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Lista de abreviaturas

AMSA: American Meat Science Association (Asociacion Americana de Ciencia de la Carne).
APH: Altas presiones hidrostéaticas.

HE: Humedad expresable.

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

IPCVA: Instituto de Promocién de la Carne Vacuna Argentina.

ITA: Instituto Tecnologia de Alimentos.

MPa: Mega pascales.

N: Newton.

PMT: Punto Minimo de Tratamiento.

PLC: Programmable Logic Controller (Controlador Légico Programable).

PPapH: Pérdida de peso del tratamiento de APH

PPc: Pérdida de peso luego de la coccién.

RC: Resistencia al corte.

RT: Rendimiento total.

SCADA: Supervisory Control And Data Acquisition (Supervision, Control y Adquisicion de
Datos).

TPA: Texture Profile Analysis (Analisis de Perfil de Textura).

ApHapH: Variacion de pH luego del tratamiento APH

ApHc: Variacion de pH luego de coccion.



Efecto de la aplicacion de tratamientos térmicos asistidos por altas presiones hidrostaticas

Efecto de la aplicacidn de tratamientos térmicos asistidos por altas presiones
hidrostaticas sobre los parametros tecnoldgicos, de color y textura de masculo

Superficial pectoralis bovino

Resumen

La aplicacion de altas presiones hidrostaticas (APH) causa distintas modificaciones en la matriz
carnica lo que permitiria desarrollar productos innovadores. Entre estos, los productos listos para
cocinar 0 consumir con terneza asegurada podrian ser una oportunidad para agregar valor a
determinados cortes. El objetivo del presente Trabajo de Tesis fue evaluar el efecto de la aplicacion
de tratamientos térmicos asistidos por APH sobre los parametros tecnoldgicos (variacion de pH,
rendimiento total, humedad expresable), cromaticos y de textura de musculo Superficial pectoralis
bovino. Se aplicé un disefio de optimizacion de Red de Doehlert para estudiar el nivel de presion
(100-500 MPa) y la temperatura durante la etapa de mantenimiento (30—70°C). Las variables
respuesta de mayor interés (rendimiento total, resistencia al corte, dureza, y los pardmetros
cromaticos L* y a* luego del tratamiento de APH) se analizaron utilizando la funcion deseabilidad
y se concluyo que con la aplicacion de un tratamiento a una temperatura de 42°C con un nivel de

presion de 100 MPa se obtendria un producto que cumpla con las necesidades planteadas.

Palabras clave: Altas presiones hidrostaticas, carne bovina, color, rendimiento, textura,

tratamiento térmico.



Effect of the application of thermal treatments assisted by high hydrostatic
pressures on the technological, color and texture parameters of Superficial
pectoralis bovine muscle

Abstract

The application of high hydrostatic pressure causes different modifications in the meat matrix,
which would allow the development of innovative products. Among these, ready-to-cook or
consume products with assured tenderness could be an opportunity to add value to specific cuts.
The objective of this thesis was to evaluate the effect of the application of thermal treatments
assisted by high hydrostatic pressure on the technological (pH variation, total yield, expressible
moisture), chromatic and texture parameters of bovine Superficial pectoralis muscle. A Doehlert
experimental design was applied to study the pressure level (100-500 MPa) and the temperature
during holding time (30-70 °C). Analyzing together the response variables of most significant
interest (total yield, shear force, hardness, and L* and a* color parameters) using the desirability
function, it was determined that a treatment with a temperature of 42 ° C with a pressure level of

100 MPa would allow obtaining a product that meets the stated needs.

Keywords: High hydrostatic pressure, beef, color, yield, texture, thermal treatment.
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Capitulo I: Antecedentes

1. Introduccién

La carne bovina es un producto comercializado a nivel mundial. En este contexto, Argentina
cumple un papel destacado como proveedor, siendo sus principales destinos la Federacion Rusa,
China, Israel, Chile y Alemania, entre otros. Esta posicion permitio, durante el afio 2018, un
ingreso de divisas por alrededor de U$S 2.3 millones (IPCVA, 2019). Por lo tanto, la cadena
productiva se ha consolidado gracias a esa situacion, sumado a que ha logrado mantener el
consumo interno (56,5 Kg/hab./afio promedio, afios 2016-2018) (IPCVA, 2019). Sin embargo, la
cadena productiva de la carne se enfrenta a un mercado con margenes estrechos, aumento de la
competencia por la aparicion de productos sustitutos elaborados a partir de proteinas vegetales o
bien por el desarrollo de carne creada en laboratorios (Bonny et al., 2015; Mattick y Allenby,
2012), ademas de cambios en los patrones de consumo (Cummins y Lyng, 2017). Esto implica un
desafio para el sector. Con este marco, la aplicacion de nuevas tecnologias para el desarrollo de

productos cérnicos innovadores es una oportunidad para lograr mayor competitividad.

Tal como se mencioné en el parrafo previo, en las ultimas décadas los consumidores han
modificado sus habitos de consumo y exigencias en relacion a inocuidad y calidad de los
alimentos. Esto ha generado una creciente demanda de alimentos con minimo contenido de
aditivos, apariencia fresca y “natural” (INTA, 2018). Como respuesta, tanto las empresas
procesadoras de alimentos como el sector de ciencia y tecnologia han desarrollado y optimizado
nuevas tecnologias de procesamiento. Entre ellas, la tecnologia de altas presiones hidrostaticas
(APH) es la que alcanz6 una mayor aplicacion comercial. Actualmente, a nivel internacional se
comercializan numerosos alimentos tratados con esta tecnologia entre los que se encuentran
derivados de productos frutihorticolas (bebidas y jugos, batidos, pures, etc.), carnicos y de la pesca,
sopas, salsas y condimentos (Elamin et al., 2015). En relacion a los productos carnicos, la

tecnologia de APH se aplica con éxito en el procesamiento de productos curados cocidos o secos



y productos carnicos listos para consumir, con el fin de mejorar su calidad higiénico-sanitaria y

extender su vida comercial.

En este contexto, la aplicacion de la tecnologia APH es una alternativa interesante para el
desarrollo de nuevos productos preparados en base a carne vacuna de bajo valor comercial. La
aplicacion de APH en carne y productos carnicos da como resultado cambios en los parametros de
calidad, tales como el color, la textura y la capacidad de retencion de agua, sin presentar
modificaciones importantes en el valor nutricional (Elamin et al., 2015; Guillou et al., 2016). En
nuestro pais, un relevamiento del IPCVA (Instituto de Promocion de la Carne Vacuna Argentina),
del afio 2005, indico que el 66% de la carne en los hogares se consume en forma de bifes o
churrascos; por lo tanto, estos deben ser tiernos y con alta capacidad de retencién de agua. Ademas,
desde el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca y el IPCVA se impulsa la faena de animales
de mayor peso, lo cual también podria derivar en carne menos tierna. Diversos estudios realizados
en cortes carnicos post-rigor mortis indicaron que la aplicacion de tratamientos térmicos a
temperaturas moderadas asistidos con APH mejoraron la terneza de los mismos (Bhat, Morton,
Mason, y Bekhit, 2018).

Teniendo en cuenta los antecedentes previamente mencionados, la aplicacion de tratamientos
térmicos asistidos con APH permitiria el desarrollo de nuevos productos preparados en base a
carne vacuna de bajo valor comercial, asegurando su terneza. Por lo tanto, en el presente estudio
se propone el desarrollo de productos cérnicos refrigerados que presenten una mejora de su textura
aplicando tratamientos térmicos, a temperaturas moderadas, asistidos por tratamientos con APH.

2. Altas presiones hidrostaticas
2.1. Resefa historica

La primera aplicacion de APH en alimentos fue realizado en 1899 en la estacion experimental
agricola de la Universidad de West Virginia por Bert Hite (1899) aplicado en leche (Elamin et al.,
2015). En ese ensayo, por efecto de la presion aplicada se logré la reduccion de microorganismos
preservando los alimentos tratados. Otros estudios posteriores realizados en distintos productos,
incluyendo carnicos, lacteos, frutas y hortalizas, aportaron datos sobre el efecto de preservacion
de los mismos debido a la aplicacion de altas presiones (Knorr, 1995). Diversos estudios
determinaron que la presion altera el desarrollo y supervivencia microbiana. La exposicion a altas
presiones produce dafio a la membrana celular, desnaturalizacion de proteinas, cambios en

actividad enzimatica y en la conformacion de ribosomas (Guillou et al., 2016). Asimismo, se
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demostro que las esporas microbianas eran mas resistentes que las células vegetativas a los efectos
de APH (Sale et al., 1970). A pesar de los potenciales beneficios para prolongar la vida util de los
alimentos y disminuir la carga microbiana, el procesamiento de alimentos con APH permanecio
principalmente dentro del ambito de interés académico debido al costo y a las dificultades técnicas
de procesar a la escala necesaria para que sea econdémicamente rentable (Ma y Ledward, 2013).
Recien a partir de 1982, la Universidad de Delaware, EEUU, inicio la linea de investigacion
correspondiente a la aplicacion de APH en alimentos (Hoover et al., 1989) y en 1986 en la
Universidad de Kyoto, Japén. En este contexto, se crea la Sociedad Japonesa para las Altas
Presiones y, en 1990, se lanzan al mercado los primeros productos comerciales. En los afos
sucesivos, se han llevado adelante numerosas actividades académicas y comerciales,
principalmente en paises desarrollados de América, Asia y Europa, y se han lanzado al mercado

de forma exitosa productos lacteos, frutihorticolas, carnicos y de la pesca tratados con APH.

La prueba del éxito de la aplicacion industrial y comercial de las APH en alimentos se evidencia
con la estadistica de los equipos de escala industrial instalados a nivel internacional (superando en
2018 los 450 equipos). En el continente americano se encuentran instalados el 57% (54% en EEUU
y México y 3% en Latinoamérica), seguido por Europa con el 25%, Asia y Oceania conel 12y 6

% respectivamente y Africa con el 1% (Tonello, 2018).

2.2. Definicién y principios basicos

En la industria alimentaria, el procesamiento con APH consiste en la aplicacion a un alimento
envasado en un envase flexible y hermético de presiones elevadas (entre 100 y 600 MPa) durante
un periodo corto de tiempo (<10 min) (Elamin et al., 2015). La aplicacion comercial mas utilizada
de la tecnologia APH es la “pasteurizacion fria”. Este tratamiento permite la eliminacion de
microorganismos patdgenos vegetativos (responsables de enfermedades trasmitidas por
alimentos), la reduccion de microorganismos alteradores y la inactivacién de ciertas enzimas, con
efecto minimo sobre los atributos sensoriales y las propiedades nutricionales de los alimentos
(Szerman et al., 2012).

Los principios generales que explican el comportamiento de los alimentos bajo los efectos de las

altas presiones se presentan a continuacion:

- Principio de Le Chatelier: este principio expresa que “si se presenta una perturbacion
externa sobre un sistema en equilibrio, el sistema se ajustara de tal manera que se cancele

parcialmente dicha perturbacion en la medida que el sistema alcanza una nueva posicion
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de equilibrio”. En el caso particular de alimentos sometidos a APH este principio indica
que el sistema experimentara una reduccion del volumen cuando es sometido a presion y
viceversa (Yordanov y Angelova, 2010).

- Principio isostatico: la Ley de Pascal enuncia que la presion ejercida en un fluido
incompresible y en equilibrio es trasmitida de forma uniforme en todas direcciones y de
forma instantdnea. De esta forma, la presion es trasmitida al alimento de forma quasi-
instantanea y uniforme en todo el producto sin gradientes de presion, independientemente
de la forma y tamafio del mismo (Guillou et al., 2017).

- Principio de ordenamiento microscépico: este principio enuncia que a temperatura
constante, un aumento de la presion incrementa el grado de ordenamiento de las moléculas
de una sustancia (Benet, 2005). Por lo tanto, la presion y la temperatura ejercen fuerzas

antagodnicas sobre la estructura molecular y las reacciones quimicas.

Si un alimento contiene suficiente humedad, la presion no lo dafiara a nivel macroscépico, siempre
y cuando la presion se aplique de manera uniforme en todas las direcciones. El siguiente ejemplo
describe ese comportamiento: una uva se puede aplastar facilmente al presionarla entre los dedos,
esto es ejerciendo presion a lo largo de un eje. Sin embargo, si la uva se coloca en agua en el
interior de una botella flexible sellada y se expone a una presion uniforme, esta mantiene su forma
independientemente de lo fuerte que la botella se apriete. En este caso, la presion transmitida desde
la pared de la botella a través del agua se aplica uniformemente alrededor de la fruta. De manera
similar, la presion no produce dafio en la mayoria de los alimentos procesados por alta presion,
siempre y cuando el alimento no tenga una estructura porosa. Las burbujas de aire colapsan por
efecto de la presion debido a las diferencias entre la compresibilidad del aire y el agua, y a menos
gue el alimento sea perfectamente elastico y contenga al aire, este no recuperara su tamafio y forma

originales (Balasubramaniam et al., 2008).

2.3. Tipos de equipos de APH

Actualmente, los equipos para el procesamiento de alimentos con APH se pueden clasificar en:
semi-continuos y discontinuos (por lote o batch) (Elamin et al., 2015). A continuacion, se
describen las principales caracteristicas de los equipos semi-continuos y los discontinuos ya que

son los mas utilizados:

- Equipos semi-continuos: este tipo de equipos se utilizan para tratar alimentos liquidos. En

un sentido estricto son equipos discontinuos (batch) combinados para procesar el producto
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de forma continua desde el punto de vista operativo. Emplea en forma combinada dos o
maés cilindros de alta presion, para que de forma global permita procesar el producto de
forma continua y permitir un flujo continuo de ingreso y egreso del producto sin tratar y
procesado, respectivamente. Consiste en una cdmara de compresion que contiene un piston
libre. Una bomba de baja presion se utiliza para llenar la cAmara de compresion. A medida
que la camara se llena, el piston se desplaza. Cuando se completa el llenado, la llave de
ingreso se cierra y se introduce agua de proceso a alta presion por sobre el piston libre para
comprimir el alimento. Luego de un tiempo apropiado de proceso, el sistema se
descomprime por liberacion de la presion del agua de proceso. El alimento liquido tratado
se descarga desde la cdmara a un tanque de mantenimiento aséptico a traves de una llave
de descarga aséptica. El alimento liquido tratado puede ser envasado asépticamente (Farkas
y Hoover, 2000). En este se aplica una forma particular del sistema de compresion directa
(ver item 2.3.1).

- Equipos discontinuos (batch o lotes): son los mas utilizados. Generalmente, se emplean
para tratar alimentos solidos, envasados en envases flexibles y herméticos, o alimentos
semi-solidos o liquidos en botellas o pouches plasticos. Actualmente, la empresa
Hiperbaric® se encuentra comercializando una linea de equipos especificos, tales como los
modelos Hiperbaric 525 Bulk e Hiperbaric 1050 Bulk para procesamiento en lotes de
liquidos a granel, como jugos (Hiperbaric, 2020). Estos equipos estan compuestos por una
camara cilindrica de compresién, con un sistema de cierre hermético; una bomba de baja
presion que comprime el fluido (aceite) que ingresa a los intensificadores; intensificadores
de alta presion que presurizan fluido de presurizacion; tuberias de alta presion que permiten
que se trasmita la presion del fluido de presurizacién al interior del cilindro donde se trata
el alimento y un sistema de control (Elamin et al., 2015; Rao et al., 2014). Este tipo de
equipos es de compresion indirecta (ver item 2.3.1). Generalmente, el fluido de
presurizacion utilizado es agua, o soluciones acuosas, 0 aceites aptos para industria
alimentaria. Las ventajas de este tipo de disefio es que minimiza el riesgo de contaminacion
de los alimentos procesados con lubricantes o similares y no requiere limpieza del equipo

entre cambios de lotes a procesar al reducir el riesgo de contaminacion cruzada.

2.3.1 Tipos de compresion

La compresion en los equipos de APH se puede generar de manera directa o indirecta. En la

compresion directa, un piston actta como cierre del cilindro de alta presion. Al activarse, se reduce
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el volumen interno del cilindro, incrementando la presién interna y trasmitiéndola al producto
liquido contenido en la camara (Elamin et al., 2015). Por la dificultad en el mantenimiento del
sello hermético entre el piston y la cAmara, esta clase de equipos solo se utiliza a pequefia escala
en laboratorios y, presentan como desventaja adicional, un mayor riesgo de contaminacion del
producto con lubricantes del equipo u otro material extrafio. Los equipos de APH de compresién
directa se utilizaron para tratar alimentos liquidos como jugos pero su aplicacién no prospero y
actualmente no es el tipo de equipamiento empleado en la industria alimentaria.

Piston de cierre

g Cilindro
Producto

I

Figura 1: Esquema de equipo APH de compresion directa. Figura adaptada de Elamin et al. (2015).

Por otro lado, el sistema de compresion indirecta es el mas utilizado a escala comercial. Este
método emplea un sistema constituido por bombas de baja presion que accionan sobre los
intensificadores de alta presion, en los cuales se comprime el fluido de compresion, el cual se
introduce en la camara de alta presion, que tiene forma cilindrica. El fluido de compresién
normalmente se encuentra en tanques reservorios cuando el equipo esté en reposo. Este mecanismo
permite controlar y mantener constante la presion durante el tiempo requerido (San Martin et al.,
2002) y la presion es transmitida por el fluido al alimento envasado que se encuentra en el interior
de la camara. Una vez gue se alcanza la presion objetivo, esta puede ser mantenida practicamente
sin consumo energético durante el tiempo requerido por el proceso (holding time). Finalizado el
tiempo necesario de tratamiento con alta presion, el fluido se descomprime de forma segura y

retorna al tanque de reserva.
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Figura 2: Esquema de equipo discontinuo de APH, de compresién indirecta. Figura adaptada
de Somerville (2009).

2.3.2 Funcionamiento del equipo de APH Stansted Fluid Power

En la Planta Piloto del Instituto Tecnologia de Alimentos (CIA, INTA) se encuentra instalado un
equipo de APH marca Stansted Fluid Power Ltd. modelo High Pressure lIso-Lab System
FPG9400:922. El equipo estd conformado por los modulos de control y servicio, el mddulo prensa

que contiene el cilindro de alta presion y un sistema de refrigeracion (Figura 3).
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Figura 3: Imagen del equipo de APH marca Stansted Fluid Power Ltd. modelo Iso-Lab System
FPG9400:922. A: Mddulo de control. B: Mddulo prensa. C: Mddulo de servicio.

A continuacion, se describe brevemente la funcion que cumple cada parte del equipo:

Modulo de control: consta de una computadora que dispone de un controlador l6gico
programable (PLC) con software SCADA para el control automatico del equipo (Figura
4). Mediante la interface del sistema SCADA se programan las distintas variables
involucradas en el proceso de APH (presion de trabajo, velocidad de compresion, tiempo
de mantenimiento, temperatura de fluido de compresion, identificacion de la muestra
tratada, etc.). Ademas, en el disco rigido de la computadora se almacenan los registros de
las evoluciones de la presion y de la temperatura durante los tratamientos con APH, para
luego ser analizados.
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Figura 4: Imagen del modulo de control del equipo de APH marca Stansted Fluid Power Ltd.
modelo Iso-Lab System modelo FPG9400:922.

Modulo prensa: esta compuesto por un cilindro de acero encamisado al cual ingresa el
fluido de compresion por su parte inferior (Figura 5-A). El fluido de compresion, por
recomendacion del fabricante, siempre es una mezcla de propilenglicol y agua y la
proporcion utilizada esta relacionada con la temperatura de tratamiento. En la camisa de
intercambio de calor circula una mezcla de agua y propilenglicol, la cual permite
acondicionar la temperatura del cilindro. En el interior del cilindro se coloca la canasta de
aluminio de paredes cribadas (receptaculo de muestras) (Figura 5-B) en la cual se depositan
los envases flexibles conteniendo el alimento. La presion maxima de operacién del equipo
es de 900 MPa y el cilindro tiene una capacidad de trabajo de 2 litros. En la parte superior
del médulo prensa se encuentra el cabezal de cierre del cilindro de alta presion. Ese cabezal
contiene en su parte inferior los conectores para las termocuplas que permiten monitorear
la temperatura del fluido de compresién y de las muestras. Ademas, en la parte inferior del
cabezal se inserta la canasta de aluminio que contiene las muestras y el conjunto
cabezal/canasta se desplaza verticalmente (accionado por un sistema hidraulico) para
ingresar o retirar la canasta del interior del cilindro de alta presion. El cabezal se traba
girandolo manualmente, utilizando la rosca lateral del mismo. A su vez, el sistema se cierra
con una llave electronica. Si la misma no fue insertada, el PLC no permite iniciar el

funcionamiento del equipo APH.

16



Figura 5: Modulo prensa del equipo de APH marca Stansted Fluid Power Ltd. modelo
Iso-Lab System modelo FPG9400:922. A) Cilindro de alta presién, B) Canasta para la
carga de muestras.

Maodulo de servicio: esta compuesto por las bombas de baja presién (Figura 6-C) y por los
intensificadores de alta presion (Figura 6-B) que permiten que el fluido de compresion
alcance las presiones requeridas para los tratamientos. Ademas, en el mddulo de servicio
se encuentran las bombas de precarga del cilindro de alta presién, las valvulas de
descompresion (Figura 6-D), el tanque de acondicionamiento del fluido de intercambio de
calor (Figura 6-E) y los tanques de almacenamiento de aceite para funcionamiento de las
bombas de baja presién y del fluido de compresion, y un panel de control propio del médulo
(Figura 6-A).
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Figura 6: Mddulo de servicio del equipo de APH marca Stansted Fluid Power Ltd. modelo
Iso-Lab System modelo FPG9400:922. A) Panel de control, B) Intensificadores, C)
bombas de baja presion para el fluido de compresion, D) Véalvulas de descompresion, E)
Tanque de calentamiento del fluido de compresion.

- Moddulo de refrigeracion y sistema de calefaccion: El mddulo de refrigeracion (marca
Eurochiller) permite disminuir la temperatura del cilindro hasta -10 °C. Por el médulo de
refrigeracion circula en reciclo una mezcla de agua y etilenglicol, la cual refrigera, a través
de un serpentin, el fluido de intercambio de calor (mezcla de agua y propilenglicol)
almacenado en el tanque de acondicionamiento térmico, ubicado en el médulo de servicio
del sistema. Ademas, el fluido de intercambio circula en circuito cerrado entre el tanque de
acondicionamiento y la camisa de intercambio de calor del cilindro de alta presion. En el
caso que sea necesario utilizar en el cilindro temperaturas inferiores a laambiente, entonces

se opera el sistema con el mddulo de refrigeracion en funcionamiento. A su vez, si se
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requiere trabajar en el cilindro con temperaturas superiores a la ambiente, el fluido de
intercambio se calienta mediante una resistencia eléctrica ubicada en el tanque de
acondicionamiento (Figura 6-E). La resistencia al igual que el resto de los componentes

del equipo estan controlados mediante el PLC.

3. Etapas del proceso con APH

El tratamiento de un alimento sélido con APH comienza con su envasado. EI mismo debe
realizarse en un envase flexible, removiéndose todo el aire que sea posible. Luego, el alimento
envasado se coloca en la canasta de aluminio, este se introduce en el cilindro del equipo de APH
y el cilindro se cierra herméticamente, mediante el cabezal descripto en el item previo. Una vez
programadas las variables de trabajo (presion, tiempo de mantenimiento, temperatura, etc.) en el
maodulo de control para el tratamiento deseado se da inicio al ciclo. EI PLC acciona la bomba de
precarga del fluido de compresidn en el cilindro y las bombas de baja presion comprimen el aceite
que ingresa al intensificador. El aceite presurizado acciona los intensificadores que incrementan
la presion del fluido de compresion. Esta compresion se produce hasta alcanzar la presion de
trabajo programada y esta etapa se denomina presurizacién o compresion y el tiempo necesario
para alcanzar la presion programada se lo denomina tiempo de presurizacion, compresién o come
up time. La velocidad de compresion es seleccionada y programada en el médulo de control, por
lo que tiempo de compresion se puede modificar cambiando la velocidad de compresion
seleccionada. Cuando se alcanza la presion de trabajo, esta se mantiene durante el tiempo
programado (tiempo de mantenimiento o holding time). Finalizado el tiempo de mantenimiento de
la presion, el equipo por medio de las valvulas de descompresion inicia el vaciado del liquido del
cilindro, hasta llegar al equilibrio con la presion atmosférica. La velocidad de descompresion no
se puede modificar, corresponde a la definida por el fabricante del equipo en funcién del tipo y
cantidad de valvulas de descompresion instaladas. En el equipo disponible en el Instituto
Tecnologia de Alimentos la descompresion es cuasi instantanea. Una vez alcanzada la presion
atmosfeérica, el modulo de control habilita la apertura del cabezal del cilindro y es posible retirar

la canasta de aluminio con las muestras.

Por lo tanto, el tiempo total del proceso (cycle time) incluye el tiempo de compresion o
presurizacion, el tiempo de mantenimiento de la presion y el tiempo de descompresion. Los
registros de las variables medidas por el equipo (presion y temperatura del fluido y de las muestras)
posteriormente se pueden descargar para producir los graficos de presion-tiempo y temperatura-

tiempo de los ciclos de tratamientos (Figura 7).
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4. Evolucién de la presién y la temperatura durante el procesamiento con APH

Durante el tratamiento con APH, por efecto termodinamico, se genera un incremento de la
temperatura de forma inevitable. Al incrementar la presion aplicada al sistema, la temperatura se
eleva por efecto de la compresion. Este fendmeno se denomina calentamiento adiabatico dado que
ocurre sin transferencia de calor y se produce en un ambiente aislado (de acuerdo con la primera
y segunda ley de la termodinamica un proceso adiabético se origina sin transferencia de calor entre
el sistema y el ambiente). Este incremento de la temperatura es importante y debe ser considerado
para la planificacién de los ensayos o bien para los procesos a escala industrial. La siguiente

ecuacion expresa el calentamiento adiabatico producido por la compresion:

dT_Tap_
P~ pC, "

donde T es la temperatura (K), P es la presion (Pa), a es el coeficiente de expansion volumétrico
(K™, p es la densidad (kg.m®), Cp es el calor especifico (J.kg™.K™?) y &i calor de compresion. La
compresion durante el tratamiento con APH incrementara la temperatura tanto del producto como
del fluido de compresion a razon de aproximadamente 3°C por cada 100 MPa, en el caso del agua

y en productos de alta humedad y para temperatura inicial de 20 °C (Rastogi et al., 2007).

La magnitud del incremento depende de la compresibilidad y de la capacidad calorifica de la
sustancia, la temperatura inicial del sistema y la presion aplicada. EI maximo de temperatura
alcanzado a la presion objetivo es independiente de la velocidad de compresion, siempre y cuando

la transferencia de calor con el medio externo sea despreciable (Nguyen et al., 2011).

La presion y la temperatura se deben monitorear durante el tratamiento con APH debido a los

efectos que tienen sobre microorganismos, enzimas y la calidad del producto.

En la Figura 7 se representa la evolucion de la temperatura y la presion en un ciclo tipico de

tratamiento con APH. A continuacion, se describe cada etapa:

- Come up time: es el tiempo requerido para incrementar la presion de la muestra desde la
presion atmosfeérica a la presion objetivo (t2 — t1, Figura 7). Durante esta fase se incrementa
tanto la presion (p2 — p1) como la temperatura (T2 — T1). Esta tltima puede incrementarse
Unicamente por efecto de la compresidn o bien sumado al efecto de una fuente de calor del
equipo programada para el proceso deseado (procesos térmicos asistidos por altas

presiones hidrostaticas).

20



Tiempo de mantenimiento: es el tiempo que transcurre entre el final de la etapa de
compresion (una vez que el sistema alcanzo la presion objetivo) y el inicio de la etapa de

descompresion (t3 - t2). Durante el tiempo de mantenimiento la presion se mantiene

constante (p2 - p3), siempre y cuando no ocurra disminucion importante de la misma como

resultado de intercambio de calor con el ambiente. Durante esta etapa del proceso,

generalmente, no hay energia adicional aportada al sistema; es decir que no hay nuevo

ingreso de fluido de compresion al cilindro, ya que la presion es constante.

Alternativamente, se puede definir como el intervalo entre la finalizacion de la compresion

(come up time) y el inicio de la fase de descompresion. El producto es mantenido durante
un tiempo predeterminado a la presion y temperatura definida. A fin de lograr la mayor

estabilidad de los pardmetros se requieren sellos y cierres efectivos para evitar pérdidas de

presion y aislantes térmicos adecuados para disminuir intercambios de temperatura con el
medio exterior a través de las paredes de la cAmara de presion. Durante el tiempo de
mantenimiento la temperatura puede disminuir (T2 - T3) debido a la pérdida de calor por la
pared metélica del cilindro de alta presion. Una forma de evitar esa pérdida es colocar un

aislante térmico en el interior del cilindro de alta presion o en el caso que el cilindro
disponga de una camisa de intercambio, se puede acondicionar al fluido de intercambio de
calor a la misma temperatura de proceso (T2), de modo de anular el gradiente térmico y
evitar la pérdida de calor a través de la pared metalica.

Tiempo de descompresion: es el tiempo que transcurre desde el final del mantenimiento a

la presion objetivo hasta volver a la presion atmosférica inicial (ts - t3). Por efecto de la

disminucion de la presion (ps - p3), la temperatura disminuye hasta alcanzar los valores

iniciales o levemente inferiores (Ta).
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Figura 7: Gréaficos de presion-tiempo y temperatura-tiempo tipicos durante un tratamiento
con APH (Nguyen y Balasubramaniam, 2011)
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5. Definicién de carne y corte anatomico utilizado

El CAA (Codigo Alimentario Argentino) en el Capitulo VI Articulo 247 define como
denominacién genérica “carne” a la parte comestible de los musculos de vacunos, bubalinos,
porcinos, ovinos, caprinos, llamas, conejos domesticos, nutrias de criadero, pollos, pollas, gallos,
gallinas, pavitos, pavitas, pavos, pavas, patos domésticos, gansos domésticos y codornices,
declarados aptos para la alimentacién humana por la inspeccion veterinaria oficial antes y después

de la faena.

La parte comestible de los musculos puede definirse como la parte muscular de la res faenada,
constituida por todos los tejidos blandos que rodean el esqueleto incluyendo su cobertura grasa,
tendones, vasos, nervios, aponeurosis y todos aquellos tejidos no separados durante la operacién

de faena.

Para la realizacion de los ensayos involucrados en esta Tesis de Maestria se utilizo el corte
denominado tapa de asado, cuya base anatémica es el musculo Superficial pectoralis originado de
la despostada del cuarto delantero, a partir del corte “Pecho 10 costillas” (codigo IPCVA 2312 —
2323), provenientes de bovinos categoria novillo (machos castrados mayores a 18 meses de edad
y peso superior a 350 kg) de raza britanica a las 48 horas post-faena. La seleccion de este tipo corte

se justifico por las siguientes razones:

- Corte de bajo valor comercial, de los denominados “populares” (principalmente cortes del
cuarto delantero), para la evaluacion del impacto de la aplicacion de las APH en
caracteristicas de interés comercial y tecnolégico en vistas a generar un producto con valor
agregado

- Facilidad de retiro de aponeurosis y cobertura grasa. Debido a su geometria permite extraer

y preparar las muestras segun las condiciones del estudio.

5.1. Estructura del masculo esquelético

El muasculo esquelético estd conformado por células musculares multinucleadas, denominadas
fibras musculares junto con tejido conectivo, tejido adiposo, vasos linfaticos y sanguineos y fibras
nerviosas. Aproximadamente el 90 % de la masa muscular corresponde a fibras musculares y el
resto a tejido conectivo y adiposo principalmente (Listrat et al., 2016). Las fibras musculares se
encuentran asociadas entre ellas de manera paralela en su eje mayor, formando los fasciculos
musculares. Dependiendo de la funcion y demanda mecanica del masculo pueden contener uno o

varios fasciculos (Hib, 2001).
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Cada fibra muscular se encuentra rodeada por una ldmina externa, sintetizada por la propia célula
muscular. Esta lamina cumple funciones de sostén y es la primera estructura de interaccion entre
la célula y la matriz extracelular, de forma anéloga a la ld&mina basal de los tejidos epiteliales.
Rodeando esta estructura se encuentra un tejido de tipo reticular, denominado endomisio, el cual
estd compuesto mayoritariamente por colageno tipo I11. A su vez, los fasciculos estan delimitados
por el perimisio, un tejido conectivo denso. El conjunto de fasciculos, que conforman el musculo,
se encuentra rodeado por el epimisio (Figura 8). Las estructuras vasculares y nervios que irrigan e
inervan al musculo penetran el epimisio, se adentran en las diferentes regiones del musculo
mientras transcurren y se ramifican por el epimisio para llegar como terminales nerviosas y
capilares a través del endomisio, en intimidad con la fibra muscular (Hib, 2001). El sarcoplasma,
citoplasma de las fibras musculares, es el medio interno de la célula y contiene las organelas

citoplasmaticas.

Perimisio

; S Vasos sanguineos
LAY v (
s N/ \W

(] 'l

Epimisio

Endomisio

Fasiculo

Figura 8: Esquema de estructura macroscépica de musculo estriado. Adaptado de Arenas (2011)

Como parte de la especializacion para funciones contractiles, el citoesqueleto esta organizado en
estructuras denominadas miofibrillas, las cuales ocupan la mayor parte del volumen del
sarcorplasma. En promedio cada miofibrilla tiene un diametro de 1 um, independientemente de la
especie (Listrat et al., 2016).

Las miofibrillas estan alineadas a lo largo de su eje longitudinal y son las responsables de la
contraccion muscular. Una caracteristica del musculo esquelético que se observa por microscopica

electronica es el patron de bandas claras y oscuras repetidas longitudinalmente como resultado de
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la superposicion parcial de miofilamentos gruesos y finos estructurados en unidades funcionales

denominadas sarcomeros (Figura 9).

Banda I, M: Linea M, Z: Linea Z.

El sarcomero tiene como principales componentes constitutivos dos proteinas, la actina y la
miosina. La contraccion es posible gracias a la interaccion ciclica y formacidn de puentes cruzados
entre las cabezas de la miosina y los sitios activos de la actina, con gasto de ATP (adenosin
trifosfato) (Squire, 2010). La miosina es una proteina fibrosa que consta de dos regiones, una
globular, en la cual se encuentran dos “cabezas” responsables de la interaccion con la actina y

posee actividad APTasa y otra region fibrosa denominada “cola” que le otorga la estructura fibrilar.

La actina es una proteina fibrilar la cual est4 anclada a una estructura que delimita los extremos de
cada sarcomero. Por medio de la actina se trasfiriere el movimiento de traccion ejercido por las
cabezas de la miosina resultando en el acortamiento del sarcomero. La sumatoria de la contraccion
de cada sarcomero determina la contraccion de la miofribillas y, por lo tanto, del musculo (Figura
10).

La estructura del sarcomero origina el patron en bandas claras y oscuras caracteristico del masculo
estriado esquelético. Las bandas oscuras son conocidas como bandas A (anisotrdpicas) consisten
en filamentos gruesos y finos. En su centro la banda A tiene una zona denominada zona H (heller
— brillante en aleméan) donde solo estan presentes filamentos finos y la linea M (mittelscheibe —
porcion media en alemén) que contiene filamentos cruzados de unidn y estabilizacion del
citoesqueleto. Las bandas | (isotropicas) es una zona de filamentos finos que no estan superpuestos
por filamentos gruesos. Estas bandas estan centradas en una zona del sarcomero denominada linea
Z (zwischenscheibe — “entre el disco” en aleman), la cual contiene proteinas denominadas CapZ
que permiten el anclaje de los filamentos de a-actina a los discos Z y los estabiliza. El disco Z es
considerado como los limites de las unidades de sarcomeros. El sarcomero tiene otras proteinas

estructurales como la titina, que conecta la linea Z con la linea M y permite la trasmision de
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tensiones desde la linea Z, limita el movimiento del sarcémero en tensién y en relajacion provee

tension pasiva cuando se distiende el sarcomero (Hib, 2001).

Banda A

Zona

-

Linea M

w Capz

Titina

Disco Z

——
-

Miosina
(cabeza)

Relajado e Miosina
(cola)

Filamento de
Contraido = actina

> Linea M

Figura 10: Esquema de estructura de un sarcomero. Adaptado de
https://biologydictionary.net/myofibril/

5.2. Parametros de estudio

5.2.1. Textura

Los consumidores consideran a la terneza como un factor determinante a la hora de evaluar la
calidad de la carne (Bhat et al., 2018) y definir la decision de compra. Por lo tanto, su medicion,
ya sea para evaluar la calidad, los efectos del procesamiento o estimar la aceptabilidad del

consumidor resulta fundamental.

La textura de la carne se puede definir como la propiedad que resulta de las caracteristicas
mecénicas del tejido. Esta definicién resulta apropiada para las mediciones instrumentales
objetivas de textura en carne ya que no incluye otras caracteristicas como, por ejemplo, la
jugosidad. Desde el punto de vista del consumidor se ha definido como la facilidad percibida para

desorganizar la estructura de la carne durante la masticacion (Bhat et al., 2018).

La terneza es el resultado de la interaccion de diversos factores endogenos y exogenos. Entre estos,
podemos mencionar la raza y genética del animal, edad, sexo, tipo de crianza y nutricion, sacrificio
y tratamientos post-mortem (Claus, 1995). También, otros factores como el tamafio de las fibras
musculares, el grado de protedlisis, estado de contraccion del complejo actina-miosina, proporcién

de tejido conectivo y contenido de grasa intramuscular modifican la textura (Miller et al., 1996).
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En relacién a las proteinas miofibrilares, es importante la etapa de conversion del mdsculo en
carne, ya que puede ocurrir el fendbmeno de ‘“cold-shortening”. Este es ocasionado por el
acortamiento irreversible de las fibras debido al incremento en el nimero y organizacién de las
proteinas contractiles (actina y miosina). Durante la refrigeracion, se desencadena la liberacion
masiva de Ca?* del reticulo sarcoplasmatico y las mitocondrias uniéndose al complejo troponina
C-tropomiosina y permitiendo la interaccién y formacion del enlace cruzado entre la cabeza de
miosina del filamento grueso del sarcomero y la actina de forma analoga al proceso de contraccién
muscular fisiologica del musculo esquelético. La disponibilidad de ATP y un valor de pH mayor
a 6,2; es decir, masculo ain no madurado es condicion necesaria para la presentacion del

fenémeno.

Tal como fue definida, la terneza es una caracteristica sensorial, no instrumental, por lo que se
desarrollaron métodos instrumentales y objetivos para evaluar caracteristicas de textura de la

carne.

Medicion de la textura

Los métodos instrumentales utilizados para evaluar la textura de la carne estdn en su mayoria
basados en pruebas mecéanicas estandarizadas. La textura es medida objetivamente por medio de
la fuerza requerida para cortar o comprimir una muestra. Este tipo de mediciones requiere que las
muestras tengan un tamafio definido para poder realizar comparaciones. Es practicamente
imposible comparar resultados entre diferentes laboratorios o ensayos con muestras de distinto
tamarfio y/o forma o ajustes diferentes del instrumental empleado (Salakové4, 2012). Ademas, estas
técnicas usualmente son destructivas. Entre ellas, las mas utilizadas son la medicion de la
resistencia al corte con la cizalla de Warner-Bratzler, método recomendado por AMSA (1995) y

el analisis de perfil de textura (TPA — texture profile analysis).

La medicion de la resistencia al corte con la cizalla de Warner-Bratzler es utilizado desde hace
mas de 60 afios para estimar el comportamiento del alimento con la primera mordida (Salakova,
2012).

Este consiste en medir el esfuerzo requerido para cortar completamente una muestra (extraida en
forma de cilindro) con una cuchilla triangular en forma de “V”. La direccion de las fibras de la
muestra debe ser paralela al eje mayor del cilindro y el corte se realiza de forma perpendicular a
la direccion de estas. Las muestras deben estar cocidas y refrigeradas segun metodologia AMSA

(1995). Durante el ensayo la muestra se somete a fuerzas de tensién, cizalla y compresion y la
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fuerza méxima aplicada para completar el corte se puede tomar como indicador de terneza, aun
cuando esta propiedad solo puede ser evaluada en forma sensorial. La repetitividad de los
resultados obtenidos mediante la celda de Warner-Bratzler se incrementa cuadraticamente al

incrementar el nimero de muestras evaluadas (Salakova, 2012).

Figura 11: Analizador de textura marca Stable Micro Systems modelo TA.TX plus
equipado con celda de Warner-Bratzler de cuchilla triangular

Otro método que se utiliza para la evaluacion de textura en carne es el anlisis del perfil de textura.
General Foods Corporation desarroll6 en 1963 este tipo de analisis a fin de permitir la medicion
de otros atributos de textura (ademas de la dureza) con una misma muestra (Trinh, 2012). Este
método simula las condiciones a la que el alimento es expuesto en la boca del consumidor (Xiong
et al. 2006). El andlisis consiste en someter a la muestra a dos ciclos de compresion para simular
“mordidas” sucesivas. La muestra es colocada entre dos placas, una de ellas fija y la otra movil
(normalmente esta consiste en un accesorio cilindrico; Figura 12). Esta ejerce la fuerza de
compresion y los sensores detectan la fuerza requerida para ejecutar los dos ciclos. Para que la
ejecucion del ensayo sea correcta, la superficie de contacto de la muestra debe ser lisa y plana para

un contacto homogéneo entre los extremos de la muestra y las placas del instrumento.
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Figura 12: Analizador de textura marca Stable Micro Systems modelo TA.TX plus equipado con
accesorio cilindrico para ensayo TPA.

La fuerza requerida para realizar las compresiones en funcion del tiempo permite estimar distintos

parametros de textura, los cuales se definen a continuacion (Figura 13):
Dureza: es la fuerza maxima registrada durante la primera compresién (Bourne, 1978).

Fractura: parametro no presente en todos los alimentos (en carne no se observa), corresponde
a un pico secundario significativo de la fuerza, que decae, antes de que se presente el pico

que corresponde a dureza.

Adhesividad: se define como el trabajo necesario para superar las fuerzas de atraccion entre
la superficie de los alimentos y la superficie de otros materiales con los que los alimentos
entran en contacto (por ejemplo, lengua, dientes, paladar, etc.) (Szczesniak, 1963).

Cohesividad: Szczesniak (1963) lo definié como la fuerza de las uniones internas que dan
estructura al producto. La cohesividad se calcula como la relacién entre el area de fuerza
positiva obtenida durante la segunda compresién y el area de fuerza positiva obtenida

durante la primera compresion.

Elasticidad: indica la velocidad a la cual el material deformado vuelve a su condicién
original luego de aplicada una fuerza de deformaciéon dada. La forma méas habitual de
calcularlo es mediante la relacion entre los segmentos en el eje de abscisas (tiempo)
correspondiente a la méaxima altura detectada desde el inicio de la segunda compresion y el
segmento en el mismo eje definido entre el inicio de la primera compresion y el pico maximo

de esta.
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Masticabilidad: es la energia requerida para masticar un alimento solido hasta que esta listo

para ser tragado. Su célculo es el producto de la dureza por la cohesividad y la elasticidad.

Resiliencia: es la capacidad de un alimento para retornar a su estado original, similar a
elasticidad. Sin embargo, su célculo se basa en relacion de energia en vez de relacion de
distancias. Es menos intuitivo para comprender este parametro que la elasticidad, por lo que

generalmente se utiliza mas la elasticidad que la resiliencia (Trinh, 2012).

Primera compresion Segunda compresion

N
8 P > < » ICohesividad: Area,/ Area,
Pt Elasticidad: Distancias / Dis-
Dureza tancia,
i Adhesividad: A,
Fracturabilidad
Masticabihdad: Dureza~Co-
hesividad - Elasticidad
Area|)
< > > "
Distancia Distancia [empo

Figura 13: Esquema de un grafico de fuerza en funcion del tiempo obtenido luego de la prueba de
doble compresion.

5.2.2. Jugosidad

La jugosidad es un atributo de importancia en la aceptabilidad de la carne por parte del consumidor.
Esta puede estar influenciada por la cantidad de agua retenida por la carne luego de la coccion. La
jugosidad se relaciona intimamente con la percepcion del consumidor del sabor, textura y estimula

la produccion de saliva en la boca (FAO, 2014)

El contenido de lipidos, intramuscular o0 marmoleo o la grasa intermuscular que pueda quedar en los
extremos del corte carnico, se correlaciona positivamente con la jugosidad y con el sabor y permite
aumentar la capacidad de retencion de liquidos (disminuyendo perdidas de evaporacion y goteo),

logrando mantener la jugosidad de la carne (FAO, 2014).
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La percepcion de jugosidad también esta relacionada con la terneza, dado que, la mayor facilidad

de masticacion, permite liberar los liquidos de la pieza de carne con menor esfuerzo.

La jugosidad no se mide de manera instrumental ya que es un atributo sensorial subjetivo. La
percepcion del consumidor puede estimarse indirectamente midiendo la proporcién de lipidos,
capacidad de retencion de agua, pérdidas luego de coccion, humedad expresable, entre otras
metodologias, sin embargo la metodologia méas confiable y consistente son los métodos sensoriales
(Winger y Hagyard, 1994). Los estudios comparativos de métodos subjetivos de analisis de
jugosidad contrastados con mediciones objetivas tales como capacidad de retencion de agua luego
de coccion arrojan resultados contradictorios, mostrando una variedad de escenarios, desde alta
correlacion a poca o nula (Winger y Hagyard, 1994). En relacion a la cantidad de lipidos en la
carne, esta influye tanto como lubricante durante la masticacién como estimulo para la salivacion,
sumado al efecto sensorial del sabor de la grasa en la percepcion subjetiva de jugosidad (FAO,
2014; Winger y Hagyard, 1994).

5.2.3. Color

El color, junto con la textura, es una variable fundamental de estudio en carne. Generalmente, los
consumidores valoran la apariencia y el color de los cortes carnicos para su aceptacion o rechazo
(AMSA, 2012).

Desde un punto de vista fisico el color se puede definir como una sensacion subjetiva, resultado
de una compleja serie de respuestas fisioldgicas y psicoldgicas a la radiacidn electromagnética de
longitudes de onda comprendidas en el intervalo de 400-700 nm. También, es posible definirlo
como la interaccion de una fuente luminosa (iluminante) sobre un objeto (alimento) en un entorno
definido y determinado por un observador. Fisicamente, la mayoria de los alimentos son
translucidos; sin embargo, el color de la carne se puede considerar como un fendmeno de superficie
de un sélido opaco, en el cual la luz incidente sufre fendmenos de absorcion, reflexion o dispersion,

pero generalmente existe una escasa transmision (AMSA, 1991).

El color de la carne esta fuertemente influenciado por el pigmento proteico mioglobina, cuya
funcidn es de transporte y reserva de oxigeno para el tejido muscular (principalmente musculo
esquelético). Esta proteina, se encuentra relacionada con la hemoglobina y, al igual que ésta,
contiene el grupo prostético hemo (anillo tetrapirrélico unido a un atomo de hierro en su centro).
La mioglobina estd compuesta solo por una cadena polipeptidica con estructura terciaria globular

y estructura secundaria (75%) en a-hélicoidal la cual esta unida al grupo prostético. El color que
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presenta la carne depende del estado de oxidacion del hierro del grupo hemo de la mioglobina.
Cuando el hierro se encuentra reducido (Fe?*) y en ausencia de oxigeno (desoximioblogina) el
color que presenta la carne es rojo/parpura. Cuando el hierro se encuentra en ese estado y en
presencia de oxigeno (oximioglobina) el color de la carne es rojo brillante. Cuando el hierro se
encuentra oxidado (Fe®*") se denomina metamioglobina y es incapaz de unirse al oxigeno. El
consumidor promedio relaciona frecuentemente el color rojo brillante de la oximioglobina con
frescura e inocuidad en la carne, mientras que el color pardo de la metamioglobina es considerado
indeseado (Mancini y Hunt, 2005). También, se puede formar sulfomioglobina por la combinacién
de la mioglobina con sulfhidrico de origen bacteriano, otorgando un color verde a la carne
(Lupano, 2013). Por otro lado, la carboximioglobina, que se produce al unirse monéxido de
carbono (CO) al grupo hemo, genera un color rojo brillante (Mancini y Hunt, 2005). Esta se

presenta en la carne envasada en atmdsfera modificada con CO.

Otros factores que afectan en menor medida el color son la proporcion de grasa intramuscular (que
depende de la especie, raza, genética e historial nutricional) y los cambios post-mortem en el
musculo como la modificacion del pH, condiciones de almacenamiento, pérdidas de humedad,

formay tipo de iluminacion durante la exposicion al consumidor.

Medicion del color

Las mediciones de color se pueden realizar mediante dos métodos basicos: uno basado en la
apreciacion visual humana (método subjetivo), y el otro en el analisis instrumental (método
objetivo). Las limitaciones de los métodos visuales son las que justifican la utilizaciéon de las

técnicas instrumentales.

La CIE (Comité Internacional de Iluminacion), organizacion responsable de formular y promover
estandares internacionales en relacion al estudio de color, desarroll6 los sistemas més utilizados
para la determinacion del color los cuales se basan en el uso de fuentes de iluminacion y un
observador estandar (por ej., iluminacion D65 y observador 10°) (Giese, 1995). El espacio fisico
de colores definido en 1931 por la CIE se basa en la percepcion tricromatica. Se sabe que para el
0jo es posible reconstruir todos los estimulos coloreados mezclando cantidades apropiadas de los
tres estimulos fundamentales: rojo, verde y azul (modelo RGB: red, green, blue). Dentro de la
multitud de espacios definidos actualmente, la CIE recomendd en 1976 el espacio de color CIELab
adoptado también como norma. El espacio de color CIELab es un sistema tridimensional esférico

definido por tres coordenadas colorimétricas L*, a* y b*; estas son magnitudes adimensionales y
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se calculan a partir de formulas matematicas (Figura 14). La coordenada L*, ubicada en el eje
vertical, se asocia con la luminosidad y puede tener valores entre 0 (negro) y 100 (blanco). La
coordenada a* se asigna al espectro de longitudes de onda que van desde el verde (valores
negativos) al rojo (valores positivos). La coordenada b*, de forma similar, se asigna a las
longitudes de onda que van desde el azul (valores negativos) al amarillo (valores positivos)
(Saldkova, 2012). Existen dos magnitudes colorimétricas, también llamadas magnitudes
psicofisicas, el tono (h*) y el croma (C*) calculadas a través de formulas matematicas a partir de
a*y b*.

Figura 14: Espacio de color CIELab (Minolta).

6. Principales efectos de la aplicacion de APH en carnes rojas

La tecnologia de APH se utiliza extensamente en la industria carnica como tratamiento de
pasteurizacién fria con el fin principal de extender la vida util y asegurar la inocuidad de los
productos listos para consumir (Marcos et al., 2010). Ademas de estos efectos positivos, las APH
inducen diferentes cambios fisicoquimicos en la carne, tales como modificaciones en el color, la
textura, oxidacion lipidica, y ciertos procesos bioldgicos (Duranton et al., 2014). Estos cambios se
originan principalmente por el efecto que ejercen las APH sobre las proteinas cérnicas, su
desnaturalizacion y pérdida de la estructura nativa (Duranton et al., 2014; Mdjica-Paz et al., 2011).
La presion promueve el despliegue de la estructura de las proteinas con posterior re-asociacion
una vez que la presion desciende, estas modificaciones en la estructura son reversibles cuando las
presiones son inferiores a 300 MPa (Sun y Holley, 2010). Es importante destacar que los enlaces
covalentes no son afectados por la presion; por lo tanto, las vitaminas y compuestos asociados al
sabor no se ven modificados. El efecto térmico, en contraste, afecta enlaces de hidrogeno y

covalentes, determinando la desnaturalizacion irreversible de proteinas y otras moléculas, este
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efecto provoca un agregado irreversible de las proteinas a diferencia del efecto transitorio de la
presion (Warner et al., 2017; Mujica-Paz et al., 2011).

La aplicacion de tratamientos con APH en carnes frescas aun es un desafio para el sector de 1+D+i
y para la industria. El uso de esta tecnologia podria favorecer la comercializacion de carne fresca
con atributos asegurados ya que, ademas de extender la vida util, mejoraria la terneza. Este es un
punto de interés debido a que se estima que la demanda de carnes, y en particular las rojas,
aumentara en los proximos afios (Mullen et al., 2017), a la vez que los consumidores demandaran

alimentos mas naturales, sin aditivos, minimamente procesados (McArdle et al., 2011).

Como se mencioné anteriormente, entre los principales atributos que influyen en el disfrute al
momento del consumo de carne se encuentran tanto la terneza como la jugosidad y el flavour (Bhat
et al., 2018). En relacién a la terneza, la aplicacién de APH puede tiernizar o endurecer un corte
carnico dependiendo de la naturaleza del musculo, el estado de rigor mortis, el nivel de presion,

la temperatura del medio, y la duracién del tratamiento.

Varios estudios indican que la aplicacion de tratamientos con APH (100-225 MPa; 10-35°C) a
carne pre-rigor mortis es efectiva para lograr una mejora de la terneza (Bouton, Harris, Macfarlane,
y O'Shea, 1977; Macfarlane, 1985; Macfarlane et al., 1982). Sin embargo, la comercializacion de
carne pre-rigor tratada con APH no se ha realizado aun, probablemente debido a la complejidad

del deshuesado en caliente, cuestiones legales, costos, entre otros (Rastogi et al., 2007).

La aplicacion de tratamientos con APH en carne post-rigor mortis, a bajas temperaturas o
temperatura ambiente, ha presentado diferentes resultados dependiendo del tiempo, la temperatura
y nivel de presion aplicada. Sin embargo, los resultados correspondientes a las muestras tratadas
con APH indican gue no hay cambios evidentes en la textura o bien se observa un aumento de la

dureza de los cortes cérnicos presurizados (Warner et al., 2017).

Para lograr un efecto de mejora en la terneza en carne post-rigor mortis se deben combinar los
tratamientos con APH con valores més elevados de temperaturas (> 25°C). Estos tratamientos han
demostrado ser muy efectivos en el aumento de la terneza de carne vacuna (Sikes y Warner, 2016).
Esta mejora se asocia a varios factores, entre ellos una aceleracion de la protedlisis, una accién
cooperativa entre una mejora en la accién de las enzimas y modificaciones en la estructura
muscular (Sikes et al., 2010), no asociadas a cambios en el colageno (Beilken et al. 1990; Bouton
et al., 1980). La mayoria de los estudios en musculo post-rigor mortis que aplicaron tratamientos

con APH combinados con temperaturas elevadas (de hasta 73°C) involucraron tiempos de
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mantenimiento de 20 min con niveles de presion entre 100 y 600 MPa (Ma y Ledward, 2004;
McArdle et al., 2011; Sikes et al., 2010; Sikes y Tume, 2014).

Teniendo en cuenta que entre los parametros criticos en las aplicaciones comerciales de APH se
encuentran los costos de capital, los costos operativos y la produccion por hora, los tiempos de
proceso son muy importantes. De todas maneras, otros desafios se presentan en el desarrollo y
utilizacion comercial de APH para la mejora de la terneza de la carne, ademas de los costos. Para
que la aplicacion industrial de APH para la mejora de la terneza de piezas carnicas enteras sea una
realidad serd necesario desarrollar procesos que se puedan adaptar a los equipos existentes, los

cuales actualmente no tienen esta capacidad (Sikes y Warner, 2016).

7. Objetivo general

El objetivo general de la presente Tesis de Maestria fue evaluar el efecto de la aplicacion de
tratamientos térmicos asistidos por altas presiones hidrostaticas sobre los parametros tecnolégicos,

cromaticos y de textura de masculo Superficial pectoralis bovino.
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Capitulo I1: Materiales y métodos

1. Materia prima

Para la realizacion de los ensayos se utilizaron musculos Superficial pectoralis bovino (tapa de
asado) originado de la despostada del cuarto delantero, a partir del corte “Pecho 10 costillas”
(codigo IPCVA 2312 — 2323), provenientes de medias reses de novillos de razas britanicas (48 h
post-faena). Luego de eliminar la grasa superficial los muasculos se envasaron al vacio en bolsas

Cryovac BB2800CB (Buenos Aires, Argentina) y se almacenaron a 1,5+0,5°C (Figura 15).

2. Disefio experimental

Con el fin de estudiar el efecto de la presion y la temperatura, durante el tiempo de mantenimiento
de la presion, en el tratamiento con APH sobre los pardmetros tecnoldgicos, cromaticos y de
textura de musculos Superficial pectoralis bovino se plante6 un disefio de Red de Doehlert con
dos factores (Araujo y Brereton, 1996; Ferreira, dos Santos, Quintella, Neto, y Bosque-Sendra,
2004). En la Tabla 1 se presentan los valores codificados y reales para cada uno de los factores y
sus niveles. Los valores reales correspondientes a cada nivel de cada factor se calcularon fijando
los valores extremos, y luego los valores intermedios se obtuvieron del disefio experimental. El
punto central del disefio (correspondiente al tratamiento 7) se realizd por triplicado para la

determinacion del error experimental.
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Tabla 1: Valores codificados y reales de los factores nivel de presion y temperatura

Valores codificados Valores reales
Tratamiento  Nivel de N|veI_ d & Temperatura
Presion Temperatura Presion °C)
(MPa)
1 -0,5 -0,866 200 30
2 0,5 -0,866 400 30
3 -0,5 0,866 200 70
4 0,5 0,866 400 70
5 1 0 500 50
6 -1 0 100 50
7 0 0 300 50

Las variables respuesta (variacion del pH con el tratamiento de APH y luego de la coccion,
porcentaje de pérdida de peso por APH y por coccién, rendimiento total, humedad expresable,
pardmetros cromaticos, resistencia al corte y del perfil de textura) son representadas por un disefio

cuadratico completo conteniendo 6 coeficientes, el cual se ajusta a la siguiente ecuacion:

2 2
Y= p+ Z.Bixi +Z,8iixii + ZZﬁijxixj +e
i=1 i=1

i<j

donde Y es la variable respuesta; o es la constante, i, Bii y Bij son los coeficientes para los efectos
lineales, cuadraticos y de interaccidn, respectivamente; y xi son las variables independientes
codificadas, linealmente relacionadas con del nivel de presion y la temperatura, durante el tiempo
de mantenimiento de la presion, del tratamiento con APH y ¢ es el término de error (variable que
representa todos los otros factores que pueden influir en la variable respuesta exceptuando a las
variables independientes consideradas en el modelo).

3. Preparacion de las muestras

La carne refrigerada se corto en forma de paralelepipedos (30x20x100 mm) de manera tal que la
direccion de la fibra fuese perpendicular a la superficie de corte. Luego de la medicion de pH, las
porciones se pesaron en una balanza Vibra (Modelo AJ-4200E, Japon, capacidad de 4200+0,01
g), envasaron al vacio en bolsas Cryovac BB2800CB y mantuvieron refrigeradas (1,5+0,5°C)
durante 18 h.
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4. Aplicacion de los tratamientos de APH

Las muestras envasadas al vacio fueron sometidas a los tratamientos con APH (Tabla 1) en un
equipo Stansted Fluid Power Ltd. modelo Iso-Lab FPG9400:922 (Stansted, Reino Unido, volumen
de trabajo de 2 L, presion maxima de operacion de 900 MPa, y rango de temperatura de trabajo
entre -20 y 120°C). El fluido de presurizacion utilizado fue una mezcla de propilenglicol y agua
destilada (proporcion 70:30 v/v). La velocidad de presurizacion en todos los tratamientos fue de
300 MPa.min.

Previo al tratamiento con APH, las muestras fueron precalentadas en un bafio de agua
termostatizado (Lindberg/Blue M, modelo RWB3220CY-1, NC USA) hasta alcanzar la
temperatura requerida en el punto de minimo tratamiento (PMT, entre 20 y 65°C segun el
tratamiento). Para determinar esta temperatura inicial se tuvieron en cuenta ensayos previamente
realizados (Silva Paz, 2015). El incremento de temperatura de la carne, debido al calentamiento
adiabatico, es de aproximadamente entre 3,2 y 4,0°C por cada 100 MPa. Una vez precalentadas,
las muestras se colocaron en el cilindro de alta presion, termostatizado a la temperatura de
tratamiento, para evitar fluctuaciones de temperatura una vez alcanzada la presion de tratamiento.
Asimismo, la temperatura del fluido de presurizacion fue programada a una temperatura inferior a
la de tratamiento, teniendo en cuenta el efecto del calentamiento adiabatico, para que luego de la
presurizacion la temperatura del medio de presurizacion al inicio de la fase de mantenimiento sea
la planificada para cada tratamiento. Para ello, se consider6 un incremento de la temperatura del
fluido de presurizacion de aproximadamente 3°C por cada 100 MPa. El tiempo de mantenimiento

de la presidn fue, para todos los tratamientos, de 5 min.

Para medir las temperaturas, tanto durante el precalentamiento como en el procesamiento con APH
se colocaron termopares tipo K de punta rigida en 2 muestras por cada tratamiento, utilizando un
dispositivo pléastico de cierre. El registro de las temperaturas durante el precalentamiento en bafio
se realizo utilizando un multimetro digital (Fluke Hydra 2625A, John Fluke Mfg. Co., Inc.,
Everett, USA) y los datos se almacenaron en el disco rigido de una computadora personal
conectada al multimetro mediante una placa RS232. Las lecturas de las temperaturas fueron
tomadas a intervalos de 30 s y la precision de la medicion fue de £0,1°C. Durante el procesamiento
con APH, las temperaturas fueron registradas y almacenadas por el software SCADA instalado en
la computadora del equipo (ver anexo). Luego del tratamiento con APH, las muestras se enfriaron
en un bafio de agua con hielo y se conservaron refrigeradas (1,5+0,5°C) hasta su posterior analisis

0 coccion.
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5. Coccidn

Las muestras fueron envasadas al vacio en bolsas cook-in (Cryovac CN640) y se cocinaron en un
bafio de agua a 75°C (Lindberg/Blue M, mod. RWB3220CY-1, NC USA). Se aplic6 una
combinacion 70°C-2 min en el PMT (reduccién de 6D de Listeria monocytogenes) y la curva de
penetracion de calor se registro utilizando termopares flexibles tipo T, colocados mediante
dispositivos stuffing box (Ecklund Harrison Tech, USA). Los datos se registraron con un
multimetro digital (Fluke Hydra 2625A, John Fluke Mfg. Co., Inc., Everett, USA) y se
almacenaron en el disco rigido de una computadora. Las lecturas de las temperaturas fueron
tomadas a intervalos de 10 s y la precision de la medicion fue de +0,1°C (ver anexo).
Inmediatamente después del tratamiento térmico, las muestras se sumergieron en un bafio de agua-
hielo hasta que la temperatura en el PMT alcanz6 los 26°C (Vaudagna et al., 2002). Posteriormente

fueron almacenadas en refrigeracion a 1,5+0,5°C hasta su posterior analisis.
6. Analisis de las muestras

6.1. Determinacion de pH

El pH de las muestras se determind antes de su procesamiento (pHcrudo), luego de los tratamientos
con APH (pHarH) y de la coccion (pHc). Para realizar las mediciones se empled un pH-metro
portéatil con electrodo de puncién (TESTO mod. 230, Buenos Aires, Argentina). La variacion de
pH luego del tratamiento (ApHarn) se calculd como la diferencia entre el pH de las muestras luego
del tratamiento APH y el pH de las muestras crudas. La variacion de pH luego de coccién (ApHc)
se calculé como la diferencia entre el pH de las muestras luego de la coccion y el pH de las

muestras crudas.

6.2. Pérdidas de peso y rendimiento total

Los pardmetros tecnoldgicos evaluados fueron el porcentaje de pérdida de peso durante el
tratamiento con APH (PPapH), durante la coccion (PPc) y el rendimiento total (RT). Cada
porcentaje de pérdida de peso se calculd de acuerdo a la siguiente formula general:
m; — My
PP(%) = (——) = 100
mC

donde, segun el porcentaje de pérdida de peso que se trate, m1 y m corresponden a:
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PPapH: M1 es el peso de la muestra cruda y mz es el peso de la muestra luego del tratamiento con
APH;

PPc: myes el peso de la muestra luego del tratamiento con APH y m2es el peso de la muestra luego

de la coccion.

Todos los porcentajes de pérdida de peso se calcularon sobre la base del peso de la muestra cruda,

Me.

El rendimiento total (RT) se calculd de acuerdo a la siguiente férmula:
my
RT(%) = (—) = 100
m;

donde m; es el peso de la muestra cocida y mzes el peso de la muestra cruda.

6.3. Humedad expresable

Las muestras de carne cocida se cortaron en cubos de aproximadamente 1,5+0,2 g, y se colocaron
en tubos de centrifuga de 50 mL, conteniendo un capirote formado por papel de filtro Munktell
1003 (retencion de particula: 6 um) rodeado con un segundo papel de filtro Munktell 1F (retencién
de particula: 3 um). Luego, las muestras se centrifugaron a 4800xg durante 20 min a 4°C (Model
RC3C, Sorvall Instruments). La humedad expresable (HE) se calcul6 de acuerdo a la siguiente

férmula;

u) « 100
my

HE (%) = (

donde m1y m2 son los pesos de las muestras antes y después de la centrifugacion, respectivamente.

6.4. Parametros cromaticos

Los pardmetros cromaticos se midieron en las muestras de carne luego del tratamiento con APH y
de la coccion utilizando un colorimetro Minolta portatil modelo CR400 (Konica Minolta, Japon),
utilizando un iluminante D65 y un angulo de observador de 2°. Los pardmetros cromaticos se
midieron en el sistema CIELab, obteniéndose los valores de L* (luminosidad), a*(rojo/verde) y b*

(amarillo/azul).
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6.5. Resistencia al corte

La resistencia al corte se midié con una celda de Warner-Bratzler con cuchilla triangular,
utilizando un analizador de textura Stable Micro Systems modelo TA.XT plus (Godalming,
Surrey, Reino Unido). Las mediciones se realizaron sobre 8 tarugos (2,0 cm altura; 1,27 cm de
didmetro) separados de las piezas de carne luego de la coccion. La preparacion y el
acondicionamiento refrigerado de las muestras y el procedimiento de medicién se ejecutaron

siguiendo las pautas generales establecidas por AMSA (1995).

6.6. Andlisis del perfil de textura

El analisis del perfil de textura se realizd sobre 8 muestras cilindricas obtenidas de las piezas de
carne cocidas (1,6 cm altura; 1,27 cm de diametro) para evaluar cada tratamiento. Previamente se
equilibraron a temperatura ambiente (25 °C). Los parametros de textura fueron evaluados mediante
una prueba de doble compresion, utilizando un analizador de textura Stable Micro Systems modelo
TA.XT plus (Godalming, Surrey, Reino Unido). Los ensayos de compresion se realizaron con un
accesorio cilindrico (35 mm didmetro). Las muestras fueron comprimidas un 70% de su altura
original con una velocidad de compresion de 0,5 mm/s. Los parametros dureza (N), elasticidad,
cohesividad y masticabilidad (N) fueron calculados utilizando el software Texture Exponent 32
software (v 5.1.1.0).

7. Andlisis estadistico

Los valores de los coeficientes de las variables independientes de las ecuaciones para cada variable
respuesta (porcentaje de pérdida de peso por tratamiento con APH y por coccion, rendimiento
total, pH después del tratamiento con APH y luego de la coccidn, humedad expresable, parametros
cromaticos, resistencia al corte mediante cizalla de Warner Bratzler y del perfil de textura) se
obtuvieron mediante andlisis de regresion lineal multiple. El nivel de significacion se determind
utilizando la prueba F (p<0,05). Aquellas variables independientes que fueron significativas
(p<0,05) en los modelos completos se retuvieron en los modelos reducidos. Esos modelos

reducidos se utilizaron para generar las superficies de respuesta.

A fin de establecer la combinacién de presion-temperatura del proceso APH mas favorable para
los objetivos del presente trabajo se empled la funcion de deseabilidad compuesta del programa
Statistical? (trial version 12, Stat Soft, OK, USA). La funcién deseabilidad compuesta permite

evaluar la combinacion de variables que optimiza un conjunto de respuestas deseadas. La
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deseabilidad tiene un rango de cero a uno, siendo uno la situacion ideal que maximiza la respuesta
deseada y cero indica que se encuentra fuera de limite. Al buscar la combinacion 6ptima de
variables independientes, previamente se debe determinar si se desea maximizar o minimizara la/s

variables respuestas seleccionadas como mas importantes en el modelo experimental.

La deseabilidad individual es un método de optimizacion para la bdsqueda de
maximizacion/minimizacion de una variable respuesta especifica mediante la budsqueda de los
valores de las variables independientes que mejor resultados logran para el objetivo establecido.
Esto puede implicar compromisos, por ejemplo, la minimizacién individual de la respuesta

resistencia al corte conlleva una disminucion en el rendimiento total (RT).

Por otra parte, tal como se detalla anteriormente, la funcion de deseabilidad compuesta se pueden
seleccionar diferentes objetivos de maximizacion/minimizacion de mas de una variable respuesta,

con diferentes ponderaciones segun las prioridades asignadas.
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Capitulo 111: Resultados y discusion

1. Variacion de pH

Los coeficientes de regresion estimados para los parametros variacién del pH durante el
tratamiento de APH (ApHarH) Y luego de coccidn (ApHc) fueron obtenidos por anélisis de

regresion multiple (Tabla 2 y 3).

Para la ApHapH, el modelo fue significativo y explico el 97,5% de las respuestas observadas (R?
=0,975), la falta de ajuste no fue significativa (p>0,05) (Tabla 2). Los términos nivel de presion y
temperatura modificaron significativamente (p<0,05) este parametro, tanto de forma lineal como
cuadrética (Tabla 3). Los valores de ApHapH aumentaron con el incremento de estos factores.
Ademas, el término de interaccion PxT fue significativo (p<0,05). Como puede observarse en la
Figura 16, el ApHapH tiende a valores maximos cuando la temperatura y la presion superaron los

50°C y 300 MPa, respectivamente.

En relacion a la ApHc, el modelo fue significativo y explico el 63,3% de las respuestas observadas
(R? = 0,633). Sin embargo, la falta de ajuste no fue significativa (p>0,05) (Tabla 2). Dado que el
efecto de la temperatura fue significativo (p<0,05), seria posible pensar que el incremento de este

factor aumentaria los valores de ApHc.
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Tabla 2: Anadlisis de varianza (ANOVA) del modelo de segundo orden correspondiente a las
variaciones de pH luego del tratamiento APH (ApHarr) y luego de la coccion (ApHc) de musculos
Superficial pectoralis bovinos tratados con APH.

Cuadrado Valor F Valor p

Suma de Grados de medio del

cuadrados libertad
error

ApHAaPH
Modelo 0,094809 5 0,018962 92,95 0,000
Falta de ajuste 0,00072 1 0,000752 4,88 0,050
Error puro 0,001696 11 0,000154
Total 0,097257 17
R%:0,9748
ApHc
Modelo 0,023369 5 0,004674 4,15 0,020
Falta de ajuste 0,003675 1 0,003675 4,10 0,068
Error puro 0,009850 11 0,000895
Total 0,036894 17
R?: 0,6334

Tabla 3: Coeficientes de regresion para los modelos de regresion correspondientes a las
variaciones de pH luego del tratamiento APH (ApHAPH) y luego de la coccion (ApHC) de
musculos Superficial pectoralis bovinos tratados con APH.

Términos ApHarH ApHc
Constante 0,27* 0,33*
Lineales

P 0,08* 0,00
T 0,09* 0,05*
Cuadraticos
p2 -0,03* 0,05
T2 -0,03* -0,04
Interacciones
PxT -0,05* 0,00

* Nivel de significancia p<0,05

Ecuaciones reducidas (valores codificados):

ApHapH=0,27 + 0,08 P + 0,09 T - 0,03 P? - 0,03 T2- 0,05 PXT
ApH:=0,33+0,05T
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B <031
Hl < 0,26
] < 0,21
[]<o0,16
B < 0,11
Bl < 0,06

Figura 16: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y presion sobre la diferencia
de pH luego de tratamiento APH (ApHarH). -0- valores experimentales.

Ma y Ledward (2004) observaron en musculos Longisimuss dorsii bovino un aumento de los
valores de pH con el incremento del nivel de presion, independientemente de la temperatura de
proceso (40-70°C). Ademas, el tratamiento térmico per se aumenta el pH de manera dependiente
de la temperatura (Ledward, 1979). Estos autores indicaron que tanto la temperatura como la
presién aumentaron los valores de pH; sin embargo, estos incrementos no serian aditivos. Por otra
parte, Sikes y Tume (2014) estudiaron el efecto del tratamiento térmico asistido por APH en
musculos Semimembranosus y Biceps femoris. Estos autores observaron un comportamiento
similar en relacién al incremento del pH luego de los tratamientos APH (200 MPa, 60°C a 76°C —
20 min). Sin embargo, el pH de los musculos tratados Unicamente térmicamente (a distinta
temperaturas entre 60 y 76°C) fue superior a los tratados a las mismas temperaturas durante la
presurizacion (200 MPa). Esto indicaria que el tratamiento con APH restringiria ciertos procesos
de desnaturalizacion térmica que normalmente ocurren a esas temperaturas (Sikes y Tume, 2014).

El incremento de pH por accién térmica es atribuido al reordenamiento de las estructuras de las
proteinas que, al desnaturalizarse, resulta en la pérdida de grupos acidos. Estos efectos ocurren de
manera menos intensa por accion de la presion que por la temperatura, lo que explica que los
incrementos de pH observados son afectados principalmente por este ultimo parametro (McArdle
etal., 2011).
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Un mecanismo descripto, que puede contribuir al incremento del pH es la liberacion de grupos
imidazol de la histidina, un aminoacido presente tanto en la actina como en la miosina, ademas de
diferentes proteinas sarcoplasmicas de union al calcio (Ca2*) (Suzuki et al., 1990). En el presente
estudio se observo que ambas variables aumentaron los valores de pH en la carne tratada por APH,
siendo la temperatura la mas importante. Sin embargo, se observa un efecto de interaccion, el cual
ocasiona que luego de superar los 50°C y los 300 MPa, el incremento en los valores de pH se
minimice, ocasionando que las diferencias de pH luego del tratamiento APH se estabilicen en los
maximos observados. Este comportamiento podria estar asociado a un efecto de estabilizacion de
la desnaturalizacién de las proteinas, limitando los aumentos de pH. Posiblemente, la pérdida de
los grupos acidos de las proteinas mas susceptibles a la desnaturalizacion ocurre a temperaturas
menores de 50°C y 300 MPa.

La coccion posterior de las muestras ocasioné un aumento del pH, independientemente de la
presion del tratamiento, en aquellas muestras sometidas a las menores temperaturas, lo cual indica
que aun las proteinas cérnicas no se encontraban completamente desnaturalizadas, lo que si ocurrio

luego de la coccién.

2. Pérdidas de peso y rendimiento total

Los coeficientes de regresion estimados para el parametro pérdida de peso luego del tratamiento

con APH (PPapH) fueron obtenidos por analisis de regresién multiple (Tablas 4 y 5).

El modelo fue significativo y explicé el 98,2% de las respuestas observadas (R? = 0,982) y la falta
de ajuste no fue significativa (p>0,05) (Tabla 4). El nivel de presion y la temperatura modificaron
significativamente (p<0,05) la PPapH tanto en forma lineal como cuadratica (Tabla 5). Por lo tanto,
el aumento de la temperatura increment6 los valores de PPapH; mientras que el aumento del nivel
de presion la disminuyé moderadamente (Tabla 5). Ademas, la interaccion PxT fue significativa
(p<0,05). En la Figura 17 se puede observar que los valores minimos de PPapH Se obtuvieron

cuando la presion fue de 300 MPa y la temperatura entre 30 y 50°C.
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Tabla 4: Analisis de varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden correspondiente a la
pérdida de peso luego del tratamiento de APH (PPapH) Y luego de la coccion (PPc), rendimiento
total (RT) y humedad expresable (HE) de musculos Superficial pectoralis bovinos tratados con
APH.

Grados Cuadrado Valor F Valor p

Suma de :
de medio del

e libertad error
PPapPH
Modelo 324,327 5 64,865 134,12 0,000
Falta de ajuste 1,527 1 1,527 3,93 0,073
Error puro 4,277 11 0,389
Total 330,131 17
R?: 0,9824
PPc
Modelo 191,919 5 38,384 6,31 0,004
Falta de ajuste 5,057 1 5,057 0,82 0,385
Error puro 67,966 11 6,179
Total 264,942 17
R?: 0,7244
RT
Modelo 98,783 5 19,7567 16,49 0,000
Falta de ajuste 0,298 1 0,2977 0,23 0,639
Error puro 14,077 11 1,2797
Total 113,158 17
R?: 0,8730
HE
Modelo 128,718 5 25,7436 11,54 0,000
Falta de ajuste 3,797 1 3,7969 1,82 0,205
Error puro 22,962 11 2,0874
Total 155,477 17
R?: 0,8279
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Tabla 5: Coeficientes de regresion para los modelos de regresion correspondientes a la pérdida de
peso luego del tratamiento de APH (PParH) Yy luego de la coccion (PPc) rendimiento total (RT) y
humedad expresable (HE) de musculos Superficial pectoralis bovinos tratados con APH.

Términos PPapPH PPc RT HE
Constante 3,25* 23,89* 71,39* 28,49*
Lineales

P -2,42* 2,67* 1,05* 1,44*
T 5,52* -2,68* -3,58* -2,33*
Cuadraticos
P2 2,46* 1,19 0,29 1,86
T? 5,91* -6,01* -0,40 -5,11*
Interacciones
PXT -3,48* 1,86 3,10* 0,47
* Nivel de significancia p<0,05
Ecuaciones reducidas (valores codificados):
PPapn=3,25-2,42P +552 T + 2,46 P>+ 5,91 T?- 3,48 PXT
PPc=24,37+2,67P-2,67 T-6,25 T2
RT=71,43+105P-358T + 3,09 PXT
HE =29,24-233T-548 T>+ 1,44 P

o b
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Figura 17: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el nivel de presion sobre la
pérdida de peso luego de tratamiento con APH (PPapn). -0- valores experimentales.
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Sikes y Tume (2014) observaron un incremento en la pérdida de peso de muestras de carne bovina
(musculos Semimenbranosus y Biceps femoris) tratadas a 200 MPa — 20 min (tiempo de
mantenimiento) a medida que la temperatura aumenté de 60 a 76°C. Estos autores informaron
mayores pérdidas de peso en muestras sometidas a tratamientos térmicos mas intensos y
describieron un efecto protector de la presion sobre la desnaturalizacion de proteinas inducida por
efectos térmicos. El efecto de la presion sobre la pérdida de peso estaria asociado a un
fortalecimiento del tejido conectivo por mayores uniones hidrogeno en la estructura de la triple
hélice del colageno. Consecuentemente, la estructura proteica se estabilizaria frente a los efectos

térmicos y se modera la pérdida de agua.

Con respecto a la pérdida de peso por coccion (PPc), los coeficientes de regresion estimados fueron
obtenidos por andlisis de regresion multiple (Tablas 4 y 5). EI modelo fue significativo y explicd
el 72,4% de las respuestas observadas (R? = 0,724) y la falta de ajuste no fue significativa (p>0,05)
(Tabla 4). Este pardmetro fue afectado significativamente (p<0,05) por la temperatura de manera
lineal y cuadrética, en ambos casos en forma negativa. Por otra parte, el nivel de presion tuvo un
efecto lineal significativo (p<0,05) (Tabla 5). En la Figura 18 se observa que las muestras tratadas
a mayores niveles de presion presentaron las mayores PPc. Asimismo, a temperaturas de

tratamiento intermedias (50°C), la PP¢c también fue mayor.

©lo)’ad

Figura 18: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el nivel de presion sobre la
pérdida de peso luego de la coccion (PPc). -o- valores experimentales.
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La desnaturalizacion de las proteinas carnicas ocurre con mayor intensidad durante la coccion, lo
que provoca una disminucion en su capacidad de retencién de agua. McArdle et al. (2011)
obtuvieron mayores pérdidas por coccion en musculo Pectoralis profundus bovino tratados
durante 20 min a 600 MPa en comparacion con 400 MPa. Por lo tanto, estos autores indicaron que
cuando las presiones fueron mayores, la capacidad de retencion de agua de las muestras resultd
menor (McArdle et al., 2011). Es importante destacar que estos autores obtuvieron menores
pérdidas por coccién a medida que la temperatura de tratamiento aument6 desde 35 a 55°C.
Ademas, McArdle et al. (2010) observaron un incremento en la pérdida de peso por coccion, en
muestras del mismo tipo de musculo, cuando el nivel de presion al cual fueron tratadas aumento
de 200 a 400 MPa, siendo notoria a partir de 300 MPa. Asimismo, el incremento en la temperatura
de tratamiento (20 vs. 40°C) disminuyd las pérdidas de peso luego de la coccion. Otros autores,
también observaron un aumento en la pérdida por coccién en musculo Semitendinosus bovino
tratados a 400 MPa en comparacion con los tratados a 200 o 300 MPa (Kim et al., 2007). En el
presente estudio, también se observa un aumento en la PPc causado por el incremento en los
niveles de presion utilizados durante el tratamiento con APH, el cual se puede atribuir a una
disminucion en la capacidad de retencion de agua debido a cambios en la estructura de las
miofibrillas. Asimismo, no hay interaccion entre la temperatura y la presion, tal como se
documenta en otros estudios. Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio difieren
de los mencionados en parrafos anteriores ya que al aumentar la temperatura de mantenimiento de
30a50°C, la PPc fue mayor. Esto puede deberse a que durante el tratamiento de APH, las muestras
sometidas a esas temperaturas no presentaron altas pérdidas de peso; por lo tanto, al someterlas al
proceso de coccion las muestras aumentaron las pérdidas de sus liquidos. Al incrementar la
temperatura a 70°C, la PPc disminuye. Esto puede relacionarse con que las muestras sometidas a
las temperaturas mas altas, perdieron mayor cantidad de liquidos durante el tratamiento de APH
(tal como puede observarse en la Figura 18). Por lo tanto, esas muestras habrian retenido menor

cantidad de agua en su estructura, y en la coccién liberaron menor cantidad de jugos.

Los coeficientes de regresiéon estimados para el rendimiento total (RT) fueron obtenidos por
analisis de regresion multiple (Tablas 4 y 5). EI modelo fue significativo, explico el 88,4% de las
respuestas observadas (R?=0,884) y la falta de ajuste no fue significativa (p>0,05) (Tabla 4). El
nivel de presion y la temperatura modificaron significativamente (p<0,05) este parametro
(términos lineales, Tabla 5). Ademas, la interaccion PxT fue significativa (p<0,05; Tabla 5), no

asi los términos cuadraticos de las variables independientes. Los valores méas altos de RT se
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obtuvieron cuando la temperatura de tratamiento fue de 30°C, y el nivel de presion estuvo entre
100 y 300 MPa (Figura 19).
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Figura 19: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el nivel de presién sobre el
rendimiento total (RT). -0- valores experimentales.

Este parametro involucra todas las pérdidas de peso que ocurren durante el proceso (tratamiento
con APH y coccion). Como puede observarse en la Figura 19, los menores RT se obtuvieron en
las muestras tratadas a las mayores temperaturas y menores presiones. Cuando los tratamientos
térmicos asistidos por APH superan los 50°C y los niveles de presion son bajos, el efecto de la
temperatura sobre la desnaturalizacion de las proteinas tendria mas relevancia que la presion. Sin
embargo, cuando los niveles de presion son elevados, aln a temperaturas altas, se retiene mas agua
en la estructura, alcanzandose RT similares. Por ejemplo, comparando tratamientos de 500 MPa a
30°C 0 a 70°C, el RT fue de aproximadamente 72% y 76%, respectivamente. Esto podria deberse
a la formacién de ciertos agregados por efecto del tratamiento con APH, los cuales permitirian
retener mayor cantidad de liquidos.

2. Humedad expresable

Los coeficientes de regresion estimados para el pardmetro humedad expresable (HE) fueron
obtenidos por analisis de regresion multiple (Tablas 4 y 5). El modelo de regresion fue significativo
(p<0,05) y logro explicar el 82,8% las respuestas observadas (R? = 0,828). La falta de ajuste no
fue significativa (p<0,05) (Tabla 4). La temperatura afecto significativamente (p<0,05) de manera

lineal y cuadratica a este parametro, en ambos casos en forma negativa (Tabla 5). A su vez, el nivel
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de presion lo hizo solo de manera lineal (positivo) (Figura 20). La interaccion PXT no fue

significativa (p>0,05).

(o) AN

Figura 20: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el nivel de presion sobre la
humedad expresable (HE). -0- valores experimentales.

Este pardmetro indica la cantidad de agua libre que se puede extraer mediante la aplicacion de una
fuerza externa, en este caso centrifuga, y se asocia a la jugosidad que podria tener una muestra de
carne. Por lo tanto, las muestras que presentaron mayores valores de HE, liberaron mas agua, y se
podrian asociar a muestras mas jugosas. En este estudio, podemos observar que las muestras
tratadas a temperaturas intermedias (50°C), y presiones mayores a 300 MPa presentaron valores
mas altos de HE (Figura 20). En general, las muestras tratadas a 70°C presentaron los valores mas
bajos de HE, asociadas a un menor RT, debido a la pérdida de liquidos en las diferentes etapas del
proceso. A temperaturas inferiores, a pesar de que las muestras tratadas a 30°C presentaron
mayores RT que las tratadas a 50°C, estas Ultimas fueron las que tuvieron valores de HE maés altos.
Este resultado indicaria que las estructuras formadas por las proteinas miofibrilares durante el
tratamiento térmico asistido por APH serian diferentes. La aplicacion de un tratamiento a 30°C,
permiti6 obtener un alto RT; y la red formada con las proteinas miofibrilares, debido a la extraccion
y desnaturalizacion de las mismas, logré retener agua al aplicarle una fuerza externa. Mientras que
un tratamiento a 50°C, también permitid alcanzar un alto RT; sin embargo, el agua retenida en la
estructura no estaba unida fuertemente, por lo tanto se obtuvo una alta HE. Por dltimo, a 70°C
ocurre una mayor desnaturalizacién de las proteinas miofibrilares afectando la capacidad de

retencion de agua de las miofibrillas. Podria suponerse, que las muestras tratadas a 50°C, seran las
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mas jugosas, debido a su mas altos valores de HE. Esto deberia confirmarse realizando un estudio

de andlisis sensorial.

3. Parametros cromaticos

En la Tablas 6 y 7 se presenta el ANOVA Yy los coeficientes de regresion estimados para los
parametros cromaticos luego del tratamiento con APH (L*apH, @* apH Y b* apn) Y luego de la

coccion (L*c, a*c y b*c) obtenidos por anélisis de regresion multiple.

Para el parametro L*apH, el modelo de regresion fue significativo (p<0,05) y logré explicar el
91,7% de las respuestas observadas (R?=0,9166). La falta de ajuste no fue significativa (p>0,05)
(Tabla 6). La temperatura y la presion modificaron significativamente (p<0,05) este parametro de
manera lineal (positiva) y cuadratica (negativa) (Tabla 7). Asimismo, la interaccion PxT fue
significativa (p<0,05). Por lo tanto, a medida que la temperatura y la presion aumentaron los
valores de L*apH fueron mas altos, indicando un incremento en la luminosidad (muestras mas
blancas). Sin embargo, los valores de este pardmetro fueron similares cuando el tratamiento con
APH super6 los 350 MPa (Figura 21.a).
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Tabla 6: Analisis de varianza (ANOVA) modelo de segundo orden correspondientes a los
parametros cromaticos luego del tratamiento de APH (L*apH, a*apH Y b*apH) Y luego de la coccion
(L*c, a* c y b* c) de musculos Superficial pectoralis tratados con APH.

Grados Cuadrado Valor F Valor p

Sl E de medio del
cuadrados .

libertad error
L*apPH
Modelo 331,554 5 66,311 26,38 0,000
Falta de ajuste 9,240 1 9,240 4,86 0,050
Error puro 20,920 11 1,902
Total 361,714 17
R%: 0,9166
a*ApH
Modelo 342,010 5 68,402 75,85 0,000
Falta de ajuste 1,449 1 1,449 1,70 0,219
Error puro 9,373 11 0,852
Total 352,832 17
R?: 0,9693
b*apH
Modelo 14,9420 5 2,98841 6,54 0,004
Falta de ajuste 1,5841 1 1,58413 4,47 0,058
Error puro 3,9005 11 0,35459
Total 20,4266 17
R% 0,7315
L*c
Modelo 214,670 5 42,934 16,99 0,000
Falta de ajuste 8,179 1 8,179 4,06 0,069
Error puro 22,152 11 2,014
Total 245,000 17
R?: 0,8762
a*c
Modelo 39,9729 5 7,9946 14,58 0,000
Falta de ajuste 0,0990 1 0,990 0,17 0,69
Error puro 6,4799 11 0,5891
Total 46,5518 17
R% 0,8587
b*c
Modelo 10,2188 5 2,04376 14,27 0,000
Falta de ajuste 0,0000 1 0,00001 0,00 0,994
Error puro 1,7186 11 0,15624
Total 11,9374 17
R?: 0,8560
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Tabla 7: Coeficientes de regresion para los modelos de regresion correspondientes a los parametros
cromaticos luego del tratamiento de APH (L*apH, a*apH Y b*apH) Y luego de la coccion (L*c, a* ¢
y b* c) de masculos Superficial pectoralis tratados con APH.

Términos Luego del tratamiento de APH Luego de la coccién
L*apH  a*apH b*apH L*c a*c  b*c

Constante 59,29* 22,03* 13,06* 52,39* | 13,11* 14,29*
Lineales

P 6,67* -5,45* -0,01 5,39* -2,04* -0,17

T 1,44* -4,25* 0,98* 1,68* -0,85* 0,58*
Cuadraticos

p2 -3,13* -2,62* 0,21 1,95 -1,52* -0,17

T? -2,82* -4,32* -0,57 -1,87 -1,10* -0,39
Interacciones

PxT -3,32* -1,34 -2,33* -0,87 -1,62* -2,26*

* Nivel de significancia p<0,05

Ecuaciones reducidas (valores codificados):

L*apH = 59,29 + 6,67 P - 3,13 P>+ 1,44 T- 2,82 T?- 3,32 PxT

a*apn=22,03-546P-425T-2,61P2-431T?

b*apn =12,93+0,98 T - 2,33 PxT
*=5253+556P+140T

a*.=13,11-2,04P-0,85T-1,52P?-1,1 T>- 1,52 PxT
*¢=1411+0,58 T - 2,26 PxT

El incremento en la luminosidad en carnes rojas, como consecuencia de la aplicacion de APH, se
encuentra ampliamente documentado (Bak et al., 2019; Carlez et al., 1995). Carlez et al. (1995)
sugirieron que el aumento en los valores de L* después de tratar carne bovina picada a presiones
entre 200 y 300 MPa podria deberse principalmente a la desnaturalizacion de la globina o al
desplazamiento del grupo hemo. Otros autores propusieron que esos cambios se asocian a la
modificacion de la conformacion o coagulacion de proteinas (Jung et al., 2003) y dafio del anillo
porfirinico (Goutefongea et al., 1995). Hughes et al. (2014) indicaron que los cambios observados
en la luminosidad de la carne, sometida a tratamientos con APH, serian una consecuencia de las
modificaciones en la estructura, entre las que se pueden mencionar cambios en la conformacién
miofibrilar, alteraciones en la refraccion del sarcoplasma, reduccion del diametro de la fibra
muscular y cambios en las propiedades de dispersion de la luz de la carne. Por lo tanto, las
modificaciones a nivel de la microestructura y de la mioglobina, ocasionarian el aumento de
luminosidad. Es interesante remarcar que a presiones superiores a 350 MPa, no se observan
mayores cambios en este parametro. Esto podria deberse a que las mayores modificaciones en la
estructura miofibrilar ocurren a presiones menores; asi como la desnaturalizacion de la

mioglobina.
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Figura 21: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el nivel de presion sobre los
parametros cromaticos L*APH (a) a* APH (b) y b* APH (c) -o- valores experimentales.

Para el parametro a*apH, €l modelo fue significativo (p<0,05) y logré explicar el 96,9% de
respuestas observadas (R? = 0,969). La falta de ajuste no fue significativa (p>0,05) (Tabla 6). La
temperatura y la presion modificaron significativamente (p<0,05) este parametro tanto de manera
lineal como cuadréatica (ambos negativos) (Tabla 7). Por lo tanto, los valores del parametro a*
disminuyeron con el aumento tanto de la presién como de la temperatura. La interaccion PXT no
fue significativa (p>0,05). Las menores modificaciones se observaron en los tratamientos que
combinaron temperaturas inferiores a 50°C y presiones menores a 300 MPa. Por arriba de este
umbral, los valores correspondientes al parametro a*, disminuyen con el aumento de la presion y
la temperatura, siendo minimo cuando la temperatura fue de 70°C y la presion de 500 MPa (Figura

21.b). La disminucion del parametro a* se atribuye a la oxidacion del grupo prostético hemo de la
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mioglobina a estado férrico y desnaturalizacion de la globina (Bhat et al., 2018; Guillou et al.,
2016; Neto et al., 2015).

Por altimo, el modelo para el parametro b*apn fue significativo (p<0,05) y logré explicar el 73,1%
de las respuestas observadas (R? = 0,731). La falta de ajuste fue no significativa (p>0,05) (Tabla
6). La temperatura afecto significativamente (p<0,05) este pardmetro de manera lineal positiva
(Tabla 7). Por lo tanto, el aumento en la temperatura ocasiond un incremento en los valores de b*
apH. Ademas, la interaccion PxT fue significativa (p<0,05) (Tabla 7). En la Figura 21.c puede
observarse que, a bajos niveles de presion, el pardmetro b* aumento con el incremento de la
temperatura de proceso; mientras que, a bajas temperaturas, aumenté con el incremento del nivel
de presion. Por lo tanto, los mayores valores para este parametro se obtuvieron a altas temperaturas
y bajos niveles de presion; o bien, altos niveles de presion y bajas temperaturas. Sin embargo, a
altas temperaturas y altos niveles de presion se observo que los valores de b* disminuyeron. En
forma similar se observé un minimo a bajas temperaturas y bajos niveles de presion. El
comportamiento del pardmetro b* debido al incremento de la presion puede explicarse por la
oxidacion de la mioglobina ferrosa a metamioglobina férrica (Marcos et al., 2010; Neto et al.,
2015). No obstante, Marcos et al. (2010) no observaron modificaciones en este parametro al
incrementar la temperatura de proceso de 10 a 30°C, aunque estas temperaturas son menores a las
aplicadas en el presente estudio. Por otra parte, Beltran et al. (2004) informaron que los valores
del pardmetro b* en muslos de pollo picados disminuyeron a medida que la temperatura aumenté
de 20 a 50 °C a 500 MPa.

Cuando a las muestras se les aplica un tratamiento térmico asistido por APH, estas son sometidas
a un proceso previo de calentamiento, en ausencia de oxigeno, durante el cual ocurre el pasaje de
deoximioglobina (Fe*?) a ferrohemocromo (rojo) (King y Whyte, 2006). El calentamiento causa
la desnaturalizacion de la globina, mientras que el grupo hemo permanece intacto (Lawrie, 1998).
La desnaturalizacién de la mioglobina y otras proteinas comienza entre los 55°C y 65°C en la
carne y la mayor desnaturalizacion ocurre entre 75°C y 80°C (Geileskey et al., 1998). Ademas,
como se menciond anteriormente la aplicacion de presion genera la oxidacion del grupo hemo (de
ferroso a férrico). Por lo tanto, las muestras sometidas a tratamientos combinados a temperaturas
mas altas se les aplicarian las altas presiones a la globina, que ya se encontraria total o parcialmente
desnaturalizada, y con el grupo hemo sufriria modificaciones debido a la presion. Esto causaria

los cambios en los parametros de color observados.

En relacion al parametro L*c, el modelo fue significativo (p<0,05) y logré explicar el 87,6% de

respuestas observadas (R? = 0,876), asimismo la falta de ajuste fue no significativa (p>0,05) (Tabla
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6). Tanto variable presion como temperatura modificaron significativamente (p<0,05) el
pardmetro L*c de manera lineal positiva (Tabla 7). La interaccion PxT no fue significativa
(p>0,05). El efecto sobre este parametro puede ser explicado, ademas de los ya mencionados como
desnaturalizacion de proteinas miofibrilares, sarcoplasmicas y de la mioglobina, a una disminucion
de la capacidad de retencidn de agua (Neto et al., 2015). A presiones de tratamiento menores a
300 MPa se han informado menores pérdidas por coccién y de la capacidad de retencién de agua
en relacion a tratamientos aplicando presiones superiores a 300 MPa (Bhat et al., 2018). Por lo
tanto, es esperable un aumento en los valores del pardmetro L* con tratamientos a presiones mas
altas. Ademas, es importante mencionar que la luminosidad en las muestras cocidas fue menor a

las muestras previas a la coccion.

El modelo estadistico relacionado al parametro a*c fue significativo (p<0,05), logr6 explicar el
85,9% de respuestas observadas (R? = 0,859) y la falta de ajuste no fue significativa (p>0,05).
Tanto la presion como la temperatura modificaron significativamente al parametro a*c de manera
lineal y cuadratica, en ambos casos de manera negativa (Tablas 6 y 7). La interaccion PxT también
fue significativa (p<0,05). Este comportamiento es similar al observado para el parametro a*apH,

donde el aumento en los valores de los parametros de tratamiento redujo los valores del mismo.

En relacion al parametro b*c, el modelo fue significativo (p<0,05) y explico el 86% de las
respuestas observadas (R?=0,86) y la falta de ajuste no fue significativa (p>0,05). La temperatura
modificé significativamente al parametro b*c de forma lineal y positiva (Tablas 6 y 7). Ademas,
la interaccion PxT fue significativa (p<0,05). Estas modificaciones del pardmetro b*c se
explicarian por la oxidacién de la mioglobina a metamioglobina, luego del tratamiento y la coccion
(Neto et al., 2015).

En la Figura 22 se presentan fotografias de las muestras de carne luego de la aplicacién de los
tratamientos evaluados en el estudio. En ellas se puede apreciar que los cambios de color

observados luego de los tratamientos de APH, no son tan notorios luego de la coccién.
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Carne fresca
a)
70°C
50°C
30°C
100 200 300 400 500 MPa
b)
F
70°C
50°C
1B
30°C
100 200 300 400 500 MPa

Figura 22: Fotografias de las muestras de carne: a) luego del tratamiento de APH, b) luego de la
coccion
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4. Resistencia al corte

El ANOVA y los coeficientes de regresion estimados para la resistencia al corte (RC) determinado
por el método de Warner-Bratzler, obtenidos por analisis de regresion mdaltiple, se presentan en
las Tablas 8 y 9.

Tabla 8: Analisis de varianza (ANOVA) modelo de segundo orden correspondientes a la

resistencia al corte (RC) y los pardmetros de textura (dureza, elasticidad, cohesividad y
masticabilidad) de musculos Superficial pectoralis bovino tratados con APH.

Grados Cuadrado Valor F Valor p

SIUIEVEE de medio del
cuadrados .

libertad error
RC
Modelo 370,937 5 74,187 12,54 0,000
Falta de ajuste 19,064 1 19,064 4,04 0,070
Error puro 51,935 11 4,721
Total 441,936 17
R%: 0,8393
Dureza
Modelo 247,583 5 49,517 37,62 0,000
Falta de ajuste 4,597 1 4,597 4,52 0,057
Error puro 11,199 11 1,018
Total 263,379 17
R?: 0,9400
Elasticidad
Modelo 0,001603 5 2,98841 1,12 0,399
Falta de ajuste 0,000075 1 1,58413 0,25 0,629
Error puro 0,003350 11 0,35459
Total 0,005028 17
R?:0,3188
Cohesividad
Modelo 0,010358 5 0,002072 3,51 0,035
Falta de ajuste 0,001408 1 0,001408 2,73 0,127
Error puro 0,005683 11 0,000517
Total 0,017450 17
R%: 0,5936
Masticabilidad
Modelo 25,2664 5 5,0533 2,39 0,101
Falta de ajuste 4,0950 1 4,0950 2,11 0,174
Error puro 21,3205 11 1,9382
Total 50,6819 17
R?: 0,4985
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Tabla 9: Coeficientes de regresion para los modelos de regresion correspondientes a resistencia al
corte (RC) y los pardmetros de textura (dureza, elasticidad, cohesividad y masticabilidad) de
musculos Superficial pectoralis bovino tratados con APH.

Masticabilidad

Términos
Constante 24,60* 39,33* 0,381* 0,479* 8,71*
Lineales
P 511* -4,28* -0,005 -0,003 -1,30*
T 1,09 2,29* -0,003 -0,030* 0,37
Cuadraticos
p2 -2,16 -0,93 0,008 0,037* -0,97
T2 8,29* 6,26* 0,004 -0,005 0,40
Interacciones
PxT -2,00 0,09 -0,030 -0,029 -2,73*
* Nivel de significancia p<0,05
Ecuaciones reducidas (valores codificados):
RC =23,733+5,11 P + 8,72 T?
Dureza=39,96 —4,28 P + 2,29 T + 6,44 T2

El modelo fue significativo (p<0,05) y logré explicar el 83,9% de los resultados obtenidos
(R?=0,839). La falta de ajuste al modelo no fue significativa (p>0,05) (Tabla 8). La presion tuvo
un efecto significativo lineal (p<0,05); por lo tanto, a medida que el nivel de presion aumentd los
valores de RC también aumentaron. Ademas, la temperatura modificé significativamente (p<0,05)
la RC de manera cuadrética, presentando valores minimos a temperaturas intermedias (Tabla 9,

Figura 23). La interaccion PxT no fue significativa (p>0,05).

Varios autores estudiaron el efecto de la aplicacion de tratamientos térmicos asistidos por APH
para mejorar la terneza de carne bovina post-rigor mortis (May Ledward, 2004; Sikes et al., 2010;
Sikes y Tume, 2014). Ma y Ledward (2004) propusieron que la mejora en la textura de musculos
Longissimus dorsi tratados a 200 MPa y a temperaturas superiores a 60°C fue debido a la
aceleracion de la protedlisis luego del tratamiento. Por otra parte, Sikes et al. (2010) sugirieron
que la aplicacién de un tratamiento a 200 MPa — 60°C durante 20 min a muestras de musculos
Sternomandibularis mejoré la textura tanto gracias a la accion de las enzimas como a
modificaciones en la estructura del musculo. McArdle et al. (2011) informaron que tanto la
temperatura como el nivel de presién del tratamiento tuvieron un efecto sobre los valores de la RC
de musculo Pectoralis profundus. Estos autores observaron que la aplicacién de tratamientos a
55°C fue més efectiva en la reduccion de la RC que a 35 0 45°C; ademas, el incremento del nivel
de presion de 400 a 600 MPa aumentd los valores de RC. Estos resultados son similares a los
obtenidos en el presente estudio. Por lo tanto, la mejora de la textura asociada a un incremento de

la temperatura podria deberse a una mayor actividad de las enzimas proteoliticas, lo que ocasiona
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la ruptura de las proteinas miofibrilares (Jiménez-Colmenero et al., 1998; Ma y Ledward, 2004)
principalmente a nivel de la linea Z (Sikes et al., 2010). Sin embargo, al incrementar la temperatura
por arriba de los 50°C, la RC aumento. Esto puede deberse a que la accion de las enzimas fue
menor, causado probablemente por una desnaturalizacion térmica de las mismas. El incremento
en la RC a medida que aumento la presion podria estar asociado a una mayor estabilizacion de las

uniones puentes de hidrogeno del colageno, las cuales son favorecidas por la presion (Sikes et al.,
2010).

5. Analisis de perfil de textura

(W) a0
\2 BRUANSISI

Figura 23: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el nivel de presién sobre la
resistencia al corte (RC). -o- valores experimentales.

El ANOVA vy los coeficientes de regresion estimados para los parametros de textura (dureza,

elasticidad, cohesividad y masticabilidad) fueron obtenidos por andlisis de regresion mdaltiple
(Tablas 8y 9).

Respecto al parametro dureza, el modelo fue significativo (p<0,05) y logro explicar el 89,5% de
los resultados obtenidos (R?=0,895). La falta de ajuste al modelo fue no significativa (p>0,05)
(Tabla 8). La temperatura afectd de manera lineal y cuadratica (ambos positivos) este parametro;
mientras que el nivel de presion lo hizo Gnicamente de manera lineal negativa (Tabla 8, Figura
24). Los valores de dureza disminuyeron con el de la presion. Este resultado es diferente al

observado para la RC, y podria estar relacionado con las diferencias en las metodologias de
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medicidn de estos parametros. Mientras la RC se mide como la fuerza necesaria para cortar una
pieza, la dureza esté relaciona con una fuerza de compresion. En relacion a la temperatura, también
se observo un minimo a 50°C, lo cual puede asociarse a una mayor accion de las enzimas

proteoliticas de la carne, tal como fue mencionado anteriormente.

wWwkpppbhDpb
OO MNPOODO

W) ez=ang

Figura 24: Superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el nivel de presion sobre la dureza
(N). -o- valores experimentales

El modelo fue significativo para el parametro cohesividad, con un R? = 0,591 v la falta de ajuste
no fue significativa (p>0,05). Para los parametros elasticidad y masticabilidad, los modelos no
fueron significativos (p>0,05). Por lo tanto, estos parametros no presentaron un comportamiento

cuadratico, no observandose diferencias entre los tratamientos aplicados.

Los cambios observados en los parametros de textura indican que los tratamientos aplicados
modificaron en gran medida la estructura muscular. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede
inferir que la disminucion de la dureza con el incremento de la temperatura, hasta los 50°C, estaria
asociada a la desnaturalizacion térmica de las proteinas miofibrilares (miosina principalmente), o
bien a la accién de enzimas proteoliticas. Con mayores incrementos de la temperatura se
desnaturalizan otras proteinas del sistema miofibrilar (actina y sarcoplasmicas) lo cual generaria
una estructura mas rigida, o bien como se observa en el parametro HE, estas muestras tienen una
menor retencion de agua lo que podria asociarse con una mayor dureza. Por otra parte, la

cohesividad disminuyé con el incremento de la temperatura. Este parametro se asocia con la fuerza
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de las uniones internas que dan estructura al producto. Por lo tanto, a medida que aumento la

temperatura estas uniones fueron menos fuertes.

El efecto de la presion sobre el parametro dureza, tal como sugieren Sikes et al. (2010) se deberia
a la formacion de una red miofibrilar fortalecida pero a la vez quebradiza, la cual cuando es
expuesta a fuerzas de deformacion, quiebra. Por lo tanto, cuando se logra una estructura mas

quebradiza, la carne es percibida como mas tierna.

6. Seleccidn de los valores éptimos de los parametros del proceso utilizando la funcion
deseabilidad

Para seleccionar los valores éptimos de los pardmetros de proceso, en las condiciones planteadas
en el presente estudio, se aplicd la funcion de deseabilidad. Este método integra simultaneamente
las ecuaciones de regresion obtenidas para cada parametro evaluado. Por lo tanto, la optimizacién
se lleva a cabo mediante el uso de un método de respuesta multiple denominado deseabilidad
(Derringer y Suich, 1980), que consiste en transformar cada variable respuesta (i) en una funcion
individual (deseabilidad, di) cuyos valores oscilan entre 0 y 1. Esencialmente, si el valor de la
respuesta esté fuera de una region aceptable, se establece en 0, mientras que, si la respuesta alcanza

el objetivo deseado, se establece en 1.

En el presente estudio, se seleccionaron de todas las variables estudiadas aquellas que presentaban
mayor interés o bien habian sido significativamente afectadas por los tratamientos. Por lo tanto, la
funcion de deseabilidad se disefié para lograr un alto rendimiento total, con valores de textura
bajos y con modificaciones menores en los pardmetros cromaticos. Los objetivos establecidos
incluyeron: la maximizacion del rendimiento total (RT), la minimizacion de la resistencia al corte
y la dureza, y, la minimizacion del pardmetro L* (luego del tratamiento con APH y luego de la
coccidn) y la maximizacion del parametro a* (luego del tratamiento con APH y luego de la

coccion).

En la Figura 25 se presentan los perfiles de los valores predichos y deseabilidad para las variables
respuestas antes mencionadas. De acuerdo con estos datos, la condicién de proceso Optima
predicha que condujo al valor de deseabilidad global maximo (D = 0,78) fue la combinacion de
un nivel de presion de 100 MPa y una temperatura de 42°C. Con la aplicacion de esta combinacién
de niveles de las variables de proceso se lograria un rendimiento total de 72,8% con valores de

resistencia al corte de 17,9 N y de dureza de 42,7 N. Ademas, los parametros cromaticos L*apH Y

63



Efecto de la aplicacion de tratamientos térmicos asistidos por altas presiones hidrostaticas

L*c presentarian valores de 47,5 y 47,6, respectivamente y a* apq Y a*c de 23,39 y 13,27,

respectivamente.
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Figura 25: Perfiles de los valores predichos y deseabilidad para las variables rendimiento total
(RT), resistencia al corte (RC) y dureza, y los pardmetros cromaticos L*apH, a*apH, L*c y a*c.
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Capitulo IV: Conclusiones

En el presente trabajo de Tesis se planted como objetivo el estudio de la aplicacion de un
tratamiento térmico asistido con altas presiones hidrostaticas a carne vacuna. Se evaluaron
distintos parametros fisicoquimicos, de textura y cromaticos durante las diferentes etapas de
proceso. Se aplico un disefio experimental de optimizacion, y mediante la metodologia de
superficie de respuesta y la funcidn deseabilidad se determind la temperatura y el nivel de presion

que se deberia utilizar en el proceso para obtener un producto con las caracteristicas deseadas.

En relacién a la variacion de pH debido al procesamiento con altas presiones hidrostaticas tanto la
temperatura durante el proceso como el nivel de presién aumentaron este parametro de estudio.
Debido a un efecto de interaccion entre ambas variables, a partir de los 50°C y los 300 MPa, no se
observaron mayores incrementos en los valores de pH. La coccion posterior de las muestras
ocasioné un aumento del pH principalmente en aquellas muestras sometidas a las menores
temperaturas de proceso. Esto indicaria que aun las proteinas carnicas no se encontraban
completamente desnaturalizadas, lo que si ocurrid luego de la coccion, razon por la cual se

observaron modificaciones en este pardmetro.

Asimismo, se estudiaron todas las pérdidas de peso que ocurrieron en las muestras de carne durante
el proceso. Como conclusion, los tratamientos con los cuales se obtendrian los mayores valores de
rendimiento total son aquellos que combinan temperaturas inferiores a 50°C y presiones menores
a 300 MPa. Esto puede deberse a que las modificaciones en la estructura de las miofibrillas que
ocurren durante el tratamiento térmico asistido por altas presiones y la posterior coccion, aplicando
esos tratamientos permiten retener agua. Evidentemente la aplicacidn de tratamientos mas severos

causa cambios mayores que ocasionan que el agua no pueda ser retenida.

Esta mayor retencion de agua en la estructura podria deberse a la formacion de ciertos agregados

de las proteinas miofibrilares.
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El pardmetro humedad expresable presentd valores més altos en las muestras tratadas a
temperaturas intermedias (50°C) y presiones mayores a 300 MPa. La aplicacién de tratamientos
a 30°C, permitié obtener un alto rendimiento total; y la red formada con las proteinas miofibrilares,
debido a la extraccién y desnaturalizacion de las mismas, logro retener agua al aplicarle una fuerza
externa. Mientras que un tratamiento a 50°C, también permitié alcanzar un alto rendimiento total;
sin embargo, el agua retenida en la estructura no estaria unida fuertemente, por lo tanto se obtuvo
una alta humedad expresable. Por ultimo, a 70°C ocurre una mayor desnaturalizacion de las
proteinas miofibrilares afectando la capacidad de retencion de agua de las miofibrillas. Podria
suponerse, que las muestras tratadas a 50°C, seran las mas jugosas, debido a sus mayores valores
de humedad expresable. Esto deberia confirmarse realizando un estudio de analisis sensorial.

En relacion con los parametros cromaticos correspondientes a las muestras de carne tratada con
altas presiones, el pardmetro L*ap+ Se modifico hasta un nivel de presion de 350 MPa, a partir del
mismo no se observaron mayores cambios en este parametro. Esto se deberia a que a menores
presiones ocurren las mayores modificaciones en la estructura miofibrilar; asi como la
desnaturalizacion de la mioglobina. El parametro a*apH presentd las menores modificaciones en
las muestras tratadas a temperaturas inferiores a 50°C y presiones menores a 300 MPa. Por arriba
de este umbral, los valores correspondientes al pardmetro a* apH, disminuyeron con los incrementos
de los valores de las variables de los parametros de proceso. Luego de la coccidn, estas diferencias

observadas se mantuvieron.

Los valores de resistencia al corte presentaron un minimo a temperaturas de 50°C y niveles de
presion bajos. La mejora de la textura asociada a un incremento de la temperatura podria deberse
a una mayor actividad de las enzimas proteoliticas, lo que ocasiona la degradacion de las proteinas
miofibrilares. Sin embargo, el incremento en el nivel de presion aumento la resistencia al corte,
esto estaria asociado a una mayor estabilizacion de las uniones puentes de hidrogeno del colageno,

las cuales estan favorecidas por el tratamiento por APH.

Evaluando en conjunto las variables de interés estudiadas mediante la funcion deseabilidad, se
establecio que los valores 6ptimos predichos de los pardmetros de proceso que condujeron al valor
de deseabilidad global maximo (D = 0,78) fueron un nivel de presion de 100 MPa y una

temperatura de 42°C.

Los resultados obtenidos en el presente Trabajo de Tesis aportan conocimientos a la industria de
los productos carnicos, potenciando las posibilidades de la aplicacion de nuevas tecnologias como
las altas presiones hidrostaticas para el desarrollo de productos innovadores con propiedades

mejoradas agregando valor.
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Anexo

1. Evolucion de la temperatura y la presion durante los tratamientos

A continuacion se presentan las curvas obtenidas durante la aplicacion de los distintos tratamientos

térmicos asistidos por APH
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Figura A-1: Curva de evolucion de la temperatura en muestra y nivel de presidn correspondiente

al Tratamiento 1 (30°C — 200 MPa).
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Figura A-2: Curva de evolucion de la temperatura en muestra y nivel de presidn correspondiente

al Tratamiento 2 (30°C — 400 MPa).
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Figura A-3: Curva de evolucion de la temperatura en muestra y nivel de presidn correspondiente
al Tratamiento 3 (70°C — 200 MPa).
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Figura A-4: Curva de evolucion de la temperatura en muestra y nivel de presion correspondiente
al Tratamiento 4 (70°C — 400 MPa).
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Figura A-5: Curva de evolucion de la temperatura en muestra y nivel de presién correspondiente

al Tratamiento 5 (50°C — 500 MPa).
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Figura A-6: Curva de evolucion de la temperatura en muestra y nivel de presién correspondiente

al Tratamiento 6 (50°C — 300 MPa).
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Figura A-7: Curva de presion-temperatura correspondiente
temperatura de 50°C y un nivel de presion de 300 MPa.

Nota aclaratoria: Algunos datos correspondientes a las curvas de precalentamiento registradas con
el multimetro digital Fluke Hydra 2625a por problemas técnicos no se pudieron recuperar; por lo

tanto, solo se encuentran graficados de forma completa todo el ciclo (precalentamiento y

tratamiento APH) los tratamientos 3, 4y 7.

2. Evolucion de la temperatura durante la coccién

Figura A-8: Curva de penetracion de calor durante la coccion. Este grafico que corresponde la

al tratamiento aplicando una

coccidn de las muestras del Tratamiento 7, es un ejemplo de todas las curvas.
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