los azucares simples no resultan afectados por
ese tratamiento.®® Las reacciones de condensacién de Maillard son
inhibidas por la aplicacién de la alta presién entre 50 y 200MPa.*® En
consecuancia del desarrollo del sabor y del color tipico de esta reaccién no
se producen. La alta presién afecta la transicion sol-gel de los polisacéridos

formandose geles diferentes a los obtenidos por aplicacién de calor.®

Proteinas. Se han realizado numerosos estudios sobre el efecto de la
presion sobre la estructura y funcionamiento de las proteinas, en donde de
forma general se concluye que las modificaciones de las proteinas se
deben a cambios en las interacciones intra e intermolecular entre grupos
funcionales de los aminoacidos. Existe un aumento de las interacciones
hidrofébicas a presiones de 300 y 400MPa, debido a la alta compresibilidad
del agua libre. Por otra parte, los grupos sulfhidrilo pueden oxidarse dando
lugar a puentes disulfuro en presencia de oxigeno. En general, la aplicacién
de presiones superiores a 100-200MPa a temperatura ambiente, provoca la
disociacién de macroestructuras en subunidades, asi como el despliegue y
desnaturalizacién de estructuras monomeéricas, probablemente debido al
debilitamiento de las interacciones o separacién de los puentes salinos inter
o intramolecular, segun sea el caso®. Un estudio elaborado sobre el efecto
del uso de presion en un rango de 100-300 MPa por 5 minutos sobre carne
de bovino, con un tiempo de sacrificio del animal de 4 dias, demostrd que el
efecto de la suavizacion de la carne y el incremento de sabor fueron
favorecidos bajo éstas condiciones. En las muestras sometidas a alta
presion, se observo que la interaccion actiomiosina sufrié cambios, al igual
que se produjo una fragmentacién de la miofibrilla, permaneciendo en
condiciones normales la linea Z. Con respecto al colageno que conforma al

tejido conectivo, éste no sufrié cambios significativos. Hub6 un incremento
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de la cantidad de aminoacidos y péptidos, los cuales contribuyen al sabor

de la carne®.

e) Enzimas. Las altas presiones modifican la estructura terciaria y cuaternaria
de las proteinas, lo cual significa que las enzimas son alteradas por la APH.
Esta alteracibn es debida a la modificacion de las estructuras
intermolecualres y cambios conformacionales en el sitio activo de la enzima.
Se ha observado que algunas enzimas se inactivan con las altas presiones,
mientras que otras se activan. Por ejemplo, las deshidrogenasas de E. coli
se inactivan completamente cuando se someten a presiones de 100MPa
durante 15min a 27°C, mientras que la actividad de la aspartasa de esta
bacteria se incrementé cuando la presién se elevé a 680MPa. De igual
forma se encontr6 que las lipasas encontradas en muestras de sardina,
perdieron su actividad catalitica debido al tratamiento de presion. Por otra
parte la alta presidén podria afectar a nivel de la interaccion sustrato-enzima,
en donde si el sustrato es una macromolécula, la alta presion prodrian
modificar la conformacién de la macromolécula o su disociacion en
subunidades afectando su actividad, haciendo mas facil o dificil el ataque

de la enzima®.

f) Vitaminas. El efecto de las altas presiones sobre la establididad de las
vitaminas ha sido uno de los estudios que mas interés ha suscitado entre
los diferentes autores que evaluan este proceso en comparacion con los
tratamientos térmicos °°. Segln diversos autores, el proceso tecnolégico de
las alltas presiones hidrotaticas es el menos dafino para las vitaminas
hidrosolubles, lo que contribuye a conservar la calidad nutricional del

alimento °%°"
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1.4.6 Efecto de la APH sobre los microorganismos

Las altas presiones inducen cambios de tipo morfoldgico, bioquimico y
genético, que tienen lugar en la membrana y en la parte celular de los
microorganismos. Ademas, provocan cambios en el funcionamiento y la
reproduccién de los microorganismos. ** Esta bien establecido que la aplicacién de
las altas presiones tienen como resultado la muerte de los microorganismos, y que
por tanto pueden ser aplicables en las esterilizacion o pasteurizacién de los
alimentos. La inactivacién de los microorganismos por las APH se explica a que
las membranas celulares sufren cambios conformacionales y como resultados una
mayor permeabilidad y dafio en el material genético de la célula®®. Se han
observado varios cambios morfolégicos de las células bajo el efecto de la presidén
como la compresion de las vacuolas de gas, la elongacion de la célula, la
contraccion con formacién de poros y la modificacion del nucleo. En cuanto al
material genético, éste se ve afectado a nivel de las enzimas implicadas en la

replicacién y transcripcién del ADN.%

Una de las operaciones mas dificiles en la conservacién de alimentos
es la inactivacion de las esporas bacterianas. Aunque es posible inactivar las
esporas por tratamientos térmicos, no es muy deseable debido a que el calor
afecta la calidad del alimento destruyendo nutrientes que son termolabiles. A
temperatura ambiente, las esporas de levaduras y mohos se inactivan facilmente a
presiones que oscilan entre 300-400MPa. Para el caso de las esporas
bacterianas, éstas tendrdn una mayor resistencia, soportando muchas veces
presiones de hasta 1000MPa, por lo que para la inactivacion de las esporas
bacterianas, generalmente se usan combinaciones de presion y temperatura,
debido a que la alta presion resulta insuficiente, de esta forma la presion induce la
germinacién de las esporas, la subsecuente presidn y la temperatura actuan sobre

la espora germinada reduciendo asi la carga bacteriana.
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1.5 Deterioro quimico de los lipidos

Existen dos mecanismos principales por medio de los cuales se lleva a
cabo la descomposicién de los lipidos. Estos son la lipdlisis y la oxidacion, mejor

conocida como autooxidacion.

1.5.1 Lipdlisis

Es la hidrélisis de los enlaces éster de los lipidos, liberando a los acidos
grasos constituyentes de los triglicéridos y fosfolipidos, lo cual provoca una
disminuacién en el pH. Esta reaccién se da ya sea por aumentos de temperatura,
como ocurre durante la fritura de los alimentos, o bien por la accion de las enzimas

llamadas lipasas.

Durante el almacenamiento en congelacion de carne de res, cerdo y aves,
el efecto de la lipdlisis no es significativo ya que la actividad lipolitica se ve inhibida
por las bajas temperaturas empleadas, asi como por la baja disponibilidad de
agua. Es importante considerar el efecto sobre los triglicéridos y fosfolipidos
durante el tiempo previo a la congelacién de las muestras, puesto que un aumento
de la concentracién de acidos grasos libres hara mas susceptible a los lipidos a

sufrir randicez oxidativa.

1.5.2 Oxidacion de los lipidos

La oxidacién de los lipidos es la principal causa del deterioro de los alimentos.
Produce muchas pérdidas econdmicas en la industria alimentaria, ya que da lugar
a la aparicién de sabores y olores desagradables, generalmente denominados
“a rancio”. Las reacciones oxidativas rebajan la calidad nutrimental y generan

algunos productos oxidativos potencialmente tdxicos.

Pagina 21



ANTECEDENTES

1.5.2.1 Mecanismo general de la autooxidacion.

La reaccion de compuestos organicos con el oxigeno molecular via
mecanismo autocatalitico se le conoce como autooxidacion, reaccién que sigue un
mecanismo de radicales libres, el cual se caracteriza por su alta produccién de
hidroperoxidos (ROOH), y ser catalizada por metales asi como por exposicién a la
luz. Los cambios oxidativos en los lipidos de los alimentos involucran
principalmente reacciones de autooxidacion, las cuales son acompafadas por

posteriores reacciones no oxidativas.

El mecanismo de la autooxidacion, como mecanismo de radicales libres se da en

tres etapas: iniciacion, propagacién y terminacion.

e
i

(]
o]
.0
]
i
1[":'
g

S = I Y - Ta Tt}
1E

Productos no radicalarios &)

éﬁ
l

ROO' +RO0' ——|

Figura 3 Esquema general de la Autooxidacién de los lipidos *

a) Iniciacion. La reaccion en cadena es iniciada por la formacién de un radical
libre a partir de la pérdida de un hidrogeno radical en un &cido graso.
Existen distintos medios para generar radicales libres, y dependiendo de

cual de ellos se lleve a cabo, sera la estructura del radical que se forme.
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La etapa de iniciacion puede iniciarse por tres rutas principalmente. La
primera es la iniciacion por radiacién electromagnética, como rayos
ultravioleta, luz, rayos gamma, etc., la segunda es la descomposicién de un
hidroperoxido de bajo peso molecular y la tercera ruta es por medio de un
catalizador metélico. Recientemente se ha propuesto que la especie activa
para la iniciacién de la autooxidacion es el oxigeno singulete*

Propagacion. La reaccion de formacion de radicales libres continua, y una
vez formado un numero suficiente de radicales libres, la reaccién se
propaga por medio de reacciones en cadena que consumen oxigeno
produciendo radicales peréxido (ROQO-); estos compuestos son inestables,
siendo capaces de captar atomos de hidrogeno de otros compuestos
presentes en la matriz formandose los hidroperdoxidos (ROOH) y nuevos
radicales libres (R-); estos a su vez reaccionan con el oxigeno repitiéndose

la secunencia de la reaccidn descrita.

Los atomos de hidrogeno de las posiciones a de los dobles enlaces en los
acidos grasos son los mas susceptibles a ser sustraidos por radicales.

Los hidroperéxidos, productos primarios de la autooxidacién lipidica, son
relativamente inestables y estan involucradas en numerosas y complejas
reacciones para la formacién de radicales alcoxilo y peroxilo, que son los
responsables de la produccion de los denominados productos de oxidacion
secundaria tales como alcoholes, aldehidos, cetonas, etc., de distintos
pesos moleculares, capaces de producir aromas, en donde los de bajo peso
molecular son los responsables de olor y sabor a rancio.

Terminacion. En esta dltima etapa de la autooxidacién, la reaccién en
cadena es terminada con la reaccién entre dos moléculas de radicales

libres produciendo dimeros y polimeros estables.
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Cuando ha disminuido la cantidad de lipidos insaturados disponibles,
aumenta la probabilidad de la reaccion entre radicales libres para formar
compuestos no radicales estables:

Figura 4. Formacion de compuestos no radicales estables.

1.5.2.2 Papel del oxigeno en el proceso oxidativo

Se ha postulado que la especie activa involucrada en la produccién de los
primeros radicales libres necesarios para desencadenar la etapa de iniciacion es
el oxigeno singulete ('O,), actuando como sensibilizadores los pigmentos
tisulares, como son la clorofila y la mioglobina. Esta especie tiene los dos
electrones de los orbitales 2p con espines opuestos, lo que da una gran repulsién
elesctrostatica y reactividad.

No es probable que la iniciacién da la oxidacion tenga lugar por ataque
directo del oxigeno triplete (302) sobre los dobles enlaces de los acidos grasos, ya
que los enlaces C=C de los acidos grasos y los hidroperéxidos, se hallan en
estado singulete, por lo que esta reaccién no obedeceria la ley de la conservacién
del spin. El oxigeno en estado singulete es mas electréfilo que el que esta en
estado triplete y puede reaccionar rapidamente con zonas de densidad electrénica
alta, como es el caso de los enlaces C=C. Una vez formados los hidroperéxidos

iniciales, prevalece el mecanismo de reaccion en cadena por radicales libres.
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1.5.2.3 Descomposicion de hidroperéxidos

Los hidroperpoxidos se degradan por etapas, dando lugar a numerosos
productos de descomposicién. Cada uno de los hidroperéxidos origina una serie
de productos de degradacioén inicial, que son caracteristicos y que dependen de la
posicion del grupo hidroperoxido en la molécula original. Estos productos de
degradacion puden experimentar oxidaciones y posteriores descomposiciones,

contribuyendo asf a la formacién de numerosos y variados radicales libres. *

La descomposicién de los hidroperdxidos se lleva a cabo por medio de un

mecanismo de radicales libres:

]

RLHR + RO & R-C-R + ROH (5}

I
0- 0

Figura 5. Esquema de la descomposicion de hidroperdxidos

En la reaccion 1 de la figura 5, se muestra al hidroperdxido, el cual se
descompone en dos radicales libres, radical alcoxi e hidroxi. En las reacciones de
la 2 ala 5 se da la combiancion del radical libre alcoxi con otras moléculas ya sea
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con o sin radicales libres, generando los productos de la descomposicién de los
hidroperéxidos, ya sean aldehidos, alcoholes o cetonas. *°

Generalmente el radical alcoxilo sufre rupturas posteriores en el enlace
carbono-carbono. Cuando la ruptura se lleva en el lado acido de la molécula, da
origen a la formacién de un aldehido y un acido o un éster. La ruptura por el lado
hidrocarbonado o metilo, resulta en un hidrocarburo y un oxoacido u oxoéster. Sin

embargo, si en tal ruptura aparece un radical vinilico, se forma un grupo aldehido.

1.5.2.4 Descomposicion de aldehidos formados

Los aldehidos se encuentran entre los compuestos tipicos mayoritarios que
se obtienen en la oxidacion de las grasas. El origen de muchos de los aldehidos
encontrados en las grasas oxidadas no puede ser explicado Unicamente a partir
de la ruptura de los hidroperdxidos, lo que no es sorprendente si se tiene en
cuenta la facilidad y diversidad de reacciones que pueden sufrir los aldehidos.

Los aldehidos saturados pueden ser oxidados facilmente dando lugar a los
acidos correspondientes, llegando a participar en reacciones de condensacion y
dimerizaciéon. Los aldehidos insaturados pueden llegar a experimentar la
autooxidacion clasica mediante el ataque del oxigeno en las posiciones a-
metilénicas, desencadenando la formacion de hidrocarburos de cadena corta,
aldehidos y dialdehidos.

1.5.2.5 Variables que afectan la velocidad de la oxidacion lipidica

Las principales variables que tienen relevancia en el proceso oxidativo se
pueden dividir en dos grupos que hacen referencia, por una parte, a las
condiciones externas al sustrato oxidable, entre las cuales destacan la
disponibilidad de oxigeno y la temperatura y, por otra, a las caracteristicas
intrinsecas al propio sustrato, como son la composicién de los lipidos, acidos
grasos libres, area superficial, actividad del agua y la presencia de componentes
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menores de actividad antioxidante o prooxidante, capaces de modificar

drasticamente la velocidad de las reacciones oxidativas.'"'?

Oxigeno: El oxigeno es el factor limitante en la reaccion de autooxidacion,
en donde la velocidad de reaccién es proporcional a la concentracién de oxigeno.
Es importante considerar que la presion de oxigeno se ve afectada por algunos
factores, como son la temperatura y el &rea superficial'".

Temperatura: La velocidad de oxidacién aumenta con la temperatura . La
temperatura influye también en la reaccidon entre la velocidad y la presion parcial
de oxigeno, ya que, a medida que aumenta la temperatura, disminuye la influencia
de la presién parcial de oxigeno sobre la velocidad de reaccién, porque disminuye
la solubilidad parcial del oxigeno en los lipidos y el agua. *

Actividad del agua: La actividad del agua es uno de los principales
factores que afectan la velocidad de oxidacién de los lipidos. Durante el
almacenamiento en congelacién, el proceso oxidativo se ve favorecido, debido a
la disminucién de la actividad acuosa, pasando de 0.99 en carne fresca a 0.6 en
carne congelada, permite que los componentes moleculares del alimento estén
mas cerca, aumentando asi la posibilidad de interaccién entre éstos, asi como se

favorece el acceso de oxigeno.

Es importante considerar que los metales presentes en la matriz, los cuales
actuan como catalizadores de la autooxidacién, se encuentran mas disponibles en

actividades acuosas bajas, ya que su hidratacion sera minima y su actividad alta.

Composicion de los lipidos: La velocidad de oxidacion se ve afectada por
el numero, la posicién y la geometria de los dobles enlaces.

Los lipidos que presentan un mayor grado de insaturacion son mas
susceptibles al deterioro oxidativo. Los &cidos grasos saturados son oxidados
lentamente a temperatura ambiente, permaneciendo practicamente inalterados

cuando es perfectamente detectable el enranciamiento de los acidos grasos
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insaturados. A elevadas temperaturas, los acidos grasos insaturados pueden
presentar oxidacidén con velocidades de reaccidén considerables.

Los acidos grasos con interacciones en cis se oxidan mas facilmente que
los isémeros trans, asi como las dobles ligaduras conjugadas son mas reactivas

que las no conjugadas.

Acidos grasos libres: Los &cidos grasos libres son mucho més facilmente
oxidables que los correspondientes a los triacilglicéridos . Para que los acidos
grasos libres tengan un impacto notable sobre la rapidez de oxidacién, tiene que
haber una concentracién considerable de éstos, debido a que si es baja la
cantiadad de acidos grasos libres, éstos pueden ser acoplados a la membrana
celular y ser protegidos contra la oxidacién por algunos antioxidantes naturales,

como es el caso de la vitamina E.

Area superficial: La velocidad de oxidacion aumenta directamente
proporcional al area superficial del lipido expuesta al aire. Ademas, a medida que
aumenta el cociente superficie-volumen, va disminuyendo la influencia de la

presién parcial en la velocidad de la reaccién.*

Catalizadores: Los metales de transicion, en especial aquellos que tienen
dos o mas estados de valencia, como son cobalto, cobre, hierro, magnesio y
niquel, actian como agentes pro-oxidantes. Estos favorecen la velocidad de

oxidacién, ya que disminuyen el periddo de induccion.
Algunos mecanismos que explican ésta catalisis son:

e Aceleracion de la descomposicion de los hidroperdxidos

M™+ ROOH = M™%+ OH-+ RO

M™+ RH — T+ HY+ ROD
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peroéxido.

Activacion del oxigeno molécular para dar oxigeno singuelete y radicales

Dentro de los metales que pueden actuar como prooxidantes en la carne

destaca el Hierro, ya que éste se encuentra ampliamente distribuido en el tejido

muscular, variando entre tipos de musculo y la especie.

Tabla 3. Concentracién de Hierro en diversas especies. ?

Concentracion de hierro en el musculo de diversas especies
(ng Fe/g musculo)
Especie Hierro Soluble Hierro libre
“catalitico”
Vaca 20 0.7
Cerdo 3.6 0.2
Pollo 3.4 0.2
Pavo - 0.9
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El hierro del grupo Hemo, facilita la oxidacion de los lipidos mediante la
reaccion hemoglobina-oxigeno que produce oxigeno singulete, o bien por
exposicién del hierro a consecuencia del desplegamiento que pueden sufrir las
proteinas durante el almacenamiento en congelacién. La catalisis por hierro
requiere de la presencia del ion ferroso, por lo que ademas de la concentracion de
hierro depende de la presencia de sistemas o agentes reductores que promueven

la presencia del hierro en su forma reducida.

Presencia de altas concentraciones de proteinas en la matriz
alimentaria: En los alimentos almacenados en presencia de lipidos, ricos en
proteinas, se generan enlaces cruzados covalentes inter o intramoleculares,

ocasionando una polimerizacién, produciendo cambios en la textura de la carne.

Se piensa que son dos mecanismos los involucrados en la formaciéon de estas

interacciones:

a) El primero de ellos es el inducido por la presencia de radicales alcoxido
(RO-) y/o radicales peréxidos (ROO-), generando radicales libres de

proteinas (P-), los cuales polimerizan con gran facilidad.

PH + ROO- —s P- + ROOH
Froisna Fadical iibr=
nativa proteioo
ROOD- P-
P-+P —% P—P —% P—P- —* P_—P_—F

b) El segundo mecanismo involucra la polimerizacion de radicales libres lipido-
proteina, producto de la unién de radicales lipidicos (ROQO-) y proteinas
nativas (PH).
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En presencia de compuestos carbonilicos se produce pardeamiento no
enzimatico o reaccion de Maillard, proceso que se ve favorecido durante la
coccién, liberando compuestos volatiles de aroma desagradable, disminuyendo la
digestibilidad de la fraccion proteica por la formacién de melanoidinas de color
pardo o0 negro.

1.6 Desnaturalizacion de proteinas

La desnaturalizacion de proteinas se define como la pérdida o modificacién
de su estructura secundaria, terciaria o cuaternaria, la cual provoca una
disminucién en la solubilidad o capacidad de extraccién bajo condiciones en las
que la proteina nativa es solubilizada o extraida. Esta desnaturalizacion involucra
el rompimiento de enlaces de hidrogeno de otras interacciones intra e
intermoleculares como los enlaces de hidrogeno entre cadenas laterales, enlaces

S-S cruzados y puentes salinos.

La desnaturalizacion de proteinas esta influenciada por varios factores.
Entre ellos se encuentran los cambios en la temperatura, pH y detergentes, asi
como a la radiacion, los cambios en el tipo de solvente, y los agentes oxidantes y
reductores que pueden alterar las uniones S-S.

La desnaturalizacion de proteinas puede llevar a la formacién de agregados
de proteinas desnaturalizados, e inducir una precipitacién, coagulaciéon o
gelificaciodn. La agregacion de proteinas involcra la formacién de complejos de
proteinas desnaturalizados de alto peso molecular, los cuales se unen por puentes

y sitios especificos en toda la molécula. La desnaturalizacion es entonces un
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requisito previo para la formacién de agregados proteicos o geles. Los pasos para

la coagulacién de proteinas en disolucién son:

1. Disociacion reversible de la estructura cuaternaria dentro de las
subunidades o mondmeros (La disociacion reversible de los polimeros en
su estado nativo puede tomar lugar en el primer paso de desnaturalizacion)

2. Desnaturalizaciéon irreversible de la estructura terciaria y secundaria

(desdoblamiento de la proteina)’

Debido a la disociaciéon y el entrecruzamineto de las proteinas, se exponen
los grupos de los hidrocarburos de las proteinas globulares, permitiendo mayor
interaccién de los grupos hidrofébicos de las proteinas. El entrecruazamiento de
los agregaddos de proteinas se explica mediante los sigueintes mecanismos:

1. Reacciones de oxidacion quimica de las proteinas como resultado de la
interaccién covalente de sus grupos funcionales.
2. Entrecruzamiento de proteinas por agentes polifuncionales (incluyendo

iones metalicos) en solucion.

Disminucion de la solubilidad por que se favorecen las interacciones

hidrofébicas y la consecuente modificacion en la estructura proteinica’.
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2 DIAGRAMA DEL ESTUDIO.

DIAGRAMA DEL ESTUDIO
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3. METODOLOGIAS.
3.1. Extraccion de lipidos por el método de Bligh & Dyer

Se pesaron de 2 a 20g de carne homogeneizada en un vaso mezclador, se
adicion6 agua destilada suficiente para llevar a un total de 16mL (determinar
previamente contenido de humedad para hacer el ajuste de agua) junto con 40mL
y 20mL de diclorometano.

Se moli6é por 2min, adicionandose posteriormente 20mL de diclorometano y
se homogeneiz6 durante 30s. Se centrifugd la mezcla en una centrifuga
LABTRONIC scientific H-1650 durante 10min a una velocidad de 2500rpm.

Se extrajo la fase organica y se filtrd a través de papel filtro. El filtrado se
vacié en un matraz de bola de peso constante y se evapor6 el disolvente a 40°C
en un rotavapor BUCHI R-20, equipado con un bafo BUCHI Heating Bath B-490 y
una bomba de vacio BUCHI Vac V-500.

Una vez evaporado el disolvente, el matraz se llevé a sequedad en una
estufa de vacio National Appliance Company Modelo 5831, a 60°C hasta peso

constante y por diferencia de peso se calculé el contenido de grasa."?®

3.2. indice de peréxidos. Método volumétrico

Se pesaron de 0.5+ 0.05g de grasa en un matraz Erlenmeyer de 125mL y
se adicionaron 2.5mL de una solucion de acido acético/diclorometano (3:2),
disolviendo perfectamente. Se Adicion6 0.05mL de una solucion saturada de
yoduro de potasio, dejandose reposar en la oscuridad 60seg, medidos con

cronémetro.

Se anadi6 7.5mL de agua destilada hervida y fria. Se adicioné 0.1mL de
una solucion de almidén indicador (almidén soluble al 1% en agua). Al presentarse

una coloracién azul oscuro (en toda la solucién o en forma de puntos aislados), se
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titulaba lentamente con tiosulfato de sodio 0.001N hasta la desaparicion total del

calor azul.?®

3.3. Indice de peroxidos. Método colorimétrico

Se pesaron 0.3g de grasa en un tubo de ensaye. Se afadieron
diclorometano/metanol (70:30 v/v) hasta un volumen de 9.9mL y se mezclaron
para disolver la muestra. Se adicionaron 0.05mL de una solucién de tiocianato de
amonio (30% m/v), se mezcl6é y se midi6é la absorbancia a 500nm (Eo) contra un
blanco de la mezcla de diclorometano/metanol (70:30). Se adicion6 0.05mL de una
solucién de cloruro ferroso (0.35% m/v que contiene 2% de HCI 10N). Se mezcl6 y
después de exactamente 5 minutos se midi6 la absorbancia de nuevo a 500nm

(E2); simultaneamente se realiza un blanco de reactivos (E1).

Se prepar6 una curva de calibracion con cloruro férrico (FeCls) en
concentraciones que contengan entre 5 y 50ug de Fe/10mL obtenidos en la
reaccion, con el peso de la muestra. La cantidad de Fe se obtuvo a partir de la
curva de calibracion, utilizando la absorbancia obtenida, una vez corregida por los
blancos [E2-(E1+E0)].2*

3.4. Indice de Kreis.

Se disolvieron de 50 a 500mg de grasa en 5mL de diclorometano. Se
anadieron 10mL de una solucién de acido tricloroacético al 30% en acido acético
glacial y 1mL de fluoroglucinol al 1% en acido acético. Se incubd por 15 minutos
en un bano maria a 45°C, se dejo enfriar y se agregaron 4mL de etanol.
Finalmente se midi6 la absorbancia de la muestra a 540nm frente a un blanco de

reactivos. El indice de Kreis se calculé como Absorbancia a 540nm/g de grasa.?
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3.5. Acidez titulable.

En un matraz Erlenmeyerde 125mL se colocd 0.5g de lipidos y se adicioné
25mL de alcohol previamente neutralizado (utilizando fenolftaleina 0.1% como
indicador). Se calenté en un bafno de agua en ebullicion suave y se tituld en
caliente con KOH 0.0025N, agitando fuertemente después de cada adicién de
alcali.

3.6. Obtencion del concentrado de proteinas.

Se colocé 1g de carne en un vaso de precipitado de 100mL y se
adicionaron 10mL de una solucién de EDTA 0.02M (a un pH de 10), la mezcla se
homogeniz6 en un homogenizador de alta velocidad (ULTRA-TURRAX T25) y
posteriormente se centrifugo a una velocidad de 2500rpm en un centrifugador
Labtronic Scientific H-1650, se separé el sobrenadante para de esta forma obtener
el concentrado de proteina

3.7. Determinacion de proteina soluble. Lowry

Se coloco6 1mL del concentrado de proteina en tubos de ensaye
perfectamente etiquetados. Se adicion6 1mL del reactivo C preparado
recientemente (50mL de A y 1mL de B) (A: Carbonato de sodio 2% y Tartrato de
sodio 0.02% en NaOH 1M; B: Sulfato de cobre 0.5%), dejandose reposar 10
minutos; transcurrido el tiempo se adicionaron a la mezcla 0.3mL del reactivo D (1
parte de reactivo de Folin con 1 parte de agua), agitando inmediatamente. Se dej6é
en reposo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se
determind la absorbancia del color azul producido a 750nm contra un blanco

preparado de la misma manera con 1mL de agua en vez de la solucién problema.

La concentracion de proteina se calculdé a partir de una curva patrén con
albumina bovina sérica en concentraciones de 10 a 100ug/mL, tratadas de la

misma manera.?’
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3.8. Electroforesis en gel de acrilamida
Soluciones utilizadas en la electroforesis:

e Solucién acrilamida/bisacrilamida 30% w/v acrilamida y 2.7% bis-acrilamida.
Aforar con agua destilada.

e Persulfato de amonio al 10% recién preparado. Aforar con agua destilada.

e TEMED

e Buffer electroforético (pH 8.3). Tris 25mM, Glicina 92mM, SDS 0.1%,
aforado a 1L con agua destilada. (Al emplear, realizar diluciéon 1:10).

e Buffer de carga 4x. Adicionar 0.4g de SDS, 5mL Glicerol, 2.5mL de Buffer
concentrador, 400uL Azul de Bromofenol (0.5%). Llevar a 9mL con agua
destilada. Separar 900uL en tubos de 1.5mL y adicionar 100uL de B-
mercaptoetanol antes de usar.

e Azul de Coomassie. Adicionar 1g de Azul de Coomassie, 450mL Metanol,
450mL de agua destilada y 100mL de Acido acético Glacial.

e Solucién Destefiidora. Adicionar 100mL de Metanol, 100mL Acido acético

Glacial y 800mL de agua destilada.
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Tabla 4. Gel separador y concentrador para electroforesis.

Gel separador Gel concentrador
7.5% 7.5%
Agua 6.525mL 2.715mL
Solucién de Acrilamida 3.15mL 622.5uL
Tris 1.0M pH8.8 2.865mL
Tris 0.5M pH6.8 375uL
SDS 127.5uL 37.5uL
Persulfato de Amonio 90uL 30uL
TEMED uL 3uL

En la Tabla 4 se encuentran desglosadas las proporciones de cada reactivo
con los que se prepara cada uno de los geles.

Los geles se montaron en la cdAmara MINIPROTEAN Il de Bio-Rad una vez
gelificados y con los pocillos formados. En el reservorio superior se coloco buffer
electroforético hasta inundar los pocillos y en el reservorio inferior se colocé el

buffer hasta un poco mas de cubrir 1/3 del volumen de la camara.

El marcador empleado fue el de amplio peso molecular de SIGMA S8320.
Los péptidos que contiene en marcador son los siguientes:
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Tabla 5. Relacion de pesos moleculares de los marcadores empleados.

Peso Alto Ultra bajo  Amplio
(Da) (161-0303)  (M3546) (S8445)
Miosina de musculo de 200,000 X - X
conejo
B-Galactosidasa de E. coli 116,250 X - X
Fosforilasa b de musculo 97,000 X - X
de conejo
Albumina de suero bovino 66,000 X - X
Glutamico 55,000 - X
deshidrogenasa de
higado bovino
Ovalbumina de huevo de 45,000 X - X
gallina
Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de 36,000 - - X
musculo de conejo

La muestra se prepar6 mezclando 20uL de muestra que contiene 5000
Mg/mL de proteina con 5uL de buffer de tratamiento 4X. Esta mezcla se calent6 a
ebullicion durante 5 minutos para permitir que el B-mercaptoetanol actuara

reduciendo los enlaces disulfuro.

Los geles se cargaron con 20 uL de mezcla muestra/buffer de tratamiento
4X o con 5 puL de marcador. El marcador empleado ya contenia buffer, por lo que

no requirié la adicion de buffer de tratamiento.
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Se corri6 la electroforesis a una intensidad constante de 100 V hasta que se
observo la salida del frente colorido.

Los geles se desmontaron y se dejaron tifiendo toda la noche con una
solucién de Coomasie. Al dia siguiente los geles fueron destefidos con la solucién
desteinidora hasta que se vieron bandas claras.

Por dltimo se determind el peso molecular de las bandas del gel tiempo
inicial, utilizando el densitometro modelo GS 700 Bio-Rad y el programa de

computadora Quantity-One.

3.9. Cuenta indirecta de Microorganismos. Prueba de Tetrazolio.

Se pesaron 5g de la muestra y se agregé 30mL de agua destilada
esterilizada. Posteriormente se homogeneiz6. Se agregarén 0.5mL de una
solucién al 0.5 de cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolio, mas 5mL de una de una
solucién reguladora de fosfatos a pH de 7. Se incubo a 3841 °C durante 7 horas.

Por ultimo se extrajo el formazan obtenido mediante agitacién con 30mL de
butanol (se centrifujo). Se leyd a 485nm.

Para la preparacién de la curva de calibracién se pes6 1g de 2,3,5-
trifeniltetrazolio con 1g de acido ascoérbico, disolviendose con 25mL de agua
destilada, mas 5mL de una solucién de NaOH al 10% (w/v). La reduccién se
completé en 20min. Se neutralizo, filiré y el trifenilformazan se lavd sobre papel

filtro, secando a 37 °C.

Se prepararén diluciones por concentracién, usando butanol como
disolvente. Se leyo a 485nm.
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4 RESULTADOS

4.1. Seleccion y preparacion de muestra.

Para facilitar el manejo de la muestra asi como la extraccién del material
lipidico se busco contar con piezas de un alto contenido graso. El corte de Bovino
Sirloin, se caracteriza por ser un corte con abundante marmoleo y con grasa en

los bordes que le dan sabor, suavidad y jugosidad.

Para la preparacion de las muestras se cortd la carne y se mezcld,
buscandose obtener muestras lo mas homogeneas posibles. Es importante
mencionar que a pesar de corresponder las muestras a un mismo corte (Sirloin),
pueden presentarse diferencias en la composicion de éstas, en donde debido a las
variaciones del metabolismo, las condiciones de crianza, y de manera muy
importante a la alimentacibn de cada animal, pueden haber oscilaciones
principalmente en el porcentaje de grasa y el perfil de ésta.’

Cuando los alimentos se tratan bajo APH contenidos dentro de algun
envase, éste debe ser flexible y deformable (ha de tolerar reducciones de volumen
de hasta un 15%). Es especialmente importante la evacuacién de los gases del
interior para evitar que su compresion reduzca la eficacia de la presurizacién®. Es
por eso que se colocaron 70g de carne en cada bolsa de Polivinilo, a vacio con
sellado térmico, seguido por un tratamiento de presurizacion y posteriormenete
congelacién a -18°C o en el caso de los controles un tratamiento de congelacion a
-18°C. Las muestras fueron almacenadas en congelacién a -18°C por un tiempo

de 19 semanas. Para cada determinacion se realiz6 sacrificio de muestra.
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4.1.1. Eleccion de la presion hidrostatica y tiempo empleados

La apariencia de la carne es un factor muy importante a conservar, ya que
el consumidor exige mantener la mayor cantidad de atributos sensoriales que una

carne fresca ofrece, entre los que se destacan, dureza, color y sabor.

Varios autores sugieren un rango de 100MPa-1000MPa (14.5kpsi- 145kpsi),
en tiempos de entre 1-10min de exposicidn, aproximadamente, para probar los

efectos de las altas presiones en alimentos'” %,

Para la seleccién de las presiones a utilizar en el estudio, se llevaron a cabo
pruebas a diferentes presiones y tiempos sobre carne de res fresca, permitiendo
de esta forma evaluar de manera preliminar el efecto de la alta presion sobre la

apariencia de la carne.

Las condiciones empleadas de tiempo y presién fueron:

Presién manométrica del equipo de 70kpsi, 1 min.

Presién manométrica del equipo de 45kpsi, 5 min.

Presién manométrica del equipo de 43kpsi, 1 min.

Figura 6. Muestra presurizada a 70kpsi (1 minuto)
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Figura 7. Muestra presurizada a 43Kpsi (5 minutos)

Las muestras presurizadas presentaron cambios en el color al momento de
ser presurizadas. Para las presiones de 43kpsi (5 minutos) y 45Kpsi (1 minuto), el
cambio de color fue igual, pero ese color aun era de una tonalidad roja, siendo
aceptable. La muestra que presenté un mayor dafno en el color fue la sometida a
70Kpsi (1 minuto), dando un color amarillento, el cual es muy desagradable, ya
que se espera que la carne de Bovino tenga un color rojo. Esto se explica a que la
oximioglobina sufre mayor dano a presiones mas elevadas, es decir, el dafio sera

directamente proporcional a la intensidad de la presién aplicada®.

Con esto se podria descartar la conservacién de carnes de Bovino a
presiones iguales o mayores que 70Kpsi, pues como ya se menciond, el color es

un punto muy importante a evaluar por el consumidor.

La forma del alimento permanecié intacta, ya que como se mencioné

|30

anteriormente, segun la ley de Pascal®™, no se deforma el alimento al aplicar igual

presion en todas direcciones, tal cual lo muestra la figura 8.
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Figura 8. Aplicacion de presién de forma uniforme en la utilizacién de las APH.

Con los resultados obtenidos se determind que las pruebas para el presente
estudio se realizarian en el rango de presién donde se observé que la carne
sometida a la alta presidon presentaba una apariencia de color y apariencia
aceptable, refiriendonos a un intervalo de entre 45-50kpsi con variacion del tiempo
de exposicion.

Las condiciones que se selecionaron para llevar a cabo el estudio fueron:

- Presién manométrica en el equipo de 45kpsi, 1 min.
- Presién manométrica en el equipo de 45kpsi, 6min.

- Presién manométrica en el equipo de 50kpsi, 1min.

4.2. Extraccion de grasa.

Se empleé el método de Bligh y Dyer, ya que por medio de éste se obtienen
buenos rendimientos de extraccion para alimentos con alto contenido de
humedad, siendo asi el caso de la carne de Bovino. Ademas, al no usar altas
temperaturas, el grado de oxidacién de la grasa no es alterado, obteniéndose asi
resultados confiables durante el monitoreo de la oxidacién lipidica’.
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Las muestras sometidas a una presién y tiempo de 45 Kpsi 1 min y 45 Kpsi
6 min, asi como su control corresponden al lote 1 de muestra (Carne comprada en
un primer establecimiento), la muestra sometida a 50Kpsi 1 min y su respectivo

control corresponden al lote 2 (Carne adquirida de una segunda tienda).

Tabla 6. Porcentaje de grasa para cada lote de muestra.

Lote Muestra Grasa (g /100 g de
muestra)
50Kpsi - 1 min
1 1.96 £0.08
Control 2
45Kpsi -1 min
Control 1

Existe una diferencia notoria entre el porcentaje de grasa obtenido de cada
lote, tal cual se puede ver en la tabla 6. Como ya se menciond, los lotes son de
diferente procedencia (lugar de compra), por lo que la variacién de la extraccion de
grasa estd en funcion de muchas variables, como es el personal que prepara la
muestra, el animal del cual la carne proviene, y a su vez, como ya se mencion6
previamente, la alimentacién del animal, region de origen, entre otras. Por tal

razon se buscé homogenizar la carne lo mayor posible.
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4.3. Evaluacion del efecto de las APH en la rancidez oxidativa.

Se realizé un estudio para muestras presurizadas y congeladas a -18°C y
sus respectivos controles conservados a congelacion a -18°C. Este estudio se
realiz6 para los dos diferentes lotes, en los cuales se evalué el indice de peréxidos
por los métodos colorimétrico y volumétrico e indice de Kreis, en un lapso de
tiempo de 19 semanas.

4.3.1. Determinacioén de peroxidos

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Como ya se
mencioné con anterioridad las muestras de carne de res (corte Sirloin), se
mantuvieron almacenadas en bolsas de Poliovinilo bajo condiciones de

congelacién a -18 ° C por un tiempo de 19 semanas.

Para evaluar la presencia de los peroxidos se utilizaron dos métodos: el

volumétrico y el colorimétrico:

En la grafica 1 se presentan los datos obtenidos a través del monitoreo de
los productos de oxidacién de los lipidos presentes en la carne por el método
colorimétrico. Para el método volumétrico, durante el monitoreo de las 19 semanas
no hubo respuesta positiva a esta prueba. La determinacion de perdxidos bajo el
método colorimétrico mostré concentraciones de perdxidos muy bajas, siendo

despreciables.
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Graéfica 1. Evolucion de los indices de formacién de perdxidos. Método
colorimétrico.

Como se puede observa en la grafica 1, no hay aumento de la
concentracion de los peroxidos. El indice de perdxidos de las muestras control y
las muestras presurizadas no son significativos, ya que la AOCS®® determina como
limite de aceptabilidad para aceites comestibles un valor de peréxidos de
10.0meqg/kg de grasa, de acuerdo con lo cual todas las muestras, desde la primer
semana hasta la semana 19 cumplen con las especificaciones, estando muy por

debajo de ese limite.

Como ya se menciond, las muestras fueron empacadas a vacio y
almacenadas en congeladores donde se procurd tener un control de la luz, para
que no hubieran diferencias en los resultados debida a este parametro. El vacio
ocasiona un déficit de oxigeno, siendo el oxigeno el factor limitante en la reaccién
de autooxidacion, en donde la velocidad de reaccion es proporcional a la
concentracién de oxigeno'.
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Se sabe que con buenas condiciones de empaque al vacio, la
concentracion de oxigeno se reduce por debajo del 1%. Por esta razén es posible
que se lleve a cabo la oxidacion de grasas de productos empacados, pero con
velocidades de reaccién muy bajas. Es por esto que las grasas de estos productos
se oxidaran en tiempos prolongados.

Estudios sobre las altas presiones en lipidos de puerco muestran que una
presion de 116kpsi por 20 min, se induce a la oxidacién lipidica, reduciendo el
periodo de induccion, en comparacion con sus controles. Las presiones utilizadas
en el estudio no sobrepasan los 50kpsi, es decir, se habla de la mitad de presién
que se utilizé en el estudio de referencia y en tiempo solo se manejaron como
maximo tiempos de 5min, lo que nos da hincapié a pensar que si se manejan
presiones y tiempo mas elevados sera probable observar un efecto en la oxidacién
lipidica debida a la alta presion.

4.3.2. Determinacioén de indice de Kreis.

La prueba se caracteriza por ser una determinacion colorimétrica, dando
una coloracién rosada al existir una concentracién considerable de productos
secundarios (compuestos carbonilicos), indicando que la reaccién es positiva.

Como se observa en la tabla 7 no hay un incremento en la abs /g de las
muestras durante las 9 semanas. La prueba para las diferentes muestras fue
negativa, ya que en ningdn momento se observé la coloracion rosada
caracteristica de esta prueba, lo que esta indicando, que no hay un aumento de la

formacién de los compuestos carbonilicos provenientes de una oxidacion lipidica.

El indice de perdoxidos mostrd ausencia de éstos (concentraciones muy
bajas de perdéxidos como para ser detectados por ambas técnicas anteriormente
senaladas), por lo que es de esperar que la reaccién de la formacion de
compuestos carbonilicos se lleve a cabo a velocidades de reaccion bajas. La
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descomposicion de los hidroperéxidos desencadenara la formacion ya sea de

aldehidos, alcoholes o cetonas.'®

En otras fuentes enfocadas al estudio de la oxidacidon de carne de bovino

congelada, se ha visto que es necesario llegar a indices de Kreis superior a los

0.62 abs/g de grasa para que la reaccién de senal positiva. En otras fuentes el

indice debe superar los 0.4abs/g de grasa®''. Por tanto se puede considerar que

las muestras no presentan hasta ese tiempo de almacenamiento la concentracion

adecuada de compuestos secundarios para dar una respuesta positiva.

Tabla 7. Resultados de la formacion de compuestos carbonilicos en las muestras
almacenadas a -18°C. Indice de Kreis.

Tratamiento
Tiempo de a5kpsi a5kpsi 50kpsi
almacenamiento en 1 '_35' 6 '_35' C 11 1 PS' c 12
congelacion a -18°C (1min) (6min) ontro (1min) ontro
(semanas) abs/g
1 0.2654+0.0046 | 0.1910+0.0110 | 0.1937+0.0045 | 0.0557+0.0043 | 0.0617+0.0019
3 0.2507+0.0107 | 0.2868+0.0148 | 0.3783+0.0126 | 0.1656+0.0029 | 0.0382+0.0018
8 0.2017+0.0058 | 0.1512+0.0032 | 0.2588+0.0086 | 0.1091+0.0019 | 0.0422+0.0022
11 0.2311+0.0132 | 0.1545+0.0057 | 0.0767+0.0005 | 0.1165+0.0050 | 0.0958+0.0052
15 0.2339+0.0015 | 0.1875+0.0067 | 0.0975+0.0043 | 0.1118+0.0059 | 0.0647+0.0032
19 0.2720+0.0100 | 0.2061+0.0111 | 0.1062+0.0054 | 0.0789+0.0029 | 0.0622+0.0015
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4.4. Evaluacion del efecto de las altas presiones hidrostaticas en la
liberacién de acidos grasos.

La hidrélisis de los enlaces éster de los lipidos se produce por accién
enzimatica o por calentamiento en presencia de agua, permitiendo la liberacién de
acidos grasos. Esta liberacion tiene como consecuencia la aparicién de sabores a
rancio en diferentes alimentos. Cierto nUmero de investigaciones sefalan que la
liberacién de los acidos grasos de los triacilgliceroles incrementa la tendencia a la
autooxiacion. Si se producen AGL (acidos grasos libres) durante el
almacenamiento de la carne, es posible que se generen sabores extranos vy

también interacciones con las proteinas contrécties desnaturalizandolas® .

Para conocer la evolucion de la rancidez hidrolitica en la carne, se
determind indirectamente la concentracién de acidos grasos libres, mediante la
determinacién de los mEq. de KOH gastados por cada 100g de grasa. La reaccién
€s una reaccion acido-base, formandose las sales correspondientes de los acidos
grasos.

[HIN
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o

=—45Kkpsi (1min)

~—45kpsi (6min)
: % ——50kpsi (1min)

== Control 2

mEqg. deKOH / 100g de
muestra
(o)}
|

0 5 10 15 20

Tiempo (semanas)

Gréfica 2. Efecto de las altas presiones hidrostéaticas sobre la liberacién de los
acidos grasos.
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Se puede apreciar en el grafico 2 una disminucidén de la concentracion de
los acidos grasos libres en el transcurso del monitoreo, pues como se mencioné
anteriormente, la concentracion de &acidos grasos libres es directamente

proporcional al volumen de base empleado (KOH).

Estudios realizados en pescado han mostrado que las lipasas de pescado
se ven afectadas con el proceso de presurizacién, obteniéndose una menor
liberacién de acidos grasos libres. En el grafico 2 se puede apreciar como no hay
diferencia apreciable entre las muestras controles y las muestras presurizadas,
observdndose que el decremento de acidez es similar entre ambas. Estudios
sefalan que durante almacenamiento en congelacién de carne de res, cerdo y
aves, el efecto de la lipdlisis no es significativo ya que la actividad lipolitica se ve
inhibida por las bajas temperaturas empleadas, observandose claramente este
efecto, ya que no hubo liberacion de acidos grasos apreciable.

Debido a que los sustratos se encontraban inmovilizados, disminuyendo la
oportunidad de que actie la enzima en ellos. La concentracién de acidos grasos
libres no presenta un incremento y por el contrario, aquellos acidos grasos que ya
se encontraban en forma libre seran mas susceptibles a sufrir un proceso

oxidativo®.

4.5. Evaluacion del efecto de las altas presiones hidrostaticas sobre las
proteinas.

4.5.1. Determinacién de la proteina soluble.

El cambio de la solubilidad que presentan las proteinas esta relacionado
directamente con la pérdida de la calidad nutricional, es decir, conforme hay un
decremento de la solubilidad se considera que la proteina se encuentra menos

disponible para ser aprovechada por el organismo, debido a la aglomeraciéon que
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éstas van presentando, dificultando el encuentro de las enzimas proteoliticas con
sus sitios especificos de accién’.

Estudios realizados en carne de Bovino sometida a procesos de
congelacién muestran que la congelacion tiene un efecto en la desnaturalizacién
de las proteinas, llevandose a cabo la formacion de agregados de proteinas de
alto peso molecular. La desnaturalizacién es entonces un requisito previo para la

formacién de agregados de proteinas’.

Por otro lado se ha demostrado que las altas presiones hidrostaticas tienen
un impacto considerable en la desnaturalizacién de las proteinas. Investigaciones
posteriores sefalan que tratamientos en rango de presién alto (110kpsi,
aproximadamente 757.9MPa) invariablemente producen desnaturalizacién
proteinica, mientras que tratamientos moderados (14.69kpsi, aproximadamente
69MPa) permiten estabilizar la forma nativa de las proteinas*, debido al efecto

que tiene la presidn sobre las interacciones de las proteinas.

"
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Gréfica 3. Monitoreo de la proteina soluble. Lowry
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El grafico 3 permite identificar las diferencias existentes entre las muestras
de carne presurizadas y los controles.

A partir de la grafica 3, se observa que a una presion de 45kpsi durante 1y
6 minutos, el decremento de la proteina soluble durante el almacenamiento a -
18°C, no presenta cambios importantes con respecto a su control. Inicialmente
como se observa en la grafica 3, las Altas presiones tienen un impacto sobre las
proteinas, observandose valores mas bajos de proteina soluble que con el control,
pero ya durante el monitoreo, el decremento de este valor se va asemejando al
control. Para el caso de la presién de 50kpsi durante 1 minuto de exposicion, la
concentracion de proteina soluble es similar a la concentracion de la muestra
control correspondiente a este lote, lo que indica que el decremento de la proteina
soluble en ambas muestras es similar durante el almacenamiento, ya que al
tiempo inicial, tal como ocurrié con las muestras de 45kpsi, la aplicacion de la alta
presion genera una desnaturalizacion inicial de proteinas, lo que da valores mas
bajos de este parametro, comparandolas con sus controles, pero en el
almacenamiento el efecto desnaturalizante se debe a la congelacién, no asi a la

Alta presion.

Estudios sefalan que para lograr la desnaturalizacion de las proteinas es
necesario someter las muestras a presiones superiores a los 300MPa
(aproximadamente 43.55kpsi) manejandose tiempos de exposiciones cercanos a
los 10min. El tratamiento que se realizd en el presente estudio maneja rangos de
presion y tiempo bajos, lo que permite explicar el por qué las muestras
presurizadas tienen un comportamiento del decremento de la proteina soluble muy

parecido con sus controles.

4.5.2. Pesos moleculares de las proteinas

Para el estudio de la desnaturalizacion de proteinas, se utilizan técnicas de

electroforesis en dos dimensiones que producen un mapa que permite monitorear
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los cambios bioquimicos. Con esta técnica se identidican los pesos moleculares
de las manchas proteicas que aparecen en los geles.

Con el fin de determinar la influencia de la Alta presién Hidrostatica sobre la
desnaturalizacién y formacion de agregados, se realizaron geles al 7.5% de
acrilamida para separar preferentemente proteinas de mediano y alto peso
molecular. Para el analisis de las proteinas se decidi®é separar los pesos
moleculares en tres grupos, para de esta forma enfocarnos a la formaciéon de
aglomerados de alto peso molecular, ya que en general las proteinas de carne son
de pesos moleculares altos. En la Tabla 8 se observa que a tiempo cero, el perfil
de pesos moleculares de las proteinas correspondientes a las muestras

presurizadas son muy similares a los controles.

Tabla 8. Pesos moleculares de las muestras en el tiempo inicial. Electroforesis en
gel de Acrilamida.

Pesos 45kpsi 45kpsi 50kpsi
moleculares (1min) (6min) Control 1 (1min) Control 2
182kDa
Mayor que
100kDa 122kDa - 109kDa* 127kDa 125kDa
81kDa 84kDa 84kDa
72kDa* 74kDa* 74kDa 74kDa

59kDa* 61kDa* 66kDa* 74kDa 60kDa
49kDa 51kDa* 53kDa* 60kDa 55kDa

De 100kDa a
45KDa. 46kDa* 47kDa 46kDa 50kDa 50kDa
43kDa*
42kDa 43kDa 40kDa* 42kDa
Menor que
45kDa 37kDa 38kDa 35kDa 37 kDa 32kDa
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Figura 9. Gel electroforético de Acrilamida. Tiempo inicial.

La aplicacion de presiones superiores a 100-200MPa (aproximadamente
14.56kpsi-28.98kpsi) a temperatura ambiente, provoca la disociacion de
macroestructuras en subunidades, asi como, el despliegue y desnaturalizacién de
estructuras monomeéricas, debido probablemente al debilitamiento de las
interacciones hidrofébicas y la separacion de los puentes salinos inter o
intramoleculares®. Como se puede observar, en la figura 9, hay una menor
cantidad de bandas, al igual que la intensidad de éstas es menor en las muestras
presurizadas, en comparacion de los controles. Analizando la cantidad de bandas,
presentes en la tabla 8, las muestras de 45kpsi 1min, 45kpsi 6min y su control, se
observa que cada una de las muestras presenta 8 bandas, 7 bandas y 9 bandas
respectivamente, presentando una intensidad superior las bandas localizadas en
el carril de la muestra control, con lo que se podria explicar que la presion ejercida
fue suficiente para permitir la formacién de las subunidades de las proteinas

(menor peso molecular) y desnaturalizacion de las proteinas, por lo que se
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generaron estructuras de bajo peso molecular, menores a 36kpsi, saliéndose del
gel con mayor rapidez que las proteinas del marcador. Este caso se repite con la
muestra de 50kpsi y su control, obteniéndose 5 bandas para la muestra de 50kpsi
1 min y 9 para su respectivo control, pero lo caracteristico es la intensidad de las
bandas, explicandose esa diferencia de concentracién de proteinas de la misma
forma como se explico para las muestras de 45kpsi 1min y 45kpsi 6min, es decir,
la diferencia de bandas y de intensidad es debida a la salida de proteinas de bajo

peso molecular.

Tabla 9. Pesos moleculares de las proteinas de carne. Tiempo final.

Pesos 45kpsi 45kpsi 50kpsi
moleculares (1min) (6min) Control 1 (1min) | Control 2
210kDa** 211kDa | 210kDa

Mayor que | 179kDa | 211kDa 144kDa | 145kDa | 210kDa
100kDa 143kDa 144kDa 138kDa* | 140kDa* | 140kDa*

98kDa*
99kDa* 84kDa

85kDa* 98kDa* 81kDa**
81kDa* 83kDa 79kDa* 84kDa* 84kDa*
79kDa* 81kDa** 64kDa 82kDa** 82kDa*
De 100kDa a| 66kDa 66kDa 59kDa 78kDa* 79kDa*

45kDa 56kDa 55kDa 57kDa* 62kDa* 61kDa*
Menor que
45kDa 36kDa 34kDa 36kDa 33kDa** | 32kDa**

Pagina 57



RESULTADOS

"
A
=

Ciier

I

Il

=
=
)
. .
-

I
i

| I |

"

TORIITRN |
el
I
"

b

. q|'|=|||; I

- -

|

A

“’
|
I

|
|

Figura 10. Gel electroforético de Acrilamida. Tiempo final.

En la Tabla 9 se observa que a tiempo final, el perfil de pesos moleculares
de las proteinas de todas las muestras se encuentra distribuido en los pesos
moleculares de mediano y alto rango. Comparando los pesos moleculares del
tiempo inicial con el tiempo final se observa que hay una mayor concentracién de
proteinas en las areas de pesos moleculares mas altos, implicando estas
diferencias a un proceso de desnaturalizacion que sufren las proteinas en el
almacenamiento bajo congelacion, formandose estructuras de mayor peso
molecular. Es por eso que las bandas menores a 45kDa casi desaparecieron en el

gel del tiempo final.

Ademas la muestra de 45kpsi 1minuto presenté un incremento en las
bandas de pesos moleculares altos, con mayor intensidad que su control, o que
esta indicando que durante su almacenamiento la formaciéon de aglomerados de
pesos moleculares altos se vio mas favorecida, que en el caso de la que fue
sometida a 45kpsi 6minutos y su respectivo control. La muestra de 45kpsi 6
minutos, presenta al igual que en el tiempo inicial (figura 9 y 10) una menor
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cantidad de bandas en el gel, con respecto al control, indicando que aunque
durante el almacenamiento si se generaron estructuras de mayor peso molecular,
siguen habiendo algunas que se salieron del gel por su bajo peso molecular, las
cuales no lograron integrarse a otras estructuras y asi formar otras de mayor peso

molecular.

Para el caso de la muestra de 50kpsi sometida a un minuto de presion,
presentd el mismo comportamiento que el control de su lote, por lo que el proceso
de congelaciéon genero el mismo efecto desnaturalizante en ambas muestras. En
el gel a tiempo cero, se aprecid una diferencia de concentracién de proteinas entre
la muestra de 50kpsi y su control, pero durante el almacenamiento las proteinas
que se habian salido durante la corrida, se integraron con otras estructuras

formando pesos moleculares mayores.

4.6. Evaluacion del efecto de las altas presiones hidrostaticas sobre la carga

microbiana presente en la carne.

La sensibilidad de las bacterias a los procesos de presurizacion, dependera
de la presion y tiempos empleados, indicando que esa inactivacion se debe
primordialmente a los danos que sufre la membrana, ademas de los cambios

morfolégicos y bioquimicos, inducidos por la presién sobre la célula®>*.

En el grafico 4 se puede observar que la APH tiene un impacto importante
en la inactivacién de los microorganismos. Las muestras de 45kpsi 1min, 45kpsi
éminutos y 50kpsi 1minuto, presentaron un menor numero de Unidades
formadoras de colonias por gramo de muestra, se habla de un 61.14%, 71.16% y
un 51.61% respectivamente. Se observa una mayor inactivacion de
microorganismos cuando se manejan tiempo de exposicion mas prolongados ,que

mediante la aplicacion de presiones mas elevadadas.

Pagina 59



RESULTADOS

El crecimiento microbiano es muy lento debido a que el proceso de
congelacién inmoviliza a los microorganismos, asi como sus nutrientes, por lo que
durante la congelacion, éstos quedaran en forma inactiva, hasta volver a tener las
condiciones aptas para su crecimiento. El poco crecimiento se da principalmente
en la etapa de descongelacion de la muestra, la cual duraba en promedio para
cada determinacion 30minutos, ademas la realizacion de la primera etapa de la
prueba requeria 30minutos mas, para posteriormente ser incubadas las muestras

y generar asi el formazan que seria cuantificado.

18000

16000

14000 %‘—Q*AﬁPA
= 12000 | — ——45Kpsi
o 10000 (1min)
g 8000 s =—45Kkpsi

6min)

% 6000 — ontrol 1
m
E 000 g . —<50kpsi
L 2000 (1min)
= 0

0 5 10 15 20

Tiempo (semana)

Grafico 4. Evaluacion del crecimiento de los microorganismos durante el
almacenamiento a -18°C.

El limite maximo aceptado de meséfilicos aerobios de carne segun la NOM-
034-SSA1-1993, es de 5 000 000 UFC/g de carne, por lo que las muestras
presentan una carga microbiana muy baja, como es el caso de la muestra control
2, que presentd mayor carga en comparacion con las demas muestras tratadas al
tiempo final, no sobrepasando los 15000 UFC/g de muestra. La carne se

considera aceptable aun para consumo.
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El color de la carne que se obtiene después de someter las muestras a la
presion de 45kpsi 1min, 45kpsi 6min y 50kpsi, es aceptable, siendo muy similar a
muestras frescas. Presiones del orden de 70kpsi durante 1minuto, generan
cambios notables en la coloracién de la carne, con tonalidades amarillas, siendo
desagradable para el consumidor, el cual demanda productos similares a los
frescos.

De los resultados obtenidos, se puede concluir que el comportamiento de
la formacion de peréxidos, compuestos carbonilicos y la liberacion de acidos
grasos libres, es similar entre muestras presurizadas y muestras sometidas
Unicamente a un proceso de congelacién, empacadas a vacio, en donde no se
afecta de manera significativa la oxidaciéon de los lipidos. Las Altas Presiones
Hidrostaticas del orden de 45kpsi y 50kpsi a tiempos menores de 6 minutos, no
generan algun efecto sobre la oxidacién de los lipidos en muestras que después
de ser presurizadas se almacenan a -18°C durante un monitoreo de 19 semanas,

en un empaque a vacio.

Las altas presiones hidrostaticas provocan la disociaciébn de
macroestructuras en subunidades de menor peso molecular. El almacenamiento
de las muestras bajo un proceso de congelacion a -18°C, favorece la formacion de

estructuras de alto peso molecular.

La disminucién de la proteina soluble durante el monitoreo fue baja, siendo
relativamente similar entre las muestras presurizadas y sus controles. Para ver un
mayor efecto de las APH, sobre la disminucion de la proteina soluble, es estudios
posteriores se podrian manejar presiones mas elevadas (>70 kpsi) por tiempos
mas prolongados.

Los microorganismos sufren inactivacién por las APH. Presiones de 45kpsi
1min, 45kpsi 6 minutos y 50kpsi 1 minuto, son capaces de desactivar
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microorganismos, reduciendo su carga de un 50 a un 70%. Se observé un efecto
mas agresivo sobre los microorganismos cuando se elevo el tiempo de exposicidn

en comparacion con la aplicacion de mayor presion.

La principal ventaja que presentan las APH-Congelacién, en comparacién
con el proceso tradicional de Congelacion, es el de inactivar a los
microorganismos presentes en la matriz carnica, lo cual garantiza una mayor vida

de anaquel, retrasando el deterioro de los alimentos.
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SUGERENCIAS

Para esclarecer el efecto de la APH sobre los macrocomponentes de la carne
es indispensable para estudios posteriores, manejar tiempos mas prolongados
de almacenamiento, permitiendo ver cual de los dos procesos, si alta
Presion-Congelacion vs Congelacion, permitird brindar mayor calidad al alimento

y una mayor vida de anaquel.

Se recomienda en estudios posteriores evaluar tiempos mas elevados de
exposicidon bajo la alta presion (no mayor a 70Kpsi, por el dafio en apariencia de la
carne bajo esta condicidén), para determinar si efectivamente el tiempo de
exposicidon genera mayor dafo a los microorganismos, que manejar una presion

mas elevada.
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ANEXO

» Tablas de resultados

Extraccién de grasa: Bligh y Dyer

g grasa /100 g de
Lote Repeticiones muestra
1 1 4.52
2 4.35
3 4.21
Promedio 4.36
D.S. 0.16
2 1 1.87
2 2.02
3 1.98
Promedio 1.96
D.S. 0.08
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ANEXO

indice de Perdxidos: Método colorimétrico

Tiempo de almacenamiento

(semanas)
Tratamiento mEq. Perdxidos / kg de grasa

Repeticion| 1 | 4 | 7 1 15 19
1 0.0023  0.004 0.0016 0.0017 0.0042 0.0043
45kspi 2 0.0034 0.0039 0.0016  0.002  0.004 0.0045
(1min) 3 0.0023 0.0041 0.0017 0.0018 0.0039 0.0047
Promedio 0.0027 0.004 0.0016 0.0019 0.004 0.0045
D.S. 0.0005  0.0001 0 0.0001  0.0002 0.0002
1 0.0029 0.0035 0.002 0.0019 0.0046 0.0049
_ 2 0.0024 0.0039  0.002 0.0018 0.0049 0.0048
(‘:asr:]‘fns)' 3 0.0012 0.0039 0.0021 0.0018 0.0045 0.0047
Promedio 0.0022 0.0037 0.0001 0.0018 0.0047 0.0048
D.S. 0.0007 0.0002  0.0031 0 0.0002  0.0001
1 0.0031 0.0038  0.003  0.0031 0.0043 0.0044
2 0.0029 0.0038  0.003  0.003 0.0042 0.0044
o 3 0.003 0.0041  0.003 0.0029 0.0045 0.0047
1 Promedio 0.003 0.0039 0.003  0.003 0.0043 0.0045
D.S. 0.0001  0.0001 0 0.0001  0.0001  0.0002
1 0.0025 0.0055 0.0034 0.0033 0.0051 0.0049
o 2 0.0024 0.0048 0.0035 0.0035 0.0046 0.0049
gomfns)' 3 0.0026 0.0056 0.0036 0.0036 0.0047 0.0051
Promedio 0.0025 0.0053 0.0035 0.0034 0.0048 0.005
D.S. 0.0001  0.0003  0.0001 0.0001 0.0002 0.0001
1 0.0028 0.0053 0.0022 0.0022 0.0044 0.0048
2 0.0028 0.0058 0.0022 0.0023 0.0045 0.0047
e 3 0.0028 0.0062 0.0022 0.0022 0.0046 0.0045
0 Promedio 0.0028 0.0058 0.0023 0.0023 0.0045 0.0047
D.S. 0 0.0003  0.0001 0.0001 0.0001 0.0002
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indice de Kreis

Tiempo de almacenamiento en congelaciéon a -18°C

(semanas)
Tratamiento Abs /g de muestra

Repeticion \ 1 \ 3 \ 8 | 11 15 19

_ 1 0.2701 0.2532 0.201 0.2379 0.2321 0.272
35;1‘?'5' 2 0.261 0.239 0.2079 0.2159 0.2349  0.2766
3 0.265 0.26 0.1963 0.2395 0.2346  0.2789

Promedio  0.2654 0.2507 0.2017 0.2311 0.2339 0.272

D.S. 0.0046 0.0107 0.0058 0.0132 0.0015 0.01
_ 1 0.1792 0.2709 0.1537 0.1611 0.1861  0.1946
45kpsi 2 0.2011 0.2895 0.1476 0.1514 0.1948 0.2167
(6min) 3 0.1927  0.3001 0.1524 04511  0.1816  0.2069
Promedio  0.191 0.2868 0.1512 0.1545 0.1875  0.2061
D.S. 0.011 0.0148 0.0032 0.0057 0.0067  0.0111
1 0.1965 0.3681 0.2489 0.0772 0.1025  0.1041
o 0.1961 0.3744 0.2638 0.0764 0.0947  0.1022
C°:'"°' 3 0.1885 0.3925 0.2637 0.0763 0.0953  0.1123
Promedio  0.1937 0.3783 0.2588 0.0767 0.0975  0.1062
D.S. 0.0045 0.0126 0.0086 0.0005 0.0043  0.0054
_ 1 0.0508 0.1656 0.107 0.1219 0.107 0.1276
(51°n':li°n5)' 2 0.0582 0.1658 0.1105 0.112 0.1184  0.1234
3 0.0582 0.1627 0.1099 0.1155 0.1099  0.1163
Promedio  0.0557 0.1656 0.1091 0.1165 0.1118  0.1224
D.S. 0.0043 0.0029 0.0019 0.005 0.0059  0.0057
1 0.0595 0.0373 0.0416 0.0907 0.0637  0.0844
o 0.0632 0.0403 0.0447 0.0956 0.0621  0.0761
C°2"°' 3 0.0623 0.0371 0.0403 0.1011 0.0683  0.0796

Promedio  0.0617 0.0382 0.0422 0.0958 0.0647 0.08
D.S. 0.0019 0.0018 0.0022 0.0052 0.0032  0.0042




ANEXO

Acidez titulable

Tiempo de almacenamiento en congelacion a -18°C
(semanas)
_ mEq. / 100g de grasa
Tratamiento "geticion 3 8 11 19
1 8.9024 8.4399 5.6962 4.4126
45kspi 2 9.2893 9.2576  5.4167 4.3968
(1min) 3 9.1036 8.9358 5.9317 4.4811
Promedio 9.0984 8.8778 5.6816 4.4302
D.S. 0.1935 0.4119 0.2578 0.0448
1 8.1091 7.3776 4.1563 3.8186
45kpsi 2 8.1787 7.2394 4.1702 3.8249
(6min) 3 8.205 7.3162 4.1183 3.8558
Promedio 8.1642 7.3111 4.1483 3.8331
D.S. 0.0495 0.0692 0.0269 0.0199
1 10.5495 9.9143 6.8359 6.2262
2 10.8321 10.1947 6.7958 6.3429
Control 3 10.5501 10.2757 6.7686 6.3632
1 Promedio  10.6439 10.1282 6.8001 6.3108
D.S. 0.163 0.1897 0.0338 0.0739
1 3.0671 3.546 2.6563 2.1269
50kpsi 2 2.856 3.4547 2.6113 2.2986
(1min) 3 2.8319 3.3906 2.5797 2.0893
Promedio 2.9183 3.4638 2.6158 2.1716
D.S. 0.1294 0.0781 0.0385 0.1116
1 3.2221 3.8099 2.94 2.3621
2 3.2495 3.6768 2.9033 2.1403
Control 3 3.3463 3.9681 2.9552 2.4645
2 Promedio 3.2726 3.8183 2.9328 2.3223
D.S. 0.0652 0.1459 0.0267 0.1657




Tiempo de almacenamiento en congelacion a-18°C

(semanas)
Tratamiento mg de proteina / g de muestra
1 3 6 8 10 13 16 19

45kspi (1min) 1 4.2453 4.0176 3.6537 3.7153 3423 3.5133 3.3368 3.2292

2 3.8291 4.0471 3.7453 3.6046 3.7693 3.282 3.3503 3.25
3 4.162 39 3.9863 3.8038 3.4681 3.1535 3.3695 3.3333
promedio |  4.0788 3.9882 3.7951 3.7079 3.5535 3.3163 3.3522 3.2708

DS. 0.2202 0.0778 01718 0.0998 0.1883 0.1823 0.0165 0.0551
45kpsi (6min) 1 4.7758 3.75 3.765 3.6985 3.3754 3.3898 3.0662 3.2079
2 45137 3.6934 3.994 3.3685 3.3149 3.187 3.1502 3.0684
3 4.2516 3.6086 3.8108 3.3195 34771 3.0348 3.2342 3.1083
promedio |  4.5137 3.684 3.8566 3.4507 3.3891 3.2039 3.1502 3.1282
DS. 0.2621 0.0712 0.1212 0.2071 0.0819 0.1781 0.084 0.0718

Control 1 1 5.0622 45039 4.2331 3.951 4.126 3.9987 3.9036 2.95
2 44118 45336 4.3921 4.1981 4.1551 4.2507 3.9663 3.0721
3 5.345 4.6227 45737 44227 3.7986 4.0995 4.0289 3.1738
promedio |  4.9397 4.5534 4.3996 4.1906 4.0265 4.1163 3.9663 3.0653
DS. 04785 0.0618 0.1704 0.2359 0.198 0.1268 0.0626 0.1121

50kpsi (1min) 1 5.2348 5.3369 4.9755 4.8508 4.6531 4.0423 3.3116 3442
2 54236 4.9091 46738 4.6685 4.4625 3.6748 3.056 3.6913
3 5.4506 4.8556 4.9523 4.6001 4.8168 41115 3.1693 3.5427
promedio |  5.3697 5.0339 4.8672 4.7065 4.6441 3.9429 3179 3.5587
DS. 0.1176 0.2638 0.1679 0.1296 0.1773 0.2347 0.128 0.3356
Control 2 1 51753 5.1357 4.9879 5.2168 4.8927 43177 4.1996 0.1254
2 47794 4.9378 48108 4.8243 4.7357 42194 4.0569 3.8873
3 4.8077 5.0509 4.6908 4.755 4.9097 4.6053 40331 3.6038
promedio |  4.9208 5.0415 4.8268 4.932 4.846 4.3808 4.0965 3.8468
DS. 0.2209 0.0993 0.1447 0.2491 0.0959 0.2005 0.09 0.2255
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ANEXO

> Definiciones

PRESION HIDROSTATICA

Se le llama presion hidrostatica a la presidén que ejerce un liquido sobre un cuerpo
que se encuentra en el seno del liquido; se debe al peso de la columna de ese
liqguido sobre el cuerpo. El célculo de esta presién corresponde a una presién
manométrica, ya que en realidad la que se ejerce, es la suma de la Presion

Atmosférica que actua sobre la superficie del liquido mas la Presién Hidrostética.

En la férmula de esta presién, Po es la presion atmosférica, p es la densidad del
liquido; g la gravedad y h la profundidad del punto considerado bajo la superficie

libre:

P=Po + pgh

PRINCIPIO DE PASCAL

Este principio establece que la presion que se ejerce en un liquido contenido en un
recipiente, se transmite con la misma intensidad en todas direcciones y sentidos.

Ph=Po+ (Fg/A)



ANEXO

» Técnicas de evaluacién del proceso de oxidacion lipidica

Con la finalidad de evaluar el avance del deterioro de los lipidos, se han
desarrollado técnicas tanto fisicas como quimicas, siendo necesario tomar en
cuenta las diferentes etapas en las que se puede encontrar el proceso oxidativo,
asi como la gran diversidad de compuestos formados. La mayoria de ellas se
basan en en la cuantificacion de los productos primarios o secundarios de la
oxidacién, pero también se pueden hacer otras determinaciones como son la

composicion de los acidos grasos o consumo de oxigeno.

Ninguna prueba individual puede medir todas las reacciones de oxidacion
de una sola vez, por lo que es importante llevar a cabo diferentes técnicas a la par

para poder determinar el avance de la randicez oxidativa.

Indice de Peroxidos

Los productos primarios de la oxidacion lipidica son los peréxidos, por lo
que resulta importante llevar a cabo la medicién de la concentracion de éstos. Sin
embargo, hay que recordar que estos compuestos se descomponen muy
facilmente para dar lugar a productos secundarios. Por lo que es necesario tomar
en cuenta que durante el almacenamiento la formacién de peréxidos es lenta, en
la etapa de induccion la formacion de éstos puede variar desde semanas hasta
meses dependiendo de la composicion de la grasa y de las condiciones de
almacenamiento, hasta llegar a alcanzar un valor maximo, con la posterior caida

de concentracion de los perdxidos por la descomposicion de éstos.

El método mas comun y recomendado por la AOAC es el método

volumétrico.
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Método volumétrico

El mas comun de los métodos para medir el contenido de hidroperoxidos es
el de “valor perdxido”. Este es el método emitido por la American Oil Chemist’s
Society y la Association for Oficial Analytical Chemists.'® El resultado de este

método se expresa como miliequivalentes de peréxido por kilogramo de grasa.

Este esta basado en la medicién de yodo liberado por la reaccién de yoduro
de potasio con losperoxidos. El yodo es titulado con ua solucion dee tiosulfato de

sodio. El esquema de las reacciones se presenta a continuacion.

B | e e
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Debido a que se ha encontrado que una concentracién alta de acidos
favorece la oxidacion de lipidos,se sugiere que este ensayo se haga en un medio

con concentracion acida baja.

Se ha estudiado que las dos principales fuerntes de error en este método

son:

e La absorcién de yodo en los enlaces insaturados presentes en los acidos
grasos.

e La liberacién de yodo del yoduro de potasio por la presencia de oxigeni en
la solucién a ser titulada. Esta provoac un aumento en el valor de peroxidos

encontrados.'®




ANEXO

Este método se puede utilizar para determinar grados de oxidacién en las
grasas y aceites mas comunes. Sin embargo, este métdo es altamente empirico y
cualquier variacién en el procedimiento ocasionara una variacién importante en los
resultados. Otro problema que ha encontrado este método es que no es posible la
medicién de bajos valores de perdxidos debido a la titulacion del yodo. Por medio
de este método se pueden determinar valores de perdxidos entre 0.06 y 20

miliequivalentes de peréxidos por kilogramo de grasa de manera confiable. 2°

Método colorimétro

Lips sugiri6 (1943) para la cuantificacién de hidroperdxidos un método
colorimétrico basado en la oxidacion del ion ferroso a ion férrico. Este se
determina como Tiocianato Férrico. Los valores de péroxidos calculados por este
método son considerablemente mayores que los calculados por el método

volumétrico. 2°

El método colorimétrico presenta una reproducibilidad excelente,
requiriendo ademdas una menor cantidad de muestra. Estas ventajas hacen
suponer que el potencial de este método para la microescala es por mucho mayor
que el del método de la AOAC.

Este método se basa en la reaccion de los peréxidos con el hierro
provocando la oxidacidon de este ultimo y que ya oxidado reacciona con el
tiocianato de amonio para formar un complejo colorido. La intensidad dela
coloracién, medida en un espectrofotdmetro uv-visible, es proporcional a la

concentracion del complejo colorido, y asi mismo a la concentracién de peroxidos.

La Reaccion que se llva a cabo se presenta a continuacién.

IF’erc'}xist + Fe*” —» Fe¥ 4+ FE|:5|:N:IF-I3—FII
L ]
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Productos secundarios

Para completar el estudio de la oxidacion, se requiere un método
complementario, que determine alguno de los productos de reaccidén secundarias

en la autooxidacion.

Indice de Kreis

El indice de Kreis es uno de los primeros utilizados comercialmetne para
determianr la oxidacion de las grasas. Se fundameta en la reaccién de la
floroglucina reacciona en medio &cido con las grasas oxidadas, dando una
coloracion roja, cuya intensidad aumenta con el deterioro, debido probablemente a
la presencia de el aldehido maldnico o del aldehido epidrinico.

Liberacion de acidos grasos. Acidez titulable

La acidez titulable es una medida del contenido de acidos grasos o una
mezcla de &cidos grasos. Normalmente se mide por titulacion directa en la

disolucién y con indicador visual.

Solubilidad de Proteinas

La solubilidad de proteinas se ve afectada por la formaciéon de complejos de
proteinas desnaturalizados de alto peso molecular, los cuales se unen por puentes
y sitios especificos en toda la molécula.

Disminucion de la proteina soluble. Lowry

La técnica se fundamenta en que los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen
a las proteinas formando complejos con los 4tomos de nitrégeno de los enlaces
peptidicos. Estos complejos tienen un color azul claro y ademas, provocan el
desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los
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residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de la

reaccion.

El Cu®* se mantiene en solucién alcalina en forma de su complejo con

tartrato.

La reduccion en medio basico del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los
grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las
proteinas, ocurre gracias a que el cobre actia como catalizador. El reactivo de
Folin-Ciocalteau de color amarillo al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar

a un complejo de color azul intenso.

Electroforesis en gel de acrilamida

Esta técnica es util para conocer el perfil de las proteinas presentes. En
esta técnica se desnaturalizan las proteinas y se separan de acuerdo con su masa
molecular. Es posible conocer el peso molecular de las proteinas presentes.

Carga microbiana. Prueba de Tetrazolio

Esta prueba se basa en la reaccién bioquimica de ciertas enzimas de las
células vivas con la sal del tetrazolio, la cual consiste en la reduccién del tetrazolio,
formandose un compuesto rojo llamado formazan. Una coloracién roja intensa es
indicadora de la presencia de microorganismo vivos, una coloracion rosa palida es

indicativa de la poca viabilidad de los microrganismo presentes.?’
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