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RESUMEN

El principal objetivo de esta investigacion fue @mtcar las condiciones adecuadas de tratamiento por
alta presion isoestaticas (API) para conservarecarnda de bovino y de esta forma evaluar el uso de
este método de conservacion en la industria carn®a hicieron pruebas fisicoquimicas y
microbioldgicas considerado la Norma Mexicana NOBA-BSA1-1993, para verificar que la APH
permite prolongar la estabilidad y alarga la vigaathaquel de este alimento y lo hace seguro para el
consumidor.

La carne empacada al vacio en bolsas de polietilemtratada primero en el intervalo de presiorees d
172-620 MPa durante 1-5 minutos a una temperatucel de 25 = 3 °C. Presiones mayores de 345
MPa y tiempos de exposicion mayores de 1 minutoadiegon el color caracteristico de la carne fresca.
Presiones menores de 310 MPa no redujeron el niaeennidades formadoras de colonias (UFC/g) de
mesofilos aerobios. Con base en estos dos criteeaseleccionaron las presiones de 310, 324 y 345
MPa para el resto del estudio. Los cortes almaasnad! °C fueron estudiados por 42 dias. Se examind
el pH, la capacidad de retencion de agua (CRAgpteentracion de bases volatiles totales (BVT), las
UFC/g, el color instrumental, la textura instrunamytla terneza, entre otros.

La concentracion de BVT en la carne tratada a 34 Me mantuvo por abajo del limite maximo
sefialado por la norma después de 42 dias de alamigstmio. Las UFC/g de la carne sin tratamiento por
API rebasaron el limite maximo sefalado por la oem los primeros tres dias. Las UFC/g de la carne
tratada por APl se mantuvieron por abajo del limi@imo de la norma durante todo el periodo de
almacenamiento. El tratamiento a 345 MPa por 1 tmiptodujo los mejores resultados considerando la
condicion inicial de la carne adquirida en el corier

El color instrumental, la textura instrumental ytéaneza de la carne no tratada y la carne trgiada
API no mostraron diferencias significativas (p #5). El tratamiento por APl y la refrigeracion
permitieron conservar la carne por periodos deahéatdias. Con base en esto es posible postuldaque
carne asi tratada puede destinarse al consumadajifmeede ser usada como materia prima para la
fabricacidon de productos cérnicos o puede conss\@or mas tiempo si se desea exportarla.
Adicionalmente, se inocularon los patégenos maseseptativos en la carne para determinar la
reduccién producida por el tratamiento a 345 MPalpminuto. Dentro de la norma NOM-034-SSA1-
1993 se encuentraétaphylococcus aurewsn un limite de 1 000 UFC/gSalmonellacomo ausente en

30 g de muestra. También se hicieron pruebasEsuherichia coliO157H7 debido a que es un



microorganismo causante de las toxiinfeccioneseaaltarias mas importantes en la actualidad y puede
ser transmitido por la carne a sus consumidoresbServo una reduccién de cuatro ciclos logaritmico
en E. coli y en Salmonella typhimuriumatribuida a su caracter Gram negativo que los imaés
sensibles al tratamiento por APH. Se observo udaceon deS. aureusie dos ciclos logaritmicos. La
cuenta de los microorganismos mencionados a léas/dg almacenamiento en refrigeracion mostré una
reduccidén poco significativa deé. coli, Salmonella typhimuriuny S. aureus Sin embargo, no se
observé incremento de UFC/g durante el almacenamieor o que se postula un dafio irreversible

causado por la API.



ABSTRACT

The main goal of this investigation was to find there suitable conditions for HHP to be applied on
raw beef meat and extend its shelf life, and is tixy to assess this method of preservation imidnet
industry. Physicochemical and microbiological testasidering the Mexican Sanitary Standard NOM-
034-SSA1-1993 were taken as reference to verifyeffext of HHP on extension of meat stability, $hel
life and safety for consumption.

Meat vacuum-packed in polyethylene bags was trdattdn the range of pressures from 172-620 MPa
for 1-5 min at an initial temperature of de 25 ¥3 Pressures greater than 345 MPa and exposuwe tim
greater than 1 min resulted in undesirable colgraldation. Pressures lower than 310 MPa did not
reduce the number of colony forming units (CFU/§rerobic mesophiles. On the basis of these two
criteria pressures of 310, 324 and 345 MPa werectl to study the effect of HHP. Meat samples
stored at 4 ° C were studied for 42 days. Measun&sneacluded Ph, water holding capacity (WHC),
total volatile bases (TVB), UFC/g, instrumental amlinstrumental texture and tenderness, among
others.

Differences were observed between untreated amatettemeat for all the selected pressures.
Concentration of TVB in meat treated at 345 MPaawmed below the maximum limit of the sanitary
standard after 42 days of cold storage. The CFimeated meat surpassed the maximum limit set by
the sanitary standard during the first three dayse CFU/g of treated meat remained below the
maximum limit along the storage period. Treatmen84b MPa for 1 min produced the better results
considering the initial condition of commercial mea

Instrumental color, instrumental texture and tendss of untreated and treated meat were not
significantly different (p> 0.05). Treatment by HHIAd refrigeration allowed meat to be preserved for
periods of up to 42 days. On this basis it is gmesio postulate that pressure-treated meat can be
suitable for direct consumption or can be usediasmaterial for meat products or can be preseroed f
longer time if it is to be exported.

Additionally, representative pathogenic microorgam were inoculated in meat to determine the
reduction arising by treatment at 345 MPa for 1 uten The sanitary standard NOM-034-SSA1-1993
includesStaphylococcus aureuwsith a limit of 1000 CFU/g an®&almonellaabsent in 30 g of sample.
Tests were also done f&ischerichia coli O157Hdue to its actual importance as an etiologic agént

food poisoning and because it can be transmitteougfin meat to consumers. A reduction of four



logarithmic cycles was observed far coli and Salmonella typhimuriunwvhich can be attributed to its
Gram negative character making them more senstbvéreatment by HHP. A reduction of two
logarithmic cycles was observed f&: aureus The reduction in CFU/g for oE. coli Salmonella
typhimuriumandS. aureusafter one week of cold storage was not significelawever, proliferation of

these bacteria was not observed suggesting iribledamage by HHP.
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INTRODUCCION

La carne es un alimento proteinico de alto valotdgico, es decir, con mayor aporte de aminoacidos
esenciales comparado con los alimentos de origgetale Ademas contiene otros nutrientes; entre los
gue estan acidos grasos esenciales como el linpleiolénico y araquiddnico, asi como vitaminak de
complejo B y minerales como fésforo, hierro, colmnagnesio y cinc (Fennema, 2010). La carne de res
para el consumo humano es una de las principadesgesi de proteina y grasa animal y por tanto, arind
el aporte de dichos nutrientes dentro de la dieteagoblacion. Sin embargo, por su naturalezanes u
alimento perecedero y altamente susceptible antaponacion microbiana.

El tratamiento por alta presion isoestéatica (ARIuea tecnologia innovadora para la conservacion de
alimentos, ya que inactiva enzimas, microorganispad8égenos y alterantes del alimento y tiene efecto
minimos sobre los atributos sensoriales de caddgisy propiedades mecénicas, asi como los deadalid
tales como los nutricionales (Oey y col.,, 200B3ta tecnologia ha sido mejor aceptada por los
consumidores para su utilizacion a nivel industeal comparacion con otras tecnologias como la
radiacion y los pulsos eléctricos, entre otrasz&or ser de facil comprension (Veflen Olsen vy, col
2010). Tiene aplicaciones comerciales en una angaliaa de productos tales como jugos naturales,
purés, productos lacteos y mariscos (Balasubrammaryiacol., 2008 A pesar de que la API ha
demostrado su eficiencia para conservar alimensopreciso examinar su aplicacion en productos
frescos tales como la carne de bovino, la cualsseptible de cambiar sus propiedades sensoriales d
color y textura debido a la desnaturalizacion pnit¢@ que pudiera ocurrir como consecuencia del
tratamiento por API. Por lo tanto, es necesarierd@har las condiciones 6ptimas de tratamiento bajo
las cuales se logre extender su vida de anaquekester sus caracteristicas sensoriales origimales

asi obtener un producto estable, seguro y de alitiad.

El propésito principal de esta investigacion fueatrar las condiciones de tratamiento mas adesuada
de alta presion isoestatica para obtener estathifiddargar la vida de anaquel de carne de bovimdeg
evitando modificar sus principales caracteristitsisas. Para ello se planted estudiar un corteronde

alta demanda como es el filete usando pruebagdjgimicas y microbiolégicas de acuerdo con la
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-034-SSA1-1993(Anexo A) y las caracteristicas sensoriales
mas importantes para su aceptacion comercial.dykepto es especifico para un corte magro comercial,
sin embargo, puede servir como base para carneafista otros usos tales como elaboracion de

embutidos en los cuales no sea tan importante daiesmeia del color y la textura. Los resultados

14



generados permitiran contar con el soporte cientifundamental para la implementacion de esta
tecnologia en la industrializacion de la carne.

La posibilidad de aplicar una tecnologia innovadommo la API para asegurar la calidad y
conservacion de la carne y por ende darle un agiagado, no puede alcanzarse Unicamente a través d
proyectos de naturaleza cientifica en los cualésv&stiguen los aspectos basicos o tecnoldgicaseH
falta ademas que se creen las condiciones y mewasigpara que el sector productivo y los
consumidores sean los usuarios y beneficiarioscdabcimiento generado en proyectos como el
desarrollado en esta tesis. La apertura comeraal gaises como Japon, Corea y China puede
representar una oportunidad para los productoresadee de bovino logrando satisfacer con este
tratamiento un mercado capaz de exigir y pagaesgiar calidad (Sagarpa, 2006).

Esta tesis se divide en cuatro secciones. En haepai se presentan las caracteristicas de la cane,
estructura, la conversion de muasculo en carne,istobiota 0 sus toxinas, sus alteraciones y lalpesi
presencia de intoxicaciones por microorganismosgeaios, asi como sus caracteristicas principales
para ser aceptada por los consumidores. En la dagse presenta la alta presion isoestatica o
hidrostatica, los primeros estudios, tipos de siatey equipos, efectos sobre los nutrimentos y los
microorganismos y termina con su aplicacion directda carne de bovino. En la tercera se ofrecen lo
detalles de las técnicas experimentales empleadadarealizacion de esta investigacion y se expon
las razones por las cuales se realizaron las psuébailtima seccidbn muestra los resultados obtsnid
las interpretaciones y las observaciones detalladassarias para obtener las conclusiones peggent

del proyecto.
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CAPITULO |
LA CARNE

1.1. Definicion

La carne es la estructura compuesta por fibra nhrsestriada, acompafiada o no de tejido conjuntivo
elastico, grasa, hueso, fibras nerviosas, vastiitios y sanguineos de las especies autorizadaspa
consumo humano (NOM-030-ZO0-1995).

1.2. Clasificacion
Las carnes se pueden clasificar en dos grupos stgoior:
1. Carne roja incluye principalmente la de bovino,cpay y ovino de diferentes razas.

2. Carne blanca que es en general la carne de las aves

1.3. Composicion y estructura del masculo

Tradicionalmente se considera que la carne esinea importancia como fuente de proteina y desde
el punto de vista de los consumidores de occidestsdispensable para la salud y el bienestar. La
calidad de una proteina esta relacionada con sypagiaoidn en aminoacidos esenciales y con su
digestibilidad. Las proteinas animales son de me@idad en estos parametros que las de origen
vegetal, pues contiene los tipos y proporcionesearhinoacidos que son similares a las necesaras p
el mantenimiento y desarrollo de los tejidos hunsa@el contenido total del nitrogeno del musculo,
aproximadamente el 95% es proteina y el 5 % sotidogppequefios, aminoacidos y otros compuestos.
La calidad final de la carne depende de muchosrest tanto premortem (raza, sexo, crianza, edad,
alimentacién, transporte, condiciones de matanza,) ecomo post-mortem (condiciones de
almacenamiento tiempo y temperatura).

La composicion basica de la carne varia entreifesetites tipos de cortes. La carne es estructergkn
fibra muscular asociada en haces por tejido corean el cual estan abundantemente distribuidos
vasos sanguineos, nervios y células de grasa (Fenr10). Existen datos reportados acerca de los
constituyentes mayores y menores de diferenteesate carne en diferentes cortes. El andlisis

composicional de tres cortes reportado por Rantregel (2009) se muestra en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Composicion de diferentes cortes deecderbovino.

Corte Humedad Lipidos Proteinas Cenizas
(9/100 g) (9/100 g de muestra seca)
Ribeeye 66.6+040 30.7+162 649+1.12 280+0.12

Sirloin 72.8 £0.90 158+0.28 76.6+0.31 3.80+0.08
Filete 71.8+1.44 1.60+0.05 80.0+1.12 3.70+0.66
Ramirez-Orejel, 2009.

La carne es el musculo esquelético después derdasfdrmaciones bioquimicas; la estructura
microscopica y la composicion proteinica del mUsadéterminan las caracteristicas de textura que
incluyen un conjunto de sensaciones de las cubtEmsumidor le confiere una mayor importancia a la
terneza. La terneza es la cualidad de la carnejdesd cortar y masticar, con mayor o menor faamljd
antes de la deglucion y esta directamente reladeon@on la resistencia mecanica del producto
consumible. Esta caracteristica decide el valorezoial de la carne (Koohmaraie & Geesink 2006). El
grado de organizacion del musculo esquelético ycamsbios después del sacrificio tienen estrecha
relacién con el grado de terneza que tendra laeec&ada musculo esta rodeado por una gruesa lamina
de tejido conectivo denominada epimisio. Del epionigarten elementos de tejido conectivo que
penetran en el musculo y lo dividen en grupos a@esa fasciculos; este tejido conectivo lo congtitu
el perimisio, como se muestra en la Figura 1.1.

Epimisio

Perimisio

Figura 1.1. Esquema del corte transversal de urutmigHui y col., 2006).

Del perimisio parten septos muy delgados que pmmetn los haces y rodean a cada uno de los
fasciculos musculares individuales; esa fina landeaejido conectivo se denomina endomisio (Figura
1.2).
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Perimisio

Endomisio

. Fibra muscular

Haz muscular

Epimisio

Figura 1.2. Fasciculos musculafehli y col., 2006)

Las células grasas que presenta el mlsculo sezktadn el perimisio y son extrafasciculares. Este
depodsito graso es el responsable del veteado @@ria. La acumulacion de lipidos en este depdésito e
un caracter muy deseado en algunos mercados cadmogteo de calidad y tiene una gran influencia en
la determinacion del valor de la carne. La unidattuetural y funcional de las células musculares

estriadas es el sarcomero, elemento que se relpitargo de las miofibrillas (Figura 1.3).

filamento grueso e

Figura 1.3. Fibras muscular@sui y col., 2006).

El analisis de la estructura y composicion molecdil sarcomero permite entender el mecanismo de
contraccién de las fibras musculares estriadascuel esta basado en el deslizamiento de los
miofilamentos gruesos sobre los miofilamentos fink®s filamentos gruesos estan formados

principalmente por miosina y se localizan a lo dadg la banda A. Los filamentos finos corresporalen
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microfilamentos de actinasts anclan en la linea Z, luesiguen su cursa lo largo de la banda | y
penetran la band&, donde corren paralelos a los filamentos gruesosjinando a nivel de la banda
que contiene solo filamentos grue:

En la banda A se observan puentes que se extieladele los filamentos gruesos hacia los filame
finos y que corresponden a laabezas de las moléculas de miosina. A nivel ddnkeal M cad:
filamento grueso se asoctdn seis filamentos gruesos adyacentes, a través deesuproteinics

dispuestos radicalmente (Figurd).

Triada

Miofilamentos

E-.‘— Un sarcémero e

Linea Z

Miofiprillas Sarcolema Coliarin Mitocondria

Cisternas Tébulp fenestrado Tdbulo
terminales transverso longitudinat

Figura 1.4Unidad estructural del sarcomero (Fenne2@a ().

1.4. Proceso de contraccion

Durante el proceso de contraccion, los filamentogsfde los sarcOmeros adyacentes son empu
hacia el centro de la banda A, lo que produce@tamiento del sarcomero. Como consecuencia de
proceso, se obstruya banda H y disminuye la longitud de la bandanl,gsie se modifique la longitt
de la banda A. El grado de traslape entre filan®ergaiesos y finos explica este fendbmenc

contraccidon muscular.

1.5. Establecimiento defigor mortis y cambiospostmortem
El proceso posterior a la muerte lleva a la tramsézion gradual del miscuen carne. Este proceso se
puede dividir en tres etapas:

1. Pre-rigor, la cual searacteriza porque el musculo es aun ela:

2. Rigormortis

3. Resolucién.
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El tiempo en el que ocurre esta transformacion mdgpee varios factores, particularmente de la éspec
animal y del método de sacrificio. La calidad dedane depende de las condicioaesemorterny del
manejopostmortemWarris, 2003). En la etapa Pre-rigor una de fangras operaciones del sacrificio
es la eliminacién de sangre, que produce la mukeitanimal debido a un paro circulatorio y cardiaco
Tan pronto como la presion sanguinea se ve redueidastema circulatorio ajusta sus funciones para
mantener el abastecimiento de sangre a los érgatabss, con un aumento de la frecuencia cardiaca y
la vasoconstriccion de las venas y arterias destdepia. El sistema circulatorio provee de oxiggno
nutrimentos al tejido muscular, ademas de elimimemetabolitos de desecho. Con la exanguinaaon, |
Unica fuente posible de oxigeno para soportar &hlmoésmo aerobio es aquel que se encuentra unido a
la mioglobina. Posteriormente cuando el oxigenag®a, el tejido muscular adopta un metabolismo
anaerobio, en el cual la glucdlisis es la Unica pasa obtener energia. Con el establecimiento del
metabolismo anaerobio, las reservas de glucogamoirdiyen y el 4cido lactico se acumula en el tejido
muscular; esto provoca una reduccion del pH deattges cercanos a 7.0 hasta de 5.3 a 5.7, segun la
especie y el manejo. El pH final de la carne puaigetar sus propiedades fisicoquimicas (Puentes
Aguayo, 2004).

Una rapida acidificacion, cuando la temperaturgpa@l es aun elevada, provoca la desnaturalizacion
proteinica reduciendo la solubilidad y la retenailenagua. Esto le da a la carne una apariencidapali
suave y exudativa (PSE). El fendmeno opuesto, enatlel pH no disminuye debido a una baja reserva
de glucdgeno, genera una carne oscura, firme y (4@ por sus siglas en inglés) con una elevada
capacidad de retencion de agua.

Posterior a la muerte, se pierde el control neoyigr lo que se observa la aparicion de impulsos
localizados, que inician rapidos ciclos de conf@cty relajacidon muscular. Eigor mortis se presenta
poco después de la muerte; el tejido muscular saestra en un estado de rigidez sostenida y es
inextensible. Estos procesos son similares a l@s apurren durante la contraccion muscular y son
irreversibles como consecuencia del agotamientagdeeservas de trifosfato de adenosina (ATP p®r su
siglas en inglés) que evita la ruptura de los peentuzados entre actina y miosina. El desarraléad
glucdlisis anaerobia y la produccion de acido tace acompafian de una reduccion de las reservas de
glucégeno y de fosfato de creatina (FC) el cuahaisye gradualmente debido a que es utilizado para
la refosforilacion del difosfato de adenosina (AP®8r sus siglas en inglés) en ATP. El ciclo de
contraccion-relajacion se detiene debido a la fafldos mecanismos que sintetizan ATP, por lo que |
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elasticidad muscular se pierde paulatinamente hiegfar a un estado de contraccion sostenida por la
formacién irreversible del complejo actomiosina i(f@gol., 2006).

La etapa posterior algor mortis es la resolucion. En ella el tejido muscular recapgradualmente
cierta elasticidad debido a la pérdida de su irdagr mejorando la textura y formando compuestos
precursores del aroma a carne. El aumento en \@édsubse debe a la degradacion de proteinas como la
titina, la nebulina, la actina y la miosina queadano resultado la pérdida de tensién y cambiosaen |
estructura de las miofibrillas, ademés del delilieato de la linea Z por fragmentacion de la deangin

de los costdmeros que conectan las miofibrill&andbmisio presentes en la linea Z (Ahn y col., 2003
Por efecto de los cambi@®st morteras propiedades de la membrana se ven alteradhtejdo es
susceptible a reacciones autoliticas de degradgmdmccion de enzimas enddgenas y exodgenas. Las
proteasas enddgenas o sistemas enzimaticos delditestructura miofibrilar como las caspasas, las
catepsinas y calpainas que actuan en forma co@erah la industria carnica es comun la adicion de
proteasas vegetales como bromelina, papaina yaficjoe actian sobre la actomiosina entre otras
proteinas (Hori y col., 2002).

Las catepsinas o proteasas lisosomales acidasddegtas proteinas como la miosina y la actina,
ademas de carbohidratos y lipidos, ya que losdisas estan relacionados con la digestion intraaelul
Estas enzimas se liberan de los lisosomas enpa gdat mortentuando desciende el pH, debido a que
las membranas de los lisosomas se rompen pordigeddia de presion ejercida por los ionés$e han
identificado 13 enzimas lisosomales de las cualkssiete se han reportado en el tejido musculd A,

C, D, H, L y J (Garcia- Barrientos y col., 2003asLcalpainas también son conocidas como factor
activado por calcio, o proteasas neutras activadasalcio. Este grupo consta de dos tipos: m-gadsa
gue requieren de alta concentracion de calcio (@00 y p-calpainas que requieren una menor
concentracion (piM). Estas son también llamadas calpainas | y Il.bAstipos de calpainas se
encuentran en el sarcoplasma y tienen una actidgticha a pH entre 6.6 a 6.8, por lo que se cree qu
actian primordialmente en la etapa pre-rigor (Pgrenl., 2000; Garcia-Barrientos y col., 2003). Sin
embargo, algunos autores sugieren que el solonmr® en la concentracig@ost mortende iones
C&" en el sarcoplasma (hasta 0.2 mM) debilita la etra de las miofibrillas y la de los filamentos
intermediarios, en donde la desmina junto con kalea y la titina son las principales responsabkds
ablandamient@ost morten{Tatsumi & Takahashi, 2003).
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1.6. Calidad de la carne

Es dificil definir el concepto de calidad de carpetque incluye diferentes factores e interpretaeso

La calidad no significa lo mismo para productoradustriales y consumidores. Para los consumidores
la calidad de carne comprende los siguientes aspgsepulveda y col., 2011):

1.6.1. Higiénico.Los alimentos deben ser totalmente inocuos pasallzd de los consumidores. No
deben contener residuos de pesticidas, hormonastibiédicos que puedan inducir riesgo al
consumirlos. Tampoco deben tener microorganismdexmas peligrosas para el consumidor (NOM-
034-SSA1-1993).

1.6.2. Nutritivo. Los alimentos son fuente de proteinas, lipidoKigidos necesarios para el organismo
ademas de otros elementos indispensables paraidahgaanana como vitaminas y minerales.

1.6.3. Organoléptico o sensorial.Las propiedades organolépticas 0 sensoriales swoibfmas
directamente por el consumidor al comprar y comepreducto. Cada consumidor hace su propia
evaluacion. Los consumidores juegan un rol fundaaheen la aceptacion de los alimentos. Las
caracteristicas se detectan por los sentidos desfa (tamafio, forma y color), tacto (propiedades
mecanicas), gusto (sabor), olfato (aroma) y oidai@®). El conjunto de percepciones para la caste e
formado principalmente por:

1.6.3.1. EI color al momento de comprarlaEl color rojo de la carne se debe a la presenela d
pigmento mioglobina. Como la hemoglobina en la esng migolobina transporta oxigeno en el tejido
muscular. Esta formada por una proteina, un ndoégoinico con un atomo de hierro. La cantidad de
pigmento influye directamente en la intensidad at#br rojo y varia con la especie, edad, raza, sexo
alimentacion, ejercicio y ambiente del animal. lantdad de pigmento y su estado quimico son
importantes. En presencia de oxigeno el pigmernéoezsforma de oximioglobina y es rojo brillante, s
oxigeno es purpura y en forma de metamioglobinadmae oxida produce un color marron. Cuando
este es el caso muchos consumidores no compracags®@ El color puede depender del animal pero
también de las condiciones de manejo y conservaigda carne, e.g., envasado, duracién y temperatur
de conservacion. El envasado al vacio prolongaida util del producto pero el color de la carne
aparece oscuro. El envasado en atmésfera contr@agiamezcla de GGy O,, mantiene el color rojo
de la carne pero dura menos que cuando es envalsaatdo.

1.6.3.2. La terneza jugosidad y sabor al momento dmnsumirla. La terneza es la mas importante
para la mayoria de los consumidores y el tejidoectvo y las miofibrillas musculares son de gran

importancia en esta propiedad sensorial. El estidacolageno depende del musculo y del animal,
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mientras que el estado de las miofibrillas vaniabign por las condiciongmst mortemlas condiciones

de manejo y conservacion de la carne. Se ha olokemwaa estrecha relacion entre el contenido de
coladgeno y la dureza de los musculos. Los musaédda res con menos colageno son mas tiernos y la
clasificacion de carniceria a menudo se basa erpasametro; lomo, cuadril, bifes, carnaza de palet
otros. Con base en un menor o mayor contenido mewo, el método de coccion de la carne es
diferente: asado, estofado, puchero. Un mayor oatdede tejido conectivo necesita un largo tiemeo d
coccién para suavizar la carne. La cantidad degyeaold varia poco con la edad de los animales pero el
grado de reticulacion aumenta con la edad y disyeisu solubilidad. Esto explica por qué la carne de
los animales adultos es mas dura que la de losg8yalebido a la menor solubilidad del colageno. Un
ejemplo tipico relacionado con la terneza es lerdifcia que existe entre la carne de ternera yade, v
aunque hay excepciones, también hay casos de daneca tan tierna como la ternera y mas sabrosa.
1.6.4. Utilidad y servicio.Este aspecto es cada vez de mayor importancidgsacansumidores. En los
ultimos afos se redujo el tiempo dedicado a lagreson de la comida diaria. Cada vez mas se
consideran utiles los "alimentos de convenienc@'gu mayor facilidad y rapidez de preparacion. Los
cortes de carne que requieren mayor preparacié@mpd de coccion se usan cada vez menos y se
expande el consumo de carne picada, en cortesiitspe§ en platos preparados.

1.6.5. ImagenA veces los alimentos se asocian con simbolos, |lpezarne es en mayor o menor grado
un alimento neutro. Algunas religiones o cultureshfben el consumo de ciertas carnes, y otrasrtiene
un detallado ceremonial. Muchas tradiciones seiasaon la imagen que los consumidores tienen de
los animales productores de carne, e.g., criadaaepo sobre pasturas y en libertad. También existe

otras ideas sobre el concepto de calidad quegenad casos, son irracionales.

1.7. Descomposicion de la carne

Después del sacrificio y maduracion, la carne quediata a numerosas reacciones quimicas y
enzimaticas con produccién de moléculas de salyoaesmas caracteristicos (aminoacidos y pequefios
péptidos) que favorecen el sabor y la aparien@a.oRo lado hay oxidacién de lipidos en carnes con
mucha grasa y conservadas largo tiempo, esta degpadlega a formar el sabor a rancio. Los cambios
gue se efectian cuando hay descomposicion de e d@n sido revisados en la literatura (Ruiz-

Capillas & Jimenez-Colmenero, 2004). La investigadetallada de la calidad de la carne sugerida por
algunos autores (Troy & Kerry, 2010) incluye laadtatinacion de bases volatiles totales, acidos graso

libres e indice de perdxido para cortes grasos glaraso de cortes magros por medio de las bases
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volatiles totales. Los métodos fisicoquimicos, asaeén la evaluacion de la calidad, establecen
estandares cuantitativos para evitar sustentarpémooes personales la calidad del producto. Los
alimentos carnicos son por naturaleza perecedems @llos ocurren numerosos cambios durante su
manejo y procesado. La adecuada comprension déifeasntes reacciones causantes de deterioro es
prioritaria para el desarrollo de procedimientopeefficos que permitan una calidad 6ptima y una
estimacién precisa de su vida de anaquel. Losipales componentes que sufren deterioro en la carne
son las proteinas y los lipidos. En una etapaailhise genera un ambiente sumamente reactivo dabido
la presencia y predominio de radicales libres los gon el tiempo dan lugar a moléculas estables y

volatiles que imparten sabores y olores desagrasabl

1.8. Norma Oficial Mexicana NOM-034-SSA1-1993
La Norma Oficial Mexicana NOM-034-SSA1-19@3tablece que lasspecificacionesanitarias para
consumir un producto seguro deben ser las sig@iente
« Fisicoquimicas, LIMITE MAXIMO: N amoniacal 20 mg/ g de muestra. Se determina pdionde la técnica
de bases volétiles totales.

«  Microbiolégicas, LIMITE MAXIMO: Mesoéfilos aerobioS 000 000 UFC/g,

Salmonella spp. Ausente en 30 g de muestra

Staphylococcus aureds000 UFC/g
Troy & Kerry (2010) han recopilado informacion seldos factores que determinan e influyen en la
calidad organoléptica y en la composicidon de la€akas caracteristicas que se consideran impestant
para establecer la calidad de la carne frescaesorza, color, sabor, jugosidad, textura y capdaitia
retencion de agua (Cunniff, 1995). La estructurdodemusculos y cambios bioquimicos de los tejidos
con la calidad relativa y el valor de la carne balo considerados por Rosenthal (1999). Troy & Kerr
(2010) han revisado las normas de calidad, incldgelos criterios microbiolégicos para carne al
menudeo. Considerando las especificaciones deradO®ficial Mexicana NOM-034-SSA1-19930s
factores que influyen en la aceptacion de los aoigares, se decidié hacer los analisis experimestal
para determinar la calidad de la carne en la ptesemestigacion. Por supuesto que muchos otros
aspectos influyen en los consumidores como precioljicidad, cultura, entre otros, pero si la calide

la carne de bovino no tiene un nivel de calidadpigdo, los consumidores no la adquieren.
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1.9. Microbiologia de la carne

La ecologia microbiana de los alimentos puede bséincomo el estudio de la interaccién entre los
atributos quimicos, fisicos y estructurales dehalito, en este caso la carne, y la biota que toystsu
poblacién microbiana. En este sentido, es necesatiender claramente los principios béasicos de la
microbiologia, ademas de tener soélidos conocimgemio ciencia y tecnologia de alimentos y ser
capaces de integrar ambas areas para resolverdbemas que se presentan en un sistema complejo
como la carne. El enfoque de ecologia microbianaloheentos en general ha sido desarrollado de
manera excelente por la Comision Internacional dpeEificaciones de Alimentos (ICMSF, 2006),
especialmente en relacion con los microorganisma®genos (ICMSF, 1996) y con productos
alimenticios (ICMSF, 1998). El desarrollo microbdaen alimentos es un proceso muy complejo,
gobernado por factores genéticos, bioquimicos yiemtddes, que tienen impacto tanto en la biota como
en el alimento que la contiene. Por otra partenpgercomprobar un cambio en el procesamiento de
alimentos, como respuesta a las actitudes y teraern el consumo de los mismos especialmente en
los de origen animal. No se puede dejar de seffaiarlos desarrollos que en biologia molecular,
ecologia microbiana y tecnologia de alimentos, ¢ardb seguramente la apreciacion sobre el
desarrollo de los microorganismos en alimentos.

1.9.1. Clasificacion de microorganismos en la carne

El tipo y cantidad de microorganismos presentefogralimentos depende del medio de proveniencia
original sin procesar o en su estado crudo, dedasdiciones sanitarias bajo las cuales se manejaron
procesaron asi como de las condiciones postedgrespaque y almacenamiento. En general, todos los
alimentos contienen un cierto nimero y tipo de aggyanismos, que por razones de aspecto, salud
publica y vida de anaquel, es importante que setangan en niveles bajos. Es de esperar que los
alimentos que se producen y almacenan bajo buerdadicas de manufactura, tengan un perfil
microbiologico diferente de aquellos que se producalmacenan bajo condiciones inadecuadas. En la
carne se distinguen cuatro tipos de microorganisjuesse clasifican de acuerdo con las funciones que
realizan: tolerables, benéficos, patdgenos y altesao de descomposicién (Hui y col., 2006).

1.9.1.1. Microorganismos tolerables.Estos microorganismos no participan en alteracioges
descomposicién de la carne y en general de loeatws. Se trata, principalmente, de microorganismos
que solo desarrollan una actividad metabodlica majg lo bien que no pueden multiplicarse en las

condiciones gque se encuentra la carne.
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1.9.1.2 Microorganismos benéficosSon aquellos que debido a su metabolismo influyemmdnera
positiva en las materias primas o productos terdusg que por ello contribuyen a mejorar o asegurar
la calidad. Su accién puede afectar las caradtasiorganolépticas, la seguridad del proceso de
fabricacidn, la estabilidad de los productos y eas@mnes, mejorar la condicion higiénica, para @seg

la calidad sanitaria. En el caso de los cortesadeecfresca este tipo de microorganismos no aplica.
1.9.1.3. Microorganismos patdégenosEstos microorganismos son indeseables ya que aarenaz
salud del hombre, de los animales o de ambos. @oafoun grupo muy diverso y sus mecanismos de
accion patégena son variados. La dosis minimatafiée no es un valor Unico universal, sino queavari
incluso entre individuos aparentemente sanos ssg@stado nutricional, su estado fisico, la coddici

de su sistema inmunoldgico, la acidez del jugorgéstel caracter de la flora intestinal y el tige
vehiculo del agente patdgeno, entre otros. Losealios perecederos como la carne, contaminados con
microorganismos patdgenos, no muestran signostei@ebn aun cuando algunas bacterias patogenas
proliferen. La excepcion se presenta en el cadagleepas proteoliticas @ostridium botulinumque
rapidamente producen mal olor poco después de habtado en actividad. Dentro de las
especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOBAHBSA1-1993 se encuent@almonellay
Staphylococcus aureus

Las cepas dé&scherichia coliforman parte de la biota normal anaerdbica fatuétade los tractos
intestinales de humanos y animales de sangre taliea carne de bovino mal cocida es la principal
causa de infeccidn intestinal pBscherichia coliO157:H7. Esta bacteria es tolerante en ambientes
acidos y secos. Un porcentaje moderado del ganacine que llega al matadero puede albergar este
organismo enterohemorragico y la evisceracion yledollado cuidadosos pueden limitar, pero no
prevenir por completo, la contaminacion de la cabBaicherichia coliO157:H7 crece cuando el
almacenamiento en refrigeracién o las condicioregransporte son inadecuadas, e.g. temperaturas
mayores de 7 °C, causando brotes de diarrea sagntim colitis hemorragica y el sindrome urémico
hemolitico. Por lo menos en 20 paises se ha puaestoanifiesto en la carne molida (Rangel y col.,
2005). Las incidencias sefialadasElecoli verotoxigénico también varian de unos estudio$r@s,0
llegando algunos hasta el 63% de incidencias erafiae de mamiferos de abastecimiento. Al menos
parte de esta variacion se debe al empleo de ditsyenétodos de aislamiento. Por esta razén séidleci
evaluar el efecto del tratamiento por alta pregoestatica cos. aureusSalmonellay E. coli también

como complemento al presente proyecto de invesfigac

26



1.9.1.3.1Staphylococcus aureus. Los estafilococos son cocos anaerobios facultati@oam positivos y

se presentan solos, en pares 0 racimos, no sonlesidvii esporulados. Su metabolismo es
oxidativo/fermentativo, es catalasa-positivo y puedetabolizar una gran variedad de hidratos de
carbono en condiciones aerdbicas, con las subgeclitsgracion de acido, principalmente acido aceétic
con pequefias cantidades de bioxido de carbonogretiociones anaerobias, el producto principal de la
fermentacion es el acido lactico. Las tres condigsonecesarias para su 6ptimo desarrollo son: pH
cercano a la neutralidad, temperatura alreded@O0d¥ y ausencia de microorganismos competitivos.
Se puede encontrar en el medio ambiente y en dlimeron alto contenido proteinico y altas
concentraciones de sal. Algunos biotipos son capdeeproducir una toxina altamente termoestable;
Staphylococcus aureysoduce cinco toxinas que pueden provocar sewai@sgcaciones en el hombre.

La cantidad deéStaphylococcus aureusecesaria para causar intoxicacion no esta del esthblecida.

En la Norma Oficial Mexicana (NOM-115-SSA1-1994) diee que es de 20JFC/g. Sin embargo,
Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA por sigdas en inglés), establece que una cantidad de
Staphylococcus aureysatdgeno, en el que se encuentra UBC/g, provoca intoxicaciones y que un
nivel basal de aproximadamente un nanogramo daaaes suficiente para causar sintomas (Jablonskin
& Bohach, 2001). Los alimentos contaminados &baphylococcus aureuso presentan diferencias
perceptibles en cuanto a su apariencia, saboroy.déhtre las razones para determinar la preselecia
este microorganismo estan: confirmar su preseranaocagente causal de una enfermedad de origen
alimentario, determinar si un alimento o ingredéer®s fuente potencial de este microorganismo
enterotoxigénico y demostrar la contaminacion posgso la cual es usualmente debida a contacto
humano o con superficies inadecuadamente saniizada

Los alimentos sujetos a contaminacion postproceso tipos enterotoxigénicos detaphylococcus
aureus representan un riesgo por la ausencia de biotgpettima que normalmente restringe su
crecimiento y la produccion de enterotoxinas. Eatwsentos se vuelven méas peligrosos, si ademas son
objeto de un inadecuado manejo o son mantenidempetraturas de conservacion inapropiadas. Los
alimentos perecederos tales como: carnes crudascggadas, ensaladas, productos de pasteleria y
productos de leche, son los mas comunmente assaiadcesta intoxicacion (Hui et al. 2006).
1.9.1.3.2.Salmonella spp. Son bacilos Gram negativos anaerobios facultatpedenecientes a la
familia Enterobacteriaceae. Metabolizan nutrierftes las vias fermentativa y respiratoria. Crecen
optimamente a 37 °C y pueden catabolizar la D-glaigootros hidratos de carbono con productos de

acido y gas. Son oxidasa y catalasa negativoserren citrato como Unica fuente de carbono,
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generalmente producen &cido sulfhidrico, descaldroda lisina y la ornitina y no hidrolizan la urea
Aunque los miembros de este género son capaceswersa por medio de flagelos peritricos, existen
variantes no moviles. Se ha demostrado que latagiessolamente alguna célula®Emonellapuede
ser infecciosa, en humanos la dosis fluctia entaelD células. Se encuentran en alimentos con alto
contenido de grasa (Hui et al. 2006).
1.9.1.3.3. Escherichia coli. Antes de describirEscherichia coli se menciona un grupo de
microorganismos llamado Coliformga que pertenece a los de este tipo y debido amgean nimero
de enfermedades son transmitidas por via fecautifelando como vehiculo los alimentos, es nedesar
contar con estos que ademas funcionan como indicdeocontaminacion fecal. Estos deben ser
constantes, abundantes y exclusivos de la matara, fdeben tener una sobrevivencia similar a lasle
patdégenos intestinales y deben ser capaces dealkesae extra intestinalmente. Cuando los colifesm
llegan a los alimentos, no solo sobreviven, sine sg multiplican; cuando los alimentos han recibido
algun tratamiento estos microorganismos se utilcano indicadores de malas practicas sanitarids. Es
grupo esta formado p&mnterobacter, Escherichia, CitobactgKlebsiella
Escherichia colies un bacilo corto Gram negativo que se encuetdsaficado dentro de la familia
Enterobacteriaceae (bacteria entérica), existe coomoensal en el intestino delgado de humanos y
animales. Sin embargo, existen algunas cepas petdggele provocan enfermedades diarreicas. Estas se
clasifican con base en las caracteristicas quesmaas sus factores de virulencia Unica, cada grupo
provoca enfermedades mediante un mecanismo diéerSetsabe que sus propiedades de adherencia a
las células epiteliales de los intestinos gruesdeijgado son codificadas por genes situados en
plasmidos. De manera similar las toxinas son megdiadr plasmidos o fagos (Jefferies y col., 2012).
1.9.1.4. Microorganismos de descomposicionSon aquellos microorganismos indeseables no
patdégenos, cuyo metabolismo causa alteracionesseprdoductos que, finalmente, afectan su estética y
vida de anaquel. Estos microorganismos pueden rckasssiguientes alteraciones en la carne:
* Mucosidad en la superficie: la temperatura y la &dad influyen en el tipo de microorganismo que
la produce.
» Cambios en el color de los pigmentos de la carheoler rojo puede cambiar a manchas verdes,
marron o gris como resultado de la presencia dguestos oxidados.
e« Cambios en la grasa: oxidacion de grasa no satueadaire y las bacterias pueden causar
rompimiento o aceleracion de esta.

» Fosforescencia: es poco comun y es causada pe@ribact
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Sabores y olores desagradables: es el resultadaréeimiento de microorganismos sobre la

superficie y a la produccion de compuestos voltileie causan olores y sabores desagradables, una
superficie viscosa-pegajosa y decoloracion deraeca

La superficie de la carne fresca tiende a contemeroorganismos aerobios estrictos y anaerobios

facultativos y estrictos. Los géneros bacteriames,mohos y las levaduras encontrados con mayor
frecuencia en las carnes frescas se presentarifablal1.2.

Tabla 1.2. Géneros bacterianos, de mohos y deleas@ncontrados en carne fresca.

Bacterias Gram +

Bacterias Gram - Mohos Levaduras
Bacillus Acinetobacter Alternaria Candida
Brochothrix Aeromonas Aspergillus Cryptococcus
Carnobacterium Alcaligenes Cladosporium  Debaryorsyce
Clostridium Campylobacter Fusarium Rhodotorula
Corynebacterium Citribacter Geotrichum Trichosporagn
Enterococcus Enterobacter Monascus
Kurthia Escherichia Monilia
Lactococcus Flavobacterium Mucor
Lactobacillus Hafnia Neurospora
Leuconostoc Moraxella Penicillum
Listeria Pantoea Rhizopus
Microbacterium Proteus Spotrichum
Micrococcus Pseudomonas Thamnidium
Pediococcus Psychrobacter
Staphylococcus Salmonella
Serratia
Shewanella
yersenia

(Hui et al. 2006)

Las carnes frescas que se mantienen en refrigarasidd alteradas por bacterias principalmente por

PseudomonagP. fragi, P. lundensiy P. fluorescens la principal caracteristica de la alteracionas

formacién de colonias visibles viscosas y de maloges, en condiciones de menor actividad de agua

son pequefas y discretas. Las enterobacteria®esias yBrochothrix thermosphactsolo constituyen
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una proporcion pequefia de la biota alternante. @ubncarne es envasada al vacio experimentan una
alteracion prolongada en el refrigerador, con feecia los microorganismos predominantes son las
bacterias del acido lactico (Jay y col., 2003).

Las malas o inadecuadas practicas de manejo daria pueden provocar la presencia de cantidades
mas altas de microorganismos. Sin embargo, la peesale pequefias cantidades en la carne no
significa necesariamente que se adoptaron buedatigas de manejo, debido a que el procesamiento
puede reducir el nimero de cierto tipo de microaigyaos que no reflejan estas practicas, y si pueden
afectar la vida de anaquel y la calidad sanitagdadcarne. Por ello es necesario hacer una cuenta
general de estos microorganimos, representadaenaso por la cuenta en placa de mesofilos aexobio
asi como de algunos especificos de la carne caosrrddeoliticos representativos y verificar el grale
alteracion por medio de los productos que se odniglel metabolismo de estos microorganismos.

En el caso de la carne, es importante consideraragipartes internas de los tejidos animales estan
generalmente estériles y que es tedricamente popilalducir muchos alimentos cérnicos libres de
microorganismos. En los productos como la carneid@ao(NOM-034-SSA1-1993) se produce
normalmente una alta cuenta microbiana en comgerammn un corte entero como el filete, debido
simplemente a la reduccién de tamafio.

Como regla general, un alimento que contenga ubkg@on numerosa de microorganismos tendra una
vida atil mas corta que el mismo alimento que aogéemenor nimero de microorganismos; por lo que
se lleva a cabo en este estudio una cuenta tofdhea. Como algunos tipos de microorganismos tiene
un mayor impacto en las caracteristicas organckiptiebido a la presencia de diferentes enzimas que
actuan sobre los constituyentes del alimento, siliderealizar un andlisis de dos microorganismes d
gran impacto sobre la carfgseudomonayg bacterias del acido lactico (BAL).

1.9.1.4.1.Pseudomonas. Es un género de bacilos rectos o ligeramente dosyaGram negativos,
oxidasa positivos, aerobios estrictos aunque amakycasos pueden utilizar el nitrato como acegeor
electrones. El catabolismo de los glacidos sezaglor la ruta de Entner-Doudoroff y el ciclo de lo
acidos tricarboxilicos. Algunos miembros del génsom psicrofilos, mientras que otros sintetizan
siderodforos fluorescentes de color amarillo-verdeso gran valor taxondmico. Es comun la presencia
de plasmidos y no forman esporas (Hui et al. 2006).

1.9.1.4.2. Bacterias del acido lacticBAL). Son un grupo de bacterias Gram positivaaeanbias
facultativas, denominadas asi debido a que la rmayd® sus miembros convierten lactosa y otros

monosacaridos en acido lactico. Normalmente sooum® e incluso necesarias. Habitan en diferentes
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sitios del cuerpo humano y en el de otros animgbes, ejemplo, estan presentes en el tracto
gastrointestinal. La produccién de &acido lacticeehgue su ambiente sea acido, lo cual inhibe el
crecimiento de bacterias dafiinas. Muchos BAL senilticos seres vivos que no requieren hierro para
vivir y tienen una tolerancia extremadamente dlfzeeoxido de hidrégeno. Muchos son inusuales en el
sentido de que operan usando un metabolismo homeffeativo, es decir, sélo producen acido lactico a
partir de azUcares, y son aerotolerantes a pedaraidsencia de cadena respiratoria (Hui et al6R00

1.9.2. Cuenta en placa por extension de superficie

Cuando se requiere investigar el contenido de migamismos viables en un alimento, la técnica
comunmente utilizada es la cuenta en placa. Estaice& no pretende detectar todos los
microorganismos presentes, pero el medio de cullagcondiciones de temperatura y la presencia de
oxigeno, permiten seleccionar grupos de bactetga presencia es importante en diferentes alimentos
Por ejemplo, las bacterias mesofilicas aerobiaseséfilos aerobios son un indicador general de la
poblacion que puede estar presente en un alimeptwr Yo tanto, de la higiene con que éste ha sido
manejado. Este grupo en particular, se determirla arayor parte de los alimentos, pero para algunos
productos, también es importante determinar lagmea de bacterias termofilicas y psicrofilicasapar
predecir la estabilidad del producto bajo difersrdendiciones de almacenamiento. La técnica bésica
la misma, pero cambian las condiciones de incubaar@dios de cultivo y algunos otros detalles.eSi s
modifican las condiciones de incubacion o se sotaeteuestra a algun tratamiento previo, el método
puede aplicarse también a la deteccion de otrqeogrcomo anaerobios o esporulados, desde luego, con
la adecuada seleccion de medios de cultivo.

La técnica se basa en contar las unidades formadi@acolonias (UFC) presentes en un gramo o
mililitro de muestra. Se considera que cada coleeialesarrolla en el medio de cultivo de eleccion
después de un cierto tiempo de incubacion a lagestyra adecuada, proviene de un microorganismo o
de un agregado de ellos, de la muestra bajo estegkamicroorganismo 0 microorganismos son capaces
de formar la colonia, es decir una UFC. Para gseddonias puedan contarse de manera confiable, se
hacen las diluciones decimales necesarias de Iastrau@antes de ponerla en el medio de cultivo. Se
consideran representativas aquellas cajas de @ulfiie tienen un nimero de colonias dentro del
intervalo de sensibilidad del método el cual e8e 250 UFC. Cuando dos placas de una dilucion
contienen un numero de colonias caracteristicasralelel intervalo de sensibilidad del método, se
promedian los nimeros y se multiplica por el ingeats la diluciéon (Camacho y col., 2009).
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1.10. Bases volétiles totales (BVT)

Las proteinas y aminoacidos de los alimentos pusdfeimn cambios bioquimicos que las transforman en
aminas bidgenas. Las aminas bidégenas pueden fanparsla actividad enzimatica de los tejidos
alimenticios o de microorganismos que los contamiGuando se producen ciertas concentraciones de
aminas en alimentos frescos, se considera que lesentb no esta en buenas condiciones para
consumirlo. Aunque esta correlacion no siempretexiga que no todos los microorganismos que
contaminan alimentos pueden formar aminas, si pcapwa un indicio del grado de frescura y
seguridad del alimento.

Las aminas bidgenas son compuestos caracterizadda presencia de uno 0 mas grupos amino. Se
producen durante el paso final de la hidrélisisagdeproteinas por descarboxilacién de los amino&cid
libres por medio de diferentes microorganismos téyas, hongos, levaduras) que se presentan en
procesos de fermentacion o putrefaccion. Ocurratotan materias primas de origen vegetal como
animal con altas concentraciones de proteina. Krarae de bovino las principales son la histamina,
cadaverina, putresina y tiramina, que provienen lae histidina, lisina, ornitina y tirosina,
respectivamente.

Los factores que favorecen el desarrollo de anbitagenas incluyen:

a) Condiciones favorables para el desarrollo deaqarganismos.

b) Disponibilidad de aminoacidos libres.

c) Presencia de las enzimas y condiciones que fgrisul desarrollo.

d) Temperaturas elevadas durante el procesamiento.

e) Tiempo de almacenamiento previo al procesamiento

En cuanto a los niveles criticos de aceptacion m@as bidgenas individuales no existe criterio
universal para definir sus intervalos en carne. &nbargo, en el caso de la histamina en materias
primas como harina de pescado, se consideranosritiglores superiores a 500 ppm; aunque existen
discrepancias entre Europa (méximo 300 ppm) y Seédaa (1000 ppm). Otras aminas como la
tiramina y la feniletamina pueden ser tan o0 magédxque la histamina. Hace falta aun determinar el
nivel critico de aminas bidgenas por indice decidad relativo para las diferentes especies y fdses
produccién y valorar de modo independiente losles/de enzima degradadora de las aminas biégenas
como las enzimas mono amino oxidasa (MAO) y diamoadasa (DAO). Cuando hay gran

concentracion de aminas en un alimento pueden démgemas de toxicidad, como dolor de cabeza,
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enrojecimiento de la piel y otros. Hay que ser adaso con el tipo de alimentos que se consumen para
no consumir una gran cantidad de aminas bidgenaspgeden acarrear problemas de salud. La
formacién de aminas biégenas estda mas relaciormudacterias mesofilas que psicréfilas. Las bajas
temperaturas no impiden el desarrollo de bacterias actividad descarboxilasa, pero si lo pueden
retrasar. El incremento de la concentracidon de asrimbgenas coincide con la aparicion del mal etor

el pescado y también tiene buena correlacion cewvatores de bases volatiles totales, trimetilamina
hipoxantina y pH (Ruiz-Capillas & Jimenez-Colmen&04).

El grado de descomposicién puede determinarse pdionde la técnica de bases volatiles totales (BVT)
para saber si un producto es fresco o no. EI métpdo recomienda la American Meat Science
Association (AMSA, 1995) se basa en un procediriet® semimicrodestilacién. Los extractos o las
soluciones se hacen alcalinos ya sea con hidrad@sodio o carbonato de magnesio. Las bases se
destilan por arrastre de vapor y se reciben enorégdo. En general, la prueba incluye la medicién
trimetilamina, debida al deterioro por crecimied®bacterias, dimetilamina, debida al deteriorolaor
accion de enzimas autoliticas, amoniaco {\\debido a la desaminacion de aminoacidos y chtabo

de nucledtidos, y otros compuestos nitrogenadasdsasolatiles asociados con el deterioro. La mayor

parte de la res se puede considerar aceptable &hlores no exceden de 16.5y 19.7 mg/g de muestra

1.11. indice de acidez (IA)
El acido lactico se produce a partir de acido padivcon la participacion de la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH) en procesos de fermentacigorg-1.5).

CH, CH,
c—0 NADH NAD® H C OH
A |
— -
C=0 C=0
OH OH
acido pirdvico acido lactico

(de la glucdlisis)

Figura 1.5. Produccién de &cido lactico a partiad€o piravico (Fennema, 2010).

El anion piruvato es un compuesto organico claveelemetabolismo. Es el producto final de la
glucdlisis, una ruta metabolica universal en la lguglucosa se escinde en dos moléculas de piryvato

se origina energia en forma de dos moléculas deoade trifosfato (ATP). El acido piravico asi
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formado puede seguir dos caminos como se muestia f[eigura 1.6. Si hay suficiente suministro de
oxigeno, el acido piravico es descarboxilado emddriz de la mitocondria por el complejo enziméatico
piruvato deshidrogenasa produciendo,&@cetil coenzima A, lo que representa el inickoutha serie

de reacciones llamada ciclo de Krebs, seguida desfarilacion oxidativa. Si no hay oxigeno en
cantidad suficiente o el organismo es incapaz aéiragar con el proceso oxidativo, el piruvato sigue
una ruta anaerobica; la fermentacién. Los aninsdescapaces de realizar la fermentacion lactica cuy

producto es el &cido lactico.

Respiracitn
{se produce en la mitocondria)

ADP + B Ay
Glucoss o s Acido — ,
riiwi 1
Ciclo de Krebs - Transperie de elechmnies
Glucolisis B e
e F:-,,D;u@:;jm = Sin {2 produce en o citosel
—'-fgcm ) Acido
ldcticn
o etanol

Figura 1.6. Esquema global de oxidacién de glucosa.
(http://www fisicanet.com.ar/biologia/metabolism&/@lucolisis.php-febrero/20) 2

1.12. pH

El pH del musculo animal vivo es cercano a 7.0ldsnprimeros momentos después del sacrificio, se
inhibe el suministro de oxigeno lo cual provoc@iaduccion de acido lactico después de las 24 horas
postmorteny el pH es alrededor de 5.5; entre 5.4 y 5.8. Esiia la proliferacién de gérmenes y ayuda
a prolongar la vida de anaquel. Las bacterias delodactico (BAL) producen este compuesto por
fermentacion. El crecimiento posterior de microoigmos hace que el pH aumente debido a la
formacion de compuestos aminados resultantes gattafaccion. La proporcién de microorganismos
causantes de la descomposicion proteolitica pdditica de la carne refrigerada, incluye prinaipahte

a lasPseudomonas, AcinetobactgrPsychrobacter(Kerry y col., 2002). La®seudomonason los
principales responsables de la descomposicionmesaefrigeradas. Sin embargo, no producen aminas

bidbgenas, con excepcion de los géneros que nocem@nan en carnes sino en ambientes marinos;
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P. cepaciay P. maltophila Las enterobacterias son los otros microorganigrmductores de aminas en
carnes ademas de los lactobacilos descarboxilEntese hace que se incrementen las BVT.

El pH depende de varios factores taattemortemcomo postmortemtiempo de almacenamiento y
manejo de la canal. El pH de la carne cruda vamteees.5 y 7.2, dependiendo de la cantidad de
glucogeno presente al efectuarse el sacrificio yodecambios sufridos después de la degradacion del
glucégeno. A pH 5.5, pH normal de la carne despleélsa rigidez cadavérica, las proteinas estan en el
punto isoeléctrico lo que evita retener agua effibaas musculares y por lo tanto se produce exadac
de la carne con textura suave y color palido (PAPH 6.0 o mayor, las proteinas estan fuera detqu
isoeléctrico y absorben cantidades de agua dandpdaencia de sequedad, la luz refleja poco, @or |
gue el color de la carne es rojo obscuro; y presena dureza debido a la turgencia que adquiesen la
fibras musculares.

Por otro lado, el deterioro microbiano es mas facpH alto, y aumenta durante el almacenamiento
debido a la formacién de compuestos aminados eggaft de la putrefaccion. Un pH mas alto favorece
el desarrollo de microorganismos. Un pH mas bajodoa y a veces actla selectivamente, permitiendo
por ejemplo, sélo el desarrollo de levaduras (Hail.e2006).

En el presente trabajo de investigacion se hiamélisis microbiologico y la determinacion de 1ag1B

y el acido lactico asi como el pH, entre otrosapastener informacioén acerca de la evolucion con el
tiempo de estos indicadores y su relacion paracng estado de la carne con un enfoque oriersthdo

consumidor.

1.13. Capacidad de retencion de agua (CRA)

Las proteinas pueden sufrir cambios en su fundiello que hace que pierdan su capacidad de ligar
agua o agregarse provocando la pérdida de jugodel&icarne. Esto se puede estimar pesando la carn

fresca recién comprada y siguiendo el cambio cotieripo de su peso ya sea cada semana o cada
quince dias. También al centrifugar la carne (298 10 minutos) y medir la cantidad de exudado

forzado a salir del tejido (Fernandez-Martin y ,ca000).

1.14. Hipoxantina
Los cambios debidos a la degradacién molecular darde los nucle6tidos permiten evaluar la frescura
de la carne y sus derivados. La concentracion dé e sus productos de degradacion progresa a

diferente velocidad en la medida en que las coowés ambientales las afectan. Dentro de los
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principales indicadores se encuen d ATP, el inosin monofosfato (IMP) y la hipoxantinen
aumento en la concentracion Hipoxantina a expensas de los nucledtidos indiGa péardida de |
frescura (Figura 1.7)€hninger, 2005

H,N H2N
=N
N
N
fodofo 4 g TAY A
0-P—0—-P-0—-P-0 N I N N
L o HO—P-0 N HH
o O O I 0 /[L>
o Lx 4
OHOH N7 i
OHOH
a) b) c)

Figura 1.7 a) Adenosin trifosfato (ATPb) Inosin monofosfat@MP) y c¢) Hipoxantina.

1.15. Color

El color en la carne es el primer atributo quedossumidores observan y que afecta directamer
decisibnde compra. Los consumidores esperan una apariendé@me dentro de un grupo simi de
productos céarnicos, por ejempdontenido degrasay relacionan cualquier diferencia de color dent
productos similares cda calidad del producto. Por lo tanto cualquiercesm que pueda afectar el cc
provoca el desagrado del consumid(O'Sullivan y col.,, 2003).Cualquier diferencia en
almacenamiento o manipulacion de la carne requieaegran investigacion previa para maximizair
aplicaciones comerciales y evitar cambios en labwabs sensoriales a los cuales el consumidor
habituado.El color es el resultado de la percepcion de ladegpués de haber interactuado cor
objeto, es una cualidad sugestiva que dependeidefesidad de la luz, del objeto sobre el quedgi
del buen funcionamiento del 6rgano de la vistamedida del color implica la asignacion de name
que representan atributos del fenomeno psicologatacionandolo con el fenbmeno fis; flujo
luminoso, longitud de onda y ot, que se puedesieterminar de forma instrumentEscamilla Moron,
2006). Elojo humano percibe longitudes de onda de 400 an&0Para el color azul, 500 a 600 par:

verde y amarillo y de 600 a 800 para eo como se muestra en la Figura 1.8.
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Figura 1.8. Espectro electromagnético (Fennema))201

Al conjunto de estas ondas se le llama espectiblej®l cual comprende las longitudes de ondaOfe 4

a 700 nm. La percepcion del color se ve afectaddgpoomposicion fisica y quimica del objeto, la
composicion espectral de la luz y la sensibilidatiabservador. La luz puede ser refractada, refgja
transmitida o absorbida por un objeto, y puedeavaeh tres dimensiones: tono (hu8), o que el
consumidor llama color, luminosidad, i.e. relacéire la luz absorbida y la reflejada, también ddm
brillo de un objeto y la saturacion que se refiaréa pureza del color (Andrés y col., 2004). El
colorimetro es un instrumento analitico cuyo funaimiento esta basado en la espectrofotometria que
permite cuantificar diferencias en coloracion naocpptibles por el ojo humano y tiene una amplia
aplicacion en la cuantificacion de variaciones dercen alimentos (O’Sullivan y col., 2003). En la
industria de alimentos el método mas popular deigitedde color es el L*a*b* o también conocido
como el sistema CIELAB, por sus siglas en frandéeniission International de I'Eclairage), o
Comision Internacional de la lluminacién, el cuallsasa en fuentes de iluminacién estandag) (P
observador (10°). El espacio de color CIELAB essigtema tridimensional esférico definido por tres
coordenadas colorimétricas, L* a* y b*, que son niagles adimensionales, como se muestra en la
Figura 1.9. La coordenada L* recibe el nombre deidhd o luminosidad y toma valores entre 0 y 100.

Las coordenadas colorimétricas y b*, forman un plano perpendicular a la luminasida* define la
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desviacion del punto acromatico correspondiente larhinosidad; es positiva hacia el rojo y negativa
hacia el verde. b* es positiva hacia el amarilleegativa hacia el azul.

Blanco

L*

e Amarilln

¥ a*

Verde g

RujohF

(Gris

MNegro

Figura 1.9. Espacio de color CIELAB (Escamilla Mor@006).

El color de la carne esta determinado por los pigoe presentes en ella. Estos pueden ser los
componentes biolégicos como los carotenos y loop@mentos que se acumulan o se sintetizan en el
organismoantemortend se pueden generar pigmentos por dafios duramteusejo o por condiciones
de proceso inadecuadas. Se pueden encontrar tartdsépigmentospostmortemproducidos por
reacciones enzimaticas o no enzimaticas y los pigpseusados como colorantes naturales o artifgciale
que se pueden afadir a productos carnicos (Huily 2006). El color rojo de la carne se debe
principalmente a los hemopigmentos como la hemaggoly la mioglobina. Sin embargo, también
existen en pequefias concentraciones diferentesmsist enzimaticos cuyas coenzimas 0 Qrupos
prostéticos tienen propiedades croméforas, e.@xmsas, citocromos y flavinas. La mioglobina les e
pigmento mas importante de la carne. La pigmentadi&l muasculo estriado varia en intensidad de
acuerdo con la cantidad de pigmento y de tonalisegiin el grado de oxidacion del grupo hemo como
se muestra en la Figura 1.10.

Los espectros de reflexion de los distintos estadidsla mioglobina coinciden en determinadas
longitudes de onda. A partir de estos se puedeileala relacion de cada uno de los estados de la
mioglobina. A 525 nm se encuentra el punto isogl®gtara los tres estados de la mioglobina;
metamioglobina, oximioglobina y desoximioglobina. 444 nm coinciden la metamioglobina y la
oximioglobina. A 572 nm la desoximioglobina y laimioglobina y por udltimo a 610 nm la

desoximioglobina y la metamioglobina.
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Figura 1.10. Ciclos de color presentes en la mlugk
(http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0718-07642008600007 &script=sci_arttext-febrero/2012)

1.16. Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas de los alimentos soactor importante en el control de calidad, ya qeie d
ellas depende en buena medida la aceptacion ddimento. Esta aceptacion puede estimarse por
métodos sensoriales (sentidos), fisicos y quimitos. métodos instrumentales estan basados en la
determinacion de cantidades fisicas como la fudezaleformacion y el tiempo y son por lo tanto
fundamentales. En la carne se usa la fuerza de lzodual se determina con la celda Warner Bratzler
(WB) y el analisis de perfil de textura (TPA posgsiglas en inglés) (Rosenthal, 1999).

1.16.1. Terneza

La terneza es la cualidad de la carne de dejarsa gomasticar, con mayor o menor facilidad, aukes

la deglucién y representa la resistencia mecanelaatimento (Pellufo y Rodriguez, 2002). Esta
caracteristica decide el valor comercial de laedMiller et al, 1995)Se ha determinado la fuerza de
corte tanto en carne cruda como en carne cocigahabservado que dicha fuerza es mayor para la
carne cocida pero cortarla toma menos tiempo qu emso de la carne cruda (Kerth y col., 2003)a Pa

determinar esta propiedad se usa la celda de\d@teer—Bratzler.
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1.16.2. Andlisis de perfil de textura (TPA)
Esta prueba consiste en aplicar dos ciclos de @sifpr consecutivos como se observa en la Figura

1.11. De ella se obtienen las siguientes propiesdade

Es la fuerza maxima en el primer ciclo de compredi@ dureza no tiene que ocurrir e
Dureza |punto de compresion mas profundo, aunque normaéncenirre aspara la mayoria de |
productos.

No todos los alimentos presentan fractura, e.gatae, per@uando lo hacen es el pu
Fractura |en el que seroduce un pico significativo y a continuacion deda fuerza durante
primera compresion. A esta propiedad se le denoanurexes fragilidad.

Es el trabajo requerido para jalar el alimento desdsuperficie. Se calcula como el
en la cual se presentan fuerzas negativas (Areda8HKg. 1.11).

Es el trabajo necesario para romper las fuerzasna$ que mantienen unido al alineen
Se calcula como el area de trabajo durante la segemmpresion dividida entre el are:
trabajo durante la primera compresion. Area bajutaa 2/Aea bajo lacurva 1 enla F
1.11.

Adhesioén

Cohesion

La elasticidad es la recuperacion de un producttorebdo durante la prime
compresionSe calcula de varias maneras, pero la mas frecesmper la distancia de
maxima altura detectada en la segunda compresimgiud 2 en la Fig. 1.11), dividida
entre la distancia original de compresion (Longifuén la Fig. 1.1l En este caso

Elasticidad |[adimensional. En el equipo TA-XT2 salcula de esta manera. Sin embargo, la defir
original de elasticidad utiliza la Longitud 2 sokamte y las unidades seriarm u otra:
unidades de longitud. En el equipo Sintechcakula de esta manera. Al exprese
elasticidadcomo una proporcion de su altura original, se puducer comparacion
entre un conjunto mas amplio de alimentos y pramuct

La masticacion solo se aplica para los productbdasdy se calcula como el producto de
Dureza*Cohesién*Elasticidad definida esta uUltimanooLongitud 1/Longitud 2. Si ¢
reporta la masticacion no se reporta la gomosidadue un alimento no podria sar
mismo tiempo un sélido y un semi-sélido.

La gomosidad sélo se aplica a productos semi-s®lid®se calcula como el producto
Dureza*Cohesion. Si se reporta la gomosidad neperta la masticacion.

La resiliencia es la capacidad de un alimento pasauperarse”. Es lalasticidac
instantanea, ya que la resiliencia se obtieneratirando la primera compresion midiel
la recuperaciéon del aliment&e calcula como el trabajo al ir retirando larfaede I
primera compresion (Area 5 en la Fig. ).&fhtre el trabajo al ir comprimiendo el mate
(Area 4 en la Fig. 1.31en el primer ciclo. Con una sola compresion ssdpwbtener
resiliencia, pero la restriccibn es que la velodidke compresién sea igual a le d
descompresion.

Masticacion

Gomosidad

Resiliencia
(Resilience)
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Figura 1.11 Parametromedibles del andlisis de perfil de textuRngenthal, 19¢).
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CAPITULO Il
ALTA PRESION ISOESTATICA

2.1. Introduccién

La demanda de los consumidores por alimentos sgegpoxo procesados y carentes de aditivos, ha
justificado la investigacion sobre el uso de la gitesion isoestatica (API) en el procesamiento de
alimentos. Se ha sugerido un intervalo de 100 & 1@@a para probar los efectos de la API en
alimentos Norton & Sun, 2008 Los objetivos de alta prioridad incluyen la ntaede microorganismos
tanto patégenos como degradantes, el control detigidad enzimatica, la alteracion de componentes
macromoleculares y los cambios de fase.

La tecnologia de alta presion utiliza cominmentgaagpmo medio para aplicar presion y por ello el
tratamiento se denomina alta presion hidrostaf\d&H). Es importante destacar que la presion apicad
se transmite de manera isoestatica, es decir,roméfy practicamente instantdnea en todos los puntos
del alimento, independientemente de su composidamafio y forma. Por ello también suele
denominarsela alta presion isoestatica (API). Liordeacion del producto se evita a pesar de estar
sometido a tan altas presiones por periodos dendeguhasta horas y lo hace muy homogéneo y
practicamente ausente de zonas sobre tratadasvdZnalcanzado el nivel de presion deseado, no es
necesario aportar mas energia para mantener edrabna tal presion ya que no se producen pérdidas o
descompresiones (Sorenson y col., 2011).

2.2. Antecedentes de la API

El uso de la alta presion isoestatica (API) o hathtica (APH) para conservar alimentos se conoce
desde finales del siglo XIX. La primera aplicacida alta presion en un alimento se llevé a cabo en
leche y se demostrd la reduccién de la poblaci@rabiana (Hite, 1899). Los problemas tecnoldgicos
propios de la manipulacion a presiones superior2308 atm constituyeron durante mucho tiempo un
freno para el desarrollo de esta técnica, perdagaclos avances alcanzados durante los afiosasgten
ochenta en la utilizacion de técnicas de alta presn la industria cerdmica y metallrgica se alarié
posibilidad de tratar alimentos por este métodscala industrial (Torres & Veladzquez, 2005).

En 1914 se estudio el efecto de la alta presionedabclara de huevo. Se observo la desnaturabzaci

proteinica irreversible a partir de 300 MPa, lal@e&intensificdé con el aumento de la presion y el
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tiempo de tratamiento (Bridgman, 1914). En la décde los ochenta, Japon fue pionero en el
desarrollo de la alta presion para su uso en lasinid alimentaria. La mermelada fue el primer patd
comercializado en abril de 1990 por la compafianapa Meidi-Ya Food Co. A este producto siguieron
otros y con ello se logré un interés creciente @ donsumidores, ya que esta técnica produce
caracteristicas organolépticas deseables y uné&anpiarnatural con un minimo de tratamiento. Edtado
Unidos inicié en 1998 la comercializacién de guaaiantratado por alta presion. Paises como Francia y
Espafia adoptaron posteriormente también esta tginolEl tratamiento por API permite obtener
productos casi idénticos a los originales conselvasomponentes como vitaminas asi como sabores,
aromas y colores razén por la que los consumidosebuscan y los prefieren. Hace ya tiempo que se
comercializan muchos productos tratados con estel@gia en Japdn y en menor medida en Estados

Unidos y Europa (Sorenson y col., 2011).

2.3. Sistemas de presurizacion

Existen tres procesos basicos en los que se usenpaiesiones en combinacién o no con tratamiento
térmico (Cano & Ancos, 2005).). En la industriceseplean segun la aplicacion que se requiera. En los
sistemas de presion isoestética en frio (PIF),naderiales en polvo se colocan en un molde de
elastomero y se someten a API. Las presiones dpbcastan en el intervalo de 50 a 600 MPa y se
aplican a temperatura ambiente con un tiempo dentianto entre 1 y 30 minutos. El volumen de la
camara de presurizacién puede ser de algundshasta mas de 1 °*mEsta técnica se empled
inicialmente en la industria de metales, ceranteayon, grafito y plasticos y promete ser la deanay
aplicacion en la industria de alimentos. Los otdos sistemas se diferencian basicamente por el
intervalo de temperaturas aplicadas. Asi, los miatede presion isoestatica caliente (PIC) utilizan
temperaturas de unos 2000 °C y se usa un gas ceaio para aplicar presiéon (Akaishi & Yamaoka,
2000).

2.4. Fundamento de la API

La utilizacion de altas presiones se rige fundaaier@nte por dos principios:

a) La ley de PascalUna presion externa aplicada a un fluido confinasl® transmite de forma
uniforme e instantanea a través de todo el matedaldecir, en todas las direcciones del material

tratado por alta presion dando por resultado ungzm isoestético.
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b) El principio de Le ChatelierSi un sistema en equilibrio es perturbado por ummbce de
temperatura, presion o concentracion de uno decengponentes, el sistema desplazara su posicion
de equilibrio de modo que se contrarreste el efdetéa perturbaciones decir, la APH favorece las
reacciones que implican una disminucion de volumpeaetarda aquellas en las que el volumen
aumenta. EI comportamiento de las proteinas b&s presiones esta regido por este principio, por
lo que tiende al equilibrio. Las interacciones malares no covalentes se veran desfavorecidas por
la presion. La solvatacién de grupos cargadosptmdcion de interacciones electrostéaticas, las
interacciones hidrofobicas, presentan un incremdateolumen y por ello son desfavorables con la
aplicacion de alta presion. Los puentes de hidrdgdas interacciones entre anillos arométicos, son
favorecidos por las altas presiones debido a qus e®s tipos de interacciones presentan cambios
de volumen negativos (Ma y col., 2007). Se ha ofaskr que los enlaces covalentes tienen baja
compresibilidad y no se ven afectados por presioriegores a 1000-2000 MPa. De esta manera las
moléculas de bajo peso molecular como los hidmd¢osarbono, los péptidos y los lipidos, asi como
la estructura primaria de las moléculas no se vedifinradas. Es conocido también que diferentes

reacciones de Maillard, por ejemplo xilosa-lisisan reducidas o inhibidas bajo presion.

La sensibilidad de los microorganismos a la apiicacle API, llamada barosensibilidad, depende de
multiples factores y por ello sigue siendo objet¢onalltiples investigaciones. En cuanto a los efecto

sobre los componentes y las caracteristicas daitoentos, en las condiciones habituales de prdcesa

no se afectan los enlaces covalentes y puede elegiesno se alteran los aromas ni el valor nubritdie

los alimentos. Sin embargo, si pueden producirs®ices de color, apariencia y modificaciones en los

atributos de textura, aunque los efectos variamde alimentos a otros (Campus y col., 2008).

2.5. Equipos de tratamiento por API

El primer equipo para procesar alimentos que emgltadpresion fue disefiado en Japon por Mitsubishi
Heavy Industries Ltd. (Pothakamury y col., 1995)ndos equipos de API disponibles en el mercado no
se han podido disefiar procesos continuos (Téllezy.@ol., 2001). El tratamiento por alta presién s
puede llevar a cabo en dos tipos de equipos depethmlidel producto a tratar. Normalmente se utdiza
tipo discontinuo para productos liquidos o soligasenvasados y el tipo semicontinuo para liquidos n
envasadosn los cuales el alimento liquido se introduceatién@ente en la camara de presurizacion. Los
equipos discontinuos consisten en un cilindro aggamoxidable con una pared gruesa y resistente en

cuyo interior esta el liquido de compresion, eguaao una mezcla de agua y aceite. Este liquido es
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impulsado desde un depdsito hasta el recipienteatiemiento. El alimento se coloca en un recipieiete
plastico estéril, se sella y se introduce en laarande presurizacion. Se recomienda que el material
plastico sea una pelicula de alcohol de polivifiOH) y peliculas de copolimeros de alcohol de
etileno y vinilo (EVOH). Una vez empacado, el almw es introducido en el cilindro. Un par de
bombas inyectan agua dentro del cilindro hastanalrala presion adecuada y se mantiene la presion

durante el tiempo seleccionado para finalmenteaegamir (Ledward y col., 1995).

2.6. Efecto de la API sobre los constituyentes desl alimentos

2.6.1. Agua

La presion modifica muchas propiedades del agumokémentar la presion se produce un descenso en
el volumen del agua, pero muy pequefio en comparaoid el que pueden experimentar los gases. A 22
°C el descenso de volumen del agua es aproximadad@&na 100 MPa, 7% a 200 MPa, 11.6% a 400
MPa y 15.0% a 600 MPa. En alimentos con alto cattede agua, como la carne, su comportamiento
es muy similar. Esta disminucion de volumen impliceaumento en la densidad y como consecuencia
los coeficientes de difusion de los solutos disiygmu La compresion adiabatica del agua causa un
aumento de temperatura de 2 a 3 °C por cada 100 &Raal depende de la temperatura inicial del
agua y de la velocidad de compresion. Este cantbrewersible cuando se realiza la descompresion ya
que se produce una disminucién de la temperatuda désma magnitud (De Heij y col., 2003). La
presion también aumenta la ionizacioh BH del agua dependiendo de la temperatura. Estassifuar

de carga positiva y negativa es inducida por udrfemo electrostatico que provoca el reacomodogie la
moléculas en una manera mas compacta debido at@naccion dipolo-dipolo y puentes de hidrégeno,
reduciendo el pH del agua bajo presion y va dea®@27 cuando la presibn aumenta de 0.1 MPa a 1000
MPa. Asi, el pH del agua, de &cidos débiles y demsy@ompuestos intermediarios con excepcion de los
compuestos amino disminuye de 0.2 a 0.5 unidadesgola 100 MPa. Aunque estos cambios de pH son
reversibles, bajo presién provocan cambios en tdocmacion de la proteina (Zhang y col., 2005). La
alta presion evita que el agua se congele a unperatira de —22 °C. Esto también se verifica en el
diagrama de fases del agua a 210 MPa. Al aplicaromaresion la microcristalizacion resultante es
menos dafiina para la textura del alimento que fayedacion tradicional (Fernandez-Martin y col.,
2000).
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2.6.2. Lipidos

La temperatura de fusion de los lipidos, en espdeidos triacilglicéridos, aumenta reversiblemetfie

°C por cada 100 MPa. Es por eso que los lipidaseptes en estado liquido a temperatura ambiente se
cristalizan bajo presion formando cristales massdery estables. Es probable que la inactivacion de
microorganismos sea debida en parte a los cambits estructura y la permeabilidad de la membrana
celular resultantes de la cristalizacion de lipil@émez-Estaca y col., 2007). El aumento de laiqmes
puede producir un aumento de la oxidacion de ppddé insaturados del alimento. El tamafio de gota y
la viscosidad de las emulsiones aceite-agua son nesigtentes a las altas presiones. Sin embargo,
cuando se usan proteinas para estabilizar a estdsienes, ocurre desnaturalizacion a altas presion
Por ello, el tratamiento por alta presion de alitnsrton alto contenido de proteinas, como la carmle
pescado, produce un incremento de la oxidaciéditigirelacionado con la desnaturalizacion protainic
causada por la presion, ya que quedan libres io@&licos que catalizan la oxidacion de lipidos. En
general, se admite que la alta presion induce péura de los enlaces ionicos de sales, debido a la
electronegatividad, y al menos una parte de laxdntiones hidrofobicas. En contraste, los enlaces
covalentes tienen una baja compresibilidad y sochmunenos sensibles a los cambios de presion (Ma
y col., 2007).

2.6.3. Proteinas

Se han realizado numerosos estudios del efect aléal presion sobre la estructura y funcionamidato

las proteinas. De forma general se concluye queoldificacion de las proteinas se debe a los cambios
en las interacciones intra e intermoleculares queren entre grupos funcionales de los aminoéacidos.
Existe un aumento de las interacciones hidroféb&casesiones de 300 y 400 MPa, debido a la alta
compresibilidad del agua libre. Por otra parte, dogpos sulfhidrilo pueden oxidarse dando lugar a
puentes disulfuro en presencia de oxigeno. En gkraraplicacion de presiones superiores a 100-200
MPa a temperatura ambiente, provoca la disociad@®macroestructuras en subunidades, asi como el
despliegue y la desnaturalizacion de estructurasomeéricas, probablemente debido al debilitamiento
de las interacciones o separacion de los puentassater o intramolecular, segun sea el c&hkes y

col., 2009a; 2009b Un estudio sobre el efecto del uso de presiomeintervalo de 100-300 MPa por 5
minutos en carne de bovino, con un tiempo de saoriflel animal de 4 dias, demostré que la carne se
suavizo y su sabor se increment6 bajo estas coméigi En las muestras sometidas a alta presién, se
observd que la interaccion entre actina y mioso&id cambios y produjo fragmentacion de la

miofibrilla, dejando inalterada la linea Z. El ogédno que conforma el tejido conectivo no sufrid
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cambios significativos. La cantidad de aminoacigqgeptidos, los cuales contribuyen al sabor de la
carne, aumento (Susuki y col., 1992). Se ha estade&acombinacion de alta presion y temperatura. Lo
resultados muestran un efecto irreversible sotgrg@tateinas miofibrilares (Jiménez-Colmenero, 2002;
Ma & Ledward, 2004).

2.6.4. Enzimas

Las APH modifican la estructura terciaria y cuadeiande las proteinas, lo que significa que lasnes

son susceptibles a este tratamiento. Esta alteraesdédebida a la modificacion de las estructuras
intermoleculares y cambios en la conformacion d# sctivo de la enzima. Algunas enzimas se
inactivan con las altas presiones, mientras ques @e activan. Por ejemplo, las deshidrogenasé&s de
coli se inactivan completamente cuando se someters@ipes de 100 MPa durante 15 minutos a 27 °C,
mientras que la actividad de la aspartasa de astaria se incrementa cuando la presion se elé8 a
MPa. De igual forma las lipasas encontradas en tnaisede sardinas, pierden su actividad catalitica
debido al tratamiento por presion. Por otra pdaelta presion podria afectar el nivel de intei@cc
sustrato-enzima, en el cual el sustrato es unaomedtécula. La alta presion podria modificar la
conformacion de la macromolécula o su disociacidrs@bunidades afectando su actividad, haciendo
mas facil o dificil el ataque de la enzima (Moralesol., 2008).

2.6.5. Vitaminas

El efecto de altas presiones sobre la estabilidgathsl vitaminas ha sido uno de los aspectos que mas
interés ha suscitado entre los diferentes autoves eyallan este proceso en comparacion con los
tratamientos térmicos. El proceso tecnoldgico tesgbresiones hidrostaticas es menos dafino para la
vitaminas hidrosolubles, lo que contribuye a coveefa calidad nutricional del alimento (Kimura y
col., 1994).

2.6.6. Hidratos de carbono

A pesar de los pocos trabajos que existen sobegeeto de las altas presiones sobre los hidratos de
carbono, distintos autores coinciden en afirmarlgaeazicares simples no resultan afectados per est
tratamiento (Cheftel, 1995). Las reacciones de ensacion de Maillard son inhibidas por la aplicacio
de altas presiones entre 50 y 200 MPa. En conseie@)&o hay desarrollo del sabor y del color tifieo
esta reaccion (Sangronis y col., 1997). La altsipreafecta la transicion sol-gel de los polisalagi

dando lugar a geles diferentes a los obtenidogylaracién de calor (Gekko, 1992).
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2.7. Efectos de la API sobre los microorganismos

Las altas presiones inducen cambios de tipo magiimdd bioquimico y genético, que tienen lugar en la
membranas y en la parte celular de los microorgazés Ademas, provocan cambios en el
funcionamiento y la reproduccién de los microorgaros (Cheftel, 1995). Esta bien establecido que la
aplicacion de altas presiones tiene como resul@adauerte de los microorganismos y que por lo tanto
puede aplicarse para esterilizar y pasteurizarealios. La inactivacion de los microorganismos pBf A

se explica por la modificacion de las membranaglaes las cuales sufren cambios de conformacién y
como resultado tienen una mayor permeabilidad geqpiilidad a sufrir dafio en el material genético
de la célula (Ledward y col., 1995). Se han obskrwearios cambios morfologicos de las células kajo
efecto de la presion. Por ejemplo, la compresiotadesacuolas de gas, la elongacion de la célala, |
contraccion con formacion de poros y la modificadi@l ndacleo. Por otra parte, el material gené&ieo

ve afectado a nivel de las enzimas implicadas enrelalicacion y transcripcion del acido
desoxirribonucleico (ADN) (Cheftel, 1995).

Una de las operaciones mas dificil en la consaimadie alimentos es la inactivacion de esporas
bacterianas. Aunque es posible inactivarlas poartrezntos térmicos, no es muy deseable debido a que
el calor afecta la calidad del alimento ya querdgstnutrientes termolébiles. A temperatura ambient
las esporas de levaduras y mohos se inactivam@aie a presiones entre 300-400 MPa. En el caso de
las esporas bacterianas, éstas tienen una maystenesa, ya que soportan muchas veces presiones de
hasta 1000 MPa. Por ello, la inactivacion de lapoess bacterianas requiere generalmente
combinaciones de presion y temperatura, debidceedagalta presion resulta insuficiente. De estenéor

la presion induce la germinacion de las esporas subsecuente aplicacion de presion y temperatura
actla sobre la espora geminada reduciendo asirdm dmmcteriana. La aplicacion de API permite
alcanzar reducciones hasta cinco logaritmos deesrah patégenos consalmonella typhymurium, S.
enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphyloco@ugusy Vibrio parahaemolyticugAn y col., 2000;
Mackey y col., 1994; Metrick y col., 1989; Pattarspcol., 1995; Stewart y col., 1997; Styles y col.
1991). Presiones de 345 MPa a 23 °C por 10 minuimdujeron reducciones de hasta cuatro ciclos
logaritmicos en pollo preparado para formula irifafMetrick y col., 1989; Morales y col., 2008;
Jefferies y col., 2012).
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2.8. Estudios previos de aplicacion de API en carne

En estudios pioneros, se tratd jamon a 250 MPa%C238br tres horas y se mejord la retencion de ggua
se redujo la carga microbiana. Sin embargo, laanadias adquirieron sabor a carne asada, ademas de
gue disminuyd el contenido de sal (Cheftel & Culi@B97). Se han estudiado los cambios de color y
carga microbiana a presiones de 50 a 600 MPa °&€ Ion tiempos de 20 a 300 s. Se han observado
modificaciones en el color de la carne hasta urai@m de 300 MPa. Durante los primeros tres dias de
almacenamiento a 4 °C, el aumento en el enrojegstmise mantuvo para una presion de 130 MPa,
mientras que el enrojecimiento de la carne presdaza 520 MPa disminuyd gradualmente (Jung y col.,
2003). Cuando el musculo fue sometido a presioee$0® a 150 MPa a 35 °C por 10 min antes del
rigor mortis, se observd una disminucion de pH con lo cualce¢esd la maduracion de la carne. Por
consiguiente, la primera reaccion enzimagca rigor seria inducida por altas presiones, mientras la
segundapost rigor, seria reducida.

Se ha investigado el efecto del tratamiento a 48@ ldor 10 min a 12 °C sobre el perfil de volatiles
carne picada (Rivas-Cafiedo y col., 2009). El aisatie la fraccion volatil se llevo a cabo medidate
extraccion en espacio de cabeza dinAmico acopladonaatografia de gases-espectrometria de masas.
Como resultado de la presurizacidn se observarambios significativos en los niveles de algunos
compuestos volatiles presumiblemente procedentela @etividad microbiana. Algunos alcoholes y
aldehidos disminuyeron mientras que otros compsiestono la 2,3-butanodiona y 2-butanona, fueron
mas abundantes en las carnes tratadas con alidnpfEsmbién se observd una migracion importante de
los compuestos de la materia plastica de empaqueigalmente alcanos de cadena ramificada y
compuestos de benceno. Con base en ello se prapusies lineas de estudio; el tratamiento de alta
presion sobre el alimento y su efecto sobre el niaatde embalaje.

Al someter la carne a 400 MPa por 10 min a 12 °Bohun reduccién drastica de los grupos
microbianos de 6.53 a 3.79 log UCF/g. Después dea@uias de almacenamiento a 4 °C la poblacién
en la carne no sometida a tratamiento fue de ®@@UICF/g y en las muestras tratadas de fue de 3.50
log UCF/g, es decir, existié una reduccion postaidratamiento por APH. Sin embargo, el efectéade
presurizacion no es idéntico en todos los grupobdatderias. Las Gram negativas y los coliformes
disminuyeron mas que los mesofilos aerobios y lastdnias del acido lactico; las diferencias
persistieron después de cuatro dias de almacenanidn°C (Rivas-Cafiedo y col., 2009).

La exposicion a 200 MPa de carne cruda de por@netmusculd.ongissimus dorsy carne de bovino

con el muscul&emitendinosusongelada a -20 °C, mostro pérdidas de humedadthempara carne
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fresca (19.7 a 22.2%) y sometida a alta presior0(&22.6%). La carne congelada mostro valores mas
grandes (20.2 a 25.0%) que aquellos de la carneatanla y la sometida a alta presion, lo que maiestr
gue la APH es mejor que la congelacién (Fernandaaiv y col., 2000).

Ma y Ledward (2004) sometieron carne a diferenteslinaciones de presiones (0.1, 200, 400, 600 y
800 MPa) y temperaturas (20, 40, 60 y 70 °C). Efipal del musculo varié de 5.34 a 5.53, pero debid

a que las muestras fueron seleccionadas al azargsadiferentes tratamientos no es posible decir s
esta pequefa variacion es funcion de las diferentestras.

El tratamiento térmico aumento6 el pH en 0.06, 1114 unidades a 40, 60 y 80 °C, respectivamente,
contrario a lo reportado por Hamm (1960). Esto aetnibuido a los grupos acidos resultantes de la
desnaturalizacion de las proteinas. A temperatonaiemte (20 °C), el incremento de presion también
aumento el pH de manera similar al observado ¢mtamiento con calor; 0.14 a 0.17 unidades de pH.
El aumento de pH observado al incrementar la pndsi® de una magnitud similar, independientemente
de la temperatura a la que se aplico la presido. iBdica que, aunque la presion y la temperatara d
lugar a incrementos pequefios pero significativosl g, sus efectos no son acumulativos.
Ferndndez-Martin et al. (2000) realizaron pruebd0@ MPa a temperatura ambiente y -20 °C y
evaluaron el color de la superficie expresado cdmp(a) y (b) en un espectrofotometro HuntesD
modelo de laboratorio, previamente calibrado corstdndar blanco. Como se muestra en la Tabla 2.1,
los parametros de color de la carne fresca soasésia los de las muestras congeladas. Las msiestra
sometidas a presién sin congelacion y a presion aomgelacion exhibieron un aspecto similar al
cocido; grisaceo-café en el exterior. Las supe&dicecién cortadas, en las muestras de carne dig cer
muestran un aumento considerable de la luminogidacen el orden cruda < congelada < presion/sin

congelacion < presion/con congelacion. Por otro laabo pocas variaciones en (a) y (b).

Tabla 2.1. Parametros de color para diferentesniantos de presion y temperatura.

Carne a b L
Fresca 46 4.8 385
122 81 36.6

Congelada 35 6.3 444
99 7.3 409

Presiéon 45 8.4 64.6

109 105 522
Presion/congelacion 4.5 9.2 66.6
11.1 10.1 533
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Jung et al. (2003) compararon los valores de Lfihosidad), a* (enrojecimiento) y b* (amarillo) de
muestras de carne sometida a 520 MPa y 10 °C fgbis36sin tratamiento. Los parametros fueron
determinados en un equipo CIELAB (espectro colariongvikon 810P). Los resultados se muestran en
la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Diferencia en los pardmetros de coltreararne presurizada y sin tratamiento.
AE Aa* Ab* AL
1556 135 6.71 13.97

El tratamiento de la carne a 520 MPa y 10 °C pOr2fesulté en un aumento de la luminosidad (L), el
enrojecimiento (a) y el amarillo (b) (Tabla 2.2st& resultado es consistente con estudios reaizado
anteriormente a 200 MPa (Cheftel & Culioli, 1993jn embargo, existen algunos tratamientos que
pueden mejorar el color de la carne. Por ejempheat y Ledward (1997) reportaron que el color de la
carne mejora si se expone al aire dos dias desieliéacrificio y mejora después del tratamient® § 8
100 MPa 'y 25 °C por 20 min.

Sikes et al. (2009a) sometieron tejido muscula0@ RIPa y 60 °C durante 20 min. El tratamiento
después del rigor produjo una mejora muy signifieaen la dureza reduciendo los valores de fuerza
maxima de 97 a 49 N.

Se han realizado varios estudios de textura deecsometida a alta presion con el propdsito de
comprender mejor los efectos de la presion y dertgeratura sobre la textura de la carne de bovino.
Ma y Ledward (2004) sometieron la carne a diferentenbinaciones de presiones (0.1, 200, 400, 600 y
800 MPa) y temperaturas (20, 40 60 y 70°C). A 2@RGumento en la presion condujo a un aumento
en la dureza para presiones de hasta 400 MPa, édesleulo cual hubo un ligero descenso con los
subsecuentes incrementos de presion. Jung et0&l0g€2 2000b, 2003) no encontraron cambios en la
terneza de carne de bovipost-rigor tratada para presiones desde 100 hasta 600 MHa. danne de
bovino parece ser que la aplicacion simultanedtdetemperatura (60-70 °C) y presion moderada, e.g.
200 MPa, produce una textura mas blanda que a tatopes elevadas (méas de 60 °C) sin presion. Sin
embargo, la alta temperatura modifica el coloraledrne. Por ello en la presente investigacioneno s

aplicaron altas temperaturas.
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2.9. Justificacion
Debido a que en los alimentos la API se utilizaaparejorar su calidad microbiolégica y sus
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales, $ereeleccionar las condiciones de tratamiento mas
adecuadas, en funcion del objetivo prioritariotiEmpo de aplicacion de la presiéon puede ir de unos
pocos minutos hasta algunas horas y la temperdeuteatamiento puede ir de —20 a 90 °C. Entre los
nuevos meétodos de conservacion de alimentos, laegProbablemente la tecnologia mas desarrollada
comercialmente. El atractivo principal de esta obugia es el poder realizar el tratamiento a
temperatura ambiente y conservar los parametreslitad del producto original. Cuando un alimento
es sometido a API se observan principalmente ksted siguientes:

1. Modificacion del volumen del sistema.

2. Modificacion de la estructura del almidon y depasteinas.

3. Modificacion de la actividad enzimatica e inactidecde los microorganismos.
En la practica, estos efectos son muy variablespenden del alimento tratado. En consecuencia cada
alimento requiere un estudio particular y complegpor lo cual este proyecto plantea generar
conocimiento béasico de la modificacion de las prdades fisicas, quimicas y microbiolégicas quessufr
la carne de bovino como consecuencia del tratamgmt API, asi como establecer las condiciones que
permitan obtener un alimento estable, seguro yatldacl, aunque es especifico para un corte magro,
serve como base para carne destinada a otrosals®sdmo elaboracion de embutidos en los cuades se
deseable modificar la apariencia de color y textuos resultados generados permiten contar con el

soporte fundamental para la implementacién detestwlogia en la industrializacion de la carne.

2.10. Objetivo
Encontrar las mejores condiciones de altas presimoestaticas de un corte magro de carne de bovino
por medio de la evaluacion de los cambios fisicpgmicos y microbioldgicos resultantes de su

aplicacion para conocer el impacto de este tratamsobre la conservacion de este alimento.

2.11. Hipotesis

El tratamiento de carne por alta presion isoestatisminuira la carga microbiana y retrasara la

produccién de compuestos de descomposicion quegaavios cambios no deseables en la carne de
consumo, con cambios minimos en sus caracteri$tsteas apreciables al consumidor, incrementando

la vida de anaquel de uno de los cortes mas ageedmcarne cruda.
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CAPITULO 1lI
MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental se dividiéo en dos etapasla primera, se aplicaron diferentes presignes
tiempos de exposicion para observar su efecto selbecelor y el contenido de mesoéfilos aerobios y
seleccionar las combinaciones que no produjerarbicanvisibles de color pero redujeran la carga
microbiana. La segunda etapa consistio en aplsapitesiones y tiempos seleccionados para examinar
el cambio con el tiempo de diferentes parametrsisd$, quimicos y microbiolégicos de la carne
durante el almacenamiento en refrigeracion. Adalimente, se selecciond el tratamiento que produjo

los mejores resultados y se examiné su efectividadia la presencia de microorganismos patégenos.

3.1. Materia prima

Se consider6 obtener los cortes de carne en uo fEH$t de animales recién sacrificados para egter

la carne tuviera algun tratamiento fisico o quimme@vio asi como un tiempo prolongado en
refrigeracion o congelacién. Sin embargo, estouféctible porque en esos establecimientos no se
venden cortes al menudeo. No obstante, este estugkstra las diferencias que existen entre la carne
tratada por alta presion y la no tratada, tomamdouenta la condicion inicial de los cortes. Lanease
adquirié en un supermercado local; Sumesa sucGesatenario, Avenida Centenario 227 Colonia del
Carmen, Coyoacan, D.F.

Se selecciond el corte magro filete proveniente mésculoPsoas mayqrya que es un corte cuya
demanda es alta (Ramirez Orejel, 2009). Este estéeubicado a un costado del lomo, se inicia & par
de la porciébn mas carnosa, la cual se encuenteriddhinternamente a los musculos de la piernday a
cabeza del fémur. El lomo fino se considera laeparés blanda de la canal. El plano muscular esta
formado por los musculo®soas mayqr Psoas mengr cuadrado lumbar e iliaco. EI consumo
recomendado es frito, a la plancha, a la parrilleotneado. Se pueden hacer diferentes cortes como
filete mignon, tampiquefia, medallones y puntasideef El pH de algunos cortes fue mayor de 6.0 y e
de otros alrededor de 5.5. Por ello se decididdestlos dos diferentes tipos de carne sin denatoima

PSE o DFD, ya que para hacerlo seria necesariceptas caracteristicas antes del sacrificio.
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3.2. Diagrama detrabajo experimental

Para las pruebas d& primera etapa se pesaron muestras de aproxineadar®5 g, se empacaron
vacio en bolsas de polietileno y se fotografiarotes y después | tratamiento por alta presic
Después del tratamiento se hizo la cuenta totedelfilos aerobios por ension en superfici

Para las pruebas de la segunda etapa, una vezigedstas las condiciones de presion y tiempao
muestras de carne se empacaron al vacio con ladadnhecesaria para efectuar las prut
experimentales por triplicado para lass semanas de seguimiento. Las pruebas se hiccomando
porciones del mismo muscudb cual se cortd, se peso, se empaco al vacionseti® al tratamiento pc
alta presion y se almacené 4 ®ara as pruebas de textura y color se usé el mismo ral Todos los
reactivos usados en los analisis quimicos fueradayanalitico. El disolvente fue agua destil Se

hicieron los analisis mostrados en la Figura

Filete fresco
{(Psoas mayor)

A
Empagque al vacio
(bolsas de polietileno)

\ 4
Primera etapa: .
172-620 MPa, 1.5 min Tratamiento por API

Segunda etapa: (T.=25£3°C)

310, 324 y 345 MPa, 1 min
\ 4
Refrigeracion
(4°c)

Fisicoquimico y Microbioldgico
BVT Andlisis Mesdfilos aerobios
pH / \ Pseudomonas
CRA Lactobacillus

indice acidez Patégenos

Hipoxantina
Optico Mecanico
Color TWB
CIEL*a*b* TPA

Figura 3.1. Diagrama ctrabajo experimental.
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3.3. Cuenta en placa de bacterias por expansion saperficie (Camacho y col., 2009)

Se analizaron microorganismos mesofilos aerobiagjgenos y alterantes por medio del método de
cuenta en placa por extension superficial, cuyascteristicas se describen en el Capitulo |, saccié
1.9.2.

3.3.1. Preparacion del medio de cultivo

Se esterilizaron a 120 °C por 15 minutos en unactawe (Presto, México) 400 mL de agar, matraces
con 225 mL de agua peptonada al 1% tapados coh gdap@nio y viales con agua peptonada al 1%. Se
dejaron enfriar hasta 45 °C aproximadamente y geéex@n en cajas Petri. Se incubaron 24 h a 37 °C
para comprobar su esterilidad. Se colocaron 25 gadee y los 225 mL de agua peptonada al 0.1%
esterilizada en una bolsa para Stomacher al qugrselujeron por 90 s en intensidad alta. A patér
ésta se realizaron diluciones decimales en aguamesga al 1% estéril.

3.3.2. Inoculacion e incubacion

Seinocularon por triplicado, 0.1 mL de la dilucionregspondiente en cada caja de Petri, con una pipeta
estéril y se distribuy6é de manera homogénea utitieaun esparcidor celulaPor Ultimose incubaron
(Incubadora Felisa, México) las cajas Petri engadsiinvertida durante 24 horas a 37 °C.

3.3.3. Reporte de resultados

Las cajas representativas tienen un numero de iesl@antre 25 y 250 UFCSe aplico el factor de
dilucién y se tomaron dos cifras significativasotgncias de diez.

3.3.4. Patégenos

Para las pruebas con patdégenos se consideraromdaosorganismos sefialados en la normaBy aol
0157:H7 el cual aunque no esta en la norma es gernraportancia debido a su gran incidencia en
carne de bovino (Rangel y col., 2005). Ademas, ceste microorganismo es anaerobio facultativo, es
decir, crece mejor en un medio anaerobio, pero guachbién desarrollarse en un medio aerobio se
considero representativo dado que la carne se éngba@cio. Seis muestras no se inocularon con los
microorganismos patdégenos para determinar su pr@sen la carne adquirida en el comercio. Doce
muestras fueron inoculadas para determinar laieifgatl de la alta presion; seis de ellas fuerotatias

a 345 MPa. Los in6culos de los microorganismos geatos fueron obtenidos en el laboratorio de la
Dra. Carmen Wacher del Departamento de Alimentd3iogecnologia de la Facultad de Quimica-
UNAM. La reactivacién, estandarizacion e inoculadile la cepa en la carne se describe a continuacion
para los tres tipos de microorganismos. Al finalighconteo de microorganismos las muestras fueron

esterilizadas y desechadas.
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3.3.4.1. Reactivacion de la cepa

Se inocularon 20 pL de cultivo conservado en 4.5daluna solucién de Infusion Cerebro Corazén
(BHI Bioxon, Difco) y se incubaron durante 24 B&°C. Se tomo una alicuota de 500 pL del cultivo,
se adiciond a un vial con 4.5 mL de medio BHI yiremibé por 6 h a 37 °C. Enseguida se tomo6 una
alicuota de 500 pL del cultivo y se adicioné a iat @on 4.5 mL de solucién peptona al 0.1%; esié vi
correspondio a la dilucion T que corresponde alOFC/mL. Se realizaron las diluciones necesarias,
manteniendo la proporcién de 500 pL por 4.5 mLadsolucién salina o de peptona; diluciones déd0
10°.

3.3.4.2. Estandarizacion del in6culo

Para llevar a cabo la primera estandarizacién migtulo se efectuaron diluciones hasta® para
identificar aquéllas en las cuales se tuviesei WEFC/mL y 13 UFC/mL. De la dilucién
correspondiente, se tomo el volumgah)(necesario considerando la proporcion de 100 g tudtivo/20

mL de medio a inoculaCon esta proporcion se inocul6 un vial con medid; 3.5 pL de cultivo/4.5
mL BHI y se hicieron las diluciones necesarias iates con 4.5 mL de solucién de peptona, tomando
alicuotas de 500 pL. De cada dilucion se tomé Uica@a de 100 pL para sembrar por extension de
superficie para la cuenta en placa. Por cada diluse hizo un triplicadd?ara la cuenta en placa de
Escherichia colise utilizd Agar Eosina azul de metileno, p8emonella typhimuriuprse utilizdé Agar
Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD, BD, Difco) y paraStaphylococcus aureuse usd Agar
Staphylococcud.10. Sedejaron incubar 24 h a 37 °C. La cuenta en placea&d considerando el
intervalo de confianza de 25 a 250 colonias; pobaio por debajo de estos valores se consider@ com
valor estimado.

3.3.4.3. Inoculacion de la carne

Se inocularon 2QiL de los cultivos conservados en 4.5 mL de caldosion Cerebro Corazén (BHI
Bioxon, Difco). Se incubaron 24 horas a 37 °C ypdés se inocularon 0L del cultivo activado en
otro vial con caldo BHI y se incubaron 8 horas #37Se hicieron diluciones desde’litasta 18 en
agua peptonada al 0.1%. De las diluciones se tomi2& L para inocular 25 g de las muestra de
carne. La carne se coloco en una bolsa para Stemaehagrego el inoculo y con un pequefio masaje se
extendio por la superficie de la carne. Por Ultsasiguid la técnica para trabajar en cuenta erapla
3.3.5. Mesdfilos aerobios, BAL yseudomonas

Para mesofilos aerobios se usé agar cuenta en, plaa BAL se us6 BD LBS Agar (Lactobacillus

Selection Agar) y parBseudomonase usdseudomonas agar P. marca Difco.
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3.4. Determinacion de bases volatiles totales (BVT)

Se colocaron 10 g de muestra en un matraz de 12%5enafiadieron 100 mL de agua y 2 g de carbonato
de magnesio. En otro matraz de 125 mL, referidd agmo M2, se afiadieron 25 mL de solucion de
acido borico al 4% y cuatro gotas de rojo de metibosolucién de acido se preparé disolviendo €g d
acido bdrico en agua y aforando a 100 mL. La sétude indicador se prepard disolviendo 0.05 g de
rojo de metilo en alcohol y aforando a 10 mL. Sé asastre de vapor y se recolectaron 50 mL en el
matraz M2. A continuacion el contenido de este azage titulo con solucion 0.1 N de acido clorhialric
Se uso un blanco que fue preparado diluyendo 0.HenHCI en agua y aforando a 100 mL (Goulas &
Kontominas, 2005). Las BVT se expresan como laidaditde nitrégeno volatil total (NVT) calculada
con la ecuacion 3.1.

NVT:(VH%MNJ( 0.01molIN J(looangjloo e

1000mLHCI0.INA 1g

donde V¢ es el volumen de &cido clorhidrico (mL) usadoeetitulacion, M, es el peso molecular del

nitrogeno (14 g/mol) y m es la masa de muestra (g).

3.5. Determinacion del indice de acidez (1A)

Se pesaron 10 g de carne y se molieron en unalbcaaon 200 mL de agua. Se filtr6 en una manta de
cielo para eliminar el tejido conectivo. El filtadse afor6 en un matraz de 250 mL con agua. Se
tomaron 25 mL de esta solucion y se colocaron emainaz de 150 mL afiadiendo 75 mL de agua. Se
procedio a titular con NaOH 0.1 N, usando fenddfteh como indicador. El indicador se preparo

disolviendo 1 g de fenolftaleina en 50 mL de etanalforando a 100 mL con agua. Se prepard un
blanco usando 25 mL de agua destilada. El IA seufalusando la ecuacién 3.2 y se expres6 como

porcentaje de acido lactico (Nollet, 2004). Lasd®inaciones se hicieron por triplicado.

|A:0005{VS'VBJ( 19 leO (3.2)
m 75mL

donde \4 es el volumen (mL) de NaOH para la muestiae¥ el volumen (mL) de NaOH para el blanco

y m es la masa de muestra (g).
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3.6. Medicion de pH(AOAC, 2005).

A 100 mL de agua destilada se le afiadieron 10 gad®e y se molieron en una licuadora durante un
minuto. La suspension resultante se filtr6 en wladera para eliminar el tejido conectivo. El pH de
liquido filtrado se midi6é a 20 °C en un potenciongd20A, Orion Researc Inc., EUA) equipado con un
electrodo. El instrumento se calibré con los buffér4 y 10 siguiendo las instrucciones del fabtiea

Las mediciones se hicieron por triplicado.

3.7. Determinacion de la capacidad de retencion @dgua (CRA)(Guerrero y col., 2002

Se cortaron 15 g de carne en pedazos muy finosgleearon 5 g en tubos de centrifuga. A cada tubo
se le afiadieron 8 mL de solucion 0.6 M de NaClaBetucion se preparoé disolviendo 3.5 g de NaCl en
agua y aforando a 100 mL. El contenido de los tw®®gitd con una varilla de vidrio durante un
minuto. Los tubos se colocaron en un bafio de lilalante 30 minutos. Después de este tiempo se
agitaron nuevamente durante un minuto. Los tubosesgrifugaron por 15 minutos a 6 000 rpm
(centrifuga Z200A, Hermle Labortechnik, Alemani8e decanto el sobrenadante en una probeta y se
midié el volumen. La CRA se calculé considerand@aglia no retenida proveniente de los 8 mL de

solucion NaCl afadidos y se expresa como la cahtidasolucion retenida por 100 g de muestra.

3.8. Analisis de la cantidad de hipoxantindMufioz, y col., 2002)

En una licuadora se homogeneizaron 25 g de camB@aL de &cido perclorico 0.6 M. La solucién de
acido se preparé mezclando 2.6 mL de &cido pecdd@n agua y se aforé a 50 mL. La suspension se
filtr6 y a 2 mL del extracto se le adicionaron 7 & agua y 0.2 mL de nitrato de plata 1 M. Este se
prepard disolviendo 1.7 g de nitrato de plata emaag se afor6 a 10 mL. El precipitado se separ6
centrifugando a 3200 rpm por 5 minutos (centrifd@®0A, Hermle Labortechnik, Alemania) y la
hipoxantina precipitada se disolvié en 15 mL del@dlorhidrico (36.5 — 38%). Se leyo la absorbancia
de la solucién a 284 nm. La concentracién de hiptima se determiné por referencia a una curva patro

de hipoxantina en el intervalo de 0.02 @n2ol/mL la cual se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Curva patron de hipoxantina.

3.9. Color instrumental

La determinacion instrumental de color de la casre el empaque plastico se hizo en un
espectrofotometro (Minolta CM- 3600d, Japan). Bsttrumento permite evaluar el color en dos
modalidades; porcentaje de reflectancia y porgemta transmitancia. La seleccion de cualquiera de
ellas se hace considerando el tipo de muestra qadizar. El instrumento puede indicar los valores
numéricos de los atributos de color en distintgtesias como el CIELAB y el Hunter Lab. Debido a
gue la muestra por analizar es clasificada comou@npo opaco, ya que no permite el paso de la luz
incidente sobre ella, la evaluacion de color sélie cabo en el modo de porcentaje de reflectaccia,
incidencia de luz solar o luz de digsBobre la muestra. Los atributos de color se eapren el sistema
CIELAB. Antes de llevar a cabo cualquier evaluaciéhinstrumento se calibré6 con un negro y un
blanco suministrado por el proveedor. Como partdadealibracion se indicaron en el equipo las

condiciones de trabajo mostradas en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.1. Parametros y condiciones para las psugdaolor.

Parametro Condicion
Numero de disparos 1
Estandar Nulo
Energia UV Incluida
Componente especular (SC)  Excluido
Lente o area de vision Pequeiio
lluminante Rs (luz de dia, natural 6,500 K)
Detector 10°

Sistema de reporte de color CIE L*a*b*

3.10. Propiedades mecanicas

Para el andlisis de las propiedades mecanicas doesario seleccionar las condiciones de prueba
considerando trabajos reportados (Jung y col., Z0Ma & Ledward, 2004; Ruiz de Huidobro y col.,
2005) y llevando a cabo pruebas preliminares amdiferentes cortes.

3.10.1. Terneza

Se determind la terneza al corte usando la celdm&iBratzler con las siguientes especificaciones:
espesor de la cuchilla 1.016 mm (0.040 in), cuatah forma de V con un angulo de 60°, borde biselad
con corte a la mitad, separadores con espacio @82 2nm de espesor para permitir el paso de la
cuchilla. La carne se corté con un sacabocadosqgtdener cilindros de 1.27 cm (0.5 in) de diamgtro
aproximadamente 25 mm (1 in) de longitud. Los sode hicieron paralelamente a la orientacion
longitudinal de las fibras musculares.

3.10.2. Analisis de perfil de textura (TPA)

El andlisis de perfil de textura (TPA) se llevé aa en unamaquina de pruebas mecéanicas (MTS,
Sintech 1/S). Se cortaron cubos de carne de®lycsmcomprimieron en dos ciclos perpendicularmente
a la direccion de las fibras hasta 50% deakura original a una velocidad de 120 mm/s con punaa

cilindrica de fondo plano de 5 cm de diametro.

3.11. Tratamiento por alta presion isoestatica
La carne se empacé al vacio en bolsas de polietjesviamente a cada tratamiento como se menciona

en este capitulo en la Seccién 3.2. En una prietay@a se usaron presiones de 172, 241, 310, 324, 34
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482 y 620 MPa con exposiciones de 1, 3 y 5 mindaqaesion, para observar el efecto de cada
combinacion presion-tiempo y seleccionar las mejdres criterios de seleccion fueron que la came n
mostrara cambios indeseables de color y que ocartiea disminucion en la carga microbiana. Se
usaron cortes no presurizados como control. Ldartiantos se llevaron a cabo a una temperatura
inicial de 25 £ 3 °C en un equipo de alta presigimpurst Systems Engineering, Albany, USA)
provisto de una camara de acero inoxidable de 5D0dencapacidad. Con base en las pruebas, se
seleccionaron presiones de 310, 324 y 345 MPaidRe=s menores de 310 MPa no disminuyeron la
carga microbiana y presiones mayores de 345 MPaiaaon el color caracteristico de un corte fresco
como se muestra en la Figura 3.3. El tiempo de sgidgm fue de 1 min debido a que 2 min a 345 MPa
provocG cambios de color no aceptables. La segetal@a consistio en evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas y microbiologicas de la carne sodeeta las presiones seleccionadas. Se hizo un
seguimiento semanal. Se usaron cortes no presasizemmo control. Los cortes presurizados y los
controles fueron mantenidos en refrigeracion a ¥ 8€ tomaron muestras para llevar a cabo lossiali

al dia siguiente y semanalmente. Las muestras rfugscrificadas, es decir, se desecharon una vez
usadas. Se presurizaron lotes con cantidad sutfcasncarne para la toma de muestra y los difesente
analisis.

La carne ya empacada al vacio se introdujo ennte@de presurizacion. Se afadié agua a la camara
hasta 2/3 de su capacidad sin mues@a400 mL). La caAmara se cerrd y el equipo se opigidendo el
protocolo establecido por el fabricante. Al finadl dratamiento, la carne fue sacada de la camara,

almacenada y analizada como se ha descrito.

3.12. Andlisis estadistico

Todas las pruebas se hicieron por triplicado. Blisis estadistico se realizd sobre un disefio @ieat

con el protocolo SPSS 10.0 para Windows, Statgeapl8e hizo un ANOVA de una via, y un LSD
(Fisher's least significant difference) o DMS (miai diferencia significativa de Fisher) con un nigel
significancia de 0.05%. Se hizo el anadlisis de aramd para determinar si existen diferencias
significativas entre las muestras antes y despeésratamiento, asi como las muestras después de
tratamientos diferentes. La desviacion estandgpresenta tanto en los graficos como en las tablas.
Algunas figuras presentan la parte positiva deelsvidicion estandar en las muestras tratadas a 310 y
345 MPa y la parte negativa en las muestras coptd® 324 MPa para evitar saturar los graficos y

posibles confusiones al momento de observarlos.
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Figura 3.3. Efecto de API sobetcolorde la carne a presiones de 172 Ni®a310 MPa (b), 482 MPa
(c) y 620 MP&d) por un minuto. Las imagenes en la columna egia corresponden a la carne ai
de cada tratamien La temperatura inicial fue 263 °C.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebas de seguimiento semanal se llevarot@ era carne con pH alto (> 6.0) y carne con pH
normal (5.5). Se aplicaron tres presiones difesegtse incluyeron los respectivos controles, sm,
tratamiento por API. Se hicieron los andlisis deroorganismos mesofilos aerobios, bases volatiles
totales (BVT), pH, capacidad de retencién de a@R¥), color y textura instrumental considerando las
caracteristicas fundamentales para el consumorde gae se discute en el Capitulo |, seccionesyl.6.
1.8. Habiéndose determinado el mejor tratamiergoarsalizaron microorganismos especificos tanto
patdgenos como de descomposicion, seleccionandodssepresentativos de carne fresca mencionados
en el Capitulo |, secciones 1.9.1.3 y 1.9.1.4casio algunos indicadores de frescura; indice diea@
hipoxantina.

4.1. Microorganismos

4.1.1. Mesofilos aerobios

La Figura 4.1 muestra el crecimiento microbianagar cuenta en placa que incluye principalmente a
los microorganismos mesofilos aerobios y sirve gargocer el contenido de microorganismos viables
en un alimento, en este caso en la carne. La npamgacarne sefiala un limite maximo de log UFC/g =
6.70 lo que equivale a 5 XAWFC/g. En los cortes sin tratamiento por API seepbd un rapido
crecimiento microbiano; los cortes dejaron de gdosapara consumo después de los primeros tres o
cuatro dias en refrigeracion ya que sus UFC/g ezbasel limite sefialado en la norma. El tratamiento
por API fue efectivo para reducir el nimero de potdin microbiana en todos los casos de hasta 1.2 x
10° UCF/g. Rivas et al. (2009) en carne molida deae$00 MPa 12 °C 10 min. observaron una
reduccién de 3.3 x £QUCF/g. La aplicacién de alta presion al inicio diehacenamiento (t = 0) redujo
considerablemente la carga inicial de este tipmieoorganismos en los dos tipos de carne (pHyalto
pH normal). Esta reduccién inicial es sumamenteomamte porque de ella depende la evolucion
posterior de los microorganismos viables y a su e®zl resultado de la presion aplicada. Incluso
después de 45 dias de almacenamiento en refrigedasi UFC/g se mantuvieron dentro de la norma. El
tratamiento a una presion de 345 MPa produjo Igenee resultados tanto en la reduccion inicial como
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durante el almacenamiento y si hubo diferenciaifsigtiva (p < 0.05) entre el tratamiento de 310avP
con los de 324 y 345 MPa.

10°
Control

108 (pH alto)

107 Limite maximo
"

.'. Control
¢(pH normal)

N""I LELRALLL BB

108

UFC/g

10°

VT,

104

108

0 10 20 30 40

Tiempo (dias)

Figura 4.1. Variacion con el tiempo de UFC/g emearon pH > 6.0 (lineas continuas) y con pH normal
(lineas discontinuas) sometida a diferentes presigMPa):
310 (roja), 324 (verde) y 345 (azul).

4.1.2. Efectividad de la presion seleccionada sobm@croorganismos patdégenos

La Figura 4.1 muestra que el tratamiento a 345 pBdujo la mayor reduccion en UFC/g. Con base en
estos resultados se selecciond esta presion paamire su efecto sobre el desarrollo de
microorganismos patdégenos. La Tabla 4.1 muestr&&/g al inicio (t = 0) después de aplicar una
presion de 345 MPa y para una semana de almacartarmde carnes inoculadas con diferentes
microorganismos patdgenos. La primera columnagigéerda a derecha muestra el microorganismo que
se inoculd, la segunda la cantidad inoculada (UF@Gddgercera la cantidad presente en cada tiempo e
la carne sin tratamiento por API y la cuarta latickaal presente en cada tiempo en la carne trat@ada p
API.

En la carne tratada por API, se observo una rednduicial de cinco ciclos logaritmicos &ncoliy en

S. typhimuriun(Tabla 4.1). Esto se atribuye a que estas bastsoia Gram negativas y por ello fueron
mas sensibles al tratamiento por APl que las Grasitipas (Rivas-Cafiedo y col., 2009) cor8o

aureuspara el cual la reduccion inicial fue Unicamengedds ciclos logaritmicos. La cuenta de estos
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microorganismos a los 7 dias de almacenamientorénosia reduccion adicional paEa coliy S.
typhimurium Estas bacterias no sélo dejaron de desarrollaise, que ademas ocurrié un dafio
irreversible al inicio (t = 0) del almacenamienim el caso d&. aureuda reduccion fue de dos ciclos
logaritmicos. Sin embargo, durante el almacenamieabo una pequefia reduccion que no ocurrié en la
carne sin tratamiento por API.

Tabla 4.1. Bacterias patogenas (UFC/g) en carndsasamiento y tratadas a 345 MPa.

Microorganismo | Inéculo| Sin APH Con APH
0 dias
Escherichia coli0157:H7 | 1.1x 10| 8.2x10 | 6.3x 16
Staphylococcus aureus | 3.6x10 | 25x10 | 1.2 x 10
Salmonella typhimurium | 1.3x 10 | 20x10 | 5.4 x 10
7 dias
Escherichia coli0157:H7 1.7x10| 1.9x10
Staphylococcus aureus 7.3x10 | 8.0x 10
Salmonella typhimurium 1.1x16 | 1.0x 10

También se hicieron pruebas en carne no inoculaddaucomo control para determinar la cantidad de
patdgenos presentes en la carne adquirida en @rcany el efecto de la aplicacion de API sobre®st
microorganismos. La primera columna de izquierdadeaecha de la Tabla 4.2 muestra el
microorganismo buscado, la segunda la cantidadeptesen la carne adquirida en el comercio
inicialmente (t = 0) y después de una semana grizeta la cantidad después de tratar la carne a 345
MPa al inicio (t =0) y una semana después.

Tabla 4.2. Bacterias patégenas (UFC/g) en los clastly en carne tratada a 345 MPa.

Microorganismo | Control sin APH| Control con APH
0 dias
Escherichia coli 3x 10 ausente
Staphylococcus aureus 1.5x 10 1.0 x 10
Salmonella typhimurium ausente ausente
7 dias
Escherichia coli 3.2x 16 ausente
Staphylococcus aureus 6.1 x 16 ausente
Salmonella typhimurium ausente ausente

La muestra control no most&almonellaal inicio (t = 0) ni después de una semana de@nmamiento.
Sin embargo, mostré presenciaKlecoliy S. aureuslespués de una semana, aungque no rebaso el limite
sefialado en la norma. En contraste, en los lattsdivs con alta presidon se evitd la presenciatds es

microorganismos. Estos resultados son muy similarks reportados por Rivas-Cafiedo et al. (2009)
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quienes usaron una presion de 400 MPa a 12 °C(paridutos en carne picada de res para evitar la
formacion de bases volatiles totales.

4.1.3. Microorganismos de descomposicion

El seguimiento del crecimiento de una especie plitita, i.e. pseudomonas, por un periodo de 42 dia
se muestra en la Figura 4.2. La presion aplicada4@eMPa redujo tres ciclos logaritmicos las UFC/g
iniciales (t = 0) para las carnes tanto de pH a&lbono normal, aunque laBseudomonassean
microorganismos aerobios estrictos se observa guedsiccion es debido a la alta presion ya que los
controles también fueros empacados al vacio. Erdases con tratamiento por APl se observd una
ligera reduccion de las UFC/g durante el almaceeatoi Este comportamiento es contrario al de las
carnes sin tratamiento las cuales mostraron un r@tones las UFC/g de pseudomonas. Esto demuestra
la diferencia de produccion en las BVT de la cdragda y sin tratar (Figura 4.4) debido a la irdidn

de las pseudomonas por el tratamiento, sobre toda euarta semana, lo que hace que se prolongue la

vida de anaquel de la carne.
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Figura 4.2. Variacion con el tiempo de la pobladémpseudomonas en carnes sin tratamiento y con
tratamiento a 345 MPa.

El crecimiento de las bacterias &acido lacticas cedas UFC/g de los mesofilos aerobios los cuales
incluyen a las enterobacterias. Ademas, disminugesarrollo de los microorganismos psicrotrofds as

como la tasa de crecimiento de patdégenos cé&mneoli y Salmonella entre otros (Licke, 2000;
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Signorini, 2002). Por ello no son microorganismudeseables en la carne fresca. La Figura 4.3 nauestr
el cambio con el tiempo de las UFC/g de lactobaao carnes no tratadas por APl y en carnes tsatada
a 345 MPa. El tratamiento a 345 MPa resulté endisminucion en las UFC/g de lactobacilos de dos
ciclos logaritmicos al inicio del almacenamiento=(D). Sin embargo, durante el almacenamiento se
observd crecimiento de lactobacilos en la carne tewamiento por APl desde el inicio del
almacenamiento y un incremento en el numero UFE/ctobacilos a partir de la segunda semana en
las carnes tratadas a 345 MPa. El aumento se nmahiasta la cuarta semana de almacenamiento y
alcanz6 una cantidad relativamente grande de apeskimente 5.0 log UFC/g @& 5.6 log UFC/g (4

x 10°), para los dos tipos de carne. Este comportamisrirasta con el deseudomonasl cual varié
ligeramente y mostro una cantidad pequefia en catiparcon las carnes sin tratamiento por API. Esto
podria deberse a que el tratamiento por API tiene mayor efecto sobre el desarrollo de
microorganismos Gran negativos que de Gram posittemno los lactobacilos. Entre los 30 y 40 dias de

almacenamiento las UFC/g disminuyeron debido aagaeacidez presente en la carne.
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Figura 4.3. Variacion con el tiempo de la pobladi@ lactobacilos en carnes sin tratamiento y con
tratamiento a 345 MPa.

4.2. Bases volatiles totales (BVT)
Las Figuras 4.1 y 4.4, muestran que al inicio thakaenamiento (t = 0) la carne con pH alto mostr@ u

mayor concentracion de mesofilos aerdbios y BVTidiela que el pH alto favorece el desarrollo
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microbiano y por lo tanto un mayor grado de desasigon. En la Figura 4.4 se observa que las carnes
empleadas como controles tanto de pH normal (adrd#e 5.5) como de alto (> 6) sin tratamiento por
API, no son aptas para consumo aproximadamentes a@doe y veintidos dias de almacenamiento,
respectivamente, ya que la concentracion de BV3upsrior a la establecida por la norma. Lo anterior
tomando en cuenta que se mantuvieron en refrigerasnpacadas al vacio. Las muestras de carne con
pH > 6.0 tratadas a 310 y 324 MPa y la de carngpebnormal tratada a 310 MPa alcanzaron el limite
méaximo de BVT sefialado por la norma hasta la cusetaana de almacenamiento. Para las carnes
normales y de pH alto el mejor tratamiento fue & B4Pa, dado que incluso a los 35 y 40 dias de
almacenamiento su concentracion de BVT fue infaldimite maximo sefialado en la norma, ademas
de haber diferencia significativa (p < 0.05) emdediferentes tratamientos y siendo siempre ebnedj

de 345 MPa.

40| T T T T T T T T

Control |

(pH alto}r

BVT (mg N/100 g)

Tiempo (dias)

Figura 4.4. Variacion con el tiempo de las BVT ame de pH alto (lineas continuas) y carne de pH
normal (lineas discontinuas) sometida a difereptesiones (MPa):
310 (roja), 324 (verde) y 345 (azul).

4.3. Indice de acidez
Este indice se expresa como acido lactico (%) dpdo este compuesto es el principal metabolito
producido por las bacterias acido lacticas homddetativas. Este acido es uno de los de mayor

distribucion en la naturaleza y el mas empleaddfio@s de conservacion (Lucke, 2000). Por lo tauoto
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presencia no se considera inaceptable. El indicidiez de las carnes no tratadas por API fue aimil
al de las tratadas a 345 MPa como se observa [Eiguaa 4.5. Esto sugiere que la presencia de acido
lactico no es debida Unicamente a la presencia @eoonganismos lacticos, sino también a la
descomposicién autolitica del glucogeno en acidticd y que el tratamiento por alta presion nolehi

la produccion de este compuesto de manera sigivficaomo o hace con las bases volatiles totales.
Sin embargo, a diferencia del &cido lactico esthigna@s son consideradas como productos de

descomposicion que afectan la calidad de la c&@engma, 2010).
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Figura 4.5. Variacion con el tiempo del indice delez en carne sin tratamiento y con tratamiento a
345 MPa.

4.4. pH

El pH de la carne cruda varia entre 5.7 y 7.2. igad 4.6 muestra que después de tratar la came co
pH alto a 324, 345 y 310 MPa al inicio del almaceeieato (t = 0) el pH aumenté en 0.11, 0.18 y 0.37
unidades, respectivamente, en relacion con loegpondientes controles. EI mayor aumento ocurrié
para 310 MPa y el menor para 324 MPa. Estos resgtao permiten establecer una tendencia en
relacion con el efecto del aumento o de la dismémuce la presion de tratamiento. Este pequefio
incremento de pH puede atribuirse a la exposiciéniod grupos acidos de los aminoacidos. Este
fendmeno ha sido observado en el mastolagissimus dorsa 20 °C en un intervalo de 200 a 800 MPa
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(Ma & Ledward, 2004). El andlisis estadistico mrgesjue no existe diferencia significativa (p > 9.05

entre las presiones de 324 y 345 MPa con respéaon&ol. En el caso de la carne de pH normal
también se observd un incremento de 0.3 unidadgdHdeara las presiones de 310 y 324 MPa y un
menor incremento de 0.1 unidades para la presi@#8éviPa. Esto indica que existe un menor cambio

de pH a mayor presion de tratamiento en la carrpHdeormal.

Tiempo (dias)

Figura 4.6. Variacion con el tiempo del pH en cataegH alto (lineas continuas) y de pH normal d@ne
discontinuas) sometida a diferentes presiones (MPa)
Control (negro), 310 (roja), 324 (verde) y 345 (azu

Desde el inicio del almacenamiento (t = 0) se alasena acidificacion de la carne que continua hasta
las dos semanas en el caso de la carne con pk ladista las tres semanas en el caso de la carrmHcon
normal. Esta acidificacién es debida a la degraaadel glucégeno en acido lactico por las bacterias
lacticas como se observa en la Figura 4.3 pareeeinsiento de lactobacilos y en la Figura 4.5 pdra
indice de acidez. Después de la tercera semaps] aumenté debido a la formacién de compuestos
aminados como se muestra en la Figura 4.4 paBMas Este aumento no es debido exclusivamente a
la presencia de pseudomonas ya que su poblaciGnmenté de manera notable en la carne tratada por

API como se observa en la Figura 4.2.
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4.5. Capacidad de retencion de agua (CRA)

La capacidad de retencion de agua no mostrd dderaignificativa (p > 0.05) entre las carnes ttaga

a 324 y 345 MPa, con respecto a sus correspondiametroles. Sin embargo, existen grandes
variaciones durante el periodo de almacenamientuéohace dificil seleccionar el mejor tratamiento.
No existen reportes del efecto de la APl sobre RACpero Fernandez-Martin et al. (2000) no
observaron diferencia significativa (p > 0.05) ampérdida de humedad de carne tratada por APIngcar
fresca. Sin embargo, encontraron una gran pérdedauwmedad en muestras congeladas. Como se
observa en la Figura 4.7, la mayor CRA se presemtéarne tratada a 345 MPa en la tercera semana. A
esta misma presion la CRA fue la menor de toddsa @nmera y en la cuarta semanas. La CRA de la
carne tratada a 310 MPa muestra una mayor variaSirembargo, fue inferior a todas en la tercera y

en la quinta semanas.
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Figura 4.7. Variacion con el tiempo de la CRA emeaDFD (lineas continuas) y PSE (lineas
discontinuas) sometida a diferentes presiones (MBRajtrol (negra), 310 (roja), 324 (verde) y 345

(azul).
Las Figuras 3.3(c) y (d) del Capitulo lll muestmgure presiones mayores de 345 MPa producen un
cambio de color indeseable y provocan la exudag@hquido. Esto sugiere que los sitios hidrofébico
de las proteinas quedan expuestos debido a sutaledizacion. La disminucién en la CRA durante las
dos primeras semanas de almacenamiento esta asoomth disminucion en el pH segln se observa en
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la Figura 4.6 para el mismo periodo. Los resultatto$a variacion con el tiempo de la CRA y del pH
son congruentes con los de actividad microbiana fpnacion de BVT que provocan un aumento en el
pH. Por lo tanto, mayores niveles de CRA despuédadtercera semana pueden atribuirse a la

produccién de estos compuestos, lo que puede sfimsado por el aumento de las BVT.

4.6. Hipoxantina

La frescura de la carne puede ser evaluada poromdmlila degradacion de moléculas como los
nucledtidos. La concentracion de adenosin trifosfAfTP) y de sus productos de degradacion se deva
cabo a diferente velocidad en la medida en quedadiciones ambientales las afectan. Dentro de los
principales indicadores se encuentran el ATP, ekim monofosfato (IMP) y la hipoxantina. Un
aumento en la concentracion de hipoxantina a eggeds los nucledtidos indica una pérdida de la
frescura. Por ello se determind la concentraciéaste compuesto para comparar su formaciéon en carne
tratada por APl y en carne sin tratamiento. La g8 muestra que la presencia de la hipoxantina e
las primeras dos semanas de almacenamiento fuecembble. Sin embargo, en la tercera semana se
observé un rapido incremento en la concentraciohipi@xantina, pero con una notable diferencia entre
la carne sin tratamiento y la carne tratada por. ERlesta Ultima la concentracion fue casi 50% meno
en la cuarta semana de almacenamiento. Este disufiaestra que el tratamiento por API logra retrasa

la descomposicion de los nucleétidos y por lo tathoga el tiempo de conservacion de la carne.
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Figura 4.8. Variacion con el tiempo de la concemfrade hipoxantina en carne tratada a 345 MPa.
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4.7. Color instrumental

En la Tabla 4.3 se muestran los resultados obtemd®! colorimetro.

Tabla 4.3. Parametros de color.

0 dias
Muestra L* a* b* c* i
Control | 43.9+08 | 55+14 | 86+04 | 102+1.6 | 58.3+6.%
310 MPa| 42.3+358 | 10.1+1.6 | 96+158 | 13.9+1.7 | 43621
324MPa| 43.1+0.7 | 81+206 | 93+17 | 123+23" | 493+3.4
345 MPa| 40.0+0.3 | 83+0.7 | 80+038 | 11.5+0.6° | 442+1.8
15 dias
Muestra L* a* b* c* R
Control | 532+0%7 | 6709 | 13.9+1.f | 154+1.8 | 64323
310 MPa| 495+22 | 11.6+1.68 | 13.0+23 | 175+2.8 | 480+ 1.1
324MPa| 488+03 | 98+1.7° | 121+106 | 156+19 | 51.1+2.7
345 MPa| 49.7+23 | 88+0.7 | 120+1.3| 150+0.8 | 53.6+4.9
30 dias
Muestra L* a* b* c* i
Control 36.6+0.7 7.2+1.4 8.0+1.7 10.8+1.8 | 48.2+1.8
310 MPa| 44.9+0.7 | 6.8+1.F | 11.2+0.5° | 13.1+0.8" | 58.7+4.8
324 MPa| 39.5#1.1° | 10.8%1.8 | 10.1+0.9 | 14.8+1.5° | 43.3%5.F
345 MPa| 46.1+2.5 | 10.6x1.5 | 12.4+0.¢ | 16.3%1.5 | 49.6x3.F
45 dias
Muestra L* a* b* c* i
Control | 35.8+0% | 59+02 | 58+03 | 83+04 | 448+0.6
310 MPa] 39.9+0.8 | 7.2+0.F | 6.7+0.0 9.8+0.f | 43.2+0.6
324MPa| 359+04 | 6.1+03 | 7.7+0f | 9.8+03 | 51.8+0.9
345MPa| 36.0+0.f | 6.0+00 | 6502 | 88+0.f | 475+03

acDjstintas letras indican que existe diferenciadisticamente significativa (p < 0.05) entre las stias. Los resultados son un promedio de tresceipli

Cuando el valor de la coordenada L* es superidd,a&bcolor se considera claro y cuando es infexior
ese valor se considera oscuro (Escamilla Morén6R00a coordenada L* (luminosidad) es el indice

gue mas se relaciona con las variaciones visualesodsumidor. Al inicio del almacenamiento (t = 0)
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la coloracion fue oscura (Figura 4.9); la carngéatta a 345 MPa fue la mas oscura. Sin embargo, el
analisis estadistico revela que no hay diferengaificativa (p > 0.05) entre las muestras. La
luminosidad de la carne depende de varios factergse ellos, el pH, la CRA y la integridad de la
estructura muscular (Escamilla Morén, 2006). Commsiestra en la Figura 4.6 el minimo pH ocurrio a
los quince dias y esto corresponde con el valorim@de la coordenada L* (Figura 4.9). La
coordenada c* indica la cromaticidad o saturaciéincdlor y es el vector resultante de las coordamnad
a* y b*. El atributo positivo de a* es el rojo. Unayor valor de la coordenada a* es atribuido a una
mayor concentracion de mioglobina, es decir, a megr calidad y mayor aceptacion por la carne
(Pérez-Alvarez y col., 1998). Después de 30 diaslmacenamiento hay diferencia significativa (p <
0.05) en la coordenada a* entre la carne contrid garne tratada a 310 MPa con respecto a las
presiones de 324 y 345 MPa; a estas presionesoelesomostré una disminucidn posterior hasta bs 4
dias de almacenamiento como se muestra en la Hdl0a

55| T T T T T T T T

Control

50

45
310 MPa

Luminosidad; L*

345 MPa

20 324 MPa

35 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 10 20 30 40

Tiempo (dias)

Figura 4.9. Cambios durante el almacenamiento dededenada L* (luminosidad) en carnes sin
tratamiento y con tratamiento por APH.
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Figura 4.10. Cambios durante el almacenamienta dedrdenada a* (rojo) en carnes sin tratamiento y
con tratamiento por APH.

El dltimo atributo del sistema CIE es h°, el cagica el angulo de ubicacion del color de la mae$in

el caso de los cortes de bovino, un valor cadaneszor de h° representa tonos mas rojos. Por lo,tant
las carnes tratadas por alta presion muestran esejcgiracteristicas. Los resultados obtenidos por
Ferndndez-Martin et al. (2000) son muy diferente$od nuestros, debido posiblemente a que el color
fue medido en un equipo Hunter y no se usoé elmst€IEL*a*b*. No obstante, es posible comparar
tomando como referencia la carne sin tratamiento eBbargo,Padilla-Guerrero (2009) quien uso el
mismo modelo de colorimetro y las mismas condicgote medicion que los usados en este trabajo

reporta valores muy similares para filete, los esi@e muestran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Parametros de color en filete.
Corte L* a* b* c* hH

Filete 446+1.7 102+0.7 13.0%+14 168+31 515%83

El color es producto de la resonancia del grupodchéenla miglobina, asi como del estado de oxidacion
en el cual se encuentra el ion hierro. Cuando xosenlace de coordinacion se encuentra libre, la
mioglobina (Mb) se denomina desoximioglobina (DMipresenta un color purpura. Cuando el enlace

se encuentra ocupado con el oxigeno se denomimai@obina (OMb) y su coloracion es rojo cereza
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o brillante, el cual es el mas deseado por los woiwores; por este motivo se deja la carne en
ventilacion aproximadamente 15 minutos antes deesta. Finalmente cuando el hierro tiene un estado
de oxidacion Fe Ill y esta unido a una moléculagea se llama metamioglobina (Pérez-Alvarez y col.,
1998). El contenido de estos pigmentos se puedaagsh partir de los espectros de reflectancia como
se menciond en el Capitulo I, seccion 1.15. Corfarnmacion complementaria para analizar el color, se
calcularon las concentraciones de metamioglobinaglobina y oximioglobina por el método de Tang
et al. (2004) quienes modificaron el método de Kuizli (1979). Los resultados se muestran en las
Figuras 4.11, 4.12 y 4.13.

La metamioglobina, Figura 4.11, que correspondestddo en el cual la carne presenta un color no
deseable, se mantiene practicamente constantébgj@rconcentracion en todas las carnes tratadas por
API, incluso en el control, con excepcion de logids, lo que confirma que la carne mantiene uor col
aceptable. Los otros dos estados mostrados endasa§ 4.12 y 4.13, son deseables y no representan
problema alguno al estar presentes en gran coacénir La oximioglobina que es deseable para los
consumidores es mas abundante de los 15 a lo@80sii embargo, puede lograrse el incremento de su
presencia al exponerse al aire 15 minutos antssl denta siempre y cuando se mantengan los niveles

de metamioglobina bajos y los de mioglobina altos.

0ol 77" T7-

0.6 -

Control
05

03}
324 MPa
027

Metamioglobina (g/g pigmento)

0.1 -1

0.0 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

Figura 4.11. Variacion de la concentracion de matglobina en carnes sin tratamiento y tratadas por
APH.
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Figura 4.12. Variaciéon de la concentracion de nabigla en carnes sin tratamiento y tratadas por APH.
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Figura 4.13. Variacion de la concentracion de oagiubina en carnes sin tratamiento y tratadas por
APH.

4.8. Propiedades mecanicas

La Figura 4.14 muestra una curva caracteristicéadaueba de terneza hecha con la celda Warner
Bratzler (WB). La fuerza de corte estd dada pomékimo en la curva. La Figura 4.15 muestra el
comportamiento tipico observado durante la pruebardlisis de perfil de textura. La terneza o faerz
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de corte y las propiedades mecanicas determinagadiadel andlisis de perfil de textura se muastr

en la Tabla 4.5.

La dureza es la propiedad mecanica mas importantgug determina la calidad de la carne. Aunque
aparentemente la dureza disminuyé después de tratemto la carne por API, el analisis estadistico
muestra que no hay diferencia significativa (p 650 .entre los controles y las carnes tratadas [Bir A
La disminucion de la dureza en estas Ultimas coad@acon la de los controles esta relacionada con la
modificacion de las miofibrillas del musculo (Juetgal. (2000b). Con base en esto es posible afirmar
gue nuestros resultados de las pruebas mecéanicagvetan diferencias en la estructura de la
miofibrilla. Sin embargo, existe la posibilidad dee las técnicas WB y TPA no sean suficientemente
sensibles para detectar estas posibles modificagien la estructura de la carne, en cuyo casoidendr

que recurrirse a una técnica como la microscopia @eaminar este aspecto.

10 T T T T T T T T T T T T T T T T T

Fuerza (N)

(o = L TR NN W (NN TR T TR [T TR N S N
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.10

Tiempo (minutos)

Figura 4.14. Curva obtenida con la celda WB.

78



50 T v 1T T 1 T T T T [ T T T T [ T T

40 |-

Fuerza (N)
w
o
T

N
o
T

10 -

0.00 0.05 0.10 0.15
Tiempo (minutos)

Figura 4.15. Curva tipica de TPA.

En relacion con las otras propiedades mecénicagradas en la Tabla 4.3 tampoco existe diferencia
significativa (p > 0.05) entre los controles y fagestras tratadas por API. Por ello, se puede goncl
gue a estas presiones no existen cambios en lpegadles mecanicas de la carne. No obstante, durant
el almacenamiento se observo cierta fluctuaciosigwificativa y se logré estabilidad por un periai#o
almacenamiento de 45 dias.

La adhesion es otro atributo que pudiera llegarela importante ya que una carne adhesiva es
desagradable para los consumidores. Sin embargse wbservé adhesion en ninguna de las muestras

aun a los 45 dias de almacenamiento. La elasticidaginuyo pero se recupero en el almacenamiento.

4.9. Costo de la API

En la Figura 4.16 se muestra el diagrama del eqdpalta presion. Para funcionar requiere un
suministro de aire con una presion de 0.86 MPeydh se alcanza mediante un compresor que tiene una
potencia de 5 hp. El aire comprimido es filtradoapavitar que pasen gotas de aceite y particulas
contenidas en el aire. Una vez filtrado accionavi@sulas neumaticas 1 y 2 necesarias y pone en
marcha a la bomba de baja y de alta presion. Bstealsolo opera cuando la presion deseada deastro d

la camara es superior a 270 MPa. Por otro ladonegeatra la entrada de agua la cual también es
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filtrada y pasa por las bombas para lograr la pregéquerida en la cdmara que contiene el alim&nto

tratar.
Tabla 4.5. Terneza WB y propiedades mecénicas Pgathe sin tratamiento y tratada por API.
WB TPA
0 dias
Muestra | Terneza (N Dureza (N Elasticidad CohesiérMasticacion
Control 13.8+43 | 373+151% | 04+0.f | 0.2+0.f 3.6+2.7
310 MPa 85+1% | 200+20.4 | 0.3+0.2 | 0.3+0.3 1.2+1.2
324 MPa 12.3+0%5 | 26.2+280 | 0.3+0.2 | 0.3+0.2 1.3+0.9
345 MPa 11.9+3% | 306+11.8 | 0.3+0.f | 0.1+0.0 0.8+0.6
15 dias
Control 9.00+2b | 990+03 | 04+006" | 023+0.f | 1.0+0.2
310MPa | 11.8+1% | 164+29 | 04+00 | 037201 | 27+08
324 MPa 13.9+3% | 760+0.7 | 04+00 | 0.30+0.F | 09+0.3
345MPa | 12.1+1%9| 510+15 | 04+006 | 037+0.f | 08+04
30 dias
Control 11.8+1%7 | 79+1.9 04+0f | 02=+0.1f 05+0.3
310 MPa 135+13 | 21.0+2.7 0.4+0.6 0.2+0.f 1.1+0.2
324 MPa 10.9+1%8| 650+22 | 0.4+0.0 | 0.3x0.f 0.9+0.5
345 MPa 11.4+3% | 21.3+19.9 | 0.3+0.2 0.3+0.2 1.1+0.9
45 dias
Control 850+1% | 11.8+8.0 | 03+0f | 0.1x0.f 0.3+0.3
310 MPa 135+10| 158+406 | 04+00 | 03+02 | 20125
324MPa | 12.0+2% | 240+132 | 04+0.0 | 0.3+0.f 34+12
345MPa | 9.80+1% | 11.1+12.8 | 0.3+0.2 | 0.3zx0.f 0.4+0.3

acDjstintas letras indican que existe diferenciadisticamente significativa entre las muestras,Qp05. Los resultados son un promedio de tres splic
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Figura 4.16. Diagrama del equipo de alta presidnostatica EImhurst Systems Engineering.

Con el propésito de estimar el costo de la APlige &l calculo de energia para 345 MPa. Los equipos
gue requieren energia son el compresor y las borStatomaron los tiempos durante los cuales para
calcular el consumo de energia aproximado. Lospienfueron medidos durante la operacion del
equipo de alta presion. La potencia del compresde yas bombas de baja y alta presion son las
indicadas por los fabricantes de estos equipo3.abda 4.6 muestra los tiempos y las potencias ts es

equipos para calcular su gasto energético.

Tabla 4.6. Tiempo y potencia de los accesoriosrdera compresion a 345 MPa.
Compresor de aire (g i Bombas de baja y alta presion

5 hp (3.73 kW) 2.2 hp (1.64 kW)
240 s (0.066 h) 63 s (0.018 h)
96 s (0.026 h) ] 14 s (0.004 h)
0.34 kWh 0.05 kWh

Ademas se tomaron en cuenta las tarifas de la @nfiederal de Electricidad considerando:
Tipos de tarifas:
Doméstico de alto consumo

Negocios y empresas
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Temporadas:
Verano
General
Tipos de consumo:
Bésico — 0.703 $/kW-h
Intermedio — 1.169 $/kW-h
Excedente — 2.473 $/kW-h
El costo por compresién en cada ciclo considerdifog de filete de res es:
Cada ciclo = 0.39 kW-h
Costo mas elevado por kW-h = $2.473
Por cada 150 g se tiene un gasto de $ 0.96
Cada kg cuesta $6.40 més de su precio al menudelacemercio

Si el precio del filete es de $120.00/kg su costiesde 126.40/kg, considerando la tarifa méas alta.

Costo final = Incremento entre 1.3 a 2.16%
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CONCLUSIONES

Las presiones aplicadas a la carne de bovino digmion las poblaciones de patégenos sin llegar a la
inocuidad y mantiene las poblaciones alteradorasni®oorganismos retardando la formacién de
compuestos volatiles responsables del deteriormaCapnsecuencia se alargo la vida util sin cambios
significativos en el color y en las propiedades &néxas. En general, se obtuvieron buenos resultados
con las presiones de 310 y 324 MPa, pero el tratsimia 345 MPa durante 1 minuto a temperatura
ambiente mostro los mejores resultados para undia@on inicial de la carne tratada. Estos resulsado
son alentadores ya que muestran que el tratamilenta carne fresca por API tiene efectos benéficos
para la conservacién de este alimento, con altor valtritivo y sumamente perecedero a un costo
accesible. El tratamiento por APl en combinacion ebempacado al vacio y el almacenamiento en
refrigeracion permitid conservar la carne hasta 4®rdias manteniendo su calidad sin adicion de
conservadores quimicos. La carne tratada por ARdeuser utilizada para el consumo directo,
almacenada como materia prima al menos durantéaéSadtes de su transformacion en algin producto
carnico o incluso destinarla para exportacion siemp cuando se mantengan las condiciones de
almacenamiento usadas en este estudio. Esta ga@sth sirve como base para la realizacion de otros
proyectos en los cuales se pueden obtener embutifiaando presiones mas elevadas en los cuales el

color rosa sea deseable y dure mas tiempo durbal@a&cenamiento del producto.
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ANEXO A

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-034-SSA1-1993
BIENES Y SERVICIOS. PRODUCTOS DE LA CARNE. CARNE MDA Y CARNE MOLIDA
MOLDEADA. ENVASADAS. ESPECIFICACIONES SANITARIAS.
Al margen un sello con el Escudo Nacional, que:distados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.
JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Cont®&nitario de Bienes y Servicios, por
acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normali@a de Regulacién y Fomento Sanitario, con
fundamento en los articulos 39 de la Ley Organeckadddministracién Publica Federal; 38, fraccign |
47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normali@acBo. fraccion IV y 13 fraccion | del Reglamento
Interior de la Secretaria de Salud.
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Direccion General de Control Sanitario de Bien&egvicios
Laboratorio Nacional de Salud Publica
SECRETARIA DE AGRICULTURA Y RECURSOS HIDRAULICOS
Direccion General de Desarrollo Pecuario
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8. MUESTREO

9. METODOS DE PRUEBA

10. ETIQUETADO

11. ENVASE Y EMBALAJE

12. CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES

13. BIBLIOGRAFIA

14. OBSERVANCIA DE LA NORMA

15. VIGENCIA

0. Introduccion

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, lasremdeades causadas por alimentos contaminados son

uno de los problemas de salud méas extendidos emiedlo contemporaneo, siendo la mayoria de estas

enfermedades causadas por alimentos contaminadesig@organismos; segun los ultimos informes,

las enfermedades provocadas por alimentos tiengemmantar. En nuestro pais, en el afio de 1990 se

reportaron 28121 casos de enfermedades intestini@ézs que un alto porcentaje esta provocadelpor

consumo de alimentos contaminados. Los productgestaoble esta Norma, por su versatilidad, son

ampliamente consumidos por nuestra poblacion, @auue elaborar una norma que regule la calidad

sanitaria de éstos permitira proteger la saluddemero importante de consumidores.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece las eBpa&ciones sanitarias de la carne molida envagada
la carne molida moldeada envasada.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observantibgatoria en el territorio nacional para las
personas fisicas o morales que se dedican a sesorodmportacion.

2. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-004-ZO0-1993. Control de residuos toxicos emeagrasa higado y riidon de bovinos, equinos y

cerdos.

NOM-051-SCFI-1994. Especificaciones generales idgietado para alimentos y bebidas no alcohdlicas

preenvasados.

NOM-087-SSA1-1994. Aves frescas refrigeradas y etatps. Enteras y troceadas envasadas.

Especificaciones sanitarias. *

NOM-092-SSA1-1994. Método para la cuenta de bagererobias en placa.*
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NOM-114-SSA1-1994. Método para la determinacioisdinonella en alimentos.*
NOM-115-SSA1-1994. Método para la determinaciéistighylococcus aureus en alimentos.*
NOM-120-SSA1-1994. Buenas practicas de higienenidad para bienes y servicios. *

3. Definiciones

Para fines de esta Norma se entiende por:

3.1 Aditivos para alimentos, aquellas sustanci@ssguadicionan directamente a los alimentos y bsbid
durante su elaboracién para proporcionar o intieasifaroma, color, sabor, para mejorar su
estabilidad o para su conservacion.

3.2 Buenas practicas de fabricacion, conjunto dmas y actividades relacionadas entre si, destinada
garantizar que los productos tengan y mantengagsfascificaciones requeridas para su uso.

3.3 Carne molida envasada, al producto obtenida darne fresca de animales de los géneros Baos, Sui
Ovis, Gallus, procedente de rastros que cumplariacestablecido en el Reglamento, que es cortada
y pasada por un molino o picadora, envasada \ges&da o congelada para su venta al publico.

3.4 Carne molida moldeada envasada, al producemilat de la carne fresca de animales de los géneros
Bos, Suis, Ovis, Gallus, procedente de rastroscqu®lan con lo establecido en el Reglamento, que
es cortada y pasada por un molino o picadora,@didia de otros ingredientes, moldeada, envasada
y conservada para su venta al publico.

3.5 Congelacion, método de conservacion fisicosguefectia por medio de equipo especial para lograr
una reduccion de temperatura de los productosmbgesta Norma en su centro térmico a maximo -
18°C (255 K), reduciendo los cambios enzimaticaggrobioldgicos.

3.6 Envase o empaque, todo recipiente destinadmtareer un producto y que entra en contacto con el
mismo, conservando su integridad fisica, quimisanitaria. Se considera envase secundario, aquel
que contiene al primero. Ocasionalmente agrupgioductos envasados con el fin de facilitar su
manejo.

3.7 Etiqueta, todo rétulo, marbete, inscripcionagan u otra forma descriptiva y gréfica, ya seaagie
impreso, marcado, grabado, en relieve, hueco, cabailo adherido al empaque o envase del
producto.

3.8 Fecha de caducidad, fecha limite en que sedsyasgue un producto envasado, almacenado en las
condiciones sugeridas por el fabricante, redudera las caracteristicas sanitarias que debeirreun

para su consumo. Después de esta fecha, no deleectalimarse ni consumirse.
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3.9 Limite maximo, concentracion permitida de &0, microorganismos, parasitos, materia extrafa,
plaguicidas, biotoxinas, residuos de medicamentedales pesados y metaloides en un alimento,
bebida o materia prima.

3.10 Lote, cantidad de unidades de un productmeddib en un solo proceso con el equipo y sustancias
requeridas, en un mismo lapso para garantizar sw@eneidad. Por lo tanto, no puede ser mayor
que la capacidad del equipo ni integrarse condgatinechas en varios periodos.

3.11 Materia extrafia, aquella sustancia, resteak@sorganico o no que se presenta en el prodaato s
por contaminacion o por manejo poco higiénico dislnm durante su elaboracion, considerandose
entre otros: excretas y pelos de cualquier espé@igmentos de hueso e insectos, que resultan
perjudiciales para la salud.

* Proyecto en proceso de expedicion como Normai@fidexicana

3.12 Métodos de prueba, los procedimientos anaditidilizados en el laboratorio para comprobar que
un producto satisface las especificaciones quélestla Norma.

3.13 Moldeado, accion por medio de la cual seldacarne una forma definida.

3.14 Refrigeracion, método de conservacion fismogb cual se mantiene el producto a una temperatur
de 4°C (277 K).

4. Simbolos y abreviaturas

4.1 Cuando en esta Norma se haga referencia gylosrges simbolos y abreviaturas, se entiende:

UFC unidades formadoras de colonias
BPF buenas practicas de fabricacion
N2 nitrogeno

pH potencial de hidrégeno

g gramos

rpm  revoluciones por minuto
mi mililitros

Y volumen

mg  miligramos

°C grados Celsius

K grados Kelvin

/ por
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Cuando en la presente Norma se mencione al Reglajtibe entenderse que se trata del Reglamento

de la Ley General de Salud en Materia de Contmoit&ao de Actividades, Establecimientos, Productos

y Servicios.

5. Clasificacion

Los productos objeto de esta Norma, por su prosestasifican en:

5.1 Carne molida envasada

5.2 Carne molida moldeada envasada

6. Disposiciones sanitarias

Los productos objeto de esta Norma, ademas de sucapl lo establecido en el Reglamento, deben
ajustarse a las siguientes disposiciones:

6.1 Conservarse en refrigeracion; en el caso dartee molida moldeada se permite la congelacion.

6.2 No rebasar los limites de contaminantes estdole en la Norma Oficial Mexicana sefialada en el
apartado de referencias.

6.3 No presentar alguna de las siguientes anoraugd

Olor, color o sabor anormal

Zonas necroticas

Adhesividad

Quemaduras por congelacion.

7. Especificaciones sanitarias

Los productos objeto de este ordenamiento debeplowun las siguientes especificaciones:

7.1 Fisicoquimicas

LIMITE MAXIMO

N2 amoniacal 20 mg/100 g de muestra

pH 6,5a6,8

7.2 Microbiolbgicas

LIMITE MAXIMO

Mesofilicos aerobios 5 000 000 UFC/g

Salmonella spp Ausente en 30 g de muestra

Staphylococcus aureus 1 000 UFC/g

7.3 Los ingredientes y aditivos para alimentos |i@&tos para carne molida moldeada son:

LIMITE MAXIMO
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Sal yodatada BPF

Especias BPF

Proteina de soya 2,0%

Leche entera o descremada 3,5%

Harina de soya 3,5%

Harina de cereales, féculas, almidones solos olat 10,0%

7.4 Materia extrafio

Los productos objeto de esta Norma deben estataxda materia extrafa.

8. Muestreo

El procedimiento de muestreo de los productos olgjetesta Norma debe sujetarse a lo que estahlece |

Ley General de Salud.

9. Métodos de prueba

Para la verificacion de las especificaciones fgigmicas y microbiolégicas que se establecen en est

Norma se deben aplicar los métodos de prueba quad®an en el apartado de referencias. Para la

determinacion del potencial de hidrégeno y delog#éno amoniacal deben aplicarse los métodos

descritos en los Apéndices Normativos de la NOM-88A1-1994. Aves frescas, refrigeradas y

congeladas. Enteras y troceadas envasadas. Espeoifies sanitarias.

10. Etiquetado

La etiqueta de los productos objeto de esta Nowwamas de cumplir con lo establecido en el

Reglamento y la Norma Oficial Mexicana correspontdiedebe sujetarse a lo siguiente:

10.1 Refrigerados: Incluir las leyendas: "Consésvers refrigeracion”, "Este producto debe consumirse
bien cocinado" y la fecha de caducidad, indicaridoydnes.

10.2 Congelados: Para la carne molida moldeadaiiiak leyendas: "Consérvese en congelacion a una
temperatura maxima de -18°C" y "Una vez desconggelad debe volver a congelarse" y "Este
producto debe consumirse bien cocinado”.

11. Envase y embalaje

11.1 Envase

Los productos objeto de esta Norma se deben engasggcipientes de tipo sanitario elaborados con

materiales inocuos y resistentes a las distintgsastdel proceso, de tal manera que no reacciamesl c

producto o alteren sus caracteristicas fisicaspigas y organolépticas.

Asimismo, éstos deben estar envasados de maneeh ppoelucto sea visible para el consumidor.
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11.2 Embalaje

Se deben usar envolturas de material resistent®fgezecan la proteccion adecuada a los envases para
impedir su deterioro exterior, a la vez que fagilisu manipulacién, almacenamiento y distribucion.

12. Concordancia con normas internacionales

Esta Norma no tiene concordancia con normas irtemnales.
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14. Observancia de la Norma

La vigilancia en el cumplimiento de la presentearcorresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigon su caracter obligatorio, a los treinta dias

siguientes a partir de su publicacion en el Di@fiwial de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 29 de noviembre de 1994.- El DwedBeneral de Control Sanitario de Bienes y

Servicios, José Meljem Moctezuma.- Rubrica.
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ANEXO B

ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE MIOGLOBINA,
OXIMIOGLOBINA Y METAMIOGLOBINA POR EL METODO DE TAN
AL. (2004)

La reflexion de la luz sobre la superficie se comgpor dos términos:
A — A
AF=A, +A?
donde:
A*, reflexion de la luz

A, fraccion de luz refractada por los elementosiesitrales de la carne
N . . : N

A, fraccion de luz absorbida por los pigmentos prieseen el tejido

Esta ecuacion es sustituida por:

A}\ :A73O+A}F;

A}, se expresa comd; = e" [¢[d
Donde:
e", es el coeficiente de absorcion molren nm
c, es la concentracion molar de pigmentos
d, es la longitud de onda en la capa superficial
Para la mezcla de los tres derivados de la miogéobi
€" =X [& myo + Y [ met + Z[&"ox
Entonces: x+y+z=1
A 525 nm que es el punto isoshéstico y los tremdesttienen el mismo valor.
AFB)57 :A557 _A73O
A 572 nm la mioglobina y oximioglobina tienen elsmio valor.
e = e, Ml-y)+ el

Para calcular y, la fraccion total de metamioglabionsidera la proporcion:

G, ET
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El radio de dos absorbancias:

582 582
—_ emyo ml_ y) + emet
557

€
Después se calcula y:
y =1[395-4a,
Donde:
A 582 _ 7 730
a = A 557 — A 730
Por analogia a 473 nm:
A 503 _ A 730
= A 557 — A 730

met=0x

A503 _ e503 ml_ X) + e503

myo

X

a = A557 - ess7
x = 21375[(1-a,)

Finalmente
Z=1-(x+Yy)

100



ANEXO C

ISEC

research

Industrial & Engineering Chemistry Research

pubs.acs.org/IECR

Effect of High Hydrostatic Pressure Treatment on the Preservation of

Beef Meat
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Ciudad Universitaria, D.F., 04510, México

ABSTRACT: The effect of high hydrostatic pressure was investigated to determine the best treatment conditions to preserve beef
meat. The meat was pressurized from 172 to 620 MPa for 1— 5 min at 25 = 2 °C. Intensive color degradation occurred above 345 MPa.
No significant reduction in aerobic mesophilic count was observed below 310 MPa. Therefore, 310, 324, and 345 MPa were applied to
the meat for 1 min. The pH, water-holding capacity, total volatile bases, CFU/g, color, texture, and tenderness of pressurized and
unpressurized meats were assessed for 42 days, while meat was stored at 4 °C. Data showed that pressure treatment produced good
results. The color, texture, and tendemess of treated and untreated meats were not statistically different (p > 0.05). High hydrostatic
pressure preserved meat over a longer time period and is a promising technology for extending the shelf life of raw meat.

1. INTRODUCTION

High hydrostatic pressure (HHP) processing is an innovative
technology for food preservation because it inactivates patho-
genic and spoilage microorganisms and enzymes with minimal
effects on quality attributes, such as color, flavor, nutritional
value, and sensory properties.'  This technique also has the
advantages of being easier to understand and accepted by
consumers.” The commercial opportunities and challenges asso-
ciated with the high-, -pressure processing of foods have been
comprehensively reviewed.*® Currently, HHP has commercial
applications in the processing of meat, fruit, vcgutables, and dairy
products as well as fish and other seafood.*

Studies on the effects of high pressure on meat and meat
products that were conducted during the past century have been
thoroughly reviewed.® However, many aspects remain to be
mve:,tlgated and mtenswe research on microbiological,” "’
physncal chemical,"? sensory,'* structural,’ 'S and mechanical'®
factors are currently ongoing and particularly involve meat
products.

Fresh beef meat is a perishable food that is highly susceptible
to microbial contamination before packaging. Although high
hydrostatic pressure has been shown to be effective for preser-
ving a wide range of food products, its etfectiveness in fresh foods,
such as meat, needs to be examined. High hydrostatic pressure
can modify the mechanical propemeb of meat due to changes in
the physical structure of its proteins.® In addition, this technique
can affect the charactenst:c color of fresh meat due to changes in
the state of myoglobm !5 Therefore, the best treatment condi-
tions to improve and extend the shelf life of meat need to be
determined.

The goal of this work was to determine the best HHP

treatment conditions that facilitate the preservation of fresh beef

over longer periods of time compared to untreated meat. We
aimed to obtain stable, safe, and high-quality food according to
physicochemical and mlcroblolegmal indicators stipulated by
official sanitary standards.'”

v ACS Publications 2011 American Chemical society

2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1. Raw Material. Post rigor bovine meat from Psoas major
muscle was used. Portions of the muscle were obtained directly
from the butchering meat area of a local supermarket near our
laboratory in Mexico City. Meat portions were selected and
obtained directly from a fresh refrigerated carcass. Packaged meat
for retail sale was never used. Meat was obtained on the same day
as the pressurization trials.

2.2. High-Pressure Treatment. Meat was vacuum packaged
in polyethylene bags prior to each high-pressure experiment.
Samples were given only one treatment at each pressure-time
combination. Initially, meat was pressurized at 172, 241, 310,
324, 345, 482, and 620 MPa for 1, 3, and 5 min to determine the
optimal pressure-time combination. The selection criteria con-
sisted of a lack of undesirable color changes and a decrease in
aerobic mesophilic count. Unpressurized samples were used as
controls. Meat was pressurized at room temperature (25 £ 2 °C)
in a high-pressure laboratory unit (Elmhurst Systems Engineer-
ing, Albany, USA) consisting of a 500-mL stainless steel chamber
with a thermocouple for temperature measurements. The pres-
sure-time combinations that satisfied the selection criteria were
310, 324, and 345 MPa. Pressures lower than 310 MPa did not
change the red color of the treated meat (Figure 1) compared
with untreated meat but also did not decrease the microbial
population. Pressures higher than 345 MPa and exposure times
greater than 1 min changed the characteristic red color of fresh
meat (Figure 1) but decreased the aerobic mesophilic count. The
maximum temperature rise, i.e. for 345 MPa, was 7 °C. On the
other hand, the pressure build up from ambient to 310, 324, and
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Figure 1. Color of fresh beef meat before (left column) and after (right
column) HHP treatment for 1 min at 172 MPa (a), 310 MPa (b),
482 MPa (c), and 620 MPa (d) and an initial temperature of 25 £ 2 °C.

345 MPawas 16.5, 19.9, and 20.1 s, respectively. We also assessed
the physicochemical and microbiological characteristics of meat
that was pressurized at the selected pressures. The assessed
characteristics were monitored over periods of forty-two days
and were compared to unpressurized controls. Pressurized and
unpressurized meat samples were stored at 4 & 1 °C (Torrey
Refrigerator, Mexico ), and specimens were removed for analyses.

2.3. Physicochemical Tests. 2.3.1. pH. Ten grams of meat
were suspended in 100 mL of distilled water, minced completely in a
blender, and filtered through a cheese cloth to remove the
connective tissue. The pH of the filtrate was measured at 20 °C
with a previously calibrated pH meter (Orion, model 4204, USA). e

2.3.2. Water-Holding Capacity (WHC). Five grams of com-
minuted meat was placed in a centrifuge tube, and 8 mL of a
0.6 M NaCl solution was added. The mixture was stirred with
a glass rod for one minute and placed in an ice bath for 30 min.
The tube was centrifuged (Hermle/Labnet Z 200 A, Germany)
at 6000 rpm for 15 min. The supernatant was decanted in a
graduated glass cylinder, and the volume was measured. The
retained volume was the difference between the initial volume in
the centrifuge tube and the supernatant volume.'*

2.3.3. Total Volatile Bases (TVBs). The total volatile bases were
extracted using steam-distillation. Ten grams of meat was placed
in a 125 mL flask to which 100 mL of distilled water and 2 g of
magnesium carbonate (99% pure, Sigma-Aldrich, Mexica) were
added. Fifty milliliters of extract was collected in a 125 mL flask
containing 25 mL of a 4% boric acid (99% pure, Sigma-Aldrich,
Mexico) solution and methyl red (analytical grade, Sigma-
Aldrich) indicator. This volume was titrated with 0.1 N hydro-
chloric acid. The TVBs, expressed in mg nitrogen/100 g, were
calculated using eq i

TVB — Mpn-AV-100 (1)

m

where My is the molecular weight of nitrogen, AV is the volume
difference (mL) between the sample and blank titration, and m is
the sample mass in grams. According to the sanitary specifica-
tions of the official standard,'” the maximum TVB value is 20 mg
nitrogen per 100 g of sample.

2.4. Microbiological Tests. Bacteriological agar (Difco/Plate
Count Agar) preparation for counting the colony-forming units
(CFEU) on Petri dishes (8 cm in diameter) and a 0.1% peptone
(Bacto/Enzymatic Digest of protein) solution for dilutions were
autoclaved (Presto, Mexico) at 120 °C for 15 min. Twenty-five
grams of meat was added to 225 mL of peptone solution in a
stomacher bag and homogenized (Homogenizer-Stomacher,
400 circulator Seward, ICTSL, Mexico) for 90 s at high intensity.
Further decimal dilutions were made in the same solution and
inoculated on agar plates. The plates were incubated at 37 °C for
24 h and aerobic mesophilic bacteria were counted and expressed
as CFU/g.

2.5. Instrumental Color. Color measurements were per-
formed through the packaging film at room temperature (= 25 +
2 °C) in a spectrophotometer (Minolta CM — 3600d, Japan).
Meat is an opaque object; therefore, color was assessed as the
percentage of reflectance with sunlight or daylight incidence Dy
on the meat sample. Color attributes are expressed using the CIE
L* a* b* system. Before each measurement, the spectrophot-
ometer was calibrated with a black metallic plate and a white
ceramic plate provided by the manufacturer. The calibration and
test conditions were as follows: number of shots or tlashes = 1,
standard = nil, UV energy = included, mirror component =
excluded, lens or vision area = small, detector = 10% and
maximum wavelength = 720 nm.

2.6. Mechanical Properties. 2.6.1. Texture Profile Analysis
(TPA). This test consists of two compression cycles at a given
speed from which hardness, fracturability, adhesiveness, cohe-
siveness, springiness, chewiness, gumminess, and resilience can
be determined. The definition of each property has been pre-
viously described.'* Meat cubes of 1 cm were compressed using
two cycles at a speed of 120 mm/s with a stainless steel cylindrical
probe (3 cm in diameter). Compression was perpendicular to the
fiber direction up to 50% of the original height and was con-
ducted in a mechanical testing machine (Sintech 1/S, MTS,
USA) with a load cell of 100 N. Figure 2 shows a typical TPA
signal for beef meat.

2.6.2. Tenderness. Meat tenderness is related to the ease of
cutting and chewing before swallowing and represents the
mechanical resistance of the muscle.”” This trait determines
the commercial value of the meat.** The force required to cut
fresh meat is lower than for cooked meat, but less time is required
for the cutting of cooked meat.>* Figure 3 shows a characteristic
Warner-Bratzler curve with tenderness given by the maximum
force. Tenderness was determined using a Warner-Bratzler cell
(1.016 mm thick) with a 60° V-shaped blade with a beveled rim
and a flat plate with a 2.032 mm gap for blade passage. The blade
speed was 240 mm/min. Cylindrical meat samples of 1.27 ¢cm in
diameter and 2.5 cm long were examined with fibers perpendi-
cular to the cutting blade.

2.7. Statistical Analysis. Physicochemical measurements
were performed in triplicate and five repetitions were performed
to determine the mechanical properties of the meat. Statistical
analysis was conducted on a random design using SPSS 10.0 for
Windows. A one-way analysis of variance (ANOVA) was used to
determine the least significant differences to a level of confidence
of 95% between samples before and after high-pressure treatment
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Figure 2. Typical TPA signal for beef meat.
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Figure 3. Typical signal for tenderness determination with the Warner—
Bratzler cell.

and for measurements for a given treatment. Tables and figures
show the standard deviation.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Physicochemical Tests. 3.7.7. pH. Table 1 shows the
variation of pH with storage time at 4 °C for HHP-treated meat
and the corresponding control. Initially (¢t = 0), the pH of the
pressurized meat increased compared to the control, regardless
of the applied pressures. The pH increased by 0.13 to 0.29 in the
range of 310 to 345 MPa. This small but significant increase can
be attributed to burying of the acidic groups of the amino acids as
proteins unfolded during the pressure treatment. This behavior
has been reported for postrigor Longissimus dorsi beef treated at
20 °C in the range of 200 to 800 MPa.>® However, the change in

Table 1. Effect of HHP on pH of Beef Meat at Different
Storage Times at 4 °C™"

time (days) control 310 MPa 324 MPa 345 MPa
0 540 £ 003" 560 + 025 560+ 008" S44 +0.10°
 / 543 £ 052" 559+ 020" 550+ 036" 553 + 045"
14 520 £ 049" 546 £023° 518+ 0.10" 542+ 057
21 523028 519+ 010" 510 £022" 518+ 029"
28 569 £ 054 827+ 008" 576 £ 0.69° 580+ 0.60°
35 5.80 + 060" 5.62 + 045" 609 + 006" 5194 0.11
42 541+ 033" 5744 034" 534 £0.14° 583 + 049"

5934

“Different letters mean significant differences (p < 0.05) between
samples. " Different letters mean significant differences (p < 0.05)
between samples.

50 T T T T T LI § T

Control
— - 310 MPa
—-—:= 324 MPa

Water holding capacity (mL/100 g)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Time (days)

Figure 4. Variation with storage time at 4 °C of WHC for pressurized
and unpressurized beef meat.

pH with pressure does not follow a defined pattern. The decrease
in pH during the first 14 to 21 days can be attributed to the
activity of lactic bacteria, whereas the subsequent increase in pH
can be explained by the formation of amine products from
protein degradation as confirmed by the increase in TVB
(Figure S). In general, the pH value for cuts treated at the
different pressures were within the limits of normal quality meat.

3.1.2. WHC. As shown in Figure 4, the water-holding capacity
did not exhibit significant differences (p > 0.05) between the
pressurized and unpressurized meat. However, large variations
were observed during storage at 4 °C, complicating the determi-
nation of the best treatment conditions. No data on the effect of
HHP on WHC in beef meat have been reported. However, the
drip loss (i.e., the exudate forced out by centrifugation of thawed
samples) of raw, frozen, pressurized-frozen, and pressurized-
unfrozen porcine Longissinius dorsi and bovine semitendinosus
muscles has been reported.”® The drip loss was not significantly
different between raw, frozen and thawed and pressurized-
unfrozen meat but differed in comparison to pressurized-frozen
and thawed meat. Meat samples treated at 345 MPa had the
greatest WHC in the third week (21 days) of storage. The control
meat and meats treated at 324 and 345 MPa exhibited the same

dx.doiorg/10,1021/1e200930a |ind, Eng. Chem. Res. 2012, 51, 5932-5938
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Figure 5. Variation with storage time at 4 °C of TVB for pressurized
and unpressurized beef meat.
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Figure 6. Variation with storage time at 4 °C of mesophilic aerobic
microorganisms for pressurized and unpressurized beef meat.

trend. The WHC is an important characteristic as it affects meat
juiciness and therefore influences consumer acceptance. Conse-
quently, it is important to verify whether high-pressure treatment
affects the water retention. The WHC is related to the hydro-
philic nature of proteins; more interaction with water is expected
when hydrophilic sites are in contact with the solvent, Our meat
samples were not frozen, so thawing had no influence on our
experiments.

Pressures higher than 345 MPa resulted not only in undesir-
able color change but also in liquid exudation, as shown in
Figure 1 (c) and (d). These results indicate that the hydrophilic
sites of meat proteins were no longer interacting with the liquid

SR E S S S N ————

Control
—— 310MPa| ]
k ———-= 324 MPa
r_ seeeesnes 345 MPa J
‘ 1

50

L* (lightness)

35 L | .
0 10 20 30 40

Time (days)

Figure 7. Variation with storage time at 4 °C of L* (lightness) for
pressurized and unpressurized beef meat.
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Figure 8. Variation with storage time at 4 °C of a* (intensity of red) for
pressurized and unpressurized beef meat.

medium,; therefore, the hydrophobic sites were exposed probably
due to protein denaturation, Figure 4 shows that the hydrophilic—
hydrophobic balance of meat samples changed during storage
but was not significantly affected by pressure within the range
tested. The decrease in WHC during cold storage after high-
pressure treatment was associated with a decrease in pH shown
over the same periods of time (Table 1). Both the WHC and pH
were correlated with microbial and enzyme activity. Ammonia
production and amino sugar complex formation increase the pH
and WHC;"” therefore, increases in WHC can be attributed to
the production of these compounds, which can be confirmed by
increased TVB.

5935 dx.doi.org/10.1021/1e200930a |Ind. Eng. Chem. Res. 2012, 51, 5932-5938
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Table 2. Warner-Bratzler Tenderness and Mechanical Properties at Different Pressures and Storage Times

Warner-Bratzler TPA

sample tenderness (N) hardness (N) peak force 2nd cycle (N) chewing work (J)
0 Days

control 129 + 0.380" 20.6 £ 21.0¢ 4.34 + 2.80" 0.52 + 0.36"

310 MPa 6.88 + 0.860" 16.7 4 5.04" 12.0 + 4.04° 0.27 £ 0.13"

324 MPa 897 + 1.87" 338+ 22.0¢ 227 £ 158" 047 + 033"

345 MPa 119 + 1.36" 489 + 23.1¢ 33.7 + 146" 094 £+ 0.61°
7 Days

control 15.0 £ 2.93" 282+ 122° 12.7 + 9.16" 0.44 + 023"

310 MPa 10.8 + 234 36.3 + 10.6™ 27.0 £ 8.69™ 047 £ 0.16*

324 MPa 9.23 + 2.79" 29.1 £ 11.6" 220 £+ 794" 0.38 £ 0.15"

345 MPa 9.88 + 1.97" 510+ 11.8" 33.6 + 143" 0.73 + 0.19"
14 Days

control 823 + 1.31° 413 + 5.50° 16.3 + 14.5¢ 0.76 + 0.08"

310 MPa 136 + 411% 9.30 + 3.83" 7.32 & 3.08" 0.12 % 0.06"

324 MPa 14.1 + 4.10% 41.4 £ 9.54° 297 + 694" 0.70 £ 0.20"

345 MPa 158 + 1.96" 27.8 + 13.80" 15.7 £ 694" 0.36 + 021"
21 Days

control 18.6 + 3.80“ 25.7 £ 4.12" 20.1 + 2.62" 0.38 4 0.07"

310 MPa 13.1 £ 2.45¢ 289 + 14.1° 147 + 4.76° 0.25 + 013"

324 MPa 17.7 + 2.09" 22.5 + 13.0° 17.6 & 10.7" 0.30 £ 0.17°

345 MPa 165 + 4.12° 37.5 + 13.7" 28.1 + 9.46" 0.76 + 0.63"
28 Days

control 19.1 + 7.19° 221 + 123 16.0 £ 8.50" 033+ 017"

310 MPa 139 + 2.70*" 267 + 145" 20.3 + 106" 0.36 £ 0.22°

324 MPa 13.8 + 1.76™" 342+ 156° 7.2 + 106" 0.51 £ 0.25"

345 MPa 113 £+ 1.34" 328 + 107" 18.1 + 16.7" 0.44 + 0.16"
35 Days

control 144 + 123 29.7 + 7.95" 216 £577" 0.44 + 0.10"

310 MPa 15.6 + 1.33" 417 £ 159" 300 £ 11.6" 0.65 + 0.30°

324 MPa 16.9 + 3.92¢ 370+ 119" 29.6 £ 10.9" 0.55 + 027"

345 MPa 123 4 2.39" 37241527 245 % 147 0.58 + 0.28"
42 Days

control 14.1 + 4.26"* 303 + 7.97" 228 + 658" 0.38 + 0,17

310 MPa 102 + 2.14" 49.0 + 2.69" 36.4 + 226" 0.74 + 0.10°

324 MPa 16.4 + 1.26" 282 %+ 194" 202 + 12.8° 041 + 0.28"

345 MPa 13.0 + 2.05™ 36.6 + 20.0° 117 £ 0.94° 0.70 £ 0.58"

“ Different letters mean significant difference (p > 0.05) between samples. ¥ Different letters mean significant difference (p > 0.05) between samples.

3.1.3. TVB. Figure 5 shows a continuous increase in TVBs over
a period of 42 days for pressurized and unpressurized meats
stored at 4 °C. After 12 days, the unpressurized meat samples
exceeded the upper limit allowed by the official sanitary standard
(i.e., unsuitable for consumption). Meat samples treated at 310
and 324 MPa exceeded this limit after 20 and 42 days, respec-
tively. Therefore, the best treatment was at 345 MPa, because the
TVB content of meat samples after 42 days was well below the
limit of the sanitary standard and increased at a slower rate than
the meat samples that were subjected to the other treatments.
The TVB value can be used as a quality indicator for meat.
As shown in Figure §, the continuous increase could indicate
greater bacterial populations and activity, which is consistent with
the microbial counts shown in Figure 6. The TVB level is associated

with the amino acid decarboxylase activity. The free amino acids
and related simple nitrogenous compounds utilized by bacteria
during the first day of refrigerated storage and the primary
proteins are not attacked until the supply of simpler constituents
has been exhausted. Therefore, the TVB continuously increased
and the pH increased only after 14 to 21 days, as shown in
Table 1.

3.2. Microbiological Analysis. 3.2.1. Plate Count. Unpressur-
ized meat (Figure 6) became unsuitable for consumption after a
few days in refrigeration as their CFU/g rapidly exceed the limit
of the sanitary standard: § x 10° CFU/g = 6.70 log CFU/g.
High-pressure treatment was effective in all cases for reducing
the number of CFUs/g, even after 42 days of storage. A pressure
of 345 MPa low growth during refrigerated storage. Reports on

5936 dx.cloi.org/10.1021/ie200930a |Ind. Eng. Chem. Res. 2012, 51, 5932-5938
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minced beef meat treated at 400 MPa for 10 min at 12 °C**
showed that the mesophilic aerobic bacteria populations of
unpressurized samples increased from 6.53 before storage to
6.87 log CFU/g after storage for 3 days at 4 °C, whereas the
bacterial populations of pressurized samples decreased from 3.79
to 3.50 log CFU/g. The same overall trend was observed for
Gram-negative and lactic acid bacteria. Nevertheless, the effect of
high-pressure treatment during cold storage over a similar period
of time as the one reported here was not studied.

3.3. Instrumental Color. Figure 7 shows the change in L”
(lightness) during storage at 4 °C after high-pressure treatment.
Initially (¢t = 0), all pressurized meat samples, especially at
345 MPa, exhibited darker colors compared to pressurized meat
at 310 and 324 MPa. The observed differences were in some
cases not statistically significant (p > 0.05). At 20 days of
storage, pressurized meats had similar L* than the controls, but
no significant difference was found for the three pressures
applied. After 30 days of storage, L* of the control was lower
than that of pressurized meat samples; 310 and 345 MPa had
higher lightness but were not significantly different from each
other. At 42 days of storage, only meat samples treated at 310
MPa had slightly higher L* values than the other pressurized
and unpressurized meat. Studies with minced beef meat packed
under vacuum exhibited significantly increasing L* color values
when pressures in the range of 250 to 350 MPa were applied for
10 min at 10 °C. However, the meat became pink under these
conditions.®

Figure 8 shows the change in a* (redness) with storage time.
The red color of the meat is mainly due to the heme-containing
protein myoglobin. Although myoglobin is the primary source of
meat color, the blood pigment hemoglobin can also be present in
meat muscle and can account for 20% or more of the total
pigment content.”” Changes in meat color depend largely on the
chemical state, rates, and reactivities of the two pigments. In the
presence of oxygen, there is a dynamic cycle in which oxymyo-
globin, myoglobin and metmyoglobin are constantly being
interconverted. The partial pressure of oxygen is important
because it determines the stability of the highly resonant
structure of the heme pigment and shifts the cycle to one of
the three aforementioned states. Even when the partial pressure
of oxygen is low, the dynamic cycle exists but is more susceptible
to the presence of endogenous and exogenous reducing sub-
stances.” A high a* value is associated with a high concentration
of myoglobin'” and thus is of better quality and is more accepted
by consumers. Initially (+ = 0) HHP treatment at 310 MPa
increased redness over the control. At 30 days, the unpressurized
and samples treated at 310 and 324 MPa showed signiticant
differences {p < 0.05). In contrast, samples at 345 MPa were
significantly different (p < 0.05) from the 310, 324 MPa and
untreated samples. At 42 days of storage, only the samples treated
at 310 MPa had a* red color values that were slightly higher than
the rest of the samples. In general, meat treated at 324 and 345
had the most appealing color characteristics.

3.4. Mechanical Properties. Table 2 shows the tenderness
and TPA data for the HHP-treated and unpressurized meat
samples. Hardness showed no significant differences (p > 0.05)
between the unpressurized and pressurized samples. Decreased
hardness is related to physical modification of the muscle
miofibrils.>® The rest of the texture properties were not, in
general, significantly different (p > 0.05) between the unpressur-
ized and pressure-treated meat. These properties were stable
with low variations over 42 days of storage.

4. CONCLUSIONS

The pressure levels applied to beef meat samples decreased
the microorganism population and retarded the formation of
volatile compounds responsible for spoilage, leading to a longer
shelf life without significant changes in color and mechanical
properties. In general, good results were obtained with the
pressure levels used considering the initial microbiological
spoilage of meat. These findings are encouraging as they show
that high-pressure treatment of fresh raw meat has beneficial
effects on the preservation of this important and highly perish-
able food. Pressure treatment allowed meat to be preserved for
up to 42 days. High-pressure treatments can be used advanta-
geously in combination with refrigeration to maintain the quality
of meat without the addition of chemical preservatives. The treated
meat could be used for direct consumption, could be preserved asa
raw material over long periods before processing into a particular
meat product, or could even be used for exportation.
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