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Resumen

La tecnologia de altas presiones hidrostaticas (APH) se basa en la aplicacion de
presiones entre 100 y 900MPa por tiempos cortos en alimentos envasados al vacio que
luego se conservan bajo refrigeracion. La aplicacion de APH genera modificaciones
conformacionales en las proteinas miofibrilares produciendo desnaturalizacion y
transformaciones en los cromodforos (mioglobina y derivados). La utilizacion de
preservadores quimicos previo a la aplicaciéon de la tecnologia de APH mejora la
coloracion de la carne. En este trabajo se estudio el efecto de APH y la concentracion
salina del pre-tratamiento quimico sobre las modificaciones conformacionales de las
proteinas del musculo y el color superficial. Se utilizaron discos de carne vacuna que se
sumergieron (2.5h) en una solucién previamente optimizada conteniendo 0.6 g
NaNOy/L, 8.5 g ac. ascorbico/L y NaCl (S1: 30 g/L 6 S2: 60 g/L). Las muestras se
envasaron al vacio y se aplico el tratamiento APH (100-600 MPa). Por medio de
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Espectroscopia infrarroja (FTIR) se
observaron las modificaciones en las proteinas. Al aumentar las presiones aplicadas se
evidencio en los termogramas de DSC la reduccion de los picos correspondientes a las
proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares. A partir de los espectros de FTIR y analizando
la banda de Amida I (entre 1600 y 1700 cm™) se observo una disminucién en el
contenido de estructuras a-Hélice del 10%, para las muestras tratadas con la solucion S2
y del 5% para las tratadas con la solucion S1 (menor concentracion de NaCl). El
tratamiento APH afectd los parametros de color, presentando las muestras tratadas a
mayor presion un menor valor de a* (disminucién de la coloracion rojiza) y un mayor
valor de L* (blanqueamiento). Las muestras tratadas con los preservadores quimicos
presentaron una menor variacion de estos parametros con respecto al control. Los
cambios en el color se relacionaron con el contenido de los pigmentos de la carne
bovina (mioglobina, oximioglobina, metamioglobina y nitrosomioglobina) utilizando el
método de Reflectancia difusa, basado en la ecuacion de Kubelka-Munk. La aplicacion
de presiones (100-600MPa) en carnes sin tratamiento quimico provocé una
decoloracion de la matriz y destruccion de los cromoforos al aumentar la presion,
evidenciada por la disminucién de la funcion de Kubelka-Munk en el rango del espectro
450-750 nm. En las muestras pre-tratadas con los preservadores quimicos disminuyo¢ la
decoloracion por formacion de nitrosomiglobina, que presentd mayor estabilidad frente
a APH.

Palabras clave: carne bovina, color, reflectancia difusa, alta presion hidrostatica, FTIR
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1 Introduccion

La alta presion hidrostatica (APH) es una tecnologia emergente que se destaca sobre los
procesos térmicos porque dichos procesos causan inevitablemente una pérdida de
nutrientes y sabores en los alimentos. Utilizando el tratamiento de APH se obtienen
productos cuyas vitaminas, sabores, aromas y colores se conservan casi intactos,
permitiendo extender su vida util. Se basa en la aplicacion de presiones entre 100 y 900
MPa por tiempos cortos a alimentos envasados en vacio que luego se conservan bajo
refrigeracion. La aplicacion de APH genera modificaciones conformacionales de las
proteinas de la carne produciendo desnaturalizacion, agregacion o gelificacion de las
mismas, alteraciones principalmente causadas por la ruptura de las interacciones no
covalentes proteina-proteina y la generacion de nuevos enlaces inter e intramoleculares
(Sun y Holley, 2010).

Al aplicar APH a niveles superiores a 300 MPa en carne bovina se afectan los
parametros de color, atenuando significativamente la tonalidad roja caracteristica en la
carne. Para contrarrestar este efecto se requiere un tratamiento previo con preservadores
quimicos como el nitrito que permita la formacion de nitrosomioglobina, proteina mas
resistente a las altas presiones, manteniendo un color adecuado en la superficie de la
carne (Giménez et al, 2015).

Las medidas de color en la carne estin determinadas por la proporcion relativa de
oximioglobina (MbO2), mioglobina (Mb) y metamioglobina (MetMb) (Francis y
Clydesdale, 1975). La reflectancia difusa es una técnica no destructiva y estd basada en
la determinacion del espectro de reflectancia de las muestras de carne. Para desarrollar
un método que permita medir las concentraciones de los pigmentos que colorean la
carne es preciso basarse en la teoria de Kubelka-Munk la cual se aplica en los puntos
isosbésticos correspondientes y a longitudes de onda determinadas por cada pigmento
de la carne permitiendo seguir la evolucion de la concentracion de dichos pigmentos.
Los puntos isosbésticos son aquellas longitudes de onda del espectro de absorcion de
una muestra donde la absorbancia total no cambia durante reacciones quimicas o
cambios fisicos. En el caso de la carne, cuyo croméforo es la Mb y sus derivados, a
dichas longitudes de onda, dichos pigmentos derivados de la mioglobina tienen el
mismo coeficiente de absorcion por unidad de concentracion.

El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto de APH y la concentracion salina del pre-

tratamiento quimico sobre las modificaciones conformacionales de las proteinas de la
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carne bovina, el color superficial y el efecto sobre los pigmentos de la carne.

2. Materiales y métodos

2.1 Materia prima: se utilizaron cortes de cuartos traseros (nalga, musculos adductor
femoris y semimembranosus). Los musculos se separaron luego de 48 horas postmortem y
se recortd toda la grasa visible. Las materias primas tenian un valor de pH entre 5.4 y 5.7.
Las muestras de carne fueron obtenidas luego en el laboratorio bajo condiciones asépticas,
seccionando las mismas en forma circular de 0.3 cm de espesor y 6 cm de diametro.

2.2 Tratamiento con solucion salina de preservadores quimicos: el proceso incluyo
una etapa de inmersion de discos de carne (3 mm de espesor y 6 cm de didmetro, 2.5 h)
en una solucion preservadora compuesta por 0.62 g/L NaNO,, 8.5 g/L 4cido ascoérbico y
NaCl en dos concentraciones: 30 g/L (S1) o 60 g/L (S2).

2.3 Envasado de las muestras y aplicacion del tratamiento de APH: las muestras de
carne se envasaron al vacio en bolsas Cryovac BB4L y se sometieron al proceso de
APH. Este tratamiento se llevo a cabo en un sistema de Stansted Fluid Power (modelo
FPG9400:922, cilindrico de 2 litros de capacidad, presion maxima de trabajo 900 MPa,
rango de temperatura: de -20 a 120 °C) en el Laboratorio del INTA Castelar. La
velocidad de presurizaciéon con la que opera el equipo es de 300 MPa/min y la
despresurizacion se realizo instantdineamente. Se utilizaron seis niveles de presion (100,
200, 300, 400, 500 y 600 MPa), el tiempo de mantenimiento de APH fue de 5 min a 20
°C+5°C.

2.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC): se analizd la desnaturalizacion
proteica por efectos de la difusion de las sales de curado seguida del tratamiento de alta
presion a través de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC Q100) (TA Instruments,
New Castle, Delaware, USA). Se obtuvieron muestras de 9-10 mg que fueron colocadas
en capsulas de aluminio y selladas herméticamente. Se empled una velocidad de
calentamiento en el DSC de 10 °C/min en el rango de 20 a 100 °C utilizando como
referencia una cdpsula vacia. Cada ensayo fue realizado utilizando 4 muestras.

2.5 Espectroscopia Infrarroja (FTIR): los espectros FTIR de las muestras de carne se
registraron utilizando un Espectrometro infrarrojo Nicolet™ iS™10, Thermo
Scientific™, (Madison, USA) equipado con un accesorio de reflectancia total atenuada

(ATR) de diamante. El andlisis se realiz6 a temperatura ambiente; los espectros FTIR se
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obtuvieron de 400 a 4000 cm™ con 32 escaneos a 4 cm™ de resolucion. La interferencia
de fondo se elimin6 usando el software Omnic 8 (Thermo Scientific™, Madison,USA).
2.6 Determinacion de parametros de color: se realizd con un colorimetro triestimulo
Minolta C400 el cual utiliza la escala de color CIE L*a*b*, mediante la cual el color es
descripto por los parametros de luminosidad L*, y de cromaticidad a* y b*. Las
determinaciones se realizaron sobre 3 muestras de carne (6 medidas para cada muestra).
2.7 Reflectancia Difusa: los estudios de color se complementaron con la determinacion
de los espectros de reflectancia difusa que fueron obtenidos en un espectrofotometro
UV-visible de doble haz marca PG Instruments modelo T90+, equipado con accesorio
de esfera integradora perteneciente al INIFTA (CONICET, UNLP). Se interpuso una
placa de cuarzo (2 mm de espesor) entre las muestras y la esfera para evitar la
contaminacion de la misma, utilizdndose BaSO4 con la misma placa como referencia del
100% de reflectancia. Se seccionaron muestras circulares de carne (3 cm de diametro, 4
mm de espesor) que se ajustaban a las dimensiones del porta-muestras del equipo. Se
registraron medidas entre 400 y 800 nm.

2.8 Analisis Estadistico: los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software
SYSTAT (SYSTAT Inc., 1990, v. 10.0). Las diferencias significativas entre las medias

fueron determinadas por el método de la menor diferencia significativa, LSD (P<0.05).

3 Resultados y discusion
3.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC): los termogramas de la carne

0.8 obtenidos por DSC se vieron

\-—""_\ afectados por los diferentes
e T\\lh niveles de  presion  del

\/\ tratamiento APH y por Ia
-1,2 o « ey (34
\/_\ composicion de la solucion de

inmersion, como se muestra en

Flujo de Calor (w/g)

la Figura. 1 Se observaron

40 60 80 o diferentes picos de transicion

Temperatura (°C)

particularmente en la carne
Figura 1: Termograma obtenido por calorimetria diferencial de . .
barrido (DSC) de carne fresca (==), carne sumergida en la fresca. Los primeros picos
solucion de inmersion S1 (3%) (==) y carne sumergida SI y
sometida a 400 MPa (=) y a 600 MPa (=) y carne sumergida
en la solucion de inmersion S2 (6%) (=) y carne sumergida S2
y sometida a 400 MPa (=) y a 600 MPa (==).

registrados entre 50 y 70 °C

representan el rango de
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temperatura de desnaturalizacion de la miosina y el pico entre 74-84 °C estd asociado
con la desnaturalizacion de actina (ambas proteinas miofibrilares).

Al analizar los termogramas para las muestras tratada con APH en el rango de presiones
entre 100 y 600 MPa, se observa una disminucién en el area de los picos de las
proteinas miofibrilares. A partir de 500 MPa desaparecen los picos lo que implica
desnaturalizacién de las proteinas por presion. La desnaturalizacion parcial de la
proteina causada por los tratamientos de APH estaria relacionada con la
desestabilizacion de interacciones no covalentes en estructuras terciarias y secundarias
(Chapleau et al., 2004). Para el caso de las muestras tratadas con los preservadores
quimicos y no sometidas a APH, se observéd la disminucion de la entalpia total con
respecto a la carne fresca; esto podria deberse a la adicion de NaCl. Barbut et al. (1991)
estableci6 que un incremento en la concentracion de las sales desestabiliza
térmicamente a la miosina y a la actina.

3.2 Espectroscopia Infrarroja (FTIR): la banda de la Amida I entre 1600 y 1700 cm™
(Figura 2) fue estudiada debido a que esta region es mas sensible a cambios en las
proteinas miofibrilares (Martinez et al., 2017). Se obtuvieron los espectros de

60
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(3%), carne sumergida en la solucion S2
(6%).
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deconvolucion de Fourier (FSD) de esta region para mejorar la resolucion espectral y
para obtener una vision de los cambios en las estructuras secundarias, tales como hoja 3
(B-Sheet), a-hélice, giros B (B-Turn), asi como estructuras al azar o desordenadas. Se
encontraron cuatro bandas correspondientes a estructuras de las proteinas localizadas en
las siguientes regiones de la Amida I: entre 1622-1624 cm™ correspondiente a - Sheet;
1654-1656 cm™ a la fraccion de a—Hélice, 1673- 1678 cm™ a p-Turn y una banda en
1640 cm™ correspondiente a una estructura desordenada.

En el ensayo se encontré que al someter las muestras a APH se produce una
disminucion del contenido de a— hélice y un aumento del contenido de estructura
desordenada. Las muestras tratadas con la solucién de inmersioén presentaron una mayor
estabilidad a las altas presiones, observandose una disminuciéon menor en el porcentaje
de a-Hélice. Al comparar el efecto de las concentraciones de cloruro de sodio (S1 y S2)
las muestras que tenian mayor cantidad de NaCl, resultaron menos estables; esto puede
estar relacionado con la desestabilizacion que produce esta sal en las proteinas (Graiver
et al., 2006). Estos cambios inducidos por APH indican que las presiones producen una
desnaturalizacion parcial de las proteinas debido a la modificacion de las interacciones

no covalentes que estabilizan la estructura secundaria.

3.3 Determinaciones de color: en la Figura 3 se observa la variacion del color en las
distintas muestras de carne sometidas dos niveles de presion utilizados (100 y 600
MPa). Se observa un mayor efecto de blanqueamiento (decoloracion) en las muestras
sometidas a alta presion sin un tratamiento previo con preservadores quimicos. Las
diferentes condiciones de tratamiento previo a APH (S1, S2 o control), las presiones
empleadas y la interaccion entre los dos factores, influyeron significativamente (P
<0.05) en los parametros de color.

La luminosidad (L*) de las muestras aumentd significativamente (P <0.05) al
incrementarse la presion: en la CF los valores pasaron de 44.44+0.43 a OMP a
57.77£0.34 a 600 MPa; en la muestra sumergida en la solucién S1 (3%) L* =44.15
+0.51 a OMPa pasoé a 58.0£30.14 a 600MPa y en la S2 de 37.86+0.40 a OMPa a
51.4+60.35 a 600MPa. Esto puede deberse a que los tratamientos de alta presion
conducen a cambios en la estructura de las proteinas miofibrilares, provocando
despolimerizacién como principal efecto e incrementando la relacién de la luz reflejada

y absorbida por el material (Campus et al., 2008).
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En las muestras que no fueron tratadas con la solucion de inmersion (CF), el proceso de
APH provoc6 una disminucion del valor de a* de 18.32+0.40 (OMPa) a 14.24+0.26
(600MPa). En cambio, el valor de

a* se incrementd con el aumento

de la presion en las muestras
CF100 MPa 304 100 MPa 696 100 MPa

sumergidas en la solucion de
inmersion, (S1 paso de
17.47+0.37(0MPa) a
21.52+0.18(600 MPa) y en S2 de

18.77+0.40 (OMPa) a 24.00+0.30

Figura 3: Cambios de coloraciéon en muestras carnicas 600MPa
frescas (CF) y tratadas con 3 y 6 % de NaCl sometidas a ( )
100 y 600 MPa. atribuirse a la formacion de

CF 600 MPa 3% 600 MPa | 6% 600 MPa

lo cual podria

nitrosomioglobina, proteina mas estable a las altas presiones debido a su mayor
resistencia a la oxidacion que la mioglobina y la oximioglobina (Rubio et al., 2007). El
incremento del valor de a* con la presion aplicada indicaria que la misma favorece la

formacion de nitrosomioglobina acentuando la coloracion rojiza.

3.4. Reflectancia Difusa: la reflectancia difusa se refiere a la fraccion de la luz
incidente que es reflejada por una superficie, que ha sido parcialmente absorbida y
parcialmente dispersada como resultado de su penetracion en el interior de la muestra, y
que presenta una distribucion angular de reflexion (a diferencia de la reflexion especular
que es direccional). La teoria mas comunmente aceptada sobre la reflectancia difusa ha
sido desarrollada por Kubelka y Munk (Kortiim, 1969) y es valida para muestras poco
absorbentes en sistemas reflectantes difusos.

En el marco de esta teoria, la carne se considerar como una matriz de material celular
capaz de dispersar la luz, constituida por proteinas miofibrilares, tejido conectivo y
pigmentos responsables de la absorcion de la radiacion (McDougall, 1970). La
intensidad de la luz reflejada, y por lo tanto su color y apariencia, se rige por la
interrelacion entre la luz dispersada por componentes en el sistema, y la concentracion y
propiedades espectrales de absorcion de los pigmentos. Los pigmentos rojos absorben
luz en el espectro visible mientras que las estructuras no coloreadas y las proteinas

miofibrilares dispersan y absorben (Bevilacqua y Zaritzky 1986).
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Para poder determinar las concentraciones o variaciones en los pigmentos de la carne,
en el marco de la teoria Kubelka-Munk se puede calcular, a partir de la reflectancia
difusa de muestras carnicas dpticamente gruesas (transmitancia despreciable), la funcion

de Kubelka-Munk, F(RL), a partir de la siguiente ecuacion:

1-Ry)? K ZIKici
Q-R):_ K_ZKict 0
2Ry S X SiCi

FR) =
donde R, es la reflectancia difusa de la muestra, Ki son los coeficientes de absorcion de
los pigmentos y la matriz, S es el coeficiente de dispersion y Ci es la concentracion de
cromoforos en la muestra. Esta funcion es proporcional a la concentracion del
cromoforo. Para independizar los valores de la funcion F(R) de los cromoéforos respecto
a los correspondientes a la matriz, se sustrajo el valor de dicha funcion evaluada a A=
750 correspondiente a la matriz sin colorear.

En la Figuras 4 a, b y ¢, se muestran F(R), en funcion de la longitud de onda para carne

fresca y tratada con distintas concentraciones de sal, para la carne fresca y para las

F(R)

450 500 550 600 650 700 750 450 500 550 600 650 700 750
T.ongitnd de anda Longitud de onda

14
12
10

8
6
4
2
0

Figura 4: Espectro de la funcion de Kubelka
Munk de: a)Carne fresca, b) carne sumergida en
la solucion de inmersioén S1, ¢) carne sumergida
en la solucion de inmersion S2. Matriz (=), 0

[ |
MPa (—), 100 MPa (—), 200 MPa (—), 300
MPa (—), 400 MPa (=), 500 MPa (—) y 600
o e
]
450 500 550 600 650 700 750

Longitud de onda

F [R)

presiones (100 a 600 MPa). Puede notarse que a una presion fija a medida que
aumentaba la concentracion de cloruro de sodio y la cantidad de nitrito en el tejido, se
incrementd el valor de F(R), lo cual indica una mayor concentracion del cromoforo

fundamentalmente nitrosomioglobina. A mayor presion en el tratamiento (600 MPa) la
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funcion F(R) adopta valores mas bajos que a 100 MPa lo cual indicaria una menor
estabilidad del pigmento a mayores presiones hidrostaticas.

En el caso en que la nitrosomioglobina es el pigmento predominante, las
concentraciones de mio, oxi y meta son despreciables. Dado que a 525 nm hay un punto
isosbéstico para todas las especies de Mb (Mb, MbO,, MetMb y NitroMb), entonces
todas estas especies presentan el mismo coeficiente de absorcion a dicha longitud de
onda, es decir:

K 525nm
Mb=Mb O,=MetMb=NitroMb C

F(R525) - F, (Rszs) = AFj,s = Total ()

S525nm

Presentando los datos como porcentaje de decoloracion (1- AF525/ AF5250) *100) y
denominando como AF525¢ el valor correspondiente al 0% de decoloracion se
obtiene el siguiente grafico (Figura 5), (Gimenez, 2019).

100% - Los resultados obtenidos se

pueden corroborar al analizar
80% . .
el porcentaje de decoloracion

60% obtenido. En la carne fresca

0% sometida a APH el cromdforo
se va destruyendo y se llega a

20% un valor de alrededor de 85%

Porcentaje de decoloracién

0% ‘ de decoloracion mientras que

400 800

I las muestras que tuvieron un
-20% -
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Figura 5: porcentaje de decoloracion en funcion de lg presion  oyhiben un menor porcentaje
para las muestras de Carne fresca (@), carne sumergida en la

solucion S1 (@) y carne sumergida en la solucion S2 (e). de decoloracion, esto se puede
relacionar con la formacion de nitrosomioglobina la cual es mds estable a las altas

presiones.

4. Conclusiones

Se evidencidé mediante DSC y FTIR que tanto las APH como la concentracion de sal
produjeron modificaciones en las proteinas de la carne, desnaturalizandolas lo cual
modifico la proporcion de las estructuras secundarias presentes (o-hélice, hoja B, giros B

y estructuras desordenadas).
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Los pigmentos de la carne (crom6foros mioglobina y sus derivados) fueron modificados
por la aplicacion de APH llevando a la generacion de metomioglobina. Se comprobd
que la utilizacién de una solucion de inmersion permite la formacion del pigmento
nitrosomioglobina el cual no dependi6 de la concentracion de NaCl y se corrobor6 que
es mas estable a las altas presiones hidrostaticas. Las muestras que tuvieron un

tratamiento quimico previo exhiben un menor porcentaje de decoloracion.
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