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1.-Introduccién

La carne y productos carnicos son alimentos altamente perecederos y susceptibles a
contaminacion microbiana ya que tienen un alto contenido de nutrientes y vitaminas que
proporcionan un medio ideal para el crecimiento de bacterias. Al ser productos hechos a
base de carne se debe tener especial cuidado en la seleccion de materia prima,

ingredientes y estricto control en su elaboracion.

Los ingredientes que se emplean para la elaboracion de productos carnicos son diversos
y dependen tanto del tipo de producto carnico a elaborar como de las caracteristicas
sensoriales y fisicas deseadas, algunos de los ingredientes no son exclusivos del tipo de
producto a elaborar pues pueden desempefiar diversas funciones ya sean quimicas,

fisicas y/o sensoriales.

Uno de los ingredientes que desempefia dichas funciones y que ademas es agregado en
todos los productos céarnicos son las sales de cura, las cuales son elaboradas a base de

sales de nitratos y/o nitritos asi como algun otro coadyuvante.

Las sales de cura tienen un papel fundamental en los productos carnicos ya que actdan
como inhibidor de microrganismos principalmente patégenos como lo es Clostridium
botulinum teniendo influencia directa con la inocuidad de los productos; ayudan a la
formacion de hemocromoforos formando un complejo colorido rosado que al reaccionar
con algunas aminas cambia la estructura de las mismas dando paso a la formacion del

complejo colorido y ademas aportan el sabor caracteristico a los productos céarnicos.

La utilizacién de nitratos y nitritos en productos carnicos es una practica comun llevada a
cabo desde hace afios, pero en los ultimos 40 afios el uso de este aditivo se ha puesto
en duda ya que al formar hemocromos con las aminas ocasiona un efecto mutagénico en
la estructura de estas y por ende un probable dafio al ser humano, esto ultimo ha sido
hasta hoy en dia un tema de gran relevancia pero que adn no tiene un estudio
concluyente de si es causante 0 no de algun efecto adverso. (Zeilmaker et al. 2010; FAO,
2008).
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Si bien actualmente no se sabe si esta causa o0 no un efecto negativo al organismo, este
aditivo se encuentra regido por normatividades internacionales y nacionales las cuales
de manera general permiten una concentracion menor a 151 ppm aproximadamente,
dentro de esta normatividad se menciona el método de cuantificacion del analito el cual

es sencillo pero muy tardado y genera una gran cantidad de residuos.

Por ello es importante crear metodologias de alta sensibilidad, de facil manipulacion de
equipo y muestras, eficaces en reduccion de tiempos de estudio, y rapidas en su
cuantificacion; cualidades que la microfluidica ofrece, ayudado de diversas herramientas

como la creacion de microdispositivos o microchips.

Cabe mencionar que el nacimiento de esta nueva tecnologia en los ultimos afios ha tenido
una gran relevancia por la diversidad de usos que se les pueden dar al tener una
aplicacién quimica, (funcionar como reactores) biolégica (en modelos celulares) y de

disefio (actuando como prototipos).

La implementacion de microdispositivos es una excelente alternativa para la quimica
verde ya que la generacion de residuos, cantidad de reactivos y muestra son minimos al

compararse con las metodologias habituales.

Como se mencion6 con anterioridad los nitritos en los productos carnicos son un
parametro de calidad, por ello la cuantificacidon de este analito es importante. En este
estudio se propone una metodologia para la cuantificacion del mismo utilizando

microchips construidos a través de una impresora 3D.

En este estudio se propone la extraccion de nitritos de productos carnicos usando energia
de ultrasonidos focalizados. Para la cuantificacién se desarrollé6 un microchip de resina a
base de acrilato disefiado en el software de disefio SOLIDWORKS PREMIUM 2016 e
impreso en 3D con la impresora de MiiCraft+3D printer, esta impresora funciona bajo el
fundamento de estereolitografia (Aliaa I. Shallan et al 2014; Ho Nam Chan et al 2016;
Chee Meng Benjamin Ho et al 2015, Lorrana N.N. et al 2013) y deteccion

espectrofotométrica a 560 nm.

En este estudio se realizé la optimizacién del método evaluando microdispositivos con

diferentes configuraciones, disefios, estructuras y serpentines, asi como variando los

2
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parametros de flujo teniendo como idea principal encontrar el disefio con mayor
eficiencia, evaluando los dispositivos con la cuantificacion de los nitritos con N-1-
Naftilendiamina/ sulfanilamida y Buffer de EDTA/NH4Cl a pH 8.5 (Povey & Mason, 1998;
Lorrana N.N. et al 2013).

Los productos céarnicos analizados fueron los siguientes: Salchicha tipo Frankfurt, jamén
tipo York, chuleta ahumada y chorizo tanto fresco como madurado (una semana),
elaborados en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos la Facultad de Quimica en

Ciudad Universitaria.

Los resultados de los productos carnicos analizados son expuestos en el capitulo cinco,
en donde se muestran las estructuras analizadas y los parametros evaluados en el
estudio, concluyendo con la caracterizacion del microchip con mayor eficiencia y

sensibilidad.
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2.-Objetivo general

Disefiar e imprimir microchips con diferentes configuraciones estructurales y dimensiones
a base de resina de polimeros de acrilato con la impresora MiiCraft+ 3D printer y el
software SOLIDWORKS PREMIUM 2016 y evaluarlos para la determinacion de nitritos

en productos carnicos.

2.1.-Objetivos particulares

e Diseiar diferentes dispositivos cambiando los diagramas de disefio (longitud del

serpentin, diametro de los canales y configuracion.
e Evaluar diferentes caudales para establecer las mejores condiciones de reaccion.

e Elaborar curvas de calibracibn de nitritos usando la reaccién con N-1-

Naftilendiamina/sulfanilamida para los microdispositivos disefiados.
e Aplicar ultrasonidos focalizados para extraer nitritos en productos cérnicos.

e Determinar la concentracion de nitritos en productos carnicos con los microchips

seleccionados.

e Comparar los resultados obtenidos con respecto a las normas de cada producto

analizado.

e Determinar la reproducibilidad y repetitividad intralaboratorio de la metodologia

propuesta, asi como la caracterizaciéon de las estructuras.
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3.-Marco tedrico.

3.1.-La carne y sus productos derivados.

La carne es el producto obtenido por el sacrificio de animales destinados al consumo
humano y que en algunos casos puede ser ocupada para el consumo animal, la cual tiene
una estructura muscular estriada acompafiada o no de tejido conectivo, hueso, grasa,
fibras nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos las cuales no han sido sometidas a ningan
proceso fisico o quimico que modifique de modo irreversible sus caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas. Si bien la denominacién de carne es un término que no
aplica para los restos sobrantes de la canal como son viseras, higado, rifiones y demas

organos pero que en algunas culturas estos si son consumidos.

El término canal sera aplicado a diversas especies como cerdo, pescado y bovino los
cuales llevaran un proceso natural de madurez llamado resolucion del rigor de la canal el
cual se da post-mortem y con ello poder ser denominado como carne. (NOM-194-SSA1-
2004, FAO 2015).

Para entender el concepto de transformacion de musculo a carne se deben de llevar
acabo dos procesos diferentes conocidos como pos mortem y resolucion del rigor mortis
denominados comunmente como “madurez” ; durante este proceso ocurren una serie de
cambios bioquimicos debido a las diferentes condiciones del musculo en donde el
mecanismo de transporte aerobio habitual es intercambiado por una glucolisis anaerobia
debido a la ausencia de oxigeno ya que no hay circulacion, se lleva a cabo una sintesis
de ATP menor a la requerida durante el proceso post-mortem dando paso a la sintesis
de diferentes compuestos que ocasionan la disminucion de pH debido al aumento de la
acidez que provoca la activacion de enzimas por el aumento de acidez adjudicado a la
microbiota normal de la carne.(Fennema, 2002)

Durante la glucolisis anaerobia se realiza la sintesis de moléculas de ATP las cuales solo
proporcionan 6 moléculas, cantidad insuficiente para que las células vivas generen una
serie de compuestos como el lactato y otros subproductos de desecho, los cuales son
acumulados por la falta de circulacion haciendo que el masculo tenga una restructuracion
cambiando la composicion de la carne hablando de manera especifica de las proteinas
quienes sufren una desnaturalizacion controlada debido a la acumulacion de compuestos
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como hipoxantinas e inosinas quienes son de gran relevancia en la calidad de la carne,
dando origen a defectos que posteriormente seran explicados en este documento. (Baduli,
2006)

Como se menciond anteriormente después del sacrifico las células que estan vivas
requieren de energia por ello la cantidad de ATP sintetizado durante la glucolisis
anaerobia es consumida por ATPasas pero la cantidad es insuficiente para las células
aun presentes, causando agotamiento energético ocasionando la disminucion de pH la
cual sera rapida o lenta dependiendo de la raza, sexo, edad del animal, alimentacion,
transporte y sacrificio afectando directamente sobre la calidad de la carne presentando o
no defectos teniendo consecuencias directas en la capacidad de retencion de agua,
capacidad emulsificante y color, que definiran la utilizacion del producto carnico.

En la etapa de pos mortem existen diversos cambios bioquimicos que favorecen la
transformacion de musculo a carné debido a que existe el descenso de pH y la produccion
de otros compuestos como son la inosina, hipoxantina, ADP, AMP, IMP que
posteriormente y bajo ciertos procesos relacionados con las enzimas (Figura 1) dan paso
ala generacién de estos y que serviran como parametro de calidad, dando una idea clara

del proceso de maduracién y frescura de la carne.

De todos los compuestos anteriormente mencionados existen dos qué de manera
especifica seguiremos ya que son indicadores de la resolucion de rigor estos son: la
inosina (compuesto altamente deseable indicativo de que el corte analizado es fresco y
que favorece la generacidén de compuestos de sabor y olor deseables en la carne ) y la
Hipoxantina (compuesto indicativo de que el corte de carne analizado empieza a
presentar compuestos poco deseables e indica el estado de descomposicion) los cuales
daran un buen parametro de calidad ayudando a denominar en cual etapa de resolucion
pos mortem se encuentra, este calculo se realiza con la siguiente ecuacion:

[Imosinal[Hipoxantinal]

0
ATP]+[ADP]+[AMP]+[IMP]+[Inosinal+[Hipoxantina] *100%

K%=[

Ecuacidn 1.-Valor K (Valoracion de frescura).

En la Ecuacién 1 se puede observar que se involucran todos los productos de cada una

de las etapas de la conversion de ATP a Hipoxantina, por ello valores de entre 20% y
6
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40% se puede considerar como un producto fresco en cambio valores por arriba del 40%
indicaran que se llevé a cabo el proceso de maduracion efectuandose condiciones de
putrefaccion carnica, cabe mencionar que valores obtenidos por arriba del 20% indicaran
que el proceso de resolucion de post rigor ha concluido.(Fennema, 2002, Badui, 2006,
Claus et al, 2013)

Durante la resolucién del rigor mortis siguen ocurriendo cambios bioquimicos importantes
permitiendo que los musculos se trasformen en carne debido a la actividad de diversas
proteasas que ocasionan que las proteinas presentes sufran una desnaturalizacion
controlada y gracias a diversos factores se tenga una posterior reestructuracion

adquiriendo textura blanda, olores y sabores deseables.

ATPasa Adenilato

2 ATP =t 2ADP =t ATP + AMP
quinasa

Fosfatasa
amp —MP owe 25788 nosina
Desaminasa

Nucledsido

Inosina ~ ———————e———e= Ribosa + Hipoxantina
hidrolasa
o
+ fosfato

Nucleésido
fosforilasa Ribosa - 1 - fosfato + Hipoxantina

Figura 1.- Conversion de ATP en hipoxantina en el musculo post mortem

Como se ha mencionado la consecuencia del rigor mortis es el ablandamiento del tejido
muscular el cual ahora puede ser llamado “carne” debido a la desnaturalizacion
controlada que sufren las proteinas que se encuentran presentes en las fibras
musculares ocasionada por diversas reacciones proteoliticas activadas por el descenso
de pH (de entre 3 y 6), el aumento de acidez por el desgaste del ATP y la posterior
produccion de compuestos tales como glucégeno, condiciones ideales para la activacion
de enzimas enddgenas llamadas calpainas, catepsinas y calpastatinas que actlan

directamente sobre las miofibrillas ocasionado una reestructuraciéon de enlaces de las
7
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mismas, adquiriendo nuevas propiedades aumentando la capacidad de retencién de
agua (CRA) y la capacidad emulsificante (CE) las cuales son caracteristicas

aprovechables en la elaboracion de productos céarnicos.(Fennema, 2002)

Cabe mencionar que los lipidos presentes en la carne durante el tiempo de maduracion
tienden a presentar oxidacion lipidica debido a que en las condiciones de
almacenamiento (4° C o menos) no hay reacciones competitivas de otros
compuestos 0 microorganismos que ocasionen alteraciones que faciliten reacciones de
rancidez lipidica, la cual dependera directamente del tipo de raza, especie o

concentracion de lipidos.

La oxidacion lipidica depende del tipo de animal, asi como de la proliferacién de diversos
microorganismos que aumentan la velocidad de reaccion, siendo estas mas rapidas en
pescados y mariscos debido a su contenido en grasas insaturadas haciéndolos
mayormente susceptibles a oxidacion en comparacion con los acidos grasos

polinsaturados encontrados en carne de bovinos con alto contenido de lipidos.

Cabe mencionar que no todas las reacciones de oxidacion lipidica son indeseables ya
que durante la oxidacion se sintetizan diversos compuestos que traen como
consecuencias olores y sabores que en ciertas concentraciones aportan aromas y
sabores deseables tanto en cortes de carne, asi como productos carnicos.
(Fennema,2002)

3.2.-Normatividad de carne para consumo 0 insumos.

El proceso de transporte, sacrificio, limpieza y eviscerado de carne de cualquier especie
y raza debe de seguir la siguiente normatividad vigente, algunas de las normas que se

deben de tomar en cuenta son las siguientes:

» Sacrificio animal: NOM-033-ZO0-1995 , en esta norma se especifica cuales son
las medidas de seguridad para el trasporte de cada una de las razas a sacrificar,
asi como el proceso de descarga y previa revision de cada uno de los ejemplares
a sacrificar supervisado por un Médico Veterinario Zootecnista asi como un

Quimico en Alimentos siendo los encargados de supervisar que los animales
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dispuestos a sacrificio estén libres de enfermedades o laceraciones visibles lo cual

ponga en riesgo la salud del animal y el consumo humano de esa carne.

Evisceracion y limpieza de la canal: NOM-030-ZOO0-1995, en esta norma se
menciona como debe ser el proceso de la limpieza de la canal de las diferentes

especies, asi como especificaciones microbioldgicas de control de calidad.

Expendio y distribucion de carne fresca: NOM-194-SSA1-2004, esta norma hace
referencia a las medidas precautorias que se deben tomar con la limpieza de la
canal (cuerpo del animal sacrificado) especificando el tipo de material a emplear,
medidas de seguridad tanto del personal encargado del transporte como de los
medios de transporte especificando el uso debido de maquinaria, uniforme,
temperaturas de conservacion, entre otras especificaciones sobre las

instalaciones y areas donde sera expuesta la carne.

Calidad microbiolégica. La carne por la naturaleza de tener una gran cantidad de
nutrientes se encuentra expuesta al contacto de una gran cantidad de
microorganismos latentes, los cuales pueden significar un riesgo para la salud del
ser humano, por ello la carne debe de seguir las siguientes normas: NOM-092-
SSA1-1994, es un método general para la cuenta de bacterias anaerobia
presentes en la carne después del sacrificio; NOM-112-SSA1-1994, se encuentra
especialmente enfocada a la deteccion de coliformes, de manera especifica
bacterias patdgenas como E.coli por contaminacién en la mayoria de las
ocasiones por contacto de ese fecales; y NOM-114-SSA1-1994 En el cual se
especifica la metodologia a emplear para la deteccion de Salmonella en los
alimentos, bacteria patdgena que debe de estar libre en cuando menos 25 gramos

de muestra asegurando asi su calidad microbiolégica

Calidad quimica: La carne proviene de animales de sacrificio los cuales estuvieron
expuestos a diferentes contaminantes toxicos y quimicos, por ello antes de la
comercializacion de los productos se deben revisar los restos de despojo (higado,

rifion y visceras) ya que estos indicaran la cantidad de niveles toxicos presentes
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en el animal cuyos valores maximos se definen en la Norma NOM-004-ZO0-1994
asi como los métodos para la posterior comercializacion de los restos de despojo

y de carne.

Cabe resaltar que todos los productos carnicos deben de cumplir con estas normas para
la materia prima, pero para su elaboracién se deben de cumplir con las Buenas Practicas
de Manufactura, NOM-120-SSA1-1994 uso de agua potable para la elaboracion de
productos de consumo humano, Mod-NOM-127-SSA1-1994 agua potable, NOM-201-
SSA1-2015 agua purificada entre algunas otras, las cuales dependeran del producto

carnico que se quiera elaborar.

En México existen diversos organismos que realizan la supervision del cumpliendo de
estas normas como son: SAGARPA, SENASICA, COFEPRIS y SECRETARIA DE
SALUD los cuales no solo son encargados de la supervisién sino también de la
elaboracion de manuales y acuerdos para la capacitacion del personal con la finalidad de

hacer valer el cumplimiento de las normas.

Toda esta serie de cumplimiento de normatividad y reglamentos sanitarios son regidos
por SAGARPA institucién encargada de realizar la supervision a través de un organismo
denominado ANETIF (Asociacion Nacional de Establecimientos Tipo Inspeccion
General), este departamento es el encargado de proporcionar el sello TIF (Tipo
Inspeccidon Federal) que es practicamente un sistema encargado de minimizar el riesgo
de los productos y subproductos carnicos ya que pueden representar una fuente de
zoonosis o diseminadores de enfermedades a otros animales o seres humanos, por ello
con lafinalidad de disminuir el riesgo de salud publica, salud animal, economiay el abasto

nacional.

Esta certificacion trae consigo una serie de beneficios a la industria carnica permitiendo
la movilizacion dentro y fuera del pais, abriéndose al comercio internacional ya que los
establecimientos TIF son los Unicos elegibles para exportar ya que cumplen con las
normas internacionales de la FDA (Food and Drugs Administration) asi como en acuerdos
acerca de la comercializacién de carne y productos de acuerdo a estatutos de la Unién

Europea.

10
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De acuerdo al SIAP (Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera) existen
alrededor de 503 empresas autorizadas y certificadas con el registro de seguridad TIF
los cuales cumplen con todas las normas anteriormente mencionadas, estas empresas

se distribuyen de la siguiente manera en la Republica Mexicana (Anexo 1).

Como se puede observar la cantidad de empresas que cumplen con este sello de
seguridad TIF son muy pocas debido a todos los controles de calidad los cuales requieren
de una gran estructura, capacitacion continua del personal entre otros factores
importantes que se deben de cumplir para obtener este sello haciendo que el producto
sea mas caro a comparacion de la carne obtenida en rastros municipales, rastros

clandestinos e incluso rastros de traspatio.

Los rastros clandestinos y de traspatio no cuentan con ninguna de las medidas de higiene
antes mencionadas y mucho menos con las normas anteriormente expuestas tanto del
tipo de sacrificio, trato humanitario y personal capacitado en el manejo de estos lugares,
de acuerdo a cifras no exactas se tiene un estimado de que son aproximadamente mas
de 100,000 lugares que no cuentan con ninguna de las medidas de seguridad e higiene.
(SIAP, 2016)

La utilizacion de estos rastros se debe a diferentes caracteristicas como el ahorro
econdmico por el sacrificio de ganado para pequefios ganaderos y productores, la minima
cantidad de documentos requeridos, trasporte inadecuado (en la mayoria de los casos),
los animales no cumplen con las caracteristicas necesarias estipuladas en las normas, y
fundamentalmente la cercania ya que los centros de sacrificio en algunas ocasiones se
encuentra en lugares lejanos a los lugares autorizados, estos son algunos de los factores
por los cuales siguen siendo vigentes los establecimientos que no cumplen con la
normatividad.(SAGARPA, 2016)

3.3.-Valor nutricional de la carne.

Desde el punto de vista nutricional la carne es uno de los productos mas ricos en cuanto
a la calidad de proteinas ya que se encuentran en un porcentaje aproximado de 17-20%
y en su mayoria se encuentran biodisponibles para ser aprovechados, ademas la carne
es uno de los productos con un mayor contenido de humedad representando entre un
64-70% de agua en promedio; estos macrocomponentes dependerdn de la especie,

11
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época del afio y otros factores principalmente asociados con la nutricion del ganado, en

la Tabla 1 se muestra el contenido de algunos de los componentes en carne.

Compaosicidn (%)

Especies Agua Proteina Lipidos Cenizas
Vacuno . 70-73 20-22 4-8 1

Cerdo 68-70 19-20 9-11 1.4
Pollos 73,7 20-23 4.7 1
Cordero T3 20 5-6 1.6
Bacalao 81,2 17,6 0,3 1,2
Salmén 64 20-22 13-15 1,3

Tabla 1.- Comnosicidon norcentual de macrocomnonentes en diferentes

La calidad nutrimental de las proteinas contenidas en la carne es alta ya que la mayoria
de sus componentes después de la coccidn se encuentran ampliamente biodisponibles
debido a que contienen los tipos y proporciones de aminoacidos muy cercanos a los
necesarios para el mantenimiento y desarrollo de los tejidos pues del total de nitrdgeno
el 95% es de proteina, 5% restante son péptidos pequefios y aminoacidos entre otros.
(Fennema, 2006)

Los lipidos son otro componente esencial de la carne y el contenido dependera del tipo
de especie, raza, edad e incluso época del afio pudiendo ser mayor o menor; por ejemplo,
en los productos marinos prevalecen lipidos de cadenas insaturadas que son
susceptibles a la oxidacion, generando compuestos tanto deseables como indeseables;
a diferencia de la grasa que compone la carne de bovino en donde la estructura de esta

es saturada lo que la hace menos sensible a la oxidacidn lipidica de estos compuestos.

La carne es una buena fuente de vitaminas y consta de una gran cantidad de complejo
B, especialmente tiamina, rivoflamina, niscina, vitamina B6 y B12, ademas de algunas
otras que se encuentran en menor cantidad como la vitamina D, E, K y en bajas
cantidades &cido ascorbico el cual tendra un papel fundamental mas adelante en el
mecanismo de reaccion de en la formacion de NO-hemoglobinas. (Song et al, 2015)

La carne es una muy buena fuente de hierro, fésforo, calcio y potasio, se calcula que por
cada 100 gramos de carne se obtiene aproximadamente de 40 a 90 mg de sodio y 250 a

420 mg de potasio, representando una gran ventaja el hecho de que tanto las vitaminas

12
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como los minerales se encuentran en la pieza carnica después de ser cocinado. (Song
et al, 2015)

Otro de los componentes de la carne son los carbohidratos lo cuales se encuentran
presentes en muy bajas concentraciones (aporx. 1%) sin embargo tienen una mayor
influencia en olor y sabor durante el proceso de coccién o fritura de la carne ya que al
complementarse con la vasta cantidad de proteinas, compuestos aminados Yy
temperatura, las reacciones de Maillard se ven favorecidas proporcionando colores

caramelo u obscuros haciéndola mucho mas atractiva para su consumo. (Badui, 2006)

Como se puede observar en la Tabla | el mayor componente de la carne de manera
general es el agua representando aproximadamente mas del 50% en peso total de la
pieza carnica haciéndola facilmente susceptible a la contaminacion microbiana ya que su
alto contenido de nutrientes provoca el medio ideal para el crecimiento de
microorganismos exogenos, principalmente aquellos que generan un gran numero de
productos de degradacion como aldehidos, cetonas, sulfuros, mercaptanos y aminas de
gran diversidad que en algunos caso son indicadores de descomposicibn como la
putresina, cadaverina y en ocasiones la generacién de histamina causante de
intoxicacién alimentaria comunmente en pescados y mariscos. Por ello es importante
tomar en cuenta que las piezas carnicas deben de estar almacenadas en refrigeracién o

congelacion cuidando las BPM (Buenas Préacticas de Manufactura).

3.4.-Defectos de la carne.

La carne es una matriz alimentaria muy compleja debido a que después del sacrificio
existe un proceso de maduracién en el cual puede haber diferentes factores externos e
internos que interfieren de manera directa en la calidad de la carne. De manera general
la carne presenta dos tipos de defectos que diferiran del tipo de uso que se les dé, ya sea
como corte 0 como materia prima para la elaboracion de un producto carnico debido a
gue se pueden aprovechar estos aparentes defectos como una virtud para la elaboracién

de estos. (Fennema, 2002)

13



Capitulo 3 || 3.-Marco tedrico.

3.4.1.-Defecto PSE (Pélido, Suave y Exudativo)

Este tipo de carne presenta una estructura muy blanda debido a que las proteinas
contenidas fueron desnaturalizadas de manera “poco controlada” por el rapido aumento
de acidez, comparada con aquella que no presenta ningun defecto asi como la que tiene
un descenso rapido de pH, por ejemplo para un corte de carne que no presenta ningun
tipo de defecto el proceso de solucion de rigor el tiempo aproximado es de 16 hasta 24
horas descendiendo de pH 7 hasta un 5.6-6.2, proceso que a diferencia de la que
presenta defecto tipo PSE tarda aproximadamente de 6-12 horas bajando de pH 7 hasta
un 5.3-5.7 existiendo una desnaturalizacién de estructuras proteicas y un arreglo poco

favorable para las retencién de agua y la capacidad de emulsificar.

Las causas probables de que el descenso de pH sea muy rapido se puede deber a que
el animal sacrificado fue expuesto a mucho estrés ocasionado por maltrato, tiempo de
viaje, duracion en el transporte, asi como el tipo de vehiculo empleado para su traslado
o bien el tiempo prolongado de recepcion o revision de los ejemplares, entre otras causas
provocando cambios bioquimicos que afectaran directamente a la calidad de la carne. El
animal antes de ser sacrificado debe de tener un periodo de ayuno de 12 a 24 horas, una
prolongacion de este tiempo ocasionaria que el organismo de este utilice reservas
energéticas como son grasas y carbohidratos agotando glucosa , dando paso a la
produccion de glucégeno entre otros compuestos como acido lactico y acido Urico que
son acumulados ya que no hay circulacién, disminuyendo el pH de manera rapida
ocasionando la desnaturalizacion de las proteinas de manera poco controlada
provocando que la retencién de agua dentro de las estructuras sea muy poca siendo
carne muy seca 0 exudativa, ademas de presentar color rosa palido en carne de res y
cerdo comparadas con aquellas que no presentan algun defecto debida a la alteracion
de la hemoglobina aun presente en la pieza, dando coloraciones poco atractivos para el

consumo como corte fino.

Las propiedades fisico-quimicas de la carne con defecto PSE (Figura 2) son muy
favorables para la elaboracion de productos carnicos, entiéndase éste por cualquiera que
sea elaborado con una base cérnica bajo diversas formulaciones, especificaciones o

denominaciones que conllevan un nombre y una normatividad vigente; la carne que
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presenta este tipo de defectos tiene caracteristicas apropiadas para la elaboracién de los

siguientes productos carnicos.

Cabe mencionar que para elaborar un producto con este tipo de defectos se deben de

combinar con carne sin defectos:

e Chorizos
e Longaniza

e Salami

A estos productos anteriormente mencionados se les denomina: productos curados y
madurados, debido a que el proceso de maduracién o afiejamiento se realiza por periodos
de tiempo corto (dias) y en algunos otros hasta meses. Durante el periodo de maduracion
los productos empiezan a tener diferentes cambios fisicos y quimicos como son la
generacion de compuestos de rancidez por la oxidacién lipidica dando olores y sabores
deseables, perdida de agua ayudando a la concentracion de sabores y olores
caracteristicos del producto, aunque la carne con defecto de tipo PSE tiene que
combinarse con carne que no tiene la misma caracteristica en cuanto a retencion de agua
debido a que la mayoria de los productos durante el proceso de elaboracion tienen una

presentacion final de embutido que requiere de la emulsificacion.

Figura 2.- Comparacion de carne con defecto de tipo PSE y sin defecto. (Alvarez et al, 2018)

3.4.2.-Defecto DFD (Dark, Firm and Dry)

La carne con defecto DFD por sus siglas en inglés muestran una coloracién mas obscura
a comparacion de la carne que no presenta ningun defecto, tiene una textura dura y seca
ya que durante el proceso de maduracion el descenso del pH es lento y no hay

desnaturalizacion de las proteinas que permitan un re arreglo suficiente para que la
15
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textura del corte sea suave debido a que el proceso de rigor no ha terminado por no

tener un descenso de pH requerido (5.6-6.2).

La disminucién de pH no es posible por diversos factores, muy baja reserva de glucosa
debido a tiempos prolongados de ayuno (mayor a 24 horas), actividad fisica antes del
sacrificio causando que las reservas de glucogeno sean minimas aunado a la produccién

de acido lactico.

Estos factores ocasionan que el descenso de pH sea muy lento o bien que después del
sacrificio la cantidad de acido lactico no sea suficiente para llegar a un pH entre 5.6 y 6.2,
condicion ideal para la accion de enzimas como las calpainas, calpastatinas y catepsinas

encargadas de realizar una reestructuracion de proteinas de la carne con textura firme.

Las caracteristicas que adquiere la carne con los defectos DFD tiene una mayor utilidad
en la elaboracién de productos carnicos ya que al tener proteinas con una estructura
“poco desnaturalizada” la capacidad de retencién de agua es mayor, dicha propiedad es
aprovechada ampliamente para la elaboracion de los siguientes productos siempre y

cuando esta se encuentre en combinacion con carne sin defectos:

e Salchicha
e Jamon
o Pate

e Mortadela

En estos productos carnicos la capacidad de retencién de agua y la capacidad de
emulsionar es ideal ya que ayuda a la formacién de emulsiones agua en aceite deseables
en la elaboracion de productos embutidos como la salchicha y jamédn, ademas de que en
estos productos elaborados con carne con defecto DFD el color que adquiere la carne no
afecta la calidad visual del producto ya que es combinada con carne sin defectos y

conllevan a un proceso de coccion.
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Figura 3.-Compracion de carne normal con carne con defecto tipo DFD. (Alvarez et
al, 2018)

3.5.-Productos carnicos y su clasificacion.

Un producto carnico es aquella pieza que se encuentra elaborada a base de 60% de
carne, la cual puede ser o no cocida, contener o no aditivos, ser expuesta 0 no a un
tiempo de maduracion, forjada, marinada, etc., dependiendo del tipo de producto. Estos
procesos son llevados a cabo con la finalidad de adquirir sabor, color, aroma y en la
mayoria de los casos forma dependiendo de la denominacién de origen el cual esta regido
bajo normas oficiales nacionales o internacionales que deben cumplir lineamientos en su
elaboracion, propiedades fisicas y quimicas asi como calidad microbiolégica, aditivos

permisibles y limites de compuestos residuales.

Los productos carnicos deben estar elaborados con carne libre de patdégenos
asegurandose de que el alimento sea seguro para su consumo Y libre de componentes
toxicos. Los productos carnicos deben de cumplir con la NOM-213-SSA1-2002 para la
elaboracion de productos carnicos, que no menciona una cantidad especifica de carne
para que un producto carnico sea denominado como tal ya que dependiendo de la
denominacion de origen el producto tiene un cantidad de carne especifica, pero en
general debe de tener una composiciéon mayor del 60% de base en su formulacién la cual
no solo puede ser elaborada con carne sino también con visceras o mezclas que pueden
estar o no incluidas, tejido graso, subproductos de carne y aditivos, estos ultimos

encuentran regulados y permitidos por la normatividad antes mencionada.

Los ingredientes seran definidos por el tipo de producto a elaborar de acuerdo a la

denominacion de origen, asi como otras caracteristicas como la forma fisica, proceso de
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elaboracion, propiedades quimicas, fisicas y microbiologicas entre otras, dependiendo de

manera directa del producto carnico.
3.5.1.-Clasificacién de productos carnicos.

Los productos carnicos se clasifican de acuerdo al tipo de proceso de elaboracion o a la
denominacion de origen, los cuales deben de cumplirse de acuerdo a normatividades de
cada uno de los productos elaborados. A continuacién, se muestra la clasificacion que

proporciona la NOM-213-SSA1-2002 de los productos carnicos:

e Productos carnicos cocidos: productos elaborados con carne, visceras, sangre
0 sus mezclas, pueden ser curadas 0 no, que son sometidas a procesos térmicos
que pueden presentarse enteros o0 en cortes.

e Productos carnicos crudos: productos elaborados con carne, viseras o sus
mezclas que pueden ser 0 no madurados o curados que son sometidos a algun
tratamiento térmico.

e Productos carnicos desecados o salados: son productos sometidos a la
reduccion de la humedad por medio del aire, calor o sal hasta llegar a un valor de
humedad no mayor a 25%

e Productos carnicos rebozados: son productos elaborados con carne picada o
molida con adicién o no de tejido graso, subproductos y aditivos que pueden recibir
un tratamiento durante su elaboracion pero que necesitan ser cocinados para ser
consumidos.

e Productos carnicos madurados: aquellos productos que son deshidratados de
manera parcial pudiendo ser ahumados o no sometidos durante cierto tiempo a la
accion de microorganismos o0 enzimas propias de la carne para que desempeian
acciones oxidativas en los lipidos presentes en el producto ayudando a la
formacion de olores y sabores deseables en el producto.

e Productos carnicos fritos: productos elaborados a partir de carne o piel y que
son sometidos a freido en aceite y grasa con o sin sal, curados o no.

e Productos madurados marinados: productos los cuales tiene un pre
acondicionamiento con sal u otros aditivos por via seca o himeda, excepto nitratos

o0 nitritos, pudiendo ser 0 no cocidos.
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e Productos carnicos procesados: productos elaborados a partir de carne,
visceras, estructuras anatomicas, sangre o sus mezclas provenientes de
mamiferos o aves que pueden ser sometidos a diferentes procesos como son el
ahumado, coccion, curacion, desecacion, maduracion, salado entre otros. (NOM-
213-SSA1-2002)

Figura 4.-Ejemplo de productos carnicos ahumados, embutidos, curados y cocidos

La clasificacion de los productos carnicos es diversa porque depende en gran parte de
los ingredientes, procesos y aditivos utilizados para su elaboraciéon que se encuentran
regulados en la NOM-213-SSA1-2002 relacionada con la elaboracion de productos
carnicos procesados, especificaciones sanitarias y métodos de prueba, como son la
coccion, el ahumado, procesos de curaciéon o marinado donde se utilizan aditivos con la
finalidad de mejorar y proporcionar atributos como resaltadores de sabor, adicion de

color, mejorar la textura, etc., sin encubrir defectos de calidad e inocuidad.

Para fines practicos los productos carnicos analizados en este estudio fueron los
siguientes: Salchicha tipo Frankfurt, chuleta ahumada, jamon y chorizo tanto fresco como

madurado (1 semana de maduracién).
3.5.2.-Salchicha tipo Frankfurt.

De acuerdo a la NMX-F-065-1984 la salchicha Frankfurt debe estar elaborada con no
menos de 60% de carne de res y cerdo; mezclado con grasa de cerdo y emulsificados,

sometidos a curacién con nitrato de sodio o nitrito de sodio donde la cantidad maxima
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permitida no debe rebasar los 156mg/kg (156ppm), los cuales pueden ser ahumados o
no y ser sometidos a coccion con una temperatura minima de 343K (70°C) en el centro
térmico de las salchichas a una presion de 760mm de mercurio para después ser
enfriadas de manera r4pida hasta llegar a la temperatura de almacenamiento (4°C),
empacados en material adecuado e inocuo para su distribucién y conservaciéon en
refrigeracion. En esta norma no se estipula el diagrama de proceso referente a este tipo
de salchicha por ello se elaboré la metodologia y propiedades fisicas y quimicas del

producto terminado. (Anexo 2)
3.5.3.-Chuleta ahumada.

En México la norma de referencia es NMX-F-138-1969 la cual define a la chuleta
ahumada como el producto obtenido a partir de la porcion del cerdo, después de remover
la paleta, el pernil, la tocineta y la grasa de la espalda, la cual contiene una cierta porcién
de las costillas, el lomo y el lomito de cerdo con la adicion o no de condimentos y
especias, sometidas a un proceso de curado, ahumado, coccion y envasado en un

material inerte al producto aprobado.

Las normas mexicanas de referencia son la NMX-F-138-1969, NOM-122-SSA1-1994 y
NOM-213-SSA1-2002 donde se mencionan las especificaciones sanitarias para
productos carnicos curados cocidos, curados emulsionados y cocidos abarcando

productos como chuletas, entrecot, lomos, tocinos etc.

Para fines practicos se desarroll6 el diagrama de proceso de la elaboracion de la chuleta
ahumada de acuerdo a la metodologia empleada en laboratorio, asi como las

especificaciones fisicas y quimicas de la chuleta ahumada. (Anexo 3).
3.5.4.-Jamon.

El jamon es uno de los productos que no tiene una norma de manera oficial solo existe
un proyecto sobre la elaboracion de jamén NOM-158-SCFI-2002, por ello la norma a
seguir sera la NOM-213-SSA1-2002; el jamoén se define como un producto alimenticio
elaborado exclusivamente con la carne de las piernas traseras del cerdo o pernil de cerdo
de raza Suis scrofa domesticus declarados aptos para el consumo humano por la

autoridad responsable. (Anexo 4).
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3.5.5.-Chorizo cantimpalo.

El chorizo de tipo cantimpalo no tiene una norma particular mexicana por lo que de
acuerdo a la NOM-213-SSA1-2002 y NOM-145-SSA1-1995 lo definen como un producto
carnico madurado troceado que es deshidratado de manera parcial pudiendo ser
ahumado o no, sometido durante cierto tiempo a la accién de microorganismos o enzimas
propias de la carne para que desempefien cierta accion sobre azucares afiadidos o
lipidos presentes en el producto ayudando a la formacién de olores y sabores deseables
aungue cabe mencionar que ésta es una definicibn muy general del producto, en cambio
la Real Academia de la Lengua lo define “como un embutido curado o ahumado hecho
con carne de cerdo picada y otros ingredientes, abundante pimenton y otras especias

gue se consume crudo, frito, asado o cocido.

Este producto carnico sera comparado con la NOM-213-SSA1-2002. EIl diagrama de
proceso, asi como las especificaciones y caracteristicas fisicas y quimicas se muestran

en el Anexo 5.

3.6.-Proceso de curado de productos carnicos.

En la mayoria de los productos carnicos existe un aditivo en comun usado por sus
diversas propiedades antimicrobianas, sabor y aporte en la estabilidad de color, este
aditivo es el nitrito de sodio o sal de cura en donde el ion nitrito toma una mayor

relevancia.

Las sales de cura son utilizadas en una amplia cantidad de productos carnicos ya que
este puede ser empleado tanto en masas carnicas hiumedas como secas teniendo una

gran efectividad y relevancia en la mayoria de los productos carnicos.

Se entiende como “curado” al proceso de sazonado o conservacion de alimentos
teniendo este una gran importancia en diversos productos, durante este proceso pueden
ser utilizados azucar, sal, humo o sal de cura simple o compuesta ya sea por nitratos,

nitritos o ambas.

Las sales de cura son utilizadas como métodos de conservacion, aunque el uso de estos

no exime el proceso de coccién. (Song et al, 2015)
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3.6.1.-Métodos de curado.
3.6.1.1.-Salmuera.

Se realiza con la preparacion previa de una solucién salina a base de agua purificada con
una concentracién determinada de nitratos o nitritos (sales de cura) y la cual dependera
de manera directa del producto carnico y legislacion vigente la cual estipula una cantidad

maxima permisible.

La salmuera es un ingrediente esencial para la elaboracién de productos carnicos y se
pueden utilizar dos métodos para su incorporacion en el producto: inyeccién o marinado.
(Fennema, 2002)

3.6.1.2.-Marinado.

El curado por marinado consiste en un reposo minimo de 12 a 24 horas en una solucion
de salmuera, la pieza carnica es pinchada con una aguja de acero inoxidable con la
finalidad de hacer cavidades en el producto carnico para obtener una mayor superficie
de contacto con la salmuera y por ende fomentar el contacto de los nitratos y nitritos

presentes en la salmuera.

Durante este proceso de marinado la carne es masajeada con la finalidad de ayudar en
la inmersion de la salmuera dentro de las cavidades y posteriormente es lavada con agua
purificada para eliminar el exceso de salmuera presente en la masa carnica. El principal
inconveniente en este método es que no se tiene una buena superficie de contacto con
el interior de la masa carnica y solo es de manera superficial por lo que no se asegura
que el producto tenga un curado uniforme haciéndolo mayormente susceptible a
contaminacion microbiana debido a que el masajeo es insuficiente para que las sales de

cura estén en contacto con el interior del producto carnico. (Honikel, 2008)

Cabe mencionar que, aunque es un método deficiente para el curado de productos
carnicos, es empelado para piezas carnicas de corte fino o también llamado de consumo
como una pieza céarnica ya que como se ha mencionado el nitrito forma un complejo con

la hemoglobina dando coloraciones rojizas.
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3.6.1.3.-Frotacion.

Se realiza en seco, eso quiere decir que las sales de nitritos son agregadas de manera
sélida por friccion con el producto teniendo contacto Unicamente en la superficie del
mismo, en la mayoria de las ocasiones el producto carnico ya tuvo un tratamiento térmico

con fines de adquisicion de sabores. (Sebranek et al, 2007)
3.6.1.4-Adicién.

Es la metodologia mayormente empleada en la elaboracion de productos carnicos
embutidos como salchichas, jamones, chorizo, entre otros productos cocidos y
madurados; en esta metodologia los nitritos son agregados en forma sélida durante el
proceso de elaboracion, de manera especifica en la etapa de mezclado de ingredientes
antes de ser embutido o forjado evitando que las pérdidas de nitritos sean mayores

haciendo un proceso de cura ineficiente. (Sebranek et al, 2007)

Este método es mayormente empleado en productos carnicos por la eficiencia en el
proceso de cura y su conservacion por la mayor superficie de contacto, facilitando asi la
formacién de compuestos de oximiglonina hemocroméforos deseables en este tipo de
productos (Honikel, 2008)

3.7.-Propiedades de nitritos en los productos carnicos.

Los nitritos en las formulaciones son agregados en forma de sales compuestas ya que
pueden contener nitratos de potasio y/o nitrito de sodio, acompafiados de otra sal como
cloruro de sodio, almidones modificados etc., actuando como excipientes. Se sabe que
los nitritos son agregados para aportar sabor, pero, ademas de cumplir esta funcién
tienen propiedades antimicrobianas y ayudan a la formacion de color en los productos
haciéndolos mucho mas atractivos, estas funciones seran descritas en los puntos

siguientes con mayor detalle.
3.7.1.-Sabor.

Los nitritos y nitratos son sales que ayudan a la palatabilidad del producto carnico ya que
aportan sabores especificos a productos curados junto con los acidos grasos libres; se

ha demostrado que los nitritos presentes en los productos curados cocidos dan sabores
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salados propios del tipo producto carnico, ademas de tener una mayor capacidad de
retencidn de agua, condicion favorable para la elaboracion de productos como jamon y
salchichas ya que ayuda a la extraccion de proteinas globulares fomentando la formacién
de redes proteicas exponiendo asi sus partes anfifilicas actuando como un
emulsificante.(Noel, 1989)

3.7.2.-Agente antimicrobiano

Los nitritos tienen un efecto benéfico como agente antimicrobiano actuando como un
inhibidor de los citocromos de la cadena respiratoria de microorganismos anaerobios
patdogenos como lo es C. botulinum, microorganismo que puede estar presente en la
carne o productos carnicos por las caracteristicas nutrimentales y condiciones viables de
desarrollo; este es un bacilo Gram positivo, esporulado, anaerobio estricto que habita
normalmente en el suelo, sus condiciones éptimas de crecimiento son a un pH entre 4.6
y 5.6.

El medio de transmision de C.botullinum es por medio de su célula vegetativa, es decir,
un microorganismo vivo que cuando se encuentra presente en el alimento no causa dafio
por su presencia ya que esa no es su forma patégena, pero si esta se encuentra expuesta
a condiciones adversas como temperatura (por arriba de 48°C) la célula vegetativa
forman una estructura de resistencia llamada espora protegiéndose de ambientes poco
favorables para ellos, generando toxinas con la finalidad de eliminar el ambiente adverso

asi como competidores.

Al someter a coccion el producto carnico, la espora produce toxinas las cuales son
consumidas y una vez dentro del organismo del ser humano, busca las condiciones
ideales para salir de su estructura de resistencia, pero las toxinas botulinicas son
peligrosas ya que al ser de tipo neurotéxico afectan al sistema nervioso central, los
efectos adversos se presentan hasta después de 12 a 36 horas después de su ingesta,
los sintomas causados por la toxina son nauseas, vomitos, vision borrosa o doble, pupila
fija, dificulta la funcién del habla, poca coordinaciéon muscular, fatiga general y respiracion

alterada.

La toxina es responsable de la paralisis muscular debido a que esta se interna al sistema

nervioso por medio de endocitosis llegando a las vesiculas sinapticas llenas de
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neurotransmisores especialmente de acetilcolina, molécula encargada de realizar
funciones de contraccion muscular, esta toxina proteolitica actia en la inhibicion de
receptores de acetilcolina hidrolizando las terminales nerviosas ocasionando que no
exista contraccion hasta llegar a causar la muerte por medio de asfixia o anoxia al

bloquear la funcién respiratoria. (Cammack et al., 1999).
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Figura 5.- Mecanismo de accién de la toxina botulinica. (Honkiel et al, 2008)

3.7.3.-Formacion de complejo rosado (oximioglobina).

Los nitritos ayudan al aporte de color rosado en los productos carnicos por medio de un
mecanismo de 6xido reduccidn, el nitrato es oxidando parcialmente a nitrito en donde una
parte del ion nitrito esta unido a la mioglobina formando la NO-mioglobina reduciendo el
Fe* a Fe*? presente en la hemoglobina de los trozos de carne transformandola en
oximioglobina dando coloraciones rosadas o rojizas deseables en los productos carnicos
(Figura 6); el complejo formado es estable a las condiciones de temperatura de
almacenamiento (4°C) y pH entre 3.5 y 5.5 ademas de una muy buena solubilidad de las
sales de cura. En estas condiciones el porcentaje de disociacion es entre 55% y 99%, y
es estable al calor. (Folres, 2016, Honikel, 2007)
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Figura 6.- Formacion de oximioglobina por medio de la reduccién de Fe3*. (Chammack et al,

El nitrato puede reducirse a nitrito en productos carnicos crudos por accion de
microorganismos o bien por el pH ya que existen reacciones de oxidacion y reduccion;
los nitritos pueden sufrir diversos cambios pues pueden ser reducidos a &cido nitroso en
un medio acido creando un equilibrio con los 6xidos NO y NOz, el NO también reacciona
con mioglobina o aminoacidos como la Cisteina o Glutation dando paso al
hemocromaforo llamado NO-mioglobina siendo un complejo rosado favorable para estos

productos.

El &cido nitroso que no fue oxidado en un principio pierde agua transformandose en acido
nitroso anhidro que posteriormente es disociado en dos moléculas NO y NOz, las cuales
siguen el mecanismo anteriormente mencionado, el NO se une a la mioglobina y el NO2
es trasformado en acido nitroso siguiendo asi un ciclo hasta que todos los componentes

son completamente disociados o bien, se agote el sustrato de reaccion.
Una de las especies quimicas que tiene gran relevancia en el mecanismo de formacién

de acido nitroso es el acido ascorbico, pues tiene propiedades como agente antioxidante

capturando las moléculas de oxigeno presente.
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El &cido ascorbico oxidado se transforma a acido deshidroascoérbico y tiene la capacidad
de unirse con el NO libre actuando como un antioxidante que captura los radicales libres
0 iones que no reaccionaron durante el mecanismo oxidacion de nitratos y nitritos, por
ello se ha observado que el &cido ascorbico reduce la formacion de nitrosaminas. (Honikel
et. al, 2007)
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Figura 7.- Mecanismo de oxidacion y reduccion de nitritos en productos carnicos. (Honikel et.

Por ello los nitritos son un pardmetro de calidad importante en los productos carnicos
resaltando el efecto antimicrobiano, asi como el mecanismo de accion de nitritos para
fomentar el color, ademas de reaccionar con el hierro y algunas aminas presentes en los

productos ayudando a la estabilidad del complejo formado.

De acuerdo a las normatividades internacionales la cantidad agregada de nitritos de sodio

no debe ser mayor a 156 ppm y una Ingesta Diaria Admisible (IDA) de 0.07mg/kg.

La FAO/WHO y NOM-213-SSA1-2002 especifican los limites permisibles de este aditivo
ya a que el exceso de nitritos puede ocasionar la formacién de deoximioglobina
presentando coloraciones verdes o azules por la formacién de la mioglobina debido a que
el nitrosopigmento se ve oxidado por el exceso nitritos teniendo una apariencia

indeseable en los productos.

En el ser humano el exceso de nitritos puede ser reducido dentro del tracto digestivo
reaccionando con aminas y formando compuestos N-nitroso asociados con precursores

carcinogénicos.
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3.8.-Consumo de carne el mundo.

La carne es uno de los productos con mayor consumo a nivel mundial por sus
caracteristicas nutricionales, sensoriales y diversidad de preparaciones, no solo hablando
como corte de carne sino como producto carnico ya que juega un papel importante el tipo
de dietas habituales en el mundo; por ejemplo, en México el consumo de carne al afio
oscila entre los 14 a 20 kg, mientras que en Estados Unidos de Norteamérica es casi 3.5
veces mayor a nuestro pais (SIAP,2016), esto adjudicado al precio, habitos de consumo,

entre otros factores.

De acuerdo a informacion difundida por la FDA en el afio 2015 el consumo per capita de
carne de cualquier especie (ave, bovino, cerdo) a nivel mundial son los siguientes (Tabla
3):

Tabla 3.- Paises con mayor consumo per capita de carne. (SIAP, 2016)

Paises Kg de carne por
ano
1.-Australia 93
2.-E.U.A 91.1
3.-Israel 86
4.-Argentina 84.7
5.-Uruguay 82.9

Como se puede observar en la Tabla 3 hay tres paises que se localizan en el continente
americano (E.U.A, Argentina y Uruguay), ya que paises como E.U.A y Argentina son dos
de los principales exportadores e importadores de carne de bovino principalmente, paises
como E.UA los cuales ocupan el primer lugar en produccion de carne de ave y bovino
con un aproximado de 17,396,881 toneladas de carne de ave al afio y 11,698,479
toneladas de carne de bovino al afio representando aproximadamente el 18.1% y 18.2%,

respectivamente, de la produccion mundial en el afio 2015.
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México tan solo exporta 2, 808,032 toneladas de carne de ave y 1, 806,758 toneladas de
carne de bovino siendo el quinto productor a nivel mundial en ambos aspectos. (SIAP,
2016)

La carne de cerdo es uno de los productos con mayor cantidad de importacidon y consumo
en el mundo, de manera especifica en el continente asiatico la base de su alimentacion
es el pescado, arroz y carne de cerdo, por ello el claro reflejo de este alto consumo es
que China tiene la mayor produccién de carne de cerdo con 52, 733,000 toneladas al afio
lo que representa el 46.7% de la produccion mundial. México es un pais poco productor
de carne de cerdo con 1, 283,672 toneladas por afo lo cual representa tan solo el 1.1%
de la produccién mundial. (SIAP, 2019)

3.9-Consumo de carne y productos carnicos en México.

En México el consumo de carne y productos carnicos procesados en los ultimos afios
han aumentado ya que de acuerdo al Sistema de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera(SIAP) el consumo de carne per capita en el afio 2016 fue de 17.2Kg de carne
de bovino, 14.7Kg de carne de cerdo y 26.8Kg de carne de pollo (Gréfica 1), siendo estas
las tres especies de mayor consumo a nivel nacional como corte de carne o pieza; pero
si hablamos del consumo de productos carnicos procesados, el consumo se encuentra
por debajo de la carne de pollo y por encima de la carne de bovino y cerdo con un
consumo de 20.6 kg per capita de productos carnicos procesados, esta cifra representa
actualmente uno de los productos de la canasta basica de preferencia de consumo dentro
de los primeros cinco productos por debajo de productos como refrescos, tortilla, pan

dulce y carne.

Gréfica 1.- Consumo per capita de carne y productos carnicos en México. (SIAP, 2016)
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La Grafica 1 muestra que la carne con mayor consumo en México es la carne de ave (en
su mayoria pollo), ya que el precio promedio de kg de pollo entero es de $30 pesos M/N
siendo una cantidad accesible al ser comparado con el kilogramo de milanesa de cerdo
con un costo promedio de $80 pesos M/N y aun mas accesible que un corte de carne de
bovino que en promedio tiene un precio de $140 M/N por kilogramo, por ende el pollo es

uno de los productos carnicos de mayor consumo.

En la Grafica 2 se puede observar el porcentaje de consumo segun la preferencia de
consumo de productos carnicos procesados a comparacion de las piezas carnicas, esto
adjudicado a la facilidad de la preparacion de estos, la accesibilidad de los productos y
sobre todo a el precio ya que éste es uno de los principales factores por el cual se eligen
productos carnicos procesados.

De acuerdo a las estadisticas anteriormente mencionadas, en promedio al afio se
consumen alrededor de 20.6 kg de productos céarnicos procesados, esto significa que en
la dieta promedio de un mexicano por dia se consume en promedio 57 gramos minimo
de productos carnicos procesados. A continuacién, se muestran los productos carnicos

de mayor consumo en México:

e Jamon 10.3Kg per capita

e Salchicha 4.13Kg per capita

e Longaniza 3.09Kg per capita

e Chuleta de cerdo 2.06Kg per capita
e Tocino 0.618Kg per capita

e Mortadela, salami y otros productos céarnicos 0.412Kg per capita
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Gréafica 2.-Preferencia de consumo de productos carnicos en el afio 2016.
(SIAP,2019)

Tocino Otros

304 2%

La Grafica 2 muestra la preferencia de consumo de productos carnicos, en donde el
consumo de jamén representa el 50% del consumo diario de productos carnicos
procesados porgue oscila en un precio accesible, variedad de marcas, precios, sabores,
tamafos, formas y facilidad de compra, los precios de jamén en lugares como la central
de abasto varia de los $50 a $60 pesos el kilogramo, hasta encontrar jamones tipo York
con un contenido del 20% de pernil de cerdo con un precio por arriba de los $300 pesos
M/N.

Otros productos carnicos de mayor consumo son la salchicha en sus diferentes tipos y
variedades (Viena, pavo, adobadas, pollo, alemanas, tipo Frankfurt etc.), su precio esta
entre los $60 a $63 pesos hasta las de un precio de $150 pesos el kilogramo, por ello los
productos carnicos ocupan el segundo lugar en preferencia de consumo a diferencia de

la carne de bovino y de cerdo.

El resto de los productos carnicos como la longaniza, chuleta, salami, mortadela, entre
otros productos carnicos, solo son consumidos de manera esporadica debido a que los
precios de estos en ocasiones se encuentran a la par de cortes provenientes del cerdo
($80 pesos M/N) ademas de que en su mayoria de los productos carnicos anteriormente
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mencionados son acompafnantes de algunos otros platillo, por ende el consumo solo es
por periodos o de manera ocasional si son comparados con productos carnicos como
salchichas y jamén que en repetidas veces es el desayuno o la merienda de muchos

mexicanos.

3.10.-Determinacion de nitritos.

Existen diferentes técnicas para la determinacion de nitritos, la cual dependera
directamente de la fuente de nitritos que se quieren cuantificar ya sea en agua 0 como
en nuestro caso en un producto carnico, aunque mayoritariamente se cuantifican por
medio de espectrofotometria UV debido a la formacién de compuestos azo con

coloraciones rojiza 0 magenta.

Algunos de los métodos que se emplean para la cuantificacion de nitritos y que pueden

ser aplicados en la deteccidn de este ion en productos carnicos son los siguientes:
3.10.1-Determinacién de nitritos en agua por método espectrofotométrico:

Este tipo de metodologia se encuentra fundamentada en que la espectrofotometria o
radiacion de luz excita a los atomos de las moléculas por medio de una radiacién atdmica
siempre y cuando esta radiacion se encuentre en la longitud de onda indicada y con ello
obtener una lectura de la cantidad de absorcion a esa longitud de onda. En el caso
especifico de la cuantificacidon de nitritos, el ion nitrito (NO2) reacciona con la sulfanilamida
en medio acido generando una sal de diazonio que, a su vez, mediante una reaccion de
acoplamiento con clorhidrato de N-1-naftiletilendiamina, es estabilizado por un buffer de
NH4CI/EDTA a pH 8.5, generando un azoderivado color rojizo o magenta que es

cuantificado por medio de un espectrofotometro a una longitud de onda de 540nm.

Este método colorimétrico se encuentra directamente relacionado con la Ley de Lamber-
Beer, la cual explica que hay una relacion exponencial entre la transmision de luz a través
de una sustancia y la concentracion de la sustancia, asi como también entre la
transmision y la longitud del cuerpo que atraviesa la luz si se conoce esta la longitud de
onda, en este caso la longitud de onda para realizar la cuantificacién de este complejo
colorido producido es de 540nm donde la concentracion de las sustancias puede ser
deducida por medio de la cantidad de luz utilizando una curva patron con soluciones de

nitritos conocidas.
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Dentro de este mismo método existen diferencias entre los reactivos empleados como lo
es el acido sulfanilico y naftiletiliendiamina para desarrollar una sal de diazonio generando

el mismo color rojizo 0 magenta.

3.10.2.-Determinacién de nitritos por medio de Cromatografia idnica

Es un método automatizado que utiliza software y columnas para lograr una amplia
capacidad de analisis de muestras, multiples fases moviles, inyeccién directa de mezclas
complejas que muestran su eficacia en analisis de compuestos y/o iones comparado con
los métodos convencionales y la deteccion de concentraciones bajas de diferentes iones
realizandose bajo el principio de par iénico con columna de fase normal para su deteccion
por medio de UV haciendo un analisis simultaneo de nitritos y nitratos en
muestras.(Trujillo,2009).

Esta metodologia en cuanto a la deteccién de nitritos en productos carnicos no es
eficiente debido a la compleja composicion de la matriz alimenticia, pues se tienen serias

dificultades en la preparacién y separacion de diversos componentes (Flores et. al, 2016)
3.10.3.-Determinacidn por reactivo de Griess.

Este método de cuantificacidn utiliza el mismo principio de formacion del complejo de una
sal de diazonio de color rojo o magenta empleando el reactivo de Griess que contiene
0,2% de diclorhidrato de naftiléndiamina y 2% de sulfanilamida en &cido fosforico al 5%.
En este método se cuantifican nitritos organicos, anteriormente empleando en la medicina

forense como prueba presuntiva de envenenamiento por nitroglicerina. (Truijillo, 2009)
3.11.-Método de extraccién de nitritos.

Los nitritos son un parametro de calidad del producto terminado por ello es importante la
cuantificacion de los mismos; cabe mencionar que por la naturaleza del producto y del
proceso de elaboracion la cuantificacion de estos es compleja ya que durante el proceso
hay pérdidas de nitritos debido a mermas o un inadecuado tratamiento de cura, entre
otras cuestiones del proceso, asi como reaccion con aminas de las proteinas del producto

carnico.

El nitrito de sodio es una molécula que tiene un peso molecular de 69 gramos de los
cuales el 66.67% pertenece a NO2y el 33.37% pertenece a Na*, es una sal que tiene una
33


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Sulfanilamida&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosf%C3%B3rico

Capitulo 3 || 3.-Marco tedrico.

buena solubilidad en agua con un valor aproximado de 82g/100 ml de agua por lo que la
extraccion de nitritos no representa un obstaculo, algunos de los métodos

mayoritariamente empleaos para la extraccion de nitritos son los siguientes:
3.11.1.-Extraccién por medio de suspension.

De acuerdo a la NOM-231-SSA1-2002 el método oficial de extraccion de nitritos en
productos céarnicos es realizado por medio de la molienda del producto a analizar,
pesando 2 gramos de producto cérnico y agregando agua a 80°C (libre de nitratos y
nitritos) haciendo una suspension en agitacién continua con un tiempo aproximado de 2
horas para posteriormente ser filtrado y aforar con volumen final de 250mL. En la presente
norma la extraccion unicamente se realiza por medio de una suspensién con agua a
temperatura de 80°C con la finalidad de ayudar a la solubilizacion de los nitritos para

aumentar el porcentaje de extraccion.
3.11.2.-Extraccién por ultrasonidos focalizados.

Los ultrasonidos focalizados son una tecnologia de innovacion que se basa en la emision
de ondas sonoras de aproximadamente 20 kHz, las cuales dependeran del equipo a
emplear y la muestra a analizar, la fuerza emitida ocasiona la ruptura de paredes
celulares haciéndolas mas permeables debido a la formacion de poros en la pared celular
afectando estructuras bioldgicas que debido a la fuerza de presién colapsan dejandolas

expuestas al medio en donde se encuentran.

Cuando se aplican los ultrasonidos focalizados a las muestras carnicas aumentan la
suspension de particulas y su permeabilidad debido a que a bajas frecuencias y altas
intensidades generan el colapso de cavidades que son ocasionadas por la generacion de
burbujas simétricas en la interface dentro de la muestra a analizar teniendo un mayor

contacto de superficie sobre el sélido vibrando las particulas del disolvente.

La muestra solida a analizar debe de tener una preparacion previa de molienda para tener
mayor superficie de contacto para fomentar la disolucion del analito a cuantificar, en este
caso especifico son los nitritos. Esta técnica es la mas econdmica dentro de todas las
técnicas de extraccién ya que los requerimientos instrumentales son minimos. (Cristobal,
2017)
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De acuerdo a estudios recientes la extraccion por ultrasonidos focalizados tiene una
eficacia alrededor de 70 veces mas que la ocupada por solventes, 11 veces mayor que

la destilacion y 35 veces mayor que el Soxhlet (Azuola, et al 2007, Farid et al., 2016)

T — Transductor

Sonda de ultrasonido
Generador de

Ultrasonido
Profundidad de la
D)
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® @ :
1 | |

Figura 8.- Diagrama del instrumento de Ultraasonidos focalizados. (Cristobal, 2017)
3.12-Microfluidica.

La microfluidica es la ciencia y tecnologia que utiliza sistemas miniaturizados con gran
variedad de formas, estructuras y funcionalidades para procesar y manipular cantidades
pequeias de fluidos (entre 1018 a 10 litros), usando canales cuyo tamafio esta entre
decenas y cientos de micras (Whitesides, 2006). El objetivo de los sistemas de
microfluidica es automatizar los procesos bioquimicos de laboratorio para obtener
andlisis con la ventaja de poder realizar un mayor nimero de andlisis en funcion del
tiempo, disminuir el consumo de reactivos y muestra, obtener una metodologia de bajo

costo y una cuantificacion de reacciones aceleradas.

Los microchips pueden ser construidos con diferentes materiales como resinas,
elastébmeros, vidrio, etc. (Rios et al, 2012), estos dependeran de manera directa con el
tipo de reaccion, asi como el tipo de reactivos y caracteristicas propias de la reaccion.

La microfluidica es empleada como método de analisis de fluidos, sistemas de pequefias
dimensiones seflalados como microchips los cuales pueden ir desde estructuras que

miden tan solo unos milimetros hasta centimetros conformando una plataforma para la
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integracion de diferentes operaciones con el objetivo de desarrollar dispositivos analiticos

microfluidicos.

De acuerdo a estudios realizados en los ultimos afios, al compararse este método con
otras metodologias de andlisis como cromatografia de gases o HPLC esta tecnologia de
innovacion poco a poco supera a los sistemas robotizados de manipulacion de fluidos ya
que proporciona un alto rendimiento y un andlisis mucho mas rapido que facilita la
integracion de diferentes pasos en un solo dispositivo ayudando a que el analisis de datos

sea mas eficiente por la utilizacion de un solo equipo.

Estos dispositivos cumplen con los requerimientos y requisitos de la industria alimentaria
sobre todo en el area de control de calidad ya que representa mayor eficacia y eficiencia
en el analisis de alimentos englobando pasos importantes en el control de calidad de
alimentos como son: deteccion de diversos analitos importantes en la recepcion de la
materia prima, deteccion de una sustancia con limites permisibles durante el proceso de

elaboracioén y analisis final para obtener un producto de calidad. (Atalay et al.2011)

Existen algunas limitantes en el empleo de la microfluidica utilizando microestructuras o
microchips ya que dicha metodologia no se encuentra validada en cuanto al uso de los
dispositivos como un sustituto del método oficial de cuantificacion de algun analito, esto
se debe a que es una tecnologia aun en desarrollo y no se han estandarizado la
elaboracion de microchips asi como las preparaciones de las muestras, medidas
estandares de los dispositivos usados y metodologias empleadas para su elaboracion,
entre algunos otros parametros importantes a considerar para que estos se encuentren
estandarizados; aunque de manera formal este tipo de metodologias no son oficiales, si
pueden servir como una referencia de manera interna en las empresas como un método
de comparacién con los métodos oficiales por las normatividades vigentes teniendo como
beneficio que los residuos son minimos asi como la rapidez del analisis y facilidad en el
manejo de datos reduciendo el tiempo hasta un 50% comparandolos con los de

referencia. (Atalay et al.2011)

3.13- Componentes del dispositivo analitico microfluidico.

De manera practica se busca que los dispositivos empleados sean practicamente

automatizados o integrados a sistemas dependiendo de la capacidad para realizar
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funciones estandar de laboratorio tales como operaciones de mezclado que llevan a cabo
la reaccion, separacion y la deteccion del analito de interés, por lo tanto el éxito de
miniaturizacion y comercializacion de los productos empleados dependen de la fiabilidad
de sus componentes incluyendo bombas, valvulas y detector; sus caracteristicas
principales son las siguientes: (Chen, et al, 2010 Atalay et al.2011)

3.13.1.-Bombas.

Las bombas son la parte fundamental de la microfluidica ya que de estas dependera el
paso de los fluidos para que se lleve a cabo la reaccién dentro de los dispositivos
disefiados teniendo un control preciso del caudal. En microfluidica, las bombas
mayoritariamente empleadas son las no mecanicas, esto quiere decir que son bombas
de flujo continuo las cuales estan basadas en el principio de capilaridad y tension

superficial. (Atalay et al.2011)

3.13.2.-Mezcladores.

Los dispositivos elaborados no contienen de manera fisica un sistema de mezclado como
tal debido a los pequefios tamafos de las estructuras, pero estos mezcladores fisicos no
son necesarios debido a que el mezclado de las sustancia se realiza en las siguientes
circunstancias: una de ellas es regulando el caudal en cuanto a la entrada de reactivos
propiciando que estas confluyan dentro del dispositivo, y otra de ellas es la forma fisica
de los canales empleados para llevar a cabo la reaccion, ya que el flujo dentro de estos
dispositivos tiene una caracteristicas laminar, pues cuando las corrientes del fluido se
mezclan dentro del microcanal la zona de difusion de las corrientes crece cubriendo todo
el ancho del canal, lo cual dependera de la longitud y forma fisica (recto, serpentin o
curvo) fomentando la mezcla de los reactivos dentro de los canales tomando en cuenta
la profundidad, difusividad de los reactivos, entre otros factores propios de las

caracteristicas fisicas de las estructuras elaboradas. (Atalay et al.2011)

3.13.3.- Valvulas.

Las valvulas son a menudo los componentes mas importantes en los sistemas

microfluidicos integrados debido a que controlan el transporte de pequefios volimenes
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de los liquidos en los sistemas elaborados siendo estos una parte esencial para que se
puedan llevar acabo la cuantificacion; el control de las valvulas se debe a una cuestion
geométrica debido a que las intersecciones del canal distribuyen los flujos y el paso de
los componentes, aunque en sistemas mas grandes estas valvulas son fisicas y en la
mayoria de las ocasiones son ocupados en sistemas de flujo continuo controlando el paso
de los reactivos y muestras mediante una “inyeccion” de la muestra para su posterior
cuantificacion en un sistema de deteccion o bien, dando paso al flujo y fomentar la
reaccion para formar el complejo colorido para la cuantificacion del analito. (Chen, et al,
2010)

3.13.4.-Sistemas de deteccion.

Debido a la cantidad de volumenes que se manejan en los sistemas microfluidicos se
necesitan detectores con una alta sensibilidad para cuantificar los analitos presentes en
las muestras y lograr determinar su concentraciébn. De manera ideal estos sistemas
(espectrofotométricos UV visible o sistemas HPLC) deben ir acoplados con la finalidad
de tener métodos automatizados, aunque debido a caracteristicas de los materiales
empleados para la elaboracion de las estructuras de microfluidica, la integracion de
sistemas de deteccién aun es complicados, por lo que los productos reaccién son
recolectados y posteriormente cuantificados en algun sistema de deteccion que
cuantifique el analito buscado.

Los microdispositivos y su funcionamiento son una tecnologia de innovacién ya que su
elaboracion es facil y va de la mano con la nanotecnologia, haciendo que la eficiencia de
la cuantificacion de compuestos analiticos ya sea farmacéuticos, biolégicos y alimentarios
sean mas eficientes, rapidos, seguros y faciles de usar, abriendo nuevos horizontes en
los analisis en diferentes ramas cientificas tomando en cuenta que estos dispositivos
funcionan como un laboratorio miniatura.

3.14.-Fabricacion de microchips.

Como se menciono, la microfluidica es una nueva rama de la quimica analitica que hace
uso de la nueva tecnologia y ocupa como herramienta la creacion de microdispositivos o
microchips los cuales se valen de diferentes técnicas para su elaboracion por la gran

versatilidad de materiales con los que se pueden fabricar, tales son los polimeros de
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acrilato, vidrio, celulosa, polidimetilsiloxano (PDM), resinas, entre otros compuestos que
muestran capacidad de ser moldeables, seguros, no téxicos, poco contaminantes y

resistentes a la deformacion posterior a la cura del dispositivo.

La eleccion del material a emplear dependera de manera directa del analito, buscando
gue este no interfiera con la cuantificacion o cause interferencia después de que se lleve

a cabo la reaccion dentro del chip.

En afos resientes el polimero mayoritariamente empleado en la elaboracién de estos
dispositivos es el PDMS por ser un polimero moldeable, de caracteristicas hidrofobicas y

soluble en algunos disolventes organicos.

Para la elaboracion de estructuras con diferentes materiales existen técnicas

estandarizadas las cuales se mencionaran a continuacion:
3.14.1.-Forjado.

Es el proceso de fabricacion de objetos por deformacién plastica que puede realizarse en
caliente o en frio y en donde la deformacion del material se produce por la aplicacion de
fuerzas de compresion. En esta metodologia se moldea una oblea de acero inoxidable u

otro material que no interaccione con los reactivos, muestra o analito.

De manera comun la placa compresora ya tiene litografiada la estructura del chip, la placa
es puesta en una compresora que marcara la lamina de acero para posteriormente ser

cortada, perfeccionada y pulida.

De manera habitual el chip es conformado por dos piezas con las mismas medidas a fin
de hacer estructuras cerradas y que al ser unidas ambas ejerzan la presion necesaria en
su interior para formar una tuberia por donde pasaran los liquidos para su posterior

recoleccion y cuantificacion.

La desventaja que tienen estos chips es que el proceso es costoso por el material
empleado, la maquinaria que se necesita para hacer el forjado, la precision de la placa
del disefio y la figura, ya que deben de ser practicamente iguales para que embonen las
dos partes. (Chen, et al, 2010)

3.14.2.-Litografia.
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Es el método mayormente empleado para la elaboracion de microchips debido a la
facilidad de elaboracion de los dispositivos y su inconveniente es el disefio previo de un
molde impreso en una placa utilizando diferentes métodos de moldeado como lo es en
pastilla e impresion laser en placa de vidrio o un polimero compatible con el material,

utilizando programas de disefio como DraftSight, AutoCAD, Freehand.

La fabricacion de microdispositivos tienen una enorme ventaja frente a métodos
normalmente empleados ya que al tener una gran diversidad de materiales permiten la
formacion de disefios complejos, por ello se busca un elastbmero que sea resistente,
ampliamente moldeable, con propiedades hidrofobicas y reactividad practicamente nula,

esta técnica es denominada como litografia suave. (Chen, et al, 2010)
3.14.3.-Litografia suave.

La litografia suave es el método mayormente empleado para la elaboracion de microchips
por los elastomeros maleables utilizados. La caracteristica fisica del pre-polimero es que
es semiliquido y con ello puede ser vertido sobre los moldes litografiados con el

dispositivo dibujado.

El elastomero empleado es el PDMS, un gel facilmente adherible a la superficie del
sustrato sobre un area relativamente grande y se ajusta a la forma del molde (tipo
adhesivo) sobre superficies no polares de la placa en la cual se encuentra el disefio; el
molde es facilmente desmontable para no romper la estructura elaborada, quimicamente
inerte, homogéneo, incoloro, practicamente transparente y dependiendo de la reaccion
se puede reutilizar hasta 100 veces 0 mas sin notar degradacién de la estructura, aunque
esto depende del tipo de solventes por ejemplo n-hexano presenta cierta solubilidad y

con ello la degradacion de los microchips elaborados. (Gaal et al., 2016)

3.15.-Impresion en 3D.

Una de las tecnologias emergentes y de gran importancia dentro de la construccion de
microchips es la impresion en tres dimensiones que ofrece una mayor diversidad de
materiales como celulosa, vidrio, resinas y polimeros semiliquidos facilitando el manejo
de los materiales mostrando una gran diversidad de los mismos en comparacion con la

litografia.
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Una vez impresa la figura debe de tener un proceso de cura por medio de una luz UV con
la finalidad de terminar de polimerizar la resina aun presente aportando mayor rigidez a
la pieza impresa. La versatilidad de este tipo de impresion dependera del tipo de
elastbmero empleado ofreciendo no solo diversos materiales sino propiedades estéticas
que pueden ser aprovechables para la cuantificacion de analitos fotosensibles, por
ejemplo las resinas de color obscuro pueden ser ocupadas para la fabricacion de
estructuras que cuantifican compuestos sensibles a la luz y también que en la
espectrofotometria UV no se vea interferida por la presencia de desviaciones de luz ya

que un color obscuro permite la poca incidencia de luz externa.

La impresién de 3D tiene una gran versatilidad de formas para la elaborar de los
microchips ya que la estructura puede tener dos usos: actuar como reactor o bien actuar
como una placa litografica para realizar el posterior moldeado y seguir los pasos

subsecuentes como si se hiciera el procedimiento de litografia suave. (Gaal et al., 2016)
3.15.1.-Tipos de impresion en 3D.

Como resultado de la gran versatilidad de usos y disefios por la basta cantidad de
materiales utilizados para la elaboracion de sus estructuras, existen diferentes técnicas y

tipos de impresion 3D que seran descritas a continuacion:
3.15.2.-Estereolitografia (SLA).

La esterolitografia también conocida como SLA (por sus siglas en inglés) es una técnica
ocupada para la elaboracion de piezas o dispositivos Unicos, esto quiere decir que las
figuras o dibujos formados se obtienen en una sola pieza dependiendo del programa de
disefio y el tipo de impresora 3D, este proceso de fabricacion se encuentra basado en la
adicion de una resina con caracteristicas de polimerizacion por contacto con luz UV o

también conocido como proceso de cura.

En dicho proceso la resina es colocada en un tanque o recipiente con una lampara UV'y
un laser en su interior que realiza la construccién y guia de las estructuras a imprimir; los
objetos tridimensionales son obtenidos mediante la adicion de finas capas impresas una
encima de otra, cada capa es una seccion transversal del objeto que el laser traza en la
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superficie de la resina; la resina liquida es curada y se solidifica mediante la exposicion
al laser de luz ultravioleta, quedando asi la capa recién solidificada pegada a la capa
previa que existia debajo de ella y asi sucesivamente hasta obtener la estructura
diseiiada. (Chen, et al, 2010)

Una vez que la capa a imprimir ha sido creada, la plataforma de elevacién del equipo
desciende una distancia equivalente al grosor de una capa de resina solidificada
(tipicamente entre 0.05mm y 0.15 mm), una hoja barre la pieza dejando una nueva capa
de resina liquida en la superficie de la cubeta, lista para la siguiente impresion del laser,
de esta forma se va creando capa a capa una pieza tridimensional. Teniendo la pieza
completa, se sumerge en un solvente orgénico (alcoholes en su mayoria) para solubilizar
el exceso de resina y posteriormente curarla en un horno de luz ultravioleta. (Chen, et al,
2010)

La estereolitografia necesita de una estructura para soportar la pieza a la plataforma de
elevacion de forma que se evite la deflexion por gravedad y que sujete la seccion
transversal en el lugar correcto para que no se deslice cuando pasa la hoja de re-

aplicacion de resina.

Los soportes suelen ser generados automaticamente durante la preparacion del modelo
por el programa de disefio, aunque podrian requerir intervencion manual, estos deben

ser retirados una vez realizado el proceso final de cura. (Gaal et al 2017)
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Lentes
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Polimero liauido
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Plataforma
de impresion

Figura 10.- Diagrama interno de la impresora estereolitografica. (Chee et al, 2015)

Este tipo de impresion tiene una gran ventaja comparada con la litografia suave debido a
la rapidez de su formacion ya que los objetos impresos por este tipo de tecnologias
pueden ser producidos en menos de un dia tardando tan solo unas horas dependiendo

del tamafio y complejidad de la pieza elaborada.

El acabado superficial de las piezas es muy bueno, normalmente mejor que el obtenido
mediante la impresién de laser, ademas las piezas no salen con restos de polvo como
pasa con las piezas producidas mediante impresion por laser selectivo; las estructuras
elaboradas con esta impresion no son porosas lo que hace innecesario el tratamiento de

sellado posterior para hacerlas impermeables al agua o aire. (Gaal et al 2017)

Una de las grandes desventajas de este tipo de impresoras es la sensibilidad para hacer
estructuras con medidas por debajo de los 0.300mm vy el éxito para que funcione la pieza
impresa, pues la limpieza después la impresion es el factor determinante ya que si la
resina contenida en su interior no es adecuadamente eliminada, o el exceso de la misma
no es solubilizada, ésta al ser pasado por un proceso de post-cura, es polimerizado

guedando una estructura rugosa o poco funcional.
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Las piezas fabricadas por medio de este tipo de impresion pueden tener diversas
funciones: como una estructura directa para la cuantificacion actuando como chip ya que
las resinas son practicamente inertes a diversas soluciones siendo un buen medio para
la cuantificacion de analitos y evitando la degradacion en soluciones, acidas, basicas o
con disolventes organicos, catalogandose como una estructura altamente funcional; o
bien como un molde para realizar microchips utilizando materiales como el PDMS por su
buena adherencia y la facilidad para desmontarlo del molde actuando como un sustituto
de la oblea empleada de manera normal para la elaboracion de microchips por litografia
suave. (Chen, et al, 2010)

El costo de este tipo de impresion es bajo comparado con la impresion laser ya que una
impresora de caracteristicas estereolitograficas oscila entre $60,000 hasta $300,000
pesos mexicanos y las resinas de $1500 hasta $2000. (MiiCraft, 2016)

3.15.3.-Sintetizador selectivo por laser (SLS).

En la impresion por el método SLS se emplean polimeros en forma granular o en polvos
facilmente fundibles que tienen la capacidad de ser solidificados de nuevo por medio de
un proceso de cura; estos son depositados dentro de una cuba que se calienta a una
temperatura ligeramente inferior al punto de fusion del polvo y un laser de CO:2 de alta
potencia que fusiona pequefas particulas de plastico, metal, ceramica o cristal de manera
granular. El laser es encargado de sinterizar el polvo en los puntos seleccionados
causando que las particulas se fusionen y solidifiquen; a diferencia de los procesos de
litografia y estereolitografia éste se lleva a cabo bajo un proceso continuo agilizando la

elaboracion de las piezas. (Gaal et al 2017)

La densidad de las piezas terminadas depende de la potencia pico del laser, de manera
habitual el tipo de laser empleado en este tipo de impresiones es el de pulso siendo la
fundicion del polvo al paso esencial para que la fabricacion de los microchips por lo que
el precalentamiento del polvo base en la cubeta debe ser a una temperatura ligeramente
inferior a la de fusién de dicho material, de esta forma hace que la fusién del material por
calentamiento sea més sencilla. Este proceso quimico de fundicién puede conllevar a una
fusion completa, parcial o en fase liquida, pero este dependera del material. La mayoria
de los equipos utilizan un polvo con dos componentes ya que tipicamente polvo recubierto

0 una mezcla de polvos. (Chen, et al, 2010)
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Una de las ventajas frente a otros métodos es la alta reproducibilidad de fabricacién pues

se pueden conseguir piezas con densidades iguales (piezas en serie).

Las ventajas que presenta la impresién de tipo SLS frente a procesos de fabricacion por
adicion, como la estereolitografia (SLA) y deposicion de hilo fundido (FDM), es que la
sintetizacion selectiva por laser no necesita de soportes ya que la parte sinterizada esta
todo el tiempo rodeada de polvo sin sinterizar que actia de soporte, puede producir
piezas a partir de un rango relativamente amplio de materiales de polvo resultando faciles
para la fabricacion de piezas de geometria muy compleja directamente de los modelos
digitales CAD, considerandose un método de obtencion de prototipos rapido. Se esta
usando cada vez més en la produccion de tiradas cortas de piezas para uso final. (Gaal
et al 2017)

Las desventajas que presenta este método son: la limpieza de las piezas, ya que en
algunas ocasiones el polvo de las estructuras no sale de los canales ocasionando que la
pieza no sea funcional, otra de ellas, es que las impresoras son costosas ya que su precio
en el mercado es de mas de $800,000 pesos mexicanos y el precio de materia prima por
arriba de los $10,000 aunque sigue siendo un buen método para la elaboracién de
microchips. (MiiCraft, 2016)

3.16.- Disefio de estructura 3D

Existen diferentes programas de disefio, destacando de entre ellos SOLIDWORKS
PREMIUM 2016 un software operativo tipo CAD (disefio asistido por computadora) que
ayuda al dibujo y disefio de figuras mecanicas para moldeado en 3D en sistema operativo
Microsoft Windows. El programa permite modelar piezas dibujando planos técnicos con
la informacidn necesaria para la produccion de las piezas en las que se desee trabajar y
con ello disefiar no solo piezas Unicas sino armar sistemas complejos con movilidad
haciendo planos légicos reduciendo distancias lo mayor posible para la eficacia del
sistema a emplear, aunque el sistema llega a limitar algunos disefios y trazos, errores
propios del sistema operativo construyendo trazos mas légicos para el aprovechamiento
de materiales.(SOLIDWORKS PREMIUM, 2016).

En el mercado existen diversos programas para el disefio de las estructuras como son

AutoCAD, Logical BRICKS CARD, Swift 3D entre otros programas que ofrecen diferentes
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caracteristicas para elaborar los dibujos de los canales, pero SOLIDWORKS presentan
una gran ventaja a comparacion de estos ya que conforme se realiza el dibujo del
sistema, se puede observar la figura en 3D en un solo plano o en dos facilitando la

visualizacion de los sistemas dibujados.

Los microchips disefiados en este programa pueden ser impresos en diversos tipos de
impresoras 3D ya que se pueden guardar en mas de 50 formatos, y son versétiles en
cuanto a materiales utilizando polimeros de acrilato, teflén etc., dicha seleccion del
material dependera del tipo de reaccion y reactivos que se emplearan con la finalidad de
gue no exista una intervencién en la reaccion a cuantificar, una sobre estimacién u otro

tipo de interferencias en la cuantificacion.

3.17.-Efectos carcinogénicos de los nitritos.

El consumo de productos carnicos en México en los ultimos 15 afios ha ido en aumento,
tendencia muy similar a la observada en diversos lugares de Latinoameérica, asi como en
el continente europeo, algunas de las causas a las cuales se le atribuyen dicho aumento
se debe al ritmo acelerado de vida y el tiempo reducido para preparar comida casera.
Algunas instituciones como la OMS y FDA han observado que esta alta en consumo de
productos procesados coincide con el aumento de cancer en el eso6fago, entre otros
problemas relacionados, por ello en afios recientes se ha estudiado si existe una relacion
directa el consumo de productos carnicos con dicha enfermedad, estudiando cuél de los
ingredientes en los productos carnicos podria ser el causante; por ello instituciones
internacionales y nacionales como la OMS, FDA, UE, COFEPRIS,SAGARPA (por
mencionar algunas) han puesto en boga la calidad nutrimental y la cantidad de sus
componentes con la finalidad de observar si alguno de estos tiene un efecto negativo o
es precursor de alguna enfermedad. Se han hecho andlisis exhaustivos acerca de todos
los ingredientes de diferentes productos carnicos, asi como el método de preparacion,
encontrando que el ingrediente en comun son las sales de cura; cabe mencionar que la
discusion de si se tiene o no un efecto cancerigeno lleva mas de 40 afios y no se ha

demostrado una evidencia fidedigna que compruebe dicha teoria. (FDA, 2016)

La OMS tras analizar diferentes productos carnicos estipuld la teoria acerca mecanismo

de reaccion: se sabe que la funcionalidad de las sales de cura depende en gran parte de
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las proteinas, pues estas se unen a grupos de aminoacidos alterando sus estructuras y
provocando un cambio original que pueden tener o no una restructuracion correcta,
existiendo con ello el riesgo de que estas alteraciones no se hagan de manera correcta
y causen problemas funcionales y posibles riesgos mutagénicos, ademas existe un cierto
porcentaje de que los iones nitrito no se unan a los sustratos quedando asi radicales
libres y causen dafios.(OMS,2015)

La probabilidad de la teoria anteriormente mencionada es baja, pues como se ha
mencionado la carne y la mayoria de los productos carnicos tienen un contenido de
proteinas que oscila entre el 19% al 21% teniendo la cantidad suficiente de sustrato para
que los nitritos puedan tener una adecuada interaccion con las aminas presentes que lo
conforman resultando una vasta cantidad de sustrato para que los nitritos se unan de

manera completa. (Sakai et al 1981, Dutt, et al, 2002)

Dentro del presente informe se menciona la existencia de una cierta reestructuracion de
los nitritos en el interior del cuerpo humano ya que se cree que una vez que se degradan
las proteinas, los restos de aminoacidos quedan libres como radicales causando
alteraciones celulares que dan lugar a problemas gastrointestinales; si bien es cierto que
los nitritos se encuentran libres en el estdmago pero la cantidad de residuos es minima
ya que los nitritos agregados en los productos se encuentran en miligramos por kilogramo
(ppm), ademas de que posiblemente los iones sean neutralizados con los protones H*
existentes en el interior del estbmago debido a la amplia cantidad de HCI. (Cassens et
al.,1997)

Aunque las propuestas de los mecanismos de reaccion son diversas, no se ha llegado a
una conclusion final de si los productos carnicos (hablando en especifico de los nitritos)
tienen una involucracion directa con efectos mutagénicos ya que estos productos no son

la Unica fuente existente de dicho analito.
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4.-Métodologia.

4.1.-Impresién de microchips.

Para el disefio de los microchips se empleé el software SOLIDWORKS PREMIUM 2016,
el cual es un programa tipo CAD que ayuda al dibujo y disefio de tres dimensiones que
permite observar como sera de manera fisica el disefio ya que este programa trabaja con
los parametros de unidades en sistema métrico. Para fines practicos las unidades

manejadas en los disefios de los microchips son en centimetros.

A continuacion, se muestra un diagrama de bloques general acerca de como es el
proceso de las impresiones en tres dimensiones utilizando la impresora MiiCraft+ 3D

printer:

Disefio de impresion

|

Impresion de la estructura - 1-3horas paraimpresion en resina

de polimero de acrilato

Limpieza de la pieza —— > Solucion de etanol para

¢ eliminar exceso de resina
Poslt-cura —> Lampara UV por 300 segundos

\)

Chip

Equipo

e Impresora MiiCraft+3D printer Modelo UM-130 RJ-45 Potencia maxima: 100-240V,
50/60 Hz, 2.0A.
Programa Informatico

e SOLIDWORKS 2016 EDITION PREMIUM, Version para Windows 7 de 64 bits
intelligence CAD.
Reactivos

e UV Resin for 3D PRINTER BV-001 POLIMERO DE ACRILATO (Mondémero de
Acrilato 55-75%, Oligobmero de Acrilato 35-45% Foto iniciador y aditivos 10-15%)
e Etanol Absoluto 99.5% pureza EMPLURA®
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NOTA: Los lavados se realizan con etanol ya que la resina es soluble solamente en este

disolvente organico, se debe de cuidar quitar perfectamente el exceso de resina ya que

en el proceso de post-cura se solidifica.

4.2.- Extraccion de nitritos en productos carnicos

Recepcidn de carne/productos carnicos

y

Troceado

!

Molienda

y

Pesado

y

Suspension

y

Extraccion (Ultrasonido)

|

Filtracion

Reaccion en microchip

Recoleccién

Lectura a 540 nm (Cuantificacion)

————> 10segundos

— > #lgramo

——> Agregar agua destilada 20ml y agitar

con varilla de vidrio.

15 segundos /Amplitud 45%

— > Lavado hasta 30 ml con agua destilada

———>  Vol. 5 mL complejo colorido

Figura 11.- Diagrama de extraccion y cuantificacion de nitritos en productos carnicos.

Equipos

+ WARING COMMERCIAL® Picadora/trituradora PRO PEP® modelo WCG75.
NOTA: el equipo se uso6 en el modo de trituradora (Grinder) para el tratamiento

de la muestra.
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+ Balanza analitica EXPLORER OHAUS® Modelo E12140.

+ Sonicador BRANSON Digital Sonifier® Modelo 450 EDP 100-132-645. Potencia
maxima: 400 Watts. Adaptado con un convertidor (CONVERTER) modelo 102
C (CE) EDP 101-135-066R y una sonda de disrupciéon (DISRUPTOR HORN)
de 1/2”.

+ Espectrofotémetro UV/Vis spectrophotometer Varian Cary® 1.

+ Bombas peristalticas ISMATEC® Modelo ISM834C.

Reactivos
+ Buffer NH4CI/EDTA a pH 8.5 (Reactive J.T Baker® ACS)
+ Sulfanilamida/Clorhidrato de N-1-naftiletilendiamina (SIGMA-ALDRICH® ASC)
+ Reactivo de Carrez |. Hexacianoferrato de potasio trihidratado (SIGMA-
ALDRICH® ASC)
+ Reactivo de Carrez II: Acetato de zinc (Reactive J.T Baker® ACS)
¢+ Agua destilada

4.3.-Formacién del complejo colorido

Los nitritos se encuentran en forma de anion en los extractos clarificados de los productos
carnicos, reaccionando con sulfanilamida en medio &cido generando una sal de diazonio
que, a su vez, mediante una reaccion de acoplamiento con clorhidrato de N-1-
naftiletilendiamina en un medio amortiguado de NH4CI/EDTA a pH 8.5, genera un
azoderivado color rojizo o magenta que es cuantificado por medio de un
espectrofotometro UV-Vis (Varian Cary® 1) a una longitud de onda de 540 nm. Los
reactivos y muestras son inyectados a través de una bomba peristaltica conectada a la
entrada del microchip, estos son mezclados dentro de la estructura para posteriormente
ser extraidos por otra bomba peristaltica de salida y ser recolectados y cuantificados por

medio del espectrofotometro.
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Reactivo de Recoleccion
color
Buffer pH 8.5
Extracto de Microchip
nitritos
React Bombas
eactivos .
peristalticas Espectrofotémetro

UV-Vis

Figura 12.-Configuracion de analisis para determinacion de nitritos en productos
4.3.1.-Extraccion de nitritos en productos céarnicos.
La preparacion de las muestras se realizara a temperatura ambiente para facilitar la
molienda o trituracion de la muestra.
1.-Pesar aproximadamente 5 gramos de muestra cérnica y triturarla en la picadora o
trituradora por un periodo aproximado de 10 segundos.
2.- Recolectar la muestra triturada y pesar aproximadamente 1 gramo de muestra por
triplicado.
3.-Agregar 20 mL de agua destilada para una suspensién, esta se debe agitar con ayuda
de una varilla de vidrio y se agregara agua hasta llegar a un volumen de 30mL.
4.- Introducir la sonda de ultrasonidos en la suspension y aplicar ultrasonidos a 45% de
amplitud por un periodo de 15 segundos.
5.- Agregar a cada uno de los vasos 1mL de reactivo de Carrez | y 1mL de reactivo de
Carrez Il, dejar reposar por un periodo de 10-12 minutos.

6.- Filtrar las muestras y recolectarlas para su posterior cuantificacion.

NOTA: Los reactivos de Carrez son agregados como clarificantes ya que ayudan a la

precipitacion de masa organica obteniendo un extracto incoloro.

4.4-Repetibilidad y Reproducibilidad.

Con la finalidad de evaluar la precision del método de cuantificacién de nitritos se debe

llevar a cabo su medicién y validacién, esto con la medicion de una o0 mas
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concentraciones de manera intralaboratorio y los resultados obtenidos son analizados un

Andlisis de Varianza de un solo factor (ANOVA).

La respetabilidad se define como la capacidad de un instrumento a dar un mismo
resultado, en el caso de este estudio este se realiza midiendo uno 0 mas puntos de una
concentracion conocida tres o cuatro veces al dia durante un periodo de 7 a 11 dias. La
finalidad de este es medir si los datos obtenidos durante este periodo de tiempo y el

mismo dia se tienen un coeficiente de varianza suficientemente amplio.

La reproducibilidad se realiza midiendo uno 0 més concentraciones conocidas de manera
diaria por un periodo de 7 a 11 dias, en donde el coeficiente de variaciéon no debe de ser

mayor a 10 para asi tener una metodologia y un método aceptable.

Los resultados son analizados mediante una ANOVA de un factor y el resultado esperado

es que no exista una diferencia significativa entre los dias siendo un método viable.
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5. Resultados
5.1. Caracterizacion de microchips

5.1.1.-Disefio de primeras estructuras.

Se realizaron diferentes disefios de chips con el programa SOLIDWORKS
PREMIUM 2016 teniendo como principal objetivo el disefio de microchips que
ayuden a la cuantificacion de los nitritos en productos carnicos; para fines practicos
todas las medidas de las figuras disefiadas se encontraran en centimetros y

milimetros.

Estos disefnos fueron impresos en el equipo en MiiCraft+ 3D printer, esta impresora
realiza la construccién de las piezas basado en el principio de estereolitografia
ocupando una resina de polimero de acrilato, dicho polimero lineal y aniénico esta

compuesto por el monémero acido acrilico (CH2=CHCOOH?)

Los grupos de acido acrilico estan espaciados uniformemente a lo largo de la
cadena permitiendo que la resina sea maleable y semiliquida, el polimero de acido
acrilico neutralizado con NaOH formando el poliacrilato de sodio, siendo este el

compuesto que se ocupa como resina para la impresion en tres dimensiones.

.‘!
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Figura 13.-Estructura del polimero del acrilato de sodio. (Che et al, 2010)

Las caracteristicas de este polimero de acrilato son las siguientes:

v' Capacidad de solidifacion: ante alguna fuente de irradiacion que de manera

comun es la luz ultraviolteta o alguna fuente de irradiacion como laser de CO2
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ya que de manera comercial se encuentra en fase sélida o liquida disuelta en
algun solvente facilmente volatil, solidifica en frio y el punto de fundicién es
muy bajo.

v' Propiedades hidrofobas y poca solubilidad: con algunos compuestos
organicos es soluble, pero pierde esta capacidad al solidificarse debido a que
por la irradiacion sufre una reestructuracion que no permite que sean
expuestos compuestos solubles de este material, siendo una buena
alternativa para la fabricacion de estructuras de extrusion por medio de
capas.

v' Reactividad practicamente inherte: es inherte tanto en agua como con
algunos reactivos organicos, aunque se ha demostrado que en algunos
casos este polimero muestra reacciones oxidativas con metales, por lo que
se debe tener especial precaucion con el material e indumentaria

ocupada.(Kalphajian et al.,2002)

Los disefios de micochips se muestran a continuacion (Figura 14) observandose
tanto los planos de dibujo de las estructuras disefiadas como sus
especificaciones.Los planos de elaboracién asi como las caracteristicas de cada

una de las estructuras se muestran en los Anexos de este documento.

5.2-Impresioén del primer chip (Chip 1).

Figura 14.-Planos y estructuras cronoldgicas de los disefios en impresion de tres

En las imagenes de la Figura 14 se muestran todas las fases del disefio del chip
partiendo desde el dibujo del orificio de entrada y salida de reactivos en un solo

plano hasta la impresion en 3D. Las Figuras 14A, 14B y 14C, muestran el plano de
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diseiio del chip incluyendo medidas y dimensiones de la estructura las cuales

guedan mayor explicadas en el Anexo 6.

En la Figura 14D se muestra el chip 1 impreso con las dimensiones establecidas en
los planos elaborados (14A y 14B), esta estructura impresa esta basada en uno de
los articulos con mayor relevancia en cuanto a la cuantificacién de nitritos e
impresion de microchip; en esta estructura se esperaba que la cuantificacion de
nitritos se llevard a cabo ya que de acuerdo al articulo, Aurethane-acrylate
microflow-analyzer with an integrand. (Lorrana N. et al., 2013.) la dimensién del
canal interno, asi como la estructura son las suficientes para llevar acabo la

cuantificaciéon de la reaccion.

El tiempo de impresion de este dispositivo tomo aproximadamente 3.5 horas,
ademas de un proceso de post-cura de 6 minutos; una vez impresa la estructura se
debe de realizar el lavado con la finalidad de quitar el exceso de resina, este Gltimo

paso es fundamental para que la estructura tenga o no funcionalidad.

El primer problema presentado después de la impresion del chip fue la eliminacion
de la resina no polimerizada que se encontraba en el interior de los canales del
disefio pues impedia que la pieza fuera funcional, por ello se intentd realizar el
lavado sumergiendo en un molde con etanol absoluto e inyectando esta misma
solucion dentro de los canales, sin embargo el problema persisti6 en dicha
estructura atribuido a la presion aplicada, pues esta no fue la suficiente para eliminar

el exceso de la resina en el interior.

Por ello se buscaron diferentes alternativas haciendo uso de bombas y buscando
diversos disolventes que eliminaran dicha resina. Se utilizaron inyecciones de etanol
a temperatura ambiente, etanol a 70 °C (por debajo de su punto de ebullicion), agua
destilada (a temperatura ambiente asi como a 80°C) y acetonitrilo, pero ninguna de

estas permitié eliminar el exceso de resina del interior de los canales.

Este problema se debe a que la resina del polimero de acrilato en el interior del chip
se solidifica aplicando o no el proceso post-cura con ldmpara UV quedando un

“tapon” en la parte media de la estructura haciéndola inservible. Algunos autores
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han reportado estos problemas en la construccién de microchips 3D a causa de dos
razones: una de ellas es por el tipo de impresion y la segunda es como resultado de
la impresora empleada por la baja sensibilidad que tiene este modelo de impresion,
también cabe mencionar que la resina empleada presenta una solubilidad mayor a
70% y menor a 90% utilizando como disolvente etanol, la poca cantidad que no se
alcanza a disolver se solidifica quedando figuras irregulares y por ende estructuras

poco funcionales o bien, errores estéticos en ellos. (Aliaa I. Shallan et al. 2014).

Por lo anterior se realizaron impresiones de chips diferentes respetando la
estructura expuesta en la Figura 14 pero cambiando el tamafio de los diametros
internos y externos para facilitar la eliminacion de la resina excedente en el interior
de los canales, distancias entre canales, tamafio de serpentines y grosor externo de
las tuberias, este ultimo cambid ya que se partian con gran facilidad resultando una

estructura endeble y fragil.

La posterior impresion de estructuras fueron basadas en la Figura 14 cambiando el
etanol por otros disolventes como acetona y hexano (por mencionar algunos) con
la finalidad de observar si estos ayudaban a aumentar la solubilidad de la resina
para la limpieza de las impresiones asi como cambiaron los tiempos de impresion
ya que el programa permite regular el tiempo de impresion de cada una de las capas
que conforman la estructura final, por ello se evaluaron varios tiempos ya que por
programacion automatica la formacion de cada capa laminar se de cada 5 segundos
por ello se decidio probar alargar o acortara los tiempos de formacion de cada capa
para evitar que la resina liguida se endurezca formando un tapon modificando asi el
tiempo de impresion reduciendo de 3.5h a 1:23 h, sin embargo los resultados
arrojaron a lo mismo obteniendo piezas no funcionales persistiendo resina en el

interior de los canales.

Una de las alternativas buscadas parar eliminar el exceso de la resina en la
impresion fue detener la impresion a la mitad de la fabricacion, pero el programa no
permite hacer esta funcion ya que en automatico se cancela todo el proceso y como

resultado se tienen figuras impresas a la mitad.
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La eliminaciéon del polimero en el interior de los microchips en las estructuras
fabricadas por medio de estereolitografia es comun ya que las capas se van
imprimiendo en un tanque lleno de resina o polimero, por lo que todo el tiempo se
encuentran sumergidas dentro del material liquido teniendo como consecuencia que

las estructuras huecas se llenen de resina.

En el caso del chip 1 (Figura 14) el polimero de acrilato quedoé en el interior de los
canales y aunque se intentaron varias formas de limpieza no se pudo eliminar,
pudiendo ser por la poca solubilidad del polimero con diferentes disolventes o bien
por tratarse de canales tan pequefios que la presion interna es mayor a la externa
ocasionando que la fuerza aplicada no sea la suficiente para extraer la resina

resultado una pieza inservible.

Las siguientes estructuras elaboradas, visualizadas en el Anexo 6 (Figuras 15 a
Figura 17) muestran otros disefios que presentaron el mismo problema de limpieza
para eliminar el exceso de polimero en su interior, los resultados de diversas
pruebas con disefios diferentes dieron como resultado la primera estructura

funcional denominada Chip D.

5.3.- Chip D

Este es el primer chip en el que se pudo eliminar el exceso de resina quedando una
estructura completamente hueca y funcional; el disefio de la pieza, asi como sus
caracteristicas se muestran en el Anexo 7, la estructura impresa se muestra en la

Figura 18.

Figura 18.-Impresion del chip C. (Diametro interno 0.15cm, grosor externo 0.30cm,
longitud 3.5cm, rectas 1.5cm, curva 0.25cm)

Para evaluar si con esta estructura se podia llevar a cabo la reaccion, se prepararon

soluciones estandar de 1, 5,y 7 ppm con la finalidad de observar si la formacién del
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complejo colorido rosado caracteristico para la determinacion de nitritos era posible.
(Cabrera et al., 2003).

Se utilizé un caudal de reaccion de 0.053 mL/min, haciendo pasar en continuo tanto
reactivos como las soluciones estandar de nitritos. Los resultados se muestran en
la Figura 19 donde se puede observar la diferencia de las tres concentraciones

evaluadas y el blanco.

Figura 19.- Producto de reaccion formado para nitritos utilizando el disefio de la
Figura 18 (Chip D).

Esta prueba es fundamental ya que, aunque se reporta que el polimero de acrilato
no tiene interaccion con soluciones a base agua como disolvente principal, este
podria presentar una cierta interferencia con el complejo colorido. Observando los
extractos estos son translucidos lo cual permite concluir que no hay interferencia
alguna para su lectura en espectrofotometro UV- visible ademas de tener resistencia

a los reactivos.

Con esta estructura se puede llevar a cabo la reaccion para la determinar nitritos,
pero no se sabe cuales son las caracteristicas especificas de esta, por lo que se
decidi6 caracterizarla a fin de conocer las caracteristicas del Chip D (Figura 18) y
asi evaluar los volumenes y caudales de los reactivos para elaborar diferentes
curvas patron de nitritos y los limites de deteccion, entre otros parametros

estadisticos importantes.
5.3.2.- Evaluacion del caudal y tiempo de analisis.

Una de las principales caracteristicas para evaluar este chip fue probar si la reaccion
era posible en esta estructura, asi como optimizar la velocidad del caudal regulado

el paso de reactivos y muestra.
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Por lo tanto, se evalu6 el caudal para la cuantificacion de nitritos en el Chip D (Figura

18), utilizando mangueras de Tygon incorporadas a una bomba peristaltica.

Para realizar la determinacién del caudal 6ptimo se probaron diferentes caudales
utilizando una solucion patron de nitritos de 1.0 ppm, eligiendo aquel caudal que
tuviera la mayor absorbancia en el menor tiempo posible de reaccion. Los valores

obtenidos se muestran en la Tabla 3:

Tabla 3.- Evaluacion del caudal y el tiempo de reaccion para nitritos utilizando el
disefio Chip D (Figura 18)

Caudal |t (min.) ABS

mL/min.
0.05 16:00 0.2004
0.13 12:00 0.2003
0.16 10:00 0.2005
0.24 7:00 0.2004
0.29 6:37 0.2005
0.35 5:30 0.2003
0.41 5:15 0.2004
0.44 4:40 0.2005
0.51 4:36 0.2005
0.52 4:36 0.2006

En la Tabla 3 se observa una absorbancia constante, por ello se decidié optar por
un caudal 0.52 mL/min ya que es el tiempo mas corto en el cual la determinacion es

mas rapida, y con €l se hizo la curva de calibracion.
5.3.3.- Curva de calibracién.

La curva patron comprendi6 las concentraciones desde 0.1 a 3 ppm de nitrito. Los

resultados obtenidos son mostrados en la Gréfica 3.

Grafica 3.- Curva de calibracion de nitritos con el Chip D mostrado en la Figura 18
a un caudal de 0.52 mL/min.
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Los resultados obtenidos con este microchip arrojaron una buena sensibilidad y un
intervalo lineal amplio de cuantificacién, el volumen utilizado es mayor al esperado
para un microchip teniendo un volumen aproximado de 1.36 mL/min ya que el
diametro del serpentin es muy grande y por ende el volumen necesario es alto, por
lo tanto se decidié buscar alternativas para disminuir el consumo de reactivos
haciendo que los canales sean mas pequefios o probar otros disefios tomando en

cuenta las adversidades de quitar el exceso de resina.

Tomando en cuenta estas limitantes se busco disefiar microchips en dos fases, esto
se refiere a la construccion del serpentin en una base y la cerradura de los canales
con una capa externa del mismo o diferente material que no interfiriera en la
reaccion, con la finalidad de que la presion interna fuese suficiente para la entrada
y salida de reactivos, asi como para protegerla de agentes fisicos tales como polvo,

pelusas etc.

Una de las ventajas que ofrece la impresion en dos partes, es que la limpieza de las
piezas no es un problema ya que las estructuras se encuentran expuestas y son
facilmente lavables, de hecho, este tipo de metodologia es usado en la impresion
con laser ya que las piezas dibujadas se realizan en bloques del material a imprimir
y con ello las estructuras impresas pueden ser ocupadas como molde para la

fabricacion de microchips de litografia suave. Los resultados de la adaptacion de las
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metodologias de una estructura cerrada a una abierta se describen en el siguiente

punto:

5.4.- Microchip 3D de dos partes.

5.4.1.-Microchip A.

El primer microchip elaborado con estas caracteristicas de canales abiertos consta
de un cuadro impreso con la resina de polimero de acrilato, canales impresos en

una sola cara de profundidad 0.3 cm y 0.15 cm, ademas de orificios de entrada de

0.11 mm de diametro.

Las caracteristicas de disefio del microchip A se encuentran en el Anexo 8.

N
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Figura 20.- Microchip A (Profundidad de 0.3 cm y 0.15 cm orificios de entrada
de 0.11 mm de diametro, dimensiones de la caja 3 cm x 2 cm x 0.5cm). (Anexo

Este microchip no tuvo problemas para la eliminacion del exceso de resina, de
hecho, fue mucho mas facil ya que los canales se encuentran expuestos. El defecto
gue present6 esta primera pieza fue que debido a las dimensiones de la pieza (3
cm de largo, 2 cm por cada lado y 0.5 cm de ancho) la impresion no tuvo un buen
acabado, presentando deformaciones en la impresién con bultos disparejos como

se puede apreciar en la Figura 20.

La estructura fue probada con la finalidad de observar si existia el paso de flujo en
el interior de los canales y se observd que existe un pequefio orificio en la mitad de
la pieza impresa, haciendo un pequefio asentamiento de liquido; lo sucedido con

esta pieza es que la impresora MiiCraft +3D Printer tiene una cierta restriccion con
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las piezas que tienen una altura mayor a los 4 cm, por lo que se buscé escalar este

disefio dando como resultado el Microchip B:
5.4.2.-Microchip B.

El segundo microchip fue de menor tamafio que el microchip A (Figura 20), por la
limitante en la impresion de estas piezas; las medidas de la caja o base de este
microchip B fueron 1.80cm x 2.10m x 0.5cm con profundidad de 0.5cm y dos orificios
de entrada de un didmetro de 0.11cm. Las caracteristicas fisicas de este disefio se
encuentran explicadas en el Anexo 8 y la Figura 21 muestra el molde final.

Figura 21.- Microchip B (cuadro base 2.20cmmX2cmXO0.5, orificios de entrada 0.11cm, 0.30cm
de profundidad, 0.15cm ancho de canal)

El microchip B (Figura 21) no presentd problemas para eliminar el exceso del
polimero ni errores de disefio, resultando una estructura de buen acabado, por lo
que se decidid probar si la estructura disefiada era capaz de llevar acabo la

cuantificacion de nitritos con una solucion de 5 ppm nitritos, los resultados obtenidos

en esta prueba se discuten a continuacion:
5.4.2.1-Caracterizacion de microchip B

El microchip fue cubierto en la parte superior con una capa de parafilm que ayudo
a que la presion interna del microchip permitiera el paso de reactivos por los canales
evitando que se salieran y ademas sirviera de proteccion al medio externo. El

producto de la reaccion a un caudal de 0.168 mL/min se muestra en la Figura 22.

Es por ello entonces que se decididé hacer la curva de calibracion para nitritos

usando este microchip.
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Figura 22.- Producto de reaccion formado para nitritos utilizando el disefio de la
Figura 21.

5.4.2.2.-Curva de calibracion.

Se elaboré una curva de calibracion en un intervalo de concentraciones de 0.1 ppm

a 5 ppm (Figura 22).

Curva patréon de NO, Microchip B
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Gréfica 4.-Curva de calibraciéon del microchip B (Figura 22) utilizando un caudal de
0.16mL/.

La linealidad fue entre 0.25 ppm y 3 ppm de nitritos, con un valor R?=0.9993 muy
cercano a uno lo que resulta confiable y con buena sensibilidad ya que la ordenada

se encuentra muy cercana al origen.

Los resultados obtenidos de esta estructura fueron muy buenos al considerar que
la cantidad de reactivos en la repeticion de la curva patrén por triplicado y la de

residuos son menores comparados con los del método oficial de la normativa
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mexicana (NOM-122-SSA1-1994) hasta un 73.33%. El Unico problema que se
puede observar con este microchip B es que el flujo es intermitente, esto quiere
decir que el flujo no es correctamente distribuido y se ve interrumpido e incluso si
se aumenta el caudal ocasiona la salida de los reactivos por los canales, por ello se
decidio hacer un disefio en el que las esquinas fueran curvas y no rectas resultando

la fabricacion del siguiente microchip:
5.4.3.-Microchip C

Disefio del Microchip C (Figura 23) con angulos curvos conservando las mediadas
del tamario de las rectas, profundidad de 0.3 mm y anchura de canales de 0.05cm,
con una estructura general de 1.80cm x 2.10cm x 0.5cm y dos orificios de entrada

con didmetro de 0.11cm.

Las caracteristicas fisicas de este disefio se encuentran en el Anexo 8.

[

|

Figura 23.- Microchip C (Profundidad de 0.3 cm y 0.15 cm ancho de canales,
orificios de entrada de 0.11 mm de diametro, dimensiones de la caja 1.80cm x
2.10m x 0.5cm). (Anexo 8)

En este disefio se cambiaron las esquinas con angulos rectos por esquinas curvas

con un radio de 0.10cm y un ancho de 0.15cm, evitando el flujo intermitente.

Al igual que en las piezas anteriores se realizo una prueba cualitativa para observar
si el disefio elaborado y el tamafio eran suficientes para llevar acabo la

cuantificacion, esta prueba se realiz6 con una solucion estandar de 5 ppm de nitrito.
5.4.3.1-Caracterizacion de Microchip C.

El microchip fue recubierto en la parte superior con una capa de parafilm con la

finalidad de evitar que se salieran las soluciones y que el producto de reaccion se
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contaminara por agentes externos. La reaccion se llevo a cabo a un caudal de 0.13

mL/min. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24.

Figura 24.- Producto de reaccion formado para nitritos utilizando el Microchip C

Con los resultados positivos se procedio a caracterizar el Microchip C midiendo el
tiempo que tardo en reaccionar todo el analito con los reactivos, esto se realizo
dejando fluir el compuesto colorido por un tiempo determinado para posteriormente
ser recolectado y medido, en la Gréafica 5 se muestra el tiempo de estabilizacion de
la reaccion en donde se puede observar que tarda entre 4 y 6 minutos en
estabilizarse, por ello se decidié que el tiempo de reaccion dentro del Microchip C

fuera de 5 minutos.
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Grafica 5.- Evaluacion del tiempo de estabilizacion de la reaccion de nitritos
con el reactivo de color usando el Microchip C de la Figura 23.

Una vez determinadas las condiciones en las cuales la reaccion se llevaria a cabo
de manera completa, se realiz6 una curva patron a fin de observar la linealidad y

sensibilidad en la determinacion de nitritos usando este microchip.
5.4.3.2- Curva de calibracion usando el microchip C (Figura 23).

Se elaboré una curva patrén con soluciones estandar de nitritos probando diversas
concentraciones para determinar la concentracion minima y maxima detectable,
probando concentraciones desde 0.01ppm hasta 10ppm. La curva patron se repitio
cuatro veces ejecutando la reproducibilidad de los puntos y con ello se determiné el
intervalo de concentraciones en el cual la linealidad persistia siendo de 0.25ppm a

7ppm de nitritos.

Curva patron de NO:Microchip C

y =0.1116x + 0.005
R? = 0.9998

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentracion (ppm)

Figura 26.-Curva patron de NO2 a un caudal de entrada de reactivos caudal de
salida del azoderibado de 0.51 mL/min para un intervalo de concentraciones de

0.25 a 7 ppm de nitritos
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Figura 27.-Matraces de curva patron con el Microchip C.

La regresion lineal de la curva patron de Microchip C (Figura 26) fue de 0.9998,
obteniendo un valor excelente y una ordenada muy cercana al origen, ademas de
observarse la repetibilidad en los valores de absorbancias para cada uno de los
estandares al realizarse por triplicado, repitiendo la curva en tres ocasiones
consiguiendo valores similares. Una vez conconcluida la curva patron se ejecutaron
las pruebas de reproducibilidad, repetitividad intralaboratorio y capacidad de

volumen del Microchip C.
5.4.3.3.- Repetitividad y reproducibilidad intralaboratorio.

Para evaluar la precision del método de cuantificacion de nitritos se utilizé una
muestra de salchicha FUD y un Analisis de Varianza de un sdlo factor (ANOVA).

Los datos obtenidos se reportan en la Tabla 4.

Tabla 4.- Resultados de concentracion de nitritos para evaluar la
rerpoducibilidad y repetibilidad usando el microchip C.

Dia Replica | Replica 2 | Replica 3
1

1 44.34 43.93 44.56

2 44.48 43.17 43.82

3 44.98 41.34 44.92

4 42.55 43.79 42.89

5 41.78 41.65 42.02

Des. Estandar | 1.3818 1.2088 1.1941
Media 43.626 | 42.776 43.642
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Tabla 5.- Analisis de varianza de un factor para la medicion de los extractos de
nitritos de salchicha FUD.

Fuente | Sumade | Grados | Cuadrad F Probabilida | Valor F
cuadrado de 0 medio d critico
S libertad
Entre dias | 6.1327 4 1.5332 1.05 0.4656 5.19
Dentro de
dias 7.2914 5 1.4583
Total 13.4241 9

Resultando una hipétesis nula, HO: no existe una diferencia significativa entre los

resultados cuantificados entre dias y dentro de dias.

El valor obtenido de F calculado es de 1.05 no siendo mayor al valor F4, 5 P=0.05
critico de 5.19 por lo tanto se concluye que no existe evidencia estadistica para que
exista diferencia significativa entre los resultados experimentales dentro y entre

dias, por lo que se acepta la hipétesis nula, HO.

En cuanto a repetitividad y reproducibilidad, los valores obtenidos son los siguientes:
2.79% y 2.81% respectivamente, considerandose valores muy similares indicando
que la variacion de la metodologia, asi como los puntos cuantificados tienen una
minimay poco significativa variacion; estos valores fueron calculados de la siguiente

manera:
Repetitividad (Sr)
Sr? = 1.4583
Sr =1.2076
Reproducibilidad (SWR?)
SWR? = Sr? + Sr? entre dias

(Mcentre

—McC . .
- dentro) Donde nj es el nimero de columnas, 3

Sr2entre dias =
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2 i (1.5332 — 1.4583)
Sréentre dias = 3 = 0.0249

Swr? = 1.4583 + 0.0249 = 1.4832

Repetitividad

Reproducibilidad
_ SWT

1.2178
43.209

%DER = ( ) % 100 = 2.81%

5.4.3.4. Volumen del microchip C

También se determiné la capacidad de volumen en el Microchip C; para esto se
llevd a cabo el siguiente procedimiento: se peso el Microchip C completamente seco
sin la capa de parafilm, se procedié a llenarlo con una concentracion de nitritos
conocida y se peso en una balanza analitica y con base en la diferencia de peso se
determiné el volumen del microchip, este procedimiento se llevé a cabo por

triplicado. Los resultados experimentales se muestran en la Tabla 6:

Microchip C Peso(g)

Vacio 2.26749g

1.- Peso del Microchip C con solucion 2.4510g
2.- Peso del Microchip C con solucion 2.4513g
3.- Peso del Microchip C con solucion 2.4507¢g
Diferencia promedio 0.1836g

Tabla 6.- Determinacion del peso en el Microchip C (Figura 23).
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Los datos obtenidos arrojan a un valor aproximado de 183.6uL en la estructura
cuando el valor aproximado de almacenamiento de acuerdo al programa de disefio
SOLIDWORDS PREMIUM 2016 debia ser de 241uL, esto quiere decir que la
capacidad de almacenamiento en la figura impresa es del 76.68% con respecto a
los valores que da el programa de dibujo. Esto se puede deber a las pequeias

particulas que quedan en la estructura, deformaciones propias de la fabricacion.

Teniendo estos puntos caracterizados en el microchip C (Figura 23) se decidié

analizar muestras de productos carnicos con concentraciones conocidas de nitritos.

5.5.- Andlisis de muestras carnicas

A partir de la curva patron (Figura 23) obtenida para el Microchip C se determiné la
concentracion de nitritos en diferentes muestras de productos carnicos donadas por
el grupo 1 del Laboratorio de Tecnologia de Alimentos. Los productos
proporcionados fueron los siguientes: jamon tipo York, chuleta ahumada, chorizo
fresco y madurado tipo cantimpalo, salchicha estilo Frankfurt. La extraccion de
nitritos se llevo a cabo por el método de ultrasonidos focalizados descrito en la

metodologia (Capitulo 4).
5.5.1.-Salchicha tipo Frankfurt.

La salchicha es un producto carnico clasificado como un producto embutido cocido,
el cual puede o no ser ahumado, hecho con res, cerdo o actualmente hasta con
pollo, cumpliendo con la especificacion de ser elaborado con no menos de 60% de
carne en su contenido neto; el proceso de elaboracion del producto asi como las
especificaciones de este, son mencionados en el Anexo 2 en donde se especifican
las cuatro formulaciones realizadas, en las cuales solo se modificé la cantidad de
algunos de los ingredientes a fin de observar el efecto que estos tenian sobre el
producto terminado; el analito de importancia en las cuatro formulaciones tenia la
misma concentracion (132 ppm) y se realiz6 la extraccion por ultrasonidos

focalizados obteniendo los siguientes resultados expuestos en la Tabla 7:
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Tabla 7.- Determinacion de nitritos en salchicha tipo Frankfurt con el microchip

1 99.74 101.84 111.27 106.73
2 100.86 101.52 111.39 107.05
3 100.22 101.25 111.79 107.08
4 100.66 101.58 110.97 106.44
5 100.39 101.47 111.58 107.09
6 100.82 101.72 111.2 107.63
7 101.48 101.33 111.26 106.02
8y9 101.23 100.49 111.43 107.62
Media 100.67 101.4 111.36 106.96

Des. 05572 | 0.4161 | 02481 | 0.5517
Estandar
%CV 0.55 0.41 0.22 051

La cantidad esperada de nitritos de sodio en las cuatro formulaciones era 132 ppm

pero los resultados mostraron cantidades menores debido a varias causas posibles:

1) Proceso de picado: durante este proceso se agregan todos los ingredientes
gue conforman la salchicha incluyendo las sales de cura. Esta pasta formada es
recolectada de manera manual y con ello hay pérdida de materia prima la cual

llega a quedar retenida en las aspas y palas.

2) Proceso de embutido: éste se realiza de manera manual ya que se llena la
manga en la parte superior y por medio de un forjado, ésta pasa a través de la
“tripa” y se hace el embutido. Por lo tanto existen pérdidas en el llenado de la
manga, restos en la pala de llenado, asi como también en el molde en donde se

vacia la pasta.

3) Deficiencia de pesado: pesado insuficiente de las sales de cura, resultando

una baja cantidad de nitritos presentes en el producto final del alimento.

Los resultados de la Tabla 7 permiten concluir que estos productos carnicos
comparados con la NOM-122-SSA1-1994 y NMX-F-065-1984 estan dentro de la

normatividad la cual no debe de ser mayor a 103 ppm de nitritos.
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5.5.2.- Chuleta ahumada.

La chuleta es el producto obtenido del corte del cerdo después de remover la paleta,
el pernil, la tocineta y la grasa de la espalda, sometidas a un proceso de curado,
ahumado, coccion y envasado en un material inerte aprobado. Se clasifica como un
producto curado ahumado el cual debe de cumplir con la NOM-122-SSA1-1994 y
NOM-213-SSA1-2002 que establecen especificaciones fisicas, microbioldgicas y
quimicas, asi como cantidades permisibles de algunos aditivos, estas
especificaciones, asi como el diagrama de proceso de la elaboracion de chuleta

ahumada se encuentran en el Anexo 3.

La chuleta cruda fue sometida a 4 tipos de preparaciones en donde la variante era
el grosor del corte de la chuleta, asi como la adicion de otros ingredientes en la
formulacion, se conservo la misma cantidad de nitritos en las cuatro formulaciones
(66 ppm), el cambio en la preparacion de la salmuera fue solamente en el método

de cura.

En las formulaciones F1 y F2 el tratamiento de cura se llevd a cabo mediante
inyeccion para posteriormente realizar el ahumado de las piezas; en el caso de las
formulaciones F3 y F4 el tratamiento de cura fue por medio de marinado en la

solucion de salmuera durante dos horas con un posterior masajeo y ahumado.

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de nitritos en la chuleta ahumada
por los cuatro diferentes métodos de preparacion se presentan en la Tabla 8, donde
se puede observar que la concentracion de nitritos es diferente dependiendo del tipo

de curado.

La mayor asimilacién de nitritos en el producto carnico fue para el método de
inyeccion ya que existe una mayor interaccion con el producto carnico tanto de
manera interna como externa, por ello la los resultados son mayores en
comparacion con el método de masajeo donde solo se hace de manera exterior
mediante absorcién capilar obteniendo bajos rendimientos de cuantificaciéon con

valores entre 3.61-13.84 ppm de los 66 ppm de nitritos totales agregados en las
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formulaciones. Con estos resultados preliminares se puede decir que el mejor

método de cura en chuleta es la inyeccion.

Tabla 8.- Determinacion de nitritos en chuleta ahumada con el Microchip C

1 62.90 56.73 13.79 3.55
2 62.80 57.14 13.89 3.76
3 62.80 56.98 13.68 3.65
4y 5 62.99 56.66 13.89 3.44
6 62.77 56.88 13.84 3.55
7 62.97 57.08 13.90 3.76
8 63.07 56.99 13.72 3.65
9 62.94 56.78 14.01 3.55
Media 62.91 56.91 13.84 3.61
Des. Estandar = 0.1066 @ 0.1720 0.1066  0.1118
%CV 0.16 0.30 0.77 3.09

De acuerdo a los datos obtenidos en la Tabla 8 las chuletas ahumadas elaboradas
con las cuatro formulaciones se encuentran dentro de los pardmetros establecidos
en la NOM-122-SSA1-1994 que establece que la cantidad de nitrito debe de ser
menor a 103 ppm obteniendo como maximo en esta cuantificacion 62.91 ppm, esto
justificado a los nitritos agregados a las formulaciones pues ninguna de ellas

excederia el valor permisible.
5.5.3.-Jamén tipo York.

El siguiente producto analizado fue jamon tipo York, elaborado con pernil de cerdo
de acuerdo a lo establecido en la NOM-158-SCFI-2003 y NOM-213-SSA1-2002.
Para su produccion se manejaron cuatro formulaciones (F1, F2, F3 y F4) en las
cuales se modificé la cantidad de ingredientes ademas de variar la forma de
elaboracion e incorporacion de la salmuera y las sales de nitrito. Aunque se hicieron
estas variaciones no cambid la cantidad de nitrito presente en las formulaciones F1,

F3y F4, siendo de 132 ppm, y el procedimiento de inyeccion.
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En el caso de la formulacion F2 la forma de preparacion del jamén fue mediante un
masaje manual cambiando la concentracion de nitrito afladida a 66 ppm. Los

resultados de nitritos son expuestos en la Tabla 9.

Tabla 9.- Determinacion de nitritos en jamaon tipo York con el microchip C

1 128.69 66.45 105.86 119.11

2 128.69 66.38 106.18 118.16

3 128.22 66.52 105.90 118.43

4 128.71 66.55 105.69 118.17

5 128.42 66.62 105.75 118.34

6y8 128.54 66.60 105.93 118.32

7 129.18 66.53 105.85 118.24

9 128.85 66.58 105.61 118.62

Media 128.66 66.52 105.84 118.42

Des. Estandar = 0.2869 0.0800 0.1736 0.3150
%CV 0.223 0.120 0.16 0.26

La concentracion de nitritos en las formulaciones F1, F3 y F4 son cercanas a la
concentracion afiadida de nitritos en el proceso de elaboracién, siendo de 128.66
ppm (97.61%), 105.84 ppm (80%) y 118.42 ppm (89.86%), respectivamente. Esto
se debe a la diferencia en el método de cura que permite una mayor interaccion con
las proteinas del producto céarnico, obteniendo una menor pérdida de nitritos,

considerandose un mejor método de cura.

De acuerdo a los valores de cuantificacion expuestos en la Tabla 9, todas las
formulaciones exceden la cantidad de nitritos permisible, especificandose no ser
mayor a 103 ppm (NOM-158-SCFI-2003 y NOM-213-SSA1-2002); con excepcion
en la formulacion F2, sin embargo, es importante destacar que en las formulaciones

F1, F3 y F4 hubo exceso de nitritos (123 ppm) durante la elaboracion.
5.5.4.-Chorizo cantimpalo

El chorizo es clasificado como un producto carnico madurado curado y troceado el
cual puede ser 0 no sometido durante cierto tiempo a la accion de microorganismos

0 enzimas propias de la carne para que desemperien cierta accién sobre azucares
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afadidos o lipidos presentes en el producto, ayudando a la formacion de olores y

sabores deseables.

Los resultados obtenidos para chorizo fresco y madurado se presentan en las Tabla

Tabla 10.- Determinacion de nitritos en chorizo cantimpalo tanto fresco como

madurado con el Microchip C de la Figura 23.

1 63.38 99.33
2 64.69 100.56
3 64.05 100.56
4 64.05 99.09
5 63.78 100.07
6 63.98 99.98
7 63.75 100.89
8 64.85 100.65
9 63.45 100.53
Media 64 99.90
Des. 0.4951 0.4951
Estandar
%CV 0.77 0.49

El chorizo fue adicionado con sales de cura al 6% de nitrito de sodio para obtenerse
una concentracion final de 66 ppm; los resultados en la determinacion de nitritos en
chorizo fresco tienen un promedio cercano a 64 ppm, representando un porcentaje

de extraccion del 96.96%.

Con lo anterior se obtuvo un buen rendimiento de extraccion por el método de
ultrasonidos focalizados en el chorizo fresco. En el caso del chorizo madurado la
sobre cuantificacion de nitritos se adjudica a que durante el proceso de maduracion
este pierde humedad y con ello un aumento en la cantidad de sélidos presentes por
kilogramo de producto, obteniendo rendimientos mayores al 100% de la

concentracion de nitritos comparativa con el producto en fresco.
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De acuerdo a la NOM-122-SSA1-1994 no se excede la cantidad maxima de nitritos
de sodio permisible (156 ppm): en el chorizo fresco la cantidad estimada como nitrito
de sodio presente es aproximadamente 96.96 ppm y en el chorizo madurado es de
151.36 ppm, estos productos se encuentran dentro de los limites establecidos por

la norma competente a este tipo de productos carnicos.
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6.-Conlusiones.

La microfluidica es una técnica de la quimica analitica que ayuda a disminuir la
cantidad de reactivos y muestras, ya que durante la experimentacion hubo una
reduccion en la cantidad de residuos de aproximadamente 75% al ser comparado
con la metodologia expuesta en la NOM-122-SSA1-19944 cumpliendo con uno de

los objetivos planteados en esta tesis.

El programa de impresion seleccionado SOLIDWORKS PREMIUM 2016 cumple
con las caracteristicas que se requieren para el disefio de microchips ya que se
pudieron fabricar diferentes modelos en 3D; las herramientas que ofrece este
programa de disefio son diversas tales como: simulacion de las impresiones
elaboradas, la fabricacion de los planos en dos dimensiones, variaciones en los
modelos dibujados e impresos ayudando con ello a variar las estructuras del disefio,
tamafo del orificio de entrada y salida, tamafo de canales, largo de los canales,
profundidades, variacién en la geometria de las figuras, entre otros parametros.

Se elaboraron microchips o microdispositivos en la impresora MiiCraft 3D + printer
presentando dificultades tanto por el tamafio de la pieza dibujada como por el tipo
de impresion, ya que algunos de los disefios no fueron piezas funcionales debido al
problema de limpieza en las estructuras ya que la extraccion de resina en el interior
de los canales fue insuficiente por el tipo de polimero de acrilato empleado, asi como

las caracteristicas de los disefos.

Dentro de estos problemas de impresion se concluyé que este tipo de impresoras
no tienen la suficiente sensibilidad para imprimir figuras por debajo de 300 micras,
ya que, al ser fabricadas por medio de capas de resina, el grosor de cada una de

ellas tiene un ancho aproximado de 150 micras.

Se elaboraron diversos disefios de impresion variando el tamafio y profundidad de
los canales, formas geomeétricas, entre otras caracteristicas, imprimiendo figuras
que oscilan de 6 a 2 cm de longitud, con canales con anchos de 0.14cm a 0.25cm,
variando las formas de la estructura con serpentines de diferente longitud, ancho de

las tuberias, entre otras caracteristicas de disefio de las estructuras.
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La resina de polimero de acrilato no interfiere en la reacciébn de nitritos,
considerandose un buen material para la cuantificacién de los mismos en productos

carnicos y posiblemente en otros productos naturales que los contengan.

El método de extraccion de nitritos por medio de ultrasonidos focalizados fue el
adecuado para la determinacion de este analito en productos carnicos, ya que los
valores cuantificados en estos son muy cercanos a los esperados, ademas de que
comparado con el método oficial para la extraccién de nitritos en cuanto a eficacia
y porcentaje de recuperacion se encuentra entre un 90% a 95% de la concentracion
esperada ya que al hacerlo por este método el contacto de superficie aumenta en
la muestra carnica y con ello se obtiene un buen porcentaje de extraccion, ademas
esta metodologia disminuye la cantidad de muestra necesaria para la determinacién
al 50% (1g), disminuyendo también la cantidad de volumen del extracto de nitritos

al 75% vy el tiempo de extraccion comparado con la NOM-122-SSA1-1994.

Dentro de este estudio se seleccionaron tres estructuras de chips los cuales se
pueden adaptar a las necesidades de cada andlisis, en este caso los microchips de
dos partes representan una buena estrategia para eliminar el exceso de resina no
polimerizada cuando se utiliza las MiiCraft 3D+printer o bien impresoras con
fundamento de impresion por medio de estereolitografia facilitando el lavado de la
estructura antes de ser curada y después de su uso, facilidades de manejo al
colocar la pelicula de parafiim la cual puede ser cambiada después de

aproximadamente 100 mediciones o0 mas.

El microchip C (Figura 23) es el que tiene una mayor eficiencia disminuyendo el uso
de reactivos, cumpliendo con el concepto de microfluidica y logrando la
cuantificacion de nitritos a partir de la extraccion por ultrasonidos focalizados,
ademas de que la desviacion estandar de las muestras analizadas fue menor a 0.5

ppm, teniendo una reproducibilidad de 2.81 % y una repetibilidad de 2.79%.

Los productos carnicos seleccionados en este estudio abarcaron varias
clasificaciones en tipos de productos carnicos procesados, alimentos cocidos Yy
embutidos (salchichas tipo Frankfurt y jamén tipo York), productos ahumados

(chuletas de cerdo ahumadas), productos troceados madurados y frescos.
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7.-Perspectivas.

Posteriormente, se buscara otro tipo de disefios en 3D con la finalidad de mejorar las
estructuras buscando alternativas que faciliten la deteccion para acoplarlo en un detector
de UV-visible a través de fibras Opticas, convirtiéndolo en un método automatizado y con
ello disminuir la cantidad de reactivos y no hacer necesitaria la recoleccion de los mismos

en matraces como se realizo en el presente estudio.

Buscar otro tipo de alternativas en cuanto a materiales para la impresion de los
dispositivos facilitando la extraccion de las resinas en estructuras con canales pequefios

o buscar opciones para la limpieza de las piezas impresas.

Buscar otras formas de medicion para las estructuras elaboradas con la finalidad de
verificar las medidas disefiadas en el programa de disefio SOLIDWORDS PREMIUM
2016 ya que, al ser estructuras rigidas, el corte de las estructuras no es facil pues se
rompen y no se puede verificar por métodos tradicionales de verificacion las medidas
(cdmara phantom, cuadrillas de pixeles). Ademas, por el color de los microchips impresos
y espesor de las figuras la luz de los microscopios no se tiene la capacidad suficiente

para atravesarlas y ser medibles.

A futuro se pretende crear una tapa para cada uno de los disefios en dos fases con la
finalidad de eliminar la capa de parafilm externa a la estructura, buscando con ello que la
capa de la estructura no sea recambiable ni facilmente perforada, dando paso a una
alternativa viable de reacciones con solventes organicos, ya que, al ser cubiertas las
estructuras con dicha capa, los solventes organicos la desbaratan, suceso que no pasaria

con las tapas del mismo material.
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Anexos
1.-Distribucion de establecimientos TIF en México.

La finalidad de la supervision de los establecimientos Tipo Inspeccion Federal (TIF), es
verificar que, durante las actividades de sacrificio, corte, deshuese, almacenamiento y
distribucion de los productos de origen animal sea el correcto y cumplan con cada una
de las normas establecidas para que los procesos se realicen con apego a la
normatividad vigente en la materia, con la finalidad de mantener la calidad e inocuidad
alimentaria. Garantizando de esta manera la salud del consumidor nacional, asi como la
de aquellos paises que tienen relaciones comerciales con México; en beneficio de la

estabilidad y crecimiento de la industria pecuaria en México.

Durante las visitas el supervisor identifica y documenta los incumplimientos que presenta
el establecimiento TIF, le indica al gerente que debera realizar acciones correctivas y el
establecimiento acuerda las fechas de correccion. Posteriormente el supervisor verifica
que los incumplimientos fueron corregidos en tiempo y forma, los documenta y a
continuacion le requiere a la gerencia un programa preventivo para evitar recurrencias en
desviaciones o incumplimientos. De acuerdo a la ultima actualizacion del SIAP (Sistema
de Informacion Agroalimentario y Pesquero) en México existen aproximadamente 515
establecimientos TIF, los cuales 503 se dedican al sacrificio, refrigeracion, transporte,

elaboracion y distribucion de carne y productos carnicos.
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Tabla 1.-Desgloce de establecimientos TIF de acuerdo a los tipos de clasificacion y

estados.
Estados de la Rastro Pza. de Almacé | Establecimie
Republica de carne/Produ n ntos totales
Sacrifi ctos
cio carnicos
Aguascalientes 4 4 3 11
Baja california 11 12 8 31
Chiapas 25 42 15 82
Estado de México 11 26 29 66
Guanajuato 6 19 5 30
Guerrero 2 8 4 14
Jalisco 11 17 16 44
Michoacan 3 4 1 8
Nayarit 1 1 1 3
Nuevo Ledn 24 65 39 128
Sinaloa 25 27 14 66
Yucatan 7 8 5 20
Total 130 233 140 503

En la Tabla 1 se puede observar que la cubertura de los establecimientos TIF es del
37.5% en la Republica mexicana, esto se debe a varias razones una de las mas
importantes es que no todos los estados son productores ganaderos, por ello los
establecimientos son muy pocos, aunque como se puede observar en la tabla 1 que el
estado de Nuevo Ledn cuenta con la mayor cantidad de establecimientos con sello TIF
esto se debe a que es un estado ganadero y con una buena cantidad de empresas que
se dedican al sacrificio fabricacion y refrigeracion de productos carnicos ya sea en piezas
0 cortes asi como productos carnicos procesados siendo este el estado con mayor
produccion; cabe mencionar que la mayoria de estos productos son de calidad de

exportacion.

La cantidad de establecimientos TIF son muy pocos si es comparado con los rastros
clandestinos, rastros municipales entre otros debido a que el precio por sacrificar un
animal es alto ademas de seguir una serie de protocolos y certificaciones antes de que
estos sean sacrificados siendo mucho mas barato el sacrificio en estos tipos de
establecimientos, ademas se debe tomar en cuenta que en los establecimientos en donde
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Anexo 1 || Establecimientos TIF..

no se tiene este tipo de certificacion cuentan con personal poco capacitado en cuanto a
buenas practicas de manufactura asi como la adaptacién de estos establecimientos,
entre otros parametros estipulados en los manuales creados por instituciones como
SAGRAPA y SENASICA.
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Anexo 2 || Salchicha tipo Frankfurt.

2.-Elaboracion de salchicha tipo Frankfurt; diagrama de proceso, especificaciones

fisicas y quimicas de acuerdo a la NMX-F-065-1984, asi como la formulacion

elaborada en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos Grupo 1.

2.1.-Formulacién de salchicha Frankfurt.

A continuacién, se muestra la formulacion utilizada para la elaboracién de las salchichas

cambiando la cantidad de proteina y la cantidad de lardo.

Ingredientes F1(g9) F2 (9) F3(9) F4 (9)
Carne magra de res 100 100 100 100
Carne de cerdo 400 400 400 400
Lardo o papada de cerdo 175 350 450 175
Hielo picado 300 300 300 300
Harina de trigo 65 65 100 65
Sal fina 12 12 12 12
Azucar 5 5 5 5
Consomé de pollo 12 12 12 12
Cebolla en polvo 8 8 8 8
Accoline 3.5 3.5 3.5 3.5
Nuez moscada en polvo 4 4 4 4
Pimienta blanca en polvo 3 3 3 3
Ajo en polvo 2 2 2 2
Glutamato monosaodico 1 1 1 1
Eritorbato de sodio 0.5 0.5 0.5 0.5
Sabor humo 1 1 1 1
Sal de cura (6% de Nitritos de sodio) 1.67 1.67 1.67 1.67
Total 1093.67 1268.67 1403.67 1093.67
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Anexo 2 || Salchicha tipo Frankfurt.
2.2.-Materia prima (Caracteristicas).

2.2.1.-Carne de cerdo (espaldilla) y de res (diezmillo): la carne de ambas especies
debera tener un pH de 5.4 a 6.6 y una temperatura de 0°C. La grasa de cerdo se corta
en tiras y se coloca en un congelador para evitar su enranciamiento o que se funda
durante el proceso. Si la carne soélo llega refrigerada o a temperatura ambiente y no se
cuenta con un congelador, se puede recurrir a la curacidon con salmuera seca, que
consiste en incorporar la sal a toda la carne, asi como el nitrito de sodio que se van a

emplear en la formulacion

2.2.2.-Hielo/Agua: El hielo debe ser de buena calidad microbiol6gica y estar finamente
picado. No es recomendable usar piezas de hielo grandes en la picadora ya que

disminuyen el filo de las cuchillas

2.2.3.-Soya: Para hidratar la soya texturizada, se coloca en agua en ebullicién durante
30 min, en una proporcién de 1: 4 soya-agua, posteriormente se deja reposando 24 horas
antes y dejarla en refrigeracion Cuando se va adicionar a la emulsion, previamente se
tiene que comprimir sobre una coladera para extraer el agua que no quedo bien

embebida.

2.2.4.-Especias: Las especias deben ser de preferencia de molienda reciente, estar bien
molidas y ser de buena calidad microbioldgica se guardan en recipientes cerrados para

conservar sus caracteristicas

2.2.5.-Grasa: Lardo o papada de cerdo, ambas grasas tienen un puto de fusion mayor a
los 40°C.EI lardo es de color blanco, con una textura firme y no debe presentar olores

rancios o a excremento. Debe conservarse en refrigeracion
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2.3.-Maquinaria y equipo.
1.-Antiadherente grado alimentario
(marca comercial PAM)

2. Picadora de carne (Cutter).

3. Embutidora con boquillasde 1,2y 3
cm de didmetro

4. Recipiente para el cocimiento de las
salchichas, con capacidad de 4 a 6 litros
5. Balanza analitica y balanza
granataria.

6. Termometros de 0 a 100°C

Anexo 2 || Salchicha tipo Frankfurt.

7. Termbémetro para carne

8. Camara de refrigeracién a 4 °C

9. Camara de congelacion a -10 a -20°C
10. Hilo de cafnamo

11. Tijeras

12. Molde para panqué

13. Bolsas de plastico.

14. Fundas para salchicha Viena y

Frankfur
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Anexo 2 || Salchicha tipo Frankfurt.

2.4.-Diagrama de elaboracion de salchicha tipo Frankfurt.

Salchicha tipo Frankfurt

Recepcion de materia prima

Pruebas de
plataforma:
Ausencia de E.coli y
Salmonella
pH: 5.6-6.2
Color: Rojo cereza
CRA: Buena
Estabilidad microbiana
excelente

No

Si

Rechazo

Troceado

Corte de carne y grasa en cubos de
2cm

Picado (Cutter)/Mezclado

Embutido

Adicién de ingredientes por etapas:
1.-Carne, soya, 1/3 de hielo, sal de
curay sal coman.

2-3 min. <7°C
2.-Lerdo, Harina, 1/3 de hielo
2 min. <7°C
3.-Especias, condimentos, 1/3 de
hielo, fosfatos, sabor humo
203 min. <7°C

Diametro: 20-33 mm
Longitud: 80-300 mm

Coccion

Agua potable a 72°C por 30 min.

Enfriamiento

Lol

Mezcla agua-hielo hasta que el centro
térmico lleaue a los 4°C

Almacenamiento

il

Refrigeracion a 4°C
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Anexo 2 || Salchicha tipo Frankfurt.

2.5.-Especificaciones fiscas y quimicas de la salchicha tipo Frankfurt (NMX-F-065-

1984).

AR NERNEEN

<\

Humedad, <70%

Grasa, <30%

Proteina, >9.5

156 ppm de Nitrato o Nitrito de
sodio.

Ascorbato y/o eritorbato de sodio,
minimo 0.5% (Antioxidantes)

Polifosfato de sodio y/o potasio
maximo agregado 0.5%
(Emulsificante)

Staphylococcus aureus 5000Col/g
max.

Salmonella negativa en 25g.
CTMA:500,000UFC/g
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Anexo 3 || Chuleta ahumada.

3.-Elaboracion de chuleta ahumada; diagrama de proceso, especificaciones
fisicas y quimicas de acuerdo a las NOM-122-SSA1-1994 y NOM-213-SSA1-2002,
asi como la formulacién elaborada en el Laboratorio de Tecnhologia de Alimentos

Grupo 1.

3.1.-Formulacion de chuleta ahumada.

Se muestra la formulacion utilizada para la elaboracion de las chuletas ahumadas

analizadas.
Ingredientes F1,F2, F3y F4
(9)
Chuleta de cerdo con hueso 1500
Sal fina 26
Azlcar 12
Eritorbato de sodio 8
Sal de cura(6% de Nitritos de sodio) 1.67
Agua 400
Total 1947.67

3.2.-Material y equipo

. AzUcar

. Sal cura (Premier)

. Eritorbato de sodio

. Sal comun (Cloruro de Sodio)
. Cuchillo

. Charola de plastico

. Balanza granataria

. Refrigerador o camara de refrigeracion

© 00 N O 0o b~ WDN P

. Jeringa de plastico de 20 mL
10. Ahumador

11. Viruta de madera o serrin de madera no resinosa
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Anexo 3 || Chuleta ahumada.

3.3.-Diagrama de elaboracién de chuleta ahumada.

Chuleta ahumada

Recepcidn de materia prima

Pruebas de
plataforma:
Ausencia de E.coli y
Salmonella
pH: 5.6-6.2
Color: Rojo cereza
CRA: Buena
Estabilidad microbiana
excelente

No

Si

Rechazo

Curado

Inyeccién del 10% de salmuera
F1Y F2.
Marinado en la salmuera
F3yF4

Masajeo

Masajeo manual durante 5 minutos

Marinado

Almacenamiento con el resto de
salmuera por 2 dias a 4°C

Lavado

Lavado con agua potable

Escurrido

Ahumado

Temperatura constante de entre
72-75°C
25-30 min.

Enfriamiento

Hasta llegar a temperatura ambiente
20°C

Almacenamiento

Refrigeracion a 4°C
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3.4.-Especificaciones fisicas y quimicas de chuleta ahumada (NOM-122-SSA1-

1994 y NOM-213-SSA1-2002).

Tabla 2.-Especificaciones microbioldgicas.

Anexo 3 || Chuleta ahumada.

Microorganismos

Limites maximos permisibles

Mesofilos aerobios

100,000 UFC/g

E. coli

Negativos

S. aureus

<10 UFClg

Salmonella spp

Negativo en 25 g

Tabla 3.- Limites permisibles de aditivos alimenticios para chuleta ahumada (mg/kg).

Cocidos

Aci:_m algin_ic::n y Sus sz_ules e 4000
sodio, potasio v propilenglical
Acido eritorbico v sus sales dg 500
s0dio
Acido fosforico 3100

L +) coy
?ﬂéﬁgi_éntatglr;an 0y sus sales de 2400
Acido sorbico vy sus sales de sodig |
y potasio 200
Alfa tocoferol 3000
Butil hidroxianisol 100
Butilhidroxiguinona terciaria 100
Butilhidroxitolueno 100
Fosfato disddico 3100
Hexametafosfato de sodio 3100
Mezcla de tocoferoles 50
concentrados
Mitratos o nitritos de .
s0dio 0 potasio =€
Propil-p-hidroxibenzoato 1000
Pirofosfato Acido de potasio 3100
Pirofosfato acido de sodio 3100
Pirofosfato disddico 3100
Pirofosfato tetra-sodico 3100
Polifosfato de sodio 3100
Propionato de sodio 1000
Fojo allura 100
Trifosfato pentasodico 3100
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Anexo 4 || Jamon tipo York.

4.-Elaboracion de jamon tipo York; diagrama de proceso, especificaciones fisicas
y quimicas de acuerdo a las NOM-213-SSA1-2002, NOM-158-SCFI-2003 y NMX-F-
123-S-1982-, asi como la formulacion elaborada en el Laboratorio de Tecnologia

de Alimentos.

4.1.-Formulacién de jamén tipo York.

A continuacion, se muestra la formulacién utilizada para la elaboracion de jamén tipo York

analizadas.

Ingredientes Jamén por Jamon por Jamén por Jamon por
masajeo masajeo inyeccion masajeo
mecanico manual F2(g) F3(9) mecanico

F1(9) F4(9)
Carne 1000 1000 1000 1000
Agua 170 170 170 170
Sal fina 11 11 11 11
AzUcar 6 6 6 6
Sal cura 1.67 1.67 1.67 1.67
Eritorbato de 2 2 2 2
sodio
Fosfatos 3 3 3 3
Hamine
Carragenina I e e
Aislado de | s | e 05 | e
soya
Condimento 7 7 7 7
para Jamoén
Glutamato 0.3 0.3 0.3 0.3
monosodico
Hielo 60 60 60 60

4.2.-Tratamiento previo de la materia prima.

4.2.1.-Preparacion de la pierna.

La pierna de cerdo o pernil, se deshuesa, es recomendable que esta operacion la lleve a
cabo una persona con experiencia para evitar que se hagan cortes innecesarios, a la

pierna sin hueso se le quita el exceso de grasa, los tendones, los ligamentos y los

coagulos de sangre.
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Anexo 4 || Jamon tipo York.

Figura 1.- Pernil de cerdo para elaboracién de jamén.

4.2.2.-Preparacion de la salmuera.

Es importante disolver completamente todos los ingredientes de la salmuera, los fosfatos
se deben disolver por separado en una parte del agua y después adicionarlos al resto de
la salmuera, con agitacion para evitar su precipitacion. En el caso de la formulacién que
lleva carragenina se debera adicionar en segundo lugar después de los fosfatos, para
gue se hidrate sin ningun problema, o disolver los fosfatos de manera independiente a la

carragenina y posteriormente integrarlos a la salmuera.
4.2.3.-Masajeo

Si no se cuenta con una maquina, se hace manual, se debe presionar vigorosamente, de
otra forma la salmuera no penetra en la carne y el curado es deficiente. Cabe mencionar
gue por motivos de denominacién de origen la Norma Proy NOM-158-SCFI-2003, los
productos derivados exclusivamente de las especies Suis scrofa domesticus y Meliagridis
gallo-pavo, tanto de origen nacional como de importacion, que se expendan al publico

consumidor dentro del territorio nacional bajo la denominacién genérica Jamon.

4.4.-Maquinaria 'y equipo.

1.1 m de telade algodon 6 manta de cielo

2. Balanza granataria

3. Camara de refrigeracion a4° C

4. Olla de cocimiento con capacidad de 20a 40 L
5. Cuchillo tipo filetero
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Anexo 4 || Jamon tipo York.

6. Charola de plastico 6 metal de 30 x 40 x 20 cm

7. Jeringa de pléastico de 20 mL (Jamon por inyeccion)

8. Moldes para jamén con capacidad de 4 - 5 Kg (Forjas)

9. Molino para carnes

10. Probeta graduada de 500 mL

11. Termdémetro para carnes (evitar usar el termémetro de mercurio).
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4.5.-Diagrama de elaboracién de jamoén tipo York,

[ Jamaén tipo York }

Recepcion de materia prima

Corte/Picado

Pruebas de
plataforma:
Ausencia de E.coliy
Salmonella
pH: 5.6-6.2>
Color: Rojo cereza

> CRA: Excelente

Estabilidad
microbiana: Regular

Anexo 4 || Jamon tipo York.

¢{Cumple?

IE

Rechazo

Si

70% de la carne cortada en cubos
15x5x5 cm y el 30% restante molida.

Masajeo mecénico

Masajeo/Mezclado(5-10 min.)

Reposo (60 min.)

Masajeo/Mezclado (5-10 min.)

Reposo (30 min.)

Masajeo/Mezclado (5-10 min.)

Marinado (16-24 h)

Forjado

Coccion (80°C, 50 min.)

Etiquetado/Almacenamiento (4°C)

Masajeo manual

Mezclado (batidora 10 min)

Marinado (16-24 h)

Forjado

Coccidn (80°C, 50 min.)

Etiquetado/Almacenamiento (4°C)

!

Inyeccion
Mezclado
Embutido
Inyeccién (10 % salmuera)
Reposo (16-24 h)
Forjado

Coccidn (80°C, 50 min.)

Etiquetado/Almacenamiento (4°C)

99



Anexo 4 || Jamon tipo York.

4.6.-Especificaciones fisicas y quimicas de chuleta ahumada (NOM-158-SCFI-
2003y NOM-213-SSA1-2002).

Tabla 4.-Especificaciones microbiolégicas.

Microorganismos Limites méximos permisibles
Mesofilos aerobios 100,000 UFC/g
E. coli Negativos
S. aureus <10 UFC/g
Salmonella spp Negativo en 25 g

Tabla 5.- Limites permisibles de aditivos alimenticios para chuleta ahumada (mg/kg).

Cocidos

Acido alginico y sus sales de 4000
sodio. potasio y propilenglicol
Acido eritorbico y sus sales dg 500
sodio
Acido fosforico 3100
Acido L (+) tartarico y sus sales d¢ 2400
sodio y potasio
Acido sorbico y sus sales de sodid
y potasio
Alfa tocoferol 3000
Butil hidroxianisol 100
Butilhidroxiquinona terciaria 100
Butilhidroxitolueno 100
Fosfato disodico 3100
Hexametafosfato de sodio 3100
Mezcla de tocoferoles 50
concentrados
Nitratos o nitritos de

. 156
sodio 0 potasio
Propil-p-hidroxibenzoato 1000
Pirofosfato acido de potasio 3100
Pirofosfato acido de sodio 3100
Pirofosfato disodico 3100
Pirofosfato tetra-sodico 3100
Polifosfato de sodio 3100
Propionato de sodio 1000
Rojo allura 100
Trifosfato pentasédico 3100
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Anexo 4 || Jamon tipo York.
Para los efectos de asegurar la correcta comercializacion de los productos objeto de la
presente Norma, y de acuerdo con los distintos grados de calidad de los productos
alimenticios denominados Jamén que existen en el mercado, los mismos deben cumplir
las especificaciones de la tabla 6, asi como las especificaciones organolépticas y
microbiolégicas, de conformidad con lo establecido en la presente Norma Oficial

Mexicana:

Tabla 6.-Especificaciones técnicas de jamoén de pierna o tipo York.

Clasificacion % PLG* % Grasa %Humedad % Proteina %Carragenina % Fécula
comercial Minimo Méaximo Max. adicionada Maximo Maximo
Extrafino 18 6 75 0 1,5 0

Fino 16 6 76 2 1,5 0

Preferente 14 8 76 2 1,5 5

Comercial 12 10 76 2 1,5 10

Econdmico 10 10 76 2 1,5 10

4.7.-Especificaciones sensoriales

Color: Rosado caracteristico.
Olor: Agradable, caracteristico, exento de olores extrafios.
Sabor: Agradable, caracteristico, exento de sabores extrafos.

Consistencia: Firme, compacta y el aspecto del producto debe ser terso.
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cantimpalo analizada.

Anexo 5 || Chorizo cantimpalo.

5.-Elaboracion de chorizo cantimpalo; diagrama de proceso, especificaciones
fisicas y quimicas de acuerdo a las NOM-213-SSA1-2002 y NOM-145-SSA1-1995,

asi como la formulacién elaborada en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos.

A continuacion, se muestra la formulacién utilizada para la elaboracién de chorizo

Ingredientes F1,F2,F3y F4 (g)
Lomo de cerdo 400.0
Lomo de res 200.0
Lardo 300.0
Sal 15.0
Sal de cura (6% de nitritos de 1.67
sodio)
Fosfatos 3.0
Glutamato 1.0
Ajo en polvo 1.0
Condimento de chorizo 10.0
Pimentdn dulce 30.0
Pimentdn picante 15.0
Pimienta blanca 0.25
Azucar 5.0
Eritorbato de sodio 1.0
Vino blanco seco 60 mL
Cultivo lactico 20 mL
Total 1,602.92
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5.1.-Maquinaria y equipo

1.- Balanza granataria

2. -Balanza analitica

3. -Camara de refrigeracién a 4 - 10°C
4.- Camara de maduracion a 30°C

5.- Cuchillo fileteador

6.- Embutidora con boquilla de 2 cm de
diametro

7.-Hilo de canamo

8.- Mezcladora eléctrica

9.-Molino para carnes con placa de 6
mm de abertura

10.-Probetas graduadas de 100 ml
11.-Tabla de madera

12.-Tripa natural y/o artificial
(aproximadamente 2 m por kg de

producto).

Anexo 5 || Chorizo cantimpalo.
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Chorizo cantimpalo

Recepcion de materia prima

Molienda

Mezclado

Reposo

Embutido/Atado

Maduracion

Almacenamiento

—>

Anexo 5 || Chorizo cantimpalo.

5.2.-Diagrama de elaboracion de chorizo cantimpalo.

Pruebas de
plataforma:
Ausencia de E.coliy
Salmonella

pH: <5.6-6.2 >

Color: Rojo cereza
CRA: Excelente
Estabilidad
microbiana: Regular

Si

¢Cumple?

Molienda de carne de cerdo, resy
lardo con un tamafio de 6 mm

Adicion de los ingredientes restantes
con batidora por 2-3 min. <10°C

Reposar 24 horas a temperatura de
4-10°C

Embutido en tripa natural,, longitud
20.25cm

Se lleve a cabo a temperatura
ambiente 20°C durante 3-4 dias.

Refrigeracion 4°C

No

Rechazo
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Anexo 5 || Chorizo cantimpalo.

5.3.-Especificaciones fisicas y quimicas de chorizo cantimpalo (NOM-213-SSA1-

2002 y NOM-145-SSA1-1995).

Tabla 7.-Especificaciones microbioldgicas.

Microorganismos

Limites maximos permisibles

Mesofilos aerobios No aplica
Coliformes fecales <3 UFC/g

E. coli Negativos
Trichinella spiralis No aplica

Salmonella spp

Negativo en 25 g

Tabla 8.- Limites permisibles de aditivos alimenticios para chuleta ahumada (mg/kg).

Curados
Madurados

Acido alginico v sus sales de 4000
sodio, potasio v propilenaglical
Acido eritorbico v sus sales de 500
s0dio
Acido fosforico 3100
Acido L (+) tartarico v sus sales de
sodio y potasio 2400
Acido sorbico v sus sales de sodig
i ) 0oo
y potasio
Alfa tocoferal 3000
Butil hidroxianisol 100
Butilhidroxiguinona terciaria 100
Butilhidroxitolueno 100
Fosfato disddico 3100
Hexametafosfato de sodio 3100
Mezcla de tocoferoles 50
concentrados
Mitratos o nitritos de .

: ) il
sodio 0 potasio
Propil-p-hidroxibenzoato 1000
Pirofosfato acido de potasio 3100
Pirofosfato acido de sodio 3100
Pirofosfato disodico 3100
Pirofosfato tetra-sodico 3100
Polifosfato de sodio 3100
Propionato de sodio 1000
Rojo allura 100
Trifosfato pentasodico 3100
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Anexo 6 || Primeras impresiones de chip.

6. Primeras impresiones de Chip.

6.1.- Elaboracion del Chip 1.

La Figura 14 muestra la cronologia de elaboracion de los chips mostrando los
diagramas que ejemplifican cada uno de los pasos de elaboracion de los disefios,
mostrando las medidas y las caracteristicas de las piezas incluyendo las fotografias

de las impresiones en 3D.

Figura 14.- Impresién y planos del Chip 1 de polimero de acrilato color crema.

En la Figura 14(A) muestra las medidas de los cuatro canales principal de entrada
de los reactivos (Agua destilada, buffer NH4CI/EDTA a pH 8.5,
Sulfanilamida/Clorhidrato de N-1-naftiletiliendiamina) y estandar o muestra de
nitritos, asi como el canal de salida. Las medidas de los canales fueron: 0.1cm

didmetro x 0.15cm didmetro interno.

La Figuras 14(B) muestra el plano de una sola dimensién de la estructura principal

del Chip 1 en el cual se muestran todas las medidas de cada una de las secciones
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Anexo 6 || Primeras impresiones de chip.

gue conforman la estructura; todas las medidas que se encuentran marcadas en el
plano estan en centimetros; en el caso de la Figura 14(C) se muestra el plano en
tres dimensiones del Chip 1, ésta es una simulacién de la estructura ya impresa. Es
una de las opciones que ofrece este programa de disefio ya que mientras se disefia
la estructura en una sola dimension se puede revisar el disefio en tres dimensiones
dando una referencia de como la pieza elaborada quedaria una vez que esta se

imprime.

Una vez que se siguieron los pasos de las Figuras 14(A, B, C) respectivamente se
procede realizar la impresion del disefio en tres dimensiones utilizando la impresora
MiiCraft+ 3D printer a base de polimero de acrilato color crema; cdmo se puede
observar la Figura 14(D) la impresion mantiene las dimensiones y estructuras
capturadas en los planos de disefio. Esta pieza tardo aproximadamente tres horas
y media en imprimirse con un tiempo de lavado aproximado de diez minutos. El Chip
1 (Figura 14) no fue una pieza funcional ya la resina que se encontraba en el interior
de los canales no fue posible eliminarla ya que la presion ejercida de manera
exterior no es suficiente para provocar que la resina salga del interior de la

estructura quedando un “tapén”.

Debido a los problemas de impresion presentando se decidié hacer otro microchip
conservando las caracteristicas de la estructura de la Figura 14 pero variando el
ancho de los canales con la finalidad de aumentar el paso del flujo del disolvente

para la eliminar el exceso de resina.

6.2.-Caracteristica fisica del Chip A

La Figura 15 muestras las carcteristicas del diesfio en el orden cronoldgico de

elaboracion, en ellas se muestran las medidas de la estructura en centimetros.
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(A3)

Figura 15.- Impresién y planos del chip A de polimero de acrilato color crema.
El Chip A (Figura 15) tiene las siguientes dimensiones; un diametro 0.15 cm y grosor

de tuberia 0.20 cm (Figura 15 Al) este cambio del grosor es por la facil ruptura de
las piezas ademas de aumentar el ancho por las mangueras de flujo. En la Figuras
15 (A2) se especifican las dimensiones de cada una de las partes que conforman
las piezas, cambiando la estructura realizando adaptaciones en las medidas
cambiando algunas dimensiones con relacion al Chipl (Figura 14).

La Figura 15(A3) muestra el disefio en tres dimensiones siendo un bosquejo, en el
caso de la Figura 15(A4) muestra la impresion en tres dimensiones a base de
polimero de acrilato color crema. Esta pieza presento el mismo problema de

limpieza de la pieza de hecho si se observa con detalle existe una ruptura.
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6.3.-Caracteristicas fisicas del Chip B

Debido a los problemas persistentes se optd por reducir el tamafio de la estructura
a la mitad partiendo como referencia la Figura 15 cambiando la estructura por un
par de serpentines eliminado las cuatro entradas, realizando la incorporacién de
reactivos y extractos de nitritos por una cruz de paso de flujo eliminado asi la entra

del agua destilada ya que no tiene una interferencia directa en la cuantificaciéon de

nitritos.
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Figura 16.- Impresiéon y planos del Chip B de polimero de acrilato color crema.

El Chip B (Figura 16) tuvo un cambi6 de grosor del diametro externo teniendo
las dimensiones descritas en la Figura 16 (B1) aumentando el grosor de 0.20 cm
hasta 0.30 cm presentando la pieza una mayor rigidez. Las siguientes Figuras
16 (B2) y Figura 16(B3) muestran las medidas y estructura, asi como la

simulacion de la impresion de la misma en tres dimensiones.

La Figura 16(B4) muestra la impresion de la resina de polimero de acrilato a

base de color crema, aunque la pieza es en proporciones similares a la del Chip
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A (Figura 15) se hizo una pieza mas simple teniendo el mismo problema de la

eliminacién de resina en el interior de las estructuras.

Por ello se decidié que la siguiente estructura del chip solo lo conformarian un
serpentin agregando un par de curvas mas alargando las rectas de conexion
entre cada uno de las curvas, estos cambios quedaran especificados en los

siguientes diagramas.

6.4.-Caracteristicas fisicas del Chip C.

$0.30

20.15

(C1)

Figura 17 -Impresioén y planos del chip A de polimero de acrilato color crema.

El Chip C (Figura 17) conservo el mismo tamafo de los canales de entrada
mostrado en la Figura 17 (C1) con un diametro de entrada de 0.15 cm y un grosor
de 0.30cm; la Figura 17 (C2) muestra el plano de una sola dimension del disefio
con las caracteristicas de la pieza que consta de una columna de serpentin de

una sola entrada para los reactivos y otra para la recoleccién del producto.

Las Figuras 17(C3 y C4) muestran la simulacion del disefio de tres dimensiones
y la impresion del Chip C, a pesar de que se cambiaron varios pardmetros con

relacion a los chips anteriores el problema de limpieza de las piezas.
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Pero esta mostro un avance diferente a las antes elaboradas ya que la extraccion
de laresina en la estructura fue mas facil quedando limpia la pieza hasta la mitad,
este avance fue muy importante por ello se decidié que el siguiente chip tendria
las mismas caracteristicas de disefio recortando la estructura de una longitud de
6 cm hasta una de 3.5 cm, siendo la medida en la cual se puede quitar la resina

interna.
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7.-Primer chip funcional.

7.1-Caracteristicas de impresién del Chip D (Figura 18)

Este chip fue elaborado con las mismas caracteristicas fisicas del Chip C (Figura
17) con la excepcion del recorte en la longitud de la estructura partiendo de una de
6cm hasta una pieza de longitud de 3.5 cm por poderse eliminar la resina del interior
hasta la mitad de la estructura, por ello se conservaron las mismas caracteristicas

de disefio, los resultados de este chip elaborado son las siguientes:
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Figura 18.-Planos 3D e impresién del Chip D de polimero de acrilato color crema.
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La estructura del Chip D (Figura 18 D1) muestra las dimensiones de la estructura
con un grosor de 0.30cm, esta pieza no presento el problema de limpieza eliminando

la resina en el interior de los canales.

La Figura 18(D2) muestra las medidas del Chip D representando la figura en un solo
plano. En las Figura 18 (D3 y D4) se muestra el plano en tres dimensiones, asi como

la pieza impresa a base de polimero de acrilato color crema.

Estos cambios ayudaron a que la estructura se hueca para posteriormente ser
caracterizada en el Capitulo 5 de Discusiones y resultados seccién 5.3.1-

Caracterizaciéon de Chip D (Figura 18)
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8.-Microchip de dos fases.

8.1-Caracteristicas de microchips 3D en dos partes

El disefio de estos microchips es diferente con relacion a los anteriormente
mencionados ya que los canales se encuentran expuestos, por ello solo se
mostraran la simulacion de la pieza en tres dimensiones, asi como la impresion de
la pieza por medio de la impresora MiiCraft +3D printer a base de polimero de

acrilato color crema.

8.2.-Caracteristica fisicas del Microchip A

Figura 20.-Planos 3D e impresién del Microchip A de polimero de acrilato color

El primer Microchip A (Figura 19 A.1 y A.2) tiene una estructura fisica de 3 cm x 2
cm x 0.5cm, la estructura estd conformada por dos entradas que tienen un diametro
() de 0.112cm con una profundidad de 0.30 cm las cuales se encuentran
comunicadas con canales de un ancho (Il) de 0.15 cm con profundidad de 0.30 cm,
el canal de interseccion de las rectas tiene un largo (ll) de 0.20 cm con profundidad
de 0.30 cm; largo de los canales (IV) de 2.74 cm. Este Microchip A tiene la facilidad
de eliminar la resina del interior de los canales, pero el defecto de que en el centro
de la pieza impresa existe un agujero que no hace funcional la pieza, siendo el

tamafio de la impresion el principal problema en el modelo MiiCrfat+3D printer.

El Microchip B tiene la misma estructura del Microchip A (Figura 19) con la diferencia
de que solo se escalaron algunas medidas debido a la limitante por el tamafio de la

impresion.
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8.3.-Caracteristicas fisicas del Microchip B.

Las caracteristicas del Microchip B son similares a la Figura 20 con la diferencia de
que se disminuyeron las dimensiones de la caja base, debido a que la pieza impresa
excede los limites de impresion; el resultado obtenido de le nueva pieza se presenta

a continuacion:

Figura 21.-Planos 3D e impresién del Microchip B de polimero de acrilato color

El Microchip B (Figura 20 B.1 y B.2) tiene una estructura fisica de 2.20 cm x 2 cm X
0.5cm, esta conformada por dos entradas que tienen un didmetro (1) de 0.11cm con
una profundidad de 0.30cm, las cuales se encuentran comunicadas con canales de
un ancho (Il) de 0.15 cm rectas que tienen un largo (Ill) de 0.20 cm con una
profundidad de 0.3 cm; el largo total (lll) de los canales es de 1.54 cm. El Microchip
B tiene la facilidad de eliminar la resina del interior de los canales, a diferencia del
Microchip A (Figura 19) no presentd el problema del agujero en la parte media de la
estructura, siendo practicamente una pieza funcional. De esta estructura se
realizaron pruebas de curva patrén las cuales se encuentran especificados en el

Capitulo 5 seccién 5.4.2.1-Caracterizacion de Microchip B.2.
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8.4.-Caracteristicas fisicas del Microchip C

Figura 23.-Planos 3D e impresién del Microchip C de polimero de acrilato color

La estructura del Microchip C (Figura 23 C.1y C.2) presenta una geometria diferente
en las esquinas ya que se cambiaron las rectas por curvas ya que el flujo era
intermitente en el disefio anterior, esta estructura presenta una superficie de 1.80cm
x 2.10m x 0.5cm, la estructura superficial se encuentra conformada por dos entradas
didmetro (I) de 0.11cm con una profundidad de 0.3 cm, las cuales se encuentran
comunicadas con canales de un ancho (Il) de 0.15 cm con una profundidad de 0.3
cm, el canal de interseccion de las curvas tienen un largo (lll) de 0.10 cm con una
profundidad de 0.3 cm; la estructura tiene canales de un largo (111) de 1.54 cm. Esta
estructura, a diferencia de la anterior, no presentdé un flujo intermitente en las
esquinas curvas, ademdas de no presentar algun derrame o fuga del producto de
reaccion ni en los bordes todos los parametros evaluados acerca de esta estructura

se encuentran sefalados en el Capitulo 5, 5.4.3.1-Microchip C.
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