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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis esta orientado a desarrollar estrategias de producciéon que
permitan elaborar geles emulsionados carnicos destinados a mejorar la salud del consumidor
maximizando los atributos de calidad, de manera tal que puedan ser producidos Yy
comercializados exitosamente por la industria alimentaria.

Se desarrollaron y caracterizaron productos carnicos emulsionados saludables como
alternativas a las salchichas tradicionales disponibles en el mercado, mediante el empleo de
carne magra vacuna. Para esto, se reemplazd parcialmente la fase lipidica por aceite de
pescado para lograr un perfil de acidos grasos saludable y un contenido lipidico del orden del
5%. Esta incorporacion se logré pre-emulsificando el aceite en agua con distintos tipos de
proteinas no carnicas o hidrocoloides para mejorar su estabilidad.

En una segunda etapa, y en base a los resultados anteriores, se selecciéon una combinacion de
una proteina no carnica y un hidrocoloide y se optimizaron los niveles de los mismos con el
criterio de obtener un producto con parametros de calidad similares a uno tradicional, con altos
niveles de sal y grasa. Luego de la optimizacion, se almacenaron bajo vacio refrigerado y se
evalu6 su calidad fisicoquimica, microbiolégica, y el efecto del agregado de distintos
antioxidantes (tocoferoles y BHA) sobre la estabilidad lipidica.

Asimismo, se busco reducir el contenido de sodio del producto mediante un disefio de mezclas
para lograr el reemplazo parcial de NaCl por KCI y fosfatos. Se caracterizaron los productos
obtenidos evaluando parametros fisicoquimicos, reolégicos, térmicos, termoreolégicos,
microestructurales y sensoriales. Finalmente se realizdé un segundo ensayo de almacenamiento
para asegurar la calidad de los productos optimizados reducidos en sodio, evaluando el efecto
del agregado de antioxidantes naturales.

Este trabajo fue ordenado en capitulos:

Capitulo 1: Correspondiente a la Introduccién general, donde se describen aspectos
vinculados a problemas relacionados con el consumo de productos carnicos procesados. Se
desarrollan temas relacionados con los embutidos cérnicos, su materia prima y los productos
comerciales. Se abordan las dificultades tecnoldgicas y algunos antecedentes relacionados con
la modificacién de las formulaciones de dichos productos. Finalmente en la introduccion se
abordan aspectos basicos de reologia.

Capitulo 2: Corresponde a los objetivos generales y especificos de este trabajo de Tesis.

Capitulo 3: En este capitulo se evalud el efecto del agregado de 1% proteinas no carnicas o
hidrocoloides. Los controles consistieron en dos formulaciones sin aditivos, uno con 5% de
grasa vacuna y otro con 5% de aceite de pescado.

Se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de los productos obtenidos. Se determiné la
composicién de las diferentes formulaciones, rendimiento en cocciéon (RC), pérdidas por
centrifugaciéon (PC), analisis de perfil de textura (TPA), color mediante el espacio cromatico
CIELab.

Se realiz6 un analisis de perfil de textura sobre cilindros tomados del centro de salchichas,
evaluando dureza, elasticidad cohesividad, masticabilidad, adhesividad y resiliencia. A su vez
se realizaron ensayos oscilatorios dinamicos, evaluandose para cada formulacion el rango de
viscoelasticidad lineal, para luego realizar barridos de frecuencia dentro del mismo. El
comportamiento viscoelastico del sistema se model6 matematicamente para predecir el
espectro mecéanico de relajacion en el rango de viscoelasticidad lineal, la cual permitié estimar
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el valor del médulo plateau G," que fue relacionado con la dureza. Finalmente se realizaron
ensayos termoreoldgicos y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se vincularon los
resultados obtenidos mediante estas dos metodologias. Se determinaron: la entalpia de
congelamiento del agua, en la zona de -20 a 8°C, el agua no congelada porcentual para cada
muestra, la entalpia de desnaturalizacion y las temperaturas de pico (Tl y TII). Por ultimo se
vincularon los parametros texturales, reolégicos y calorimétricos.

Capitulo 4: Con los resultados obtenidos y los reportados por bibliografia se seleccionaron los
pares hidrocoloides-proteinas no carnicas, obteniéndose geles con distintas relaciones entre
los niveles de las macromoléculas, para algunos pares. Mediante ensayos de puncién se
observaron las mayores resistencias a la ruptura para la combinacién carragenanos-proteinas
de leche. Esta combinacion fue entonces seleccionada para su incorporacion en salchichas y
su estudio mediante metodologia de superficie de respuesta (MSR). Se utilizé un disefio central
compuesto rotable con triplicados en el centro con los niveles de carragenanos y proteinas de
leche como variables. Los productos fueron caracterizados mediante la determinacion el RC,
PC y TPA obteniendo las respectivas superficies de respuesta. Posteriormente se realizé una
optimizacién multivariable para encontrar la formulacién 6ptima, utilizando el criterio de “funcién
objetivo”. Se calcularon las funciones conveniencia para cada una de las variables estudiadas,
y posteriormente se calculé la media geométrica de los valores de conveniencia individuales,
utilizando los valores de dureza y elasticidad correspondientes a un producto comercial como
objetivo, minimizando las PC y maximizando el RC. Mediante la MSR se pudo encontrar una
combinacion Optima de carragenanos y proteinas de leche que permitié obtener un producto
cérnico emulsionado con propiedades fisicoquimicas adecuadas.

Capitulo 5: Consisti6 en la evaluacibn de la incorporacion de antioxidantes naturales
(tocoferoles) y/o artificiales (BHA) sobre la estabilidad a la oxidacion (método TBARS). También
se evalud la incorporacién de fitoesteroles de manera de lograr un 20% de la ingesta
recomendada. Se realizaron ensayos de almacenamiento refrigerado bajo vacio en peliculas
de baja permeabilidad gaseosa, monitoreando los principales parametros de calidad (color,
textura, pérdida de peso, oxidacién lipidica, desarrollo microbiano, analisis sensorial)
obteniendo valores aceptables para este tipo de productos. Sobre fases grasas extraidas de los
productos (método de Folch) se determind el perfil de acidos grasos de los productos
observandose pequefias alteraciones en el perfil lipidico.

Capitulo 6: Se estudié el remplazo parcial de sales de sodio por potasio y tripolifosfato
empleando un disefio de mezclas. Se modelaron las respuestas, obteniendo las diferentes
curvas de nivel para las propiedades fisicoquimicas, texturales y de calorimetria diferencial de
barrido. A su vez se estudié el comportamiento termo-reolégico. Se hall6 la formulacién 6ptima
reducida en sodio, la cual fue empleada para el andlisis de su microestructura y analizar el
efecto del reemplazo de sodio en la matriz. Ademas se cuantificaron los niveles de sodio en el
producto y se realizdé una evaluacion sensorial de los productos, mostrando pocas diferencias y
resultados aceptables por los consumidores.

Capitulo 7: Consistié en la evaluacién de la estabilidad lipidica, microbiol6gica y de calidad
fisicoquimica y sensorial de la formulacion con un contenido de sodio reducido durante su
almacenamiento bajo vacié a 4°C estudiando el agregado de distintos niveles de tocoferoles.
Sobre fases grasas extraidas de los productos (método de Folch) se determind el perfil de
acidos grasos de los productos con un contenido de sodio reducido con y sin antioxidante para
estudiar el efecto de la inclusion del mismo. Por dltimo se encuadraron los productos obtenidos
en las normas de informacion nutricional complementaria vigente.

Capitulo 8: Comprende las conclusiones generales tomando en cuenta los resultados
presentados en los Capitulos anteriores. A su vez se indican los trabajos publicados que
surgieron del desarrollo del trabajo de Tesis. Finalmente se lista la Bibliografia citada.
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1.1. Problematica de la dieta occidental actual

La dieta occidental responde a las costumbres alimenticias de la poblacion de América.
Esta dieta estid constituida por alimentos altamente procesados, elevados niveles de
carne vacuna y porcina, alimentos fritos y sal. A su vez incluye importantes cantidades de
alimentos farindceos altamente refinados. La dieta de una poblacién es un factor clave
para el control y desarrollo de enfermedades crénicas, dentro de las cuales se puede
mencionar algunos tipos de cancer, diabetes enfermedades cardiovasculares y otras
(Buzinay col., 1991; Halliwell, 1997; Satia-Abouta y col., 2002).

Las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa de muerte en todo el
mundo. En el afio 2011 provocaron la muerte de cerca de 17 millones de personas, lo
gue representa a 3 de cada 10 muertes. De estas, 7 millones de personas murieron de
cardiopatias isquémicas y 6.2 millones de derrame cerebral (OMS, 2013). Las
cardiopatias isquémicas, entre otras enfermedades, han permanecido entre las
principales causas de muerte durante la década 2001-2011.

Argentina no es ajena a esta problematica ya que las enfermedades del sistema
circulatorio son la primera causa de muerte provocando el 30% del total de las
defunciones anuales en el 2012 (Ministerio de Salud, 2013).

Se estima que en el afio 2008, en nuestro pais se perdieron 80 afios potenciales de vida
por muerte prematura debido a enfermedades cardio y cerebro vasculares cada 10000
habitantes (Ministerio de Salud, 2010) y en una Encuesta Nacional de Factores de Riesgo
(INDEC, 2005) se establecio que entre el 34.5% y el 27.8% de los mayores de 18 afios se
detecto hipertensién arterial e hipercolesterolemia, respectivamente.

En la actualidad la prevalencia de enfermedades no transmisibles (obesidad, hipertensién
arterial, diabetes, enfermedades -cardiovasculares, entre otras) sefiala una fuerte
tendencia epidemioldgica que crece tanto en paises desarrollados como en paises en
desarrollo. Es por ello que la Organizacion Mundial de la Salud, entre sus
recomendaciones, incluye limitar la ingesta energética procedente de las grasas, sustituir
las grasas saturadas por grasas insaturadas y tratar de eliminar los acidos grasos trans,
asi como limitar la ingesta de sal (sodio) de toda procedencia (OMS, 2004, 2008;
European Commission, 2012).

Mas preocupante aun, es el aumento de la obesidad infantil; asi, en EE.UU. el 16.9% de
los nifios y adolescentes son obesos (IOM, 2012), mientras que nuestro pais lidera los
porcentajes de obesidad en nifilos menores de 5 afios en América Latina, con un 7.3% de
prevalencia (FAO, 2010) y en un estudio de la Sociedad Argentina de Pediatria se
detectd que 20.8% de los nifios de 10 a 19 afios presentaban sobrepeso y 5.4% obesidad

(Kovalskys y col., 2003). Sobre la base de datos de anatomia patoldgica se conoce que el
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proceso ateroesclerético se inicia en la infancia y el grado de extensién de las lesiones en
nifios y adultos jovenes se correlaciona con la presencia de los mismos factores de riesgo
identificados en adultos. Debido a la precocidad con que se presentan las lesiones, asi
como por el hecho de que muchos de los habitos se establecen en la infancia y primeros
afnos de vida, las acciones tendientes a evitar el establecimiento de los riesgos en la
infancia y adolescencia son fundamentales en la reduccion de este grupo de
enfermedades. Parece entonces razonable iniciar estilos de vida saludables en la infancia
con el fin de mejorar el estado de salud en la vida adulta (Sociedad Argentina de
Pediatria, 2005).

1.1.1. Consumo de carne roja y la salud cardiovascular

Las carnes rojas son una importante fuente de acidos grasos saturados, ademas en su
preparacion y/o procesamiento se suelen emplear elevados niveles de sal (NaCl). Un
reciente estudio indica que el consumo de grasas saturadas no esta asociado a un mayor
riesgo de enfermedades del corazén (estimacion combinada del riesgo relativo = 1.07
entre los cuartiles de admisioén) (Siri-Tarino y col., 2010). Por otro lado Hoenselaar (2012)
describe que los diversos comités asesores, a través de diferentes metodologias, a
menudo excluyen pruebas validas e ignoran las variables de los resultados lo cual resulta
clave a la hora de examinar la asociacion entre la ingesta de grasas saturadas y las
enfermedades cardiovasculares. De esta manera, muchas de las conclusiones y
recomendaciones actuales no reflejan la evidencia disponible. Es importante destacar
gue, el consumo de acidos grasos trans, una dieta con un indice glucémico elevado, y un
alto consumo de sal son factores de riesgo mas importantes para enfermedades
cardiovasculares que los &cidos grasos saturados (Danaei y col., 2009). EI mayor
contenido de sodio de alimentos carnicos procesados respecto a los cortes frescos puede
explicar las observaciones recientes que muestran un mayor riesgo de contraer
enfermedades cardiovasculares por consumo de alimentos carnicos procesados (Micha y
col., 2010).

Wagemakers y col. (2009), en Inglaterra, no encontraron ninguna asociacion entre el
consumo de carne roja (vaca, cordero, cerdo, combinacion de vaca y cordero) o carne
procesada (jamoén, tocino, salchichas, cortes de carne procesados y carne picada
procesada) con el nivel de colesterol sérico y la presion arterial. Sin embargo en este
estudio se demostr6 que la combinacion de los dos factores (carne roja y procesamiento)
esta asociada a una mayor presién arterial en los hombres. Del mismo modo, Pitsavos y

col. (2006) no lograron mostrar un efecto positivo entre la ingesta de carne roja y el
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aumento de la presion arterial en un estudio realizado en Grecia con el diagndstico
autoinformado de la hipertension arterial.

Por el contrario, utilizando los datos de mas de 28000 mujeres, Wang y col. (2008)
mostraron un aumento del riesgo de hipertension asociado al mayor consumo de carne
roja (fresca y procesada). Miura y col. (2004) mostraron resultados similares en un grupo
mas pequefio de personas, comparando terciles de ingesta y los cambios en la presion
sanguinea. No hay estudios de intervencion dietética que muestren la contribucion
individual de la carne roja a la presion arterial, lo que indica la necesidad de llenar este
vacio en la investigacion para poder comprender su impacto sobre la salud (McNeill y
Van Elswyk, 2012). El Instituto de Medicina de la Academia Nacional de Ciencia de
EE.UU. (IOM, 2012) incluye entre sus recomendaciones que se provea a la poblacion de
opciones de alimentos y bebidas mas saludables, especialmente en lo referente a
“comidas rapidas” (fast foods) y colaciones (shacks) preferidas por los consumidores
infantiles. Dentro de estos grupos se destacan las salchichas debido a su rapida y facil
preparacion y su amplia aceptacion.

Esto plantea nuevos desafios para producir alimentos de consumo masivo pero con

alternativas mas sanas utilizando ingredientes beneficiosos para la salud.

1.1.2. Lipidos y su implicancia en la salud

La grasa de la carne vacuna y porcina es una fuente importante de &cidos grasos
saturados y monoinsaturados (AGS y AGMI) y presenta una escasa cantidad de acidos
grasos poli-insaturados (AGPI) como se indica en la Figura 1.1.

4.0
\ a

42.7

mAGS AGMI AGPI

Figura 1.1. Composicion aproximada de &cidos grasos de carne a) vacuna y b) porcina
(Fuente: Orellana y col., 2009 y Garcia, 2009)
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En las células de tejido muscular, los lipidos se encuentran bajo la forma de
triacilgliceroles y fosfolipidos. La mayor proporcion de fosfolipidos se encuentra en la
membrana plasmatica. Sin embargo el perfil de los lipidos varia cuanti y cualitativamente
con el nivel de dieta, especie animal, tipo de musculo y fibras (Wagner y Afion, 1986).

La grasa presente en la carne se puede encontrar como grasa intermuscular, subcutanea
o intramuscular. Esta Ultima se ubica entre las fiboras musculares y es la Unica que no
puede ser eliminada mecanicamente mediante métodos sencillos.

Este perfil de AG dista mucho del requerido para una buena alimentacion, por lo que su
excesivo consumo constituye un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
coronarias y vasculares (Muchenje y col., 2009). Consecuentemente, seria deseable
incrementar los niveles de AGPI en la dieta, tal como aconseja la OMS (2008), debido a
gue su consumo estd asociado a multiples beneficios en la salud.

La mejor forma de aumentar el aporte de AGPI n-3 a la dieta es a través del consumo de
mayores cantidades de pescados y mariscos (ricos en acido eicosapentanoico o EPA y
docosahexanoico o DHA), y aceites y semillas (ricas en acido a-linolénico o ALA) como
lino, canola y soja, haciendo posible asi balancear los acidos grasos del organismo.

Pero, la resistencia de la poblacién a los cambios de habitos en la dieta sugiere que hay
un mercado posible de alimentos frecuentemente consumidos, como los alimentos
carnicos procesados, que podrian ser reformulados para incorporarles ingredientes mas
beneficiosos para la salud y/o reducir la cantidad de los componentes que resultan en
exceso considerando la dieta occidental.

Durante la ultima década, los requerimientos de los consumidores en el campo de la
produccion de alimentos han cambiado sustancialmente. Los consumidores cada vez
mas consideran que la alimentacién contribuye directamente a su salud. De este modo,
se tienen en cuenta a los alimentos que no solo satisfagan el hambre y que provean los
nutrientes necesarios, sino que ademas y especialemente prevengan enfermedades
relacionadas con la nutricion y que mejoren el bienestar fisico y mental. Recientemente,
el término “alimento funcional”, en este caso particular, “carne funcional”, hace referencia
a la carne modificada por el agregado de ingredientes considerados beneficiosos para la
salud o por eliminacién o reduccién de componentes que son considerados perjudiciales
(Bigliardia y Galatib, 2013).

Existen distintas alternativas tecnoldgicas para mejorar la calidad nutricional de la
fraccion lipidica de las distintas categorias de productos carnicos procesados. Puede
reemplazarse total o parcialmente la fuente de AG por una mas saludable, también puede
reducirse el nivel de grasal/lipidos empleados en la formulacién. Por ultimo, también es

posible alterar la dieta de los bovinos y porcinos incorporando un mayor nivel de AGPI en
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la misma, mejorando el perfil lipidico de la carne (Lanari, 1994; Jiménez-Colmenero y
col., 2001; Yang y col., 2002, Serrano y col., 2005; L6pez-Lopez y col., 2009; Youssef y
Barbut, 2011; Brewer, 2012).

Acidos grasos poli-insaturados (AGPI)

Los &cidos grasos poli-insaturados n-3 (AGPI) se reconocen como constituyentes
esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de los animales. Este grupo de acidos
grasos incluye el acido a-linolénico (ALA, 18:3 n-3), &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5
n-3), acido docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-3) y &cido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-

3) representados en la Figura 1.2.
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Figura 1.2. Principales acidos grasos poli-insaturados n-3 (AGPI n-3)
a) ALA; b) EPAy c) DHA y d) DPA.

Los acidos grasos n-3 estan implicados en la expresiébn de genes (como segundos
mensajeros) y en sefiales de transduccién de las vias para regular la transcripcion de
genes especificos (Clarke y Jump, 1994; Graber, y col.,, 1994). Los acidos grasos n-3
tales como el DHA también pueden participar en el crecimiento del cerebro e higado
durante la etapa de desarrollo (Martinez y Ballabriga, 1987) y juegan un papel importante
en la prevencioén y tratamiento de diversos tipos de enfermedades.

Diversos estudios han demostrado que los acidos grasos n-3 pueden retrasar la apariciéon
de un tumor, inhibir la tasa de crecimiento y disminuir el tamafio y nimero de tumores
(Funahashi y col., 2006; Kim y col., 2009). Se ha demostrado que el consumo regular de

productos de cerdo enriquecidos con AGPI n-3 puede disminuir el contenido de
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triglicéridos en suero y aumentar la produccién de tromboxano sérico, y por lo tanto
reducir las enfermedades cardiovasculares (Coates y col., 2009).

Los AGPI n-3 estan posiblemente involucrados en la regulacion de trastornos
inflamatorios crénicos por la disminucién de la produccion de eicosanoides inflamatorios,
citoquinas y especies reactivas de oxigeno, y la inhibicion de la expresion de moléculas
de adhesion (Calder, 2006).

Altos niveles de AGPI n-3 de cadena larga en la dieta mostraron estar asociados al
desarrollo del sistema nerviso central (SNC), mientras que un defecto de éstos se
relaciona con algunos trastornos neuroldgicos (Asis, 2006). También se estudiaron
suplementos dietarios con aceite de pescado, observando una reduccién de la presion
arterial e inhibicién de la hipertension (Appel y col., 1993). EI DHA es importante en la
estructura y desarrollo cerebral del feto. El 65% de los lipidos del cerebro son poli-
insaturados y de éstos, mas del 85% corresponden a DHA (35 - 40%) y &cido
araquidonico (40 - 50%) (Valenzuela y Nieto, 2001). El a4cido araquiddnico esta presente
ademas en todos los tejidos mientras que el DHA se encuentra en el tejido nervioso,
visual y reproductivo (Clandinin, 1999). Es importante en los bebes, lactantes y nifios la
incorporacién de DHA a partir de la dieta, ya que su insuficiencia puede causar efectos
irreversibles en el aprendizaje y la habilidad de memorizar (Sanhueza y col., 2004). El
acido a-linolénico (ALA) es esencial puesto que no es sintetizado por el organismo y debe
obtenerse a través de la dieta. El EPA y DHA pueden sintetizarse por el organismo a
partir del ALA de la dieta (Figura 1.3) pero normalmente en una cantidad insuficiente a
partir de los cinco afios de edad.

Por ello, algunos expertos sugieren que es recomendable incluir EPA y DHA dentro de
los AG esenciales e incluirlos en la dieta. Los niveles recomendados de ingesta para EPA
y DHA oscilan entre 160 mg/dia y 1.6 g/dia (Meyer y col., 2003). Sin embargo, la dieta
occidental tipica brinda sélo alrededor de no mas de 150 mg/dia, siendo similar en

América y Europa.
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Figura 1.3. Esquema de la ruta metabdlica de conversién de ALA en EPA y DHA

Las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2004) sobre el
consumo de lipidos incluyen la disminucion del consumo de grasas saturadas y el
incremento de insaturadas. Por otra parte la American Heart Assosiation (AHA, 2013)
recomienda varios habitos para lograr una alimentacién mas saludable, con un mejor
perfil de acidos grasos. Sin embargo debido a que la relacién 6ptima de n-6/n-3 de la
ingesta, varia segun el individuo, resulta dificil definir relaciones exactas, por lo que se
sugieren tendencias como que, la mayoria de las grasas de la dieta deben ser mono o
poli-insaturadas. La AHA (2013) recomienda una ingesta de AGPI n-6 de 5 a 10% de las
calorias diarias totales. Es importante que la relacién n-6/n-3 no sea elevada ya que
existe una competencia por las enzimas que procesan a estos AG, diferenciandose de la
familia n-9.

La dieta occidental tipica, resulta muy desequilibrada a favor de los acidos grasos n-6
(relacion n-6/n-3 = 15 a 20/1), como es el caso de nuestro pais. Los productos carnicos
constituyen una parte significativa de nuestra dieta y representan una de las principales
fuentes de la grasa dietaria. Las relaciones de acidos grasos poli-insaturados/saturados
(AGPI/AGS) y n-6/n-3 de algunas carnes se alejan mucho de los valores recomendados,

por ello, cambios en la cantidad y el perfil lipidico de dichos productos podrian ayudar a
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incrementar su calidad nutricional (Ferndndez-Ginés y col., 2005; Jiménez-Colmenero,
2007; Vandendriessche, 2008).

1.1.3. Micronutrientes presentes en los alimentos carnicos

La razon por la que los alimentos carnicos son una fuente esencial de algunos
micronutrientes se debe al hecho de que la carne es el Gnico origen o tiene una
biodisponibilidad mucho mayor para los mismos. Dos importantes micronutrientes
presentes solamente en la carne son las vitaminas A y Bi;,. Ambas no se pueden
compensar con provitaminas de origen vegetal. La provitamina B, no existe y la
provitamina A, el B-caroteno, debe ser consumido en cantidades elevadas debido a una
pobre tasa de conversion (1:12). Asimismo, el hierro tiene una mayor biodisponibilidad
cuando se deriva de carne como hierro hémico que el hierro de origen vegetal. Del mismo
modo, el acido fdlico tiene una mayor biodisponibilidad, de casi 10 veces, en carnes
(especialmente higado) y huevos que en verduras. En consecuencia, una baja ingesta de
carne (incluyendo higado) esta asociada a un riesgo de deficiencias en los
micronutrientes mencionados (Biesalski, 2005).

1.2. Embutidos céarnicos

El origen de los productos carnicos procesados se remonta a los tiempos mas antiguos
del ser humano. Debido a que la vida atil de la carne no es muy larga, el hombre ha
buscado la forma de preservarla desde los tiempos mas remotos. La elaboracion de los
embutidos carnicos evolucion6é como un esfuerzo para ahorrar y conservar la carne que
no podia ser consumida fresca. En Europa, entre la segunda mitad del siglo XVII y
comienzos del siglo XIX comenzd la elaboracion de productos carnicos de forma
industrializada. De esta manera los paises europeos desarrollaron técnicas de coccién y
emplearon humo para conservar la carne. Por Gltimo, gracias a los grandes avances
tecnolégicos surgidos desde la segunda mitad del siglo XX se ha garantizado una alta
calidad, tanto en los materiales y la maquinaria para producirlo, como en la extensiéon de
su vida util.

El Cddigo Alimentario Argentino (CAA) define y clasifica a los embutidos entre los Art.

303 y 307 de la siguiente manera:

“‘Se entiende por Embutidos, los chacinados en cualquier estado y forma
admitida que se elaboren, que hayan sido introducidos a presion en
fracciones de intestino u otras membranas naturales o artificiales aprobadas a

tal fin, aunque en el momento del expendio y/o consumo carezcan del
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continente, pudiendo ser embutidos frescos, embutidos secos y embutidos
cocidos”.

Los embutidos frescos, son aquellos embutidos crudos cuyo periodo de consumo oscila
entre 1y 6 dias, recomendandose su conservacion en frio (chorizos, salchicha parrillera).
Los secos, son embutidos crudos que han sido sometidos a un proceso de deshidratacién
parcial para favorecer su conservacion por un lapso prolongado (salamines).

Los embutidos cocidos, cualquiera sea su forma de elaboracion, son los que sufren un
proceso de coccion por calor seco (estufas) o en agua con o sin sal, o al vapor, entre los
gue se encuentran las salchichas que fueron estudiadas en este trabajo. La vida util de
estas es de 45 dias y se comercializan envasadas al vacio y refirgeradas.

Desde un punto de vista nutricional se puede decir que estan compuestos por agua,
proteinas y grasas. La proporcion de agua dependera del tipo de curado o
deshidratacion, pudiendo llegar desde un 70% en los productos frescos hasta un 10% en
aquellos que han sido curados y deshidratados. Tras estos componentes basicos se
suele afiadir diferentes especias, segun la region y las tradiciones culinarias.

Estos productos carnicos son ampliamente consumidos y se encuentran muy presentes
en la llamada dieta occidental, donde pueden representar hasta un 20% de las calorias y
hasta un 25% del sodio aportados en la dieta (Weiss y col., 2010). Como tradicionalmente
se elaboran con grasa animal resultan en alimentos con una deficiente calidad nutricional,

debido también a los altos contenidos de acidos grasos saturados (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Contenido aproximado de lipidos y sodio de distintos embutidos carnicos

mbuigo - contenda e Contemide de sodo
Salchichas tipo Frankfurt 20-30 800 - 1200
Mortadela 20-30 700 - 1150
Salchichas tipo Viena 30-40 750 - 1200
Salame 30-50 1850 - 2350

A partir de las diversas cuestiones planteadas, surge en la industria carnica un consenso
para la reduccion y/o modificacion de los niveles de grasa y las sales empleadas para la

elaboracion de productos carnicos procesados.
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En nuestro pais, con el objetivo de reducir el contenido de sodio en los principales grupos
de alimentos procesados, los Ministerios de Salud y de Agricultura, Ganaderia y Pesca
de la Nacion suscribieron un convenio marco con la Coordinadora de las Industrias de
Productos Alimenticios (COPAL), Camaras Alimentarias y empresas con la finalidad de
gue la poblacién argentina disminuya el consumo de sal y, asi, incidir sobre uno de los
principales factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (Ministerio de Salud de la
Nacion, 2011a).

1.2.1. Materia prima

La composicion de la carne varia con la edad, sexo, especie, genotipo y estado
nutricional del animal del cual proviene. En un mismo animal, la funcién y ubicacién
anatémica del masculo también influyen en la relacién de sus componentes. Sin embargo
su composicién es relativamente constante para una amplia variedad de animales,
notandose una variacion apreciable en el contenido lipidico. La composicion promedio de
carne magra de vacunos bien alimentados se muestra en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Composicion promedio de carne vacuna magra.

Componente Proporciéon (g/100g)
Agua* 75.0
Proteinas 18.0
Grasa* 3.0
Cenizas 15
Glucégeno 1.0

*El contenido de grasa mas agua suele ser relativamente constante lo que implica que son

inversamente proporcionales uno al otro.

Estructura del musculo esquelético

El tejido muscular esquelético presenta una arquitectura particular que se encuentra
representada en la Figura 1.4.

El masculo esta recubierto por tejido conectivo (epimisio) y esta formado por fasciculos.
Los fasciculos a su vez estan recubiertos por otra membrana de tejido conectivo llamada

perimisio y estan formados por fibras musculares.
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PERIOSITIO

TENDON

FASCIA

MUSCULO
EPIMISIO
PERIMISIO

FASCICULO

ENDOMISIO

FIBRA MUSCULAR

Figura 1.4. Esquema de un musculo esquelético.

La fibra muscular (Figura 1.5) es una célula alargada multinucleada que puede llegar a

medir varios centimetros de longitud y entre 10 y 100 um de diametro.

LINEA Z
MITOCONDRIA

INVAGINACION
TUBULOS T

RETICULO
SARCOPLASMATICO

—CISTERNA TERMINAL

TUBULO T
SARCOLEMA

SARCOPLASMA

MIOFIBRILLAS

Figura 1.5. Estructura de una fibra muscular

El sarcolema es la membrana plasmatica que la rodea, que a su vez esté recubierta por
el endomisio (tejido conectivo). La fibra muscular contiene varios cientos o millares de
miofibrillas; éstas son estructuras contractiles que la atraviesan y son las responsables de
la contraccién y de elasticidad, lo que permite realizar los movimientos caracteristicos del
musculo. La contraccion de una fibra muscular requiere de la contraccion simultanea de

12



http://es.wikipedia.org/wiki/Elasticidad_(mec%C3%A1nica_de_s%C3%B3lidos)
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo

Capitulo 1

todas sus miofibrillas. Esto se logra gracias a una red tubulo-membranosa denominada
sistema de tubulos T que extienden el sarcolema en el interior de la célula muscular, y
esto permite que la célula responda como una unidad por transmision rapida del potencial
de accion. El sarcoplasma (citoplasma) representa la parte liquida de las fibras
musculares, llenando el espacio entre las miofibrillas. Las mitocondrias sirven como un
primer transductor de energia para la célula muscular, y estan localizadas a través de
toda la célula.

Las miofibrillas estan compuestas de un importante nimero de proteinas estructurales,
(miofibrilares), dispuestas en filamentos finos y gruesos (Figura 1.6) que son los
responsables de la contraccidbn muscular desplazandose unos sobre otros. Ademas esta
compuesto por otras proteinas sarcoplasmaticas o globulares, principalmente mioglobina
y enzimas.

Miofibrillas

LINEA M
vvg "
LINEA Z N g5 .{LINEAZ ‘
v BANDA A = —
MIOFIBRILLAS BANDAI BANDA |
SARCOMERO
LINEAZ LINEAZ
et e
, == P LAy
Filamento Grueso ;;;xo__f,;az
Filamento fino i N‘ e \

—=

TROPOMNA k.

WW

ACTINA TROPOMIOSINA MIOSINA

Figura 1.6. Estructura microscépica de la miofibrilla.

La miofibrilla se compone de diferentes regiones o bandas que pueden observarse al
microscopio:

e Bandas |I: corresponde a los denominados filamentos finos, compuestos

principalmente por actina, troponinay tropomiosina. Dentro de la banda | se

observa una linea mas oscura o Z, sector donde se encuentran unidas las actinas
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adyacentes y se mantiene la continuidad con el sarcémero subsiguiente. En ellas
se encuentra la proteina a-actinina unida a actina-F que proporciona estructura. El
espacio entre dos lineas Z se denomina sarcémero y constituye la unidad
funcional del tejido muscular.

e Bandas A: corresponden a la zona de superposicion de los denominados
filamentos gruesos y finos y contiene una zona mas clara, zona H,
correspondiente al area sin superposicién. En la region media de la zona H se
encuentra la linea M, que corresponde a la unién de dos miosinas adyacentes Los

filamentos gruesos estan compuestos principalmente de miosina.

Los componentes del filamento fino son:

e Actina: El filamento fino de actina es un polimero largo (actina-F, fibrilar) formado
por dos cadenas de mondémeros globulares (actina-G) arrolladas una sobre la
otra, en doble espiral.

e Tropomiosina: dos polipéptidos a-helicoidales (a- y - tropomiosina)
superenrollados que se unen entre si por sus extremos para formar filamentos
largos que se localizan a lo largo del surco existente en la doble hélice de actina.

e Troponina: Es un complejo de tres subunidades: TnT, que se une a la
tropomiosina; TnC, que tiene afinidad por el ién calcio, y Tnl, que cubre el punto
activo de la actina, inhibidor de la actividad ATPasica (este punto es el que

interactla con la miosina).

El filamento grueso estd compuesto por:

e Miosina: esta formada por 6 cadenas polipeptidicas: 2 pesadas: con regiones
“‘cabeza” y “cola”, y 4 livianas: 2 DTNB (regulatoria) y 2 Alcalinas. Su estructura
cuaternaria es el producto del ensamble de las 6 cadenas, teniendo forma de
baston. Presenta una region cola correspondiente a las 2 cadenas pesadas a-
hélice enrolladas juntas en un enrollamiento supersecundario a-hélice, y una
region cabeza, principalmente a-hélice, que posee puntos especificos para su
combinacién con actina, el sitio de la actividad ATPasica y el sitio para las

cadenas livianas, alcalinay DTNB.

1.2.2. Emulsiones carnicas
En la teoria de la emulsion céarnica, las pastas finas obtenidas se asimilan a una emulsion
O/W. Durante el picado de la carne con las sales y el agua se solubilizan gran parte de

las proteinas miofibrilares que emulsionan las particulas de grasa molida después que
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han sido dispersadas, situandose como una fina pelicula en la superficie de separacion
entre las dos fases, impidiendo asi su coalescencia. Este fendbmeno se produce en el
seno de un fluido sumamente viscoso formado por sales, proteinas insolubles,
fragmentos de fibras musculares y de tejido conectivo y demdas constituyentes del
musculo desmenuzados y dispersados en el medio acuoso.

Durante el tratamiento térmico de la pasta la matriz proteica gelifica, la grasa se funde y
tiende a fluir y a agregarse para formar particulas mayores. Existen dos teorias para
explicar la estabilidad observada de las emulsiones carnicas:

En la primera, la estabilidad de la emulsién se logra cuando las particulas de grasa han
sido completamente cubiertas por las proteinas solubilizadas y permanecen
individualizadas por esa membrana, frenando la coalescencia. Si las particulas de grasa
estan parcial o totalmente sin recubrir, las gotas pueden pueden agregarse, aumentando
su volumen y volviendo inestable al sistema.

Por otra parte, en la teoria del atrapamiento fisico o retencibn mecanica, las particulas de
aceite o grasa se encuentran dispersadas mecanicamente y atrapadas dentro de una
matriz proteica altamente viscosa que impide fisicamente su coalescencia. Durante el
tratamiento térmico y consecuente gelificacion, se forma un reticulo proteico con las
particulas de grasa fundidas distribuidas en su interior que no pueden agregarse por su
retencién mecanica dentro de los espacios libres del reticulo.

Aunque que no hay una completa certeza sobre cuél es el mecanismo exacto de
estabilizacién de una emulsion céarnica gelificada, varios autores (Smith, 1988; Gordon y
Barbut 1991; Venegas Fornias, 2006; Youssef y Barbut, 2010) consideran que no existe
una separacion estricta entre ambas teorias, sino que se asemejan y se complementan,
considerando que ambos fendmenos, emulsiéon y retencién, ocurren conjuntamente
durante la preparacién del producto de la pasta, aunque actualmente las evidencias
favorecen el modelo de la retencibn mecénica como el mecanismo primario de la

formacion y estabilizacion de un gel carnico emulsionado.

1.2.3. Productos comerciales

Los geles carnicos emulsionados o emulsion carnica mas comun se denominan
vulgarmente “salchicha tipo Viena”. Es un embutido a base de carne picada,
generalmente de cerdo o vacuna y algunas veces de pavo, que tiene forma alargada y
cilindrica. Para su elaboracion se suelen aprovechar ademas las partes del animal que,
aunque son comestibles y a menudo nutritivas, no tienen un aspecto particularmente
agradable, como la grasa o las visceras. Esta carne procesada se introduce en una

envoltura que es tradicionalmente la piel del intestino del animal, aunque actualmente es
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mas comun utilizar colageno, celulosa o incluso de polimeros sintéticos, especialmente
en la produccion industrial.

En la elaboracion de este tipo de embutidos se utilizan diversos tipos de sales, dentro de
las cuales se destacan el cloruro de sodio, nitrito de sodio y nitrato de potasio.

Los nitratos y nitritos no so6lo ayudan a inhibir la proliferacion de bacterias patégenas, sino
que también producen un sabor caracteristico y dan a la carne un color rosado o rojo. El
nitrato (NO3"), provisto por ejemplo por el nitrato sédico o el nitrato potésico, se usa como
fuente de nitrito (NO,"). El nitrito se descompone en la carne originando el éxido nitrico
(NO), que se une al i6n Fe?" del centro del grupo hemo de la mioglobina, reduciendo la
oxidacién y provocando un color marrén rojizo (nitrosomioglobina) cuando el alimento
esta crudo, y el caracteristico color rosa (nitrosohemocromo) cuando se cocina.

Sin embargo, la presencia de nitratos y nitritos en los alimentos es controvertida debido al
desarrollo de nitrosaminas cuando los alimentos se cocinan a altas temperaturas. Por ello
el uso de estos compuestos esta regulado en la produccién de alimentos curados, su
concentracion en el producto final se limita a 156 ppm (Graiver y col., 2002), anque suele
emplearse en niveles mas bajos. EI CAA Art. 323bis limita la incorporacién de nitrito de
sodio a un maximo de 0.015 g/100g residual y el doble en caso de emplear los nitratos
para embutidos cocidos. Por ultimo, cabe destacar que son irreemplazables en la
prevencion del botulismo en alimentos curados o conservas, ya que pueden evitar la
germinacion de esporas.

Los productos embutidos (salchichas tipo Frankfurt, tipo Estrasburgo o Viena, mortadela)
no constituyen una verdadera emulsion en el sentido clasico y estan representados por
un sistema multifasico en el cual una matriz continua hidrofilica de proteinas, agua y sal,
funciona tanto quimica como mecanicamente para estabilizar la fase dispersa. Los
componentes solidos como proteinas insolubles, particulas de grasa y otros fragmentos
(tejido conectivo y especias) estan dispersos o inmovilizados en la matriz. Como ya se
menciond, la estabilidad del sistema reside en su estructura caracteristica: una fase grasa
emulsificada y estabilizada por proteinas miofibrilares y otras, formando un film lipido-
proteina en la interfase. Las proteinas solubles en soluciones salinas han demostrado
tener un rol importante en la formacién de films interfaciales y encapsulacion de
particulas grasas. Sin embargo, en el caso de sistemas cocidos, las interacciones
proteina-proteina y gelacion son principalmente responsables de la estabilidad fisica y
quimica de la grasa y del agua en el sistema (Tornberg, 2005; Youssef y Barbut, 2009).
Se pueden distinguir tres categorias de proteinas cérnicas segun su funcion en la

formacion y estabilizacién de estos sistemas:
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1. Proteinas sarcoplasmicas (~30%): De acuerdo con lo propuesto por Hamm

(1977), las proteinas sarcoplasmicas son solubles en agua o soluciones acuosas
de baja fuerza i6nica. Dentro de este grupo se encuentran una gran variedad de
enzimas, responsables de muchos de los cambios post-mortem. También se
destaca la mioglobina, cuya capacidad de interaccionar con nitritos y nitratos tiene
un gran impacto en el color del producto. La mayoria de estas proteinas forman
agregados entre 40 y 60°C (Tornberg, 2005).
Davey y Gilbert (1974) encontraron, trabajando con musculo del cuello de toro,
gue la formacibn de agregados por tratamiento térmico de proteinas
sarcoplasmicas podria extenderse hasta 90°C. Tornberg (2005) informé que las
proteinas sarcoplasmicas tienen un papel importante en la consistencia de la
carne cocida, de tal manera que estas al agregarse por calor pueden formar un
gel en la carne entre los elementos estructurales y por lo tanto ligarse juntos.

2. Proteinas miofibrilares (~55%): Dentro de las cuales se destacan la miosina y la
actina. Estas proteinas logran solubilizarse con un agregado de sales y presentan
una elevada capacidad de retencién de agua. La miosina tiene una elevada
capacidad emulsionante y puede formar geles por desnaturalizacion térmica,
siendo estas propiedades fundamentales para la formacién y estabilizacion del
sistema. La miosina forma geles a muy baja concentracién (0.5%; Hermansson y
Langton, 1988). La firmeza del gel de miosina alcanza su maximo valor a 45°C y
a un pH de 5.5, 0 a 60°C a pH 6 (Sharp y Offer, 1992). Si la actina esta presente,
se obtiene un gel mas firme (Yasui y col., 1980). La fuerza i6nica (principalmente
NaCl) y el pH son factores importantes, ya que determinan si existe la miosina en
forma monomérica o en forma de filamentos. A fuerzas i6nicas superiores a 0.3 y
a pH neutro, las moléculas de miosina estan dispersas como monémeros,
formando una red gruesa con poros grandes. A una menor fuerza idnica las
moléculas de miosina se ensamblan en filamentos, se asemeja a los filamentos
gruesos naturales en el masculo. Durante el calentamiento, se forma un gel mas
firme, especialmente si los filamentos son muy largos (Tornberg, 2005). La
gelificacibn de la miosina se produce en dos etapas. La primera etapa de la
reaccion, entre 30 y 50°C implica la agregacion de las cabezas globulares de la
miosina, y la segunda etapa, a temperaturas superiores a 50°C, esta asociada con
la desnaturalizacién de la cola.

3. Proteinas del estroma o tejido conectivo (~15-20%): La principal proteina en
esta categoria es el colageno, una proteina de bajo valor biolégico, que tiene poca

capacidad de interaccion con otras proteinas. Entre 53 y 63°C, se produce la
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desnaturalizacion del colageno de acuerdo con determinaciones realizadas por
calorimetria diferencial de barrido (Martens y col., 1982), lo que probablemente
implica en primer lugar la ruptura de enlaces de hidrégeno hasta que pierden la
estructura fibrilar y a continuacion, ocurre la contraccion de la molécula de
colageno. Si a continuacion, las fibras de colageno no son estabilizadas por
enlaces intermoleculares resistentes al calor, el colageno se disuelve y forma
gelatina con un calentamiento adicional. La presencia de enlaces covalentes
mantienen una parte de la fibra sin disolverse (Tornberg, 2005). Las fibras de
coldgeno se pueden reducir hasta llegar a una cuarta parte de su longitud original
a temperaturas entre 60 y 70°C. Una cantidad excesiva de colageno solubilizado
que gelifica puede desestabilizar el sistema céarnico. Si se forma demasiada
gelatina, el gel carnico mostrara signos de separacion, probablemente debido a la
pérdida de liquido y posible desestabilizacion de la matriz de proteica (Ladwig y
col. 1989). Sin embargo, la fusién de colageno también podria estar asociada con
su fluidez lo que le permitiria formar parte de la capa proteica interfacial entre los

glébulos grasos y el agua (Barbut, 1995).

1.3. Reformulacién de productos céarnicos

Como ya se ha mencionado, los alimentos carnicos procesados tradicionales contienen
un nivel elevado de grasa animal (la cual estd mayoritariamente compuesta por acidos
grasos saturados) y de sodio (debido a la gran cantidad de sales de sodio incorporadas
para lograr las propiedades deseadas en estos productos).

En los dltimos afios la industria carnica (al igual que otras industrias alimentarias) esta
sufriendo una transformacion importante, dirigida entre otras cosas, por cambios en la
demanda del consumidor. Dada su importancia, los lipidos se encuentran entre los
componentes bioactivos (ingredientes funcionales) que han recibido mucha atencion,
particularmente (en términos cualitativos y cuantitativos) con respecto al desarrollo de
productos carnicos saludables (Jiménez-Colmenero, 2007).

Asimismo, se han estado buscando aditivos que logren productos carnicos
nutricionalmente mas beneficiosos, por ejemplo, reduciendo su contenido cal6rico o por
agregado de fibra, minerales o compuestos bioactivos. Esta reduccién en la propocién de
carne incorporada llega también en el contexto de la demanda de reducir la huella de
carbono de los productos finales (Schuh y col., 2013). Entre los componentes que pueden
usarse como ingredientes funcionales para reemplazar la carne se incluyen las proteinas

no carnicas y los hidrocoloides.
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Los productos tipo emulsiones carnicas de bajo contenido en grasas sin un simultdneo
agregado de agua poseen mayores costos debido al alto contenido en carne magra, y
resultan con una textura mas firme y menos jugosa (Rakosky, 1970). El reemplazo de
grasa por agua incrementa las pérdidas durante la coccion (Su y col., 2000). La cantidad
de agua + lipidos de los productos suele ser constante, con valores entre 70 y 80 g/100g
aproximadamente. El Codigo Alimentario Argentino (CAA) en el Art. 322 permite un
méaximo de 25 g/100g de agua agregada a salchichas tipo Viena, siendo su humedad
fnal, no superior a 76 g/100g. Entre los aditivos quimicos mas usados para evitar o
disminuir la pérdida de agua se encuentran los polifosfatos, generalmente usados en
combinacién con cloruro de sodio. Asimismo, la incorporacion de distintas proteinas no
carnicas y/o polisacaridos en los productos contribuyen a evitar o disminuir las pérdidas
por coccion.

Los reemplazantes de la materia grasa constituyen una gran variedad de sustancias
guimicas con diversas propiedades funcionales. A las emulsiones alimenticias se les
pueden incorporar hidrocoloides, que ayudan a estabilizar este tipo de sistemas. Los mas
utilizados son las gomas guar, xantica, garrofin, celulosa microcristalina, carragenanos y
pectinas. Pero como no existe un reemplazante universal de la grasa, se deben formular
sistemas con mas de un componente, y estudiar las interacciones que se producen a
efectos de obtener un producto similar al original manteniendo la estabilidad durante el
almacenamiento o vida util del producto.

Como la grasa es la principal contribuyente al aporte energético de los alimentos carnicos
procesados debe reducirse su contenido para contribuir a una dieta mas saludable
(Vandendriessche, 2008). Para cumplir con las recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud, no solo es conveniente disminuir el contenido de lipidos de los
productos cérnicos procesados sino también modificar su perfil lipidico. En la dieta
occidental tradicional el consumo de &cidos grasos poli-insaturados n-3 es bajo, por lo
gue una modificacidon en las formulaciones podria ser una forma de incrementar su
ingesta en la poblacion (Jiménez-Colmenero, 2007).

Existen diferentes posibilidades para modificar la cantidad y calidad de los acidos grasos
de alimentos carnicos procesados. Puede modificarse la composicion de los &cidos
grasos en los animales mediante la adaptacion de la alimentacion. A su vez, como afirma
Vandendriessche (2008) se puede modificar la fase grasa empleada para elaborar dichos
productos, empleando aceites con mayor contenido de &cidos grasos poli-insaturados
(AGPI).

Sin embargo debido a la elevada susceptibilidad a la oxidacion de los AGPI se deben

incorporar antioxidantes para controlar la rancidez e incrementar la estabilidad
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minimizando los procesos de deterioro en los productos. Ademas, los alimentos
provenientes de musculos son bastante susceptibles a la oxidacion, y las operaciones de
procesamiento facilitan la reduccién del tamafio de las particulas y la exposicion a
superficies que, junto con ingredientes potencialmente prooxidantes y cambios inducidos
por el tratamiento térmico disminuyen la estabilidad oxidativa (Lee y col., 2005). El
empleo de antioxidantes naturales, como tocoferoles, resulta en una alternativa mas
saludable respecto a uso de los sintéticos tradicionalmente usados.

Asimismo, se conoce que los fitoesteroles tienen efecto hipocolesterolémicos, por lo cual
son considerados importantes aliados en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares (Valenzuela y Ronco, 2004). Son reconocidos como componentes
importantes de dietas saludables y disefiadas para reducir la hipercolesterolemia. El
United States National Cholesterol Education Program ha recomendado una
suplementacion con 2 g/dia de fitoesteroles, lo que disminuiria el colesterol LDL en
aproximadamente un 10% (Ostlund, 2007). Por lo tanto, su incorporacion en este tipo de
productos ayudaria a incrementar su ingesta, resultando en un alimento con una
capacidad potencial para reducir los niveles de colesterol sanguineos.

Por otro lado, las evidencias de los efectos cardiovasculares adversos que produce el
sodio avaladas por numerosos estudios, indican una asociacion entre el elevado riesgo
de morbilidad y mortalidad de enfermedades cardiovasculares, incluyendo enfermedad de
arterias coronarias e infarto, con ingestas elevadas de sodio. Sin embargo, a pesar que la
restriccion de sodio es ampliamente recomendada para prevenir hipertension, esta
propuesta es debatible dado que algunos estudios mostraron cémo la restriccion de sodio
podria ser beneficiosa sélo para la fraccion de la poblacion definida como sal-susceptible.
Por esta razén, se ha recomendado una moderada reduccion de ingesta de sal en
personas normotensas y restriccién en aquellas con alta presion sanguinea (Guardia, y
col., 2008). La Asociacion Americana del Corazén (American Heart Association, 2010)
recomienda elegir y preparar alimentos con poco o nada de sal, con el objetivo de
consumir menos de 1.5 g de sodio por dia. Existen evidencias que indican que una
ingesta de no mas de 70 mmol o 1.7 g de sodio por dia es beneficioso en reducir la
presidon sanguinea (OMS, 2010a). Esto se lograria reduciendo la ingesta diaria de sal
(cloruro de sodio) teniendo en cuenta el total de sodio ingerido de todas las fuentes de la
dieta (aditivos como glutamato monosaddico y conservantes). En Argentina el Ministerio de
Salud de la Nacion lanzé en plan “Menos Sal +Vida”, que consiste en una iniciativa para
disminuir el consumo de sal (NaCl) de la poblacién en su conjunto, para reducir la
importante carga sanitaria que representan las enfermedades cardiovasculares,

cerebrovasculares y renales (Ministerio de Salud, 2011b).
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Por esto, el agregado de sal en los alimentos se ha convertido en una de las principales
preocupaciones de la industria alimenticia, en particular de la industria carnea.
Actualmente es empleada como saborizante, resaltador del flavor, (siendo el sodio el
responsable de la percepcibn del sabor salado y el cloruro modificando dicha
percepcion). El NaCl favorece la solubilizacion de proteinas miofibrilares, incrementando
su hidratacién y capacidad de retencion de agua, reduciendo asi las pérdidas por coccion
y aumentando en consecuencia la terneza y la jugosidad del producto cérnico. Por lo
tanto, si se disminuye el contenido de cloruro de sodio en la formulacion para hacerla
mas saludable, se verian afectadas negativamente estas propiedades.

El cloruro de potasio es el sustituto mas comunmente empleado en alimentos de
bajo/reducido contenido de sodio. Sin embargo en soluciones conteniendo 50:50
NaCl:KCl se ha observado un incremento del sabor amargo y la pérdida del salado, y por
otro lado, excesivas ingestas de potasio pueden ser perjudiciales para ciertos subgrupos
de la poblacién con algunas patologias (diabetes Tipo |, insuficiencia renal crénica, etc).
Algunos investigadores han indicado que reemplazos de entre 25-40 % no alterarian el
flavor (Desmond, 2006).

Los fosfatos como el tripolifosfato de sodio (NasH,PsO,0) también son usados
tradicionalmente en productos carnicos para aumentar la capacidad de retenciéon de agua
a través del aumento de la fuerza idnica. Este incremento en la fuerza iénica libera sitios
negativamente cargados de las proteinas, mejorando su capacidad de unir agua, y
consecuentemente el rendimiento en coccion. Aunque generalmente los fosfatos son
sales sddicas, su aporte de Na* a la ingesta representa una cantidad baja dado su menor
contenido respecto al NaCl y a la menor proporcion generalmente agregada de este
aditivo (0.5 g/100g respecto al 2-4 g/100g de NaCl).

La sal y la grasa conjuntamente contribuyen con muchas de las propiedades sensoriales
en productos carnicos procesados. Por ello, la simultanea reduccién de grasa y sal en
geles carnicos emulsificados representa un desafio tecnoldgico. Si tanto la sal y la grasa
son reducidos, el agua usada para reemplazar la grasa disminuye la fuerza iénica a <0.4,
afectando la percepcion del salado, flavor caracteristico, textura, retencién de agua y
conservacion (Totosaus y Pérez-Chabela, 2009). Una alternativa es usar ingredientes
funcionales que imiten las propiedades de la grasa en este tipo de productos. Estos
sustitutos de grasa aportan minimas calorias y no alteran significativamente el flavor,
jugosidad, palatabilidad, viscosidad u otras propiedades organolépticas y de
procesamiento. Comunmente, los carbohidratos como almidén o gomas son agregados
para incrementar el rendimiento en coccién, la retencibn de agua, reducir costos,

modificar la textura e incrementar la estabilidad congelado-descongelado.

21




Capitulo 1

1.3.1. Antecedentes de la reformulacién de productos carnicos

Se han realizado numerosos trabajos evaluando la factibilidad de la modificacion de la
formulacion de diversos alimentos cérnicos procesados, obteniendo resultados exitosos.
Los primeros estudios realizados sobre la reformulacion de productos céarnicos
consistieron en el reemplazo parcial de grasa animal (disminuyendo asi de 30g/100g a
209/1009) por agua, con la simultdnea incorporacién de aislado de proteinas de soja para
reducir las pérdidas de los productos (Rakosky, 1970; Sofos y Allen 1977).
Posteriormente, se trabajé en el cambio del perfil lipidico de los productos, para
complementar la reduccion del tenor graso, empleando aceites de origen vegetal. Asi,
Bloukas y Paneras (1994) reemplazaron grasa de cerdo en salchichas magras por
aceites vegetales (oliva, maiz, girasol y soja) preemulsificadas con caseinato, obteniendo
productos mas saludables, de menor valor caldrico, colesterol y contenido de acidos
grasos saturados, e incrementando los insaturados. Sin embargo, el empleo de aceite de
soja afectd la aceptabilidad y estabilidad de manera negativa, debido a la inestabilidad del
acido linolénico. Otros autores (Park y col., 1989) estudiaron salchichas magras que
contenian aceite de girasol de alto oleico o aceite de pescado, encontrando que las
ultimas presentaban flavor indeseable y problemas de textura. Por el contrario, Park y col.
(1990) formularon salchichas magras con aceite de girasol de alto oleico encontrando
caracteristicas similares al producto tradicional. Yilmaz y col. (2002) lograron salchichas
de carne vacuna o pollo con grasa o aceite de girasol y almidon, con buenas
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales. Luruefia-Matinez y col. (2004) redujeron la
grasa de cerdo y la sustituyeron por aceite de oliva en salchichas mediante el agregado
de goma xantica y garrofin, con buenos resultados sensoriales y de textura.

Andrés y col. (2006, 2008) formularon salchichas de pollo, empleando una combinacién
de gomas xantica y guar con suero lacteo para lograr productos con un contenido de
grasa reducido (0 - 5%) y posteriormente reemplazaron la grasa vacuna por aceite de
calamar logrando un alimento con un perfil lipidico saludable y buena aceptabilidad
sensorial (Andrés y col., 2009).

Posteriormente se incluyé la reduccién de sodio en las formulaciones, incorporando KClI,
como principal alternativa tecnoldgica. Por ejemplo Alifio y col. (2009) estudiaron la
sustitucién de NaCl por KCI en lomos curados espafioles, no observando diferencias
significativas en las propiedades fisicoquimicas hasta un 50% del reemplazo de la sal
sodica.

Los sucesivos avances tecnolégicos junto con el desarrollo de diversos productos
sustitutos de grasa permitieron reducir de manera muy significativa el contenido de lipidos

de estos productos. La incorporacion de proteinas de soja en salchichas de carne de
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bufalo con 10% de lipidos permitié obtener caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas
y sensoriales similares a las formulaciones tradicionales (Ahmad y col.,, 2010). Més
recientemente Jimenez-Colmenero y col. (2013) emplearon aceites de oliva, lino y de
origen marino para obtener un embutido seco fermentado reducido en grasa con un mejor
perfil de &cidos grasos, sin embargo, esta modificacion produjo una reduccion en la
dureza y un aumento en la cohesividad del producto y afectando negativamente los
pardmetros sensoriales respecto a un control.

Debido a la gran variabilidad de productos céarnicos y al elevado niumero de alternativas
empleadas para su modificacién, la reformulacién de los mismos implica un proceso
complejo donde se tienen que considerar multiples alternativas debiéndose asegurar la
calidad y la buena aceptabilidad del producto.

En un interesante review, Vanderniessche (2008) propone algunos lineamientos y
desafios a futuro que se aboradaran en elaboracion de productos carnicos. Se deberan
maximizar los aspectos relacionados a la calidad microbioldgica, se profundizaran
aspectos relacionados a la salud lo que implica una reduccién de grasa y Na* de estos
productos. Fnalmente se profundizardn las cuestiones medioambientales como el

bienestar animal y el concepto de huella de carbono.

1.4. Lareologia como método de estudio de los sistemas alimentarios

Los productos alimenticios pueden ser liquidos o solidos simples, pero la gran mayoria de
los materiales alimenticios pertenecen a la categoria de materiales viscoelasticos
compuestos de una serie de nanoestructuras y microestructuras (Fischer y Windhab,
2011). En consecuencia, las emulsiones, los geles de biopolimeros y la combinacién o
mezclas de los mismos pueden ser abordados por la reologia. La cual se rige por los
principales ingredientes y sus interacciones en una amplia variedad de escalas de
longitud y el tiempo.

Junto con la apariciébn de los alimentos procesados, la ciencia de los alimentos ha
dedicado importantes investigaciones sobre el papel de los ingredientes individuales, en
particular el de los agentes de estabilizantes. Se realizaron un gran nimero de estudios
en hidrocoloides, biopolimeros, carbohidratos y las interacciones de los ingredientes con
la matriz alimentaria a partir de la década de 1980. La caracterizacion reoldgica de los
ingredientes individuales, asi como el producto alimenticio que se encuentra en géndola
es una parte integral de la ciencia de los alimentos.

El conocimiento de las propiedades reoldgicas de los alimentos esta estrechamente
relacionado con su desarrollo y produccién industrial (agitacion, bombeo, dosificacién,

dispersioén, pulverizacién), o preparacion para su consumo, asi como el consumo de

23



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359029410000798
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359029410000798

Capitulo 1

alimentos (percepcion oral, la digestion, bienestar). También se puede emplear para
cuantificar las relaciones funcionales entre la deformacion, tensiones, y las propiedades
reoldgicas resultantes tales como viscosidad, elasticidad, y la viscoelasticidad.

Ademas de las actividades discutidas, algunas de las tendencias que se han originado en
los ultimos afios deben ser mencionadas. Un ejemplo, abordado en esta Tesis, es
minimizar el contenido de grasa en los alimentos, manteniendo la sensacion plena de
grasa en la boca o palatabilidad, que es de interés creciente para imitar otros atributos de
sabor como salado, amargo, o cualquier otro mal sabor de ingredientes naturales o
afadidos. Por ejemplo, la percepcion de la sal depende, en gran medida, de la matriz del
alimento, es decir, alimentos que contienen alto contenido de sal aln pueden percibirse
sin sabor salado; mientras que los alimentos de bajo contenido de sal parecen salados.
Por lo tanto, la modificacién del contenido de sal depende de la matriz de los alimentos y
las modificaciones estructurales de la matriz conducen a una reologia diferente vy
atributos sensoriales diferentes (Mewis y Dullaert, 2006). En el mismo contexto, la
estructuracion de las grasas y aceite se esta convirtiendo cada vez mas en un aspecto
abordado por esta disciplina (Marangoni, 2009).

Un reciente abordaje tedrico para describir la reologia de geles se origina a partir de un
enfoque donde las diversas propiedades se describen a partir de la concentracion y
composicion de los ingredientes primarios (por ejemplo, polisacéridos, proteinas) y su
posible interaccién (Stokes y Frith, 2008; Fuchs, 2009; Fischer y Windhab, 2011).

La aplicacion de una fuerza a un material provoca que se deforme o bien que fluya. La
intensidad de la deformacion y del flujo depende de las propiedades fisicoquimicas del
material. La reologia es la ciencia que estudia la relacion que existe entre las fuerzas
externas aplicadas y la deformacion o flujo que sufre la materia.

El esfuerzo al que se somete externamente un material puede ser aplicado de diferentes
formas: como una compresién (en direccion perpendicular a la superficie), o como un
esfuerzo cortante o de cizalla (en direccién paralela a una cara). El esfuerzo representa

una fuerza por unidad de area, por lo que tiene unidades de presion. Tanto la
deformacion, representada usualmente por y, como la velocidad de deformacion (7 ) son

la expresion matematica de la respuesta de un material al esfuerzo aplicado sobre él.

Una deformacioén tiene lugar siempre que ocurra un cambio en la distancia entre dos
puntos de un material. La magnitud de esa deformacion se da por el desplazamiento
relativo de éstos, por lo tanto la deformacién es una magnitud adimensional. La velocidad
de deformacién se obtiene directamente derivando la deformacién con respecto al

tiempo.
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Una ecuacién constitutiva es aquella que relaciona todos los componentes del esfuerzo
con la deformacion o con la velocidad de deformacion. Como es una caracteristica Unica
del material describe su comportamiento para cualquier tipo de deformacién o flujo.

Una funcion del material constituye una relacion entre ciertos componentes especificos
del esfuerzo y de la deformacion y es por ello una particularizacion de la ecuacién
constitutiva. Las funciones del material se obtienen directamente a partir de medidas
directas de los componentes especificos de fuerza y desplazamiento y a menudo se
expresan en términos de ecuaciones empiricas que relacionan los componentes
correspondientes del esfuerzo y la deformacion. Dependiendo de como sean estas
ecuaciones constitutivas, los materiales presentardn comportamientos reoldgicos
diferentes.

Las propiedades reoldgicas de un material son los valores de los parametros escalares
gue se requieren para definir la relacion entre el esfuerzo y la deformacion. Estan
definidos por un modelo correspondiente a una funcién del material que se puede medir.
En la mecanica clasica se distinguen nitidamente dos respuestas mecanicas extremas; la
de los sélidos que responden a la Ley de Hooke y la de los liquidos que responden a la
Ley de Newton. También se sabe que existen muchos materiales que no se pueden
describir con estos modelos constitutivos extremos. No obstante, la teoria de la
elasticidad (Ley de Hooke) se puede modificar para describir deformaciones finitas y la
Ley de Newton también se puede generalizar para describir el comportamiento de
liquidos que se suponen viscosos e inelasticos, en los cuales uno de los fenémenos
tipicos es que la viscosidad varia con la velocidad de corte. Estos fluidos se denominan
no-Newtonianos generalizados. En este sentido, estas teorias se pueden considerar
como extremos del espectro de comportamiento de los materiales reolégicamente
complejos. Ciertamente, este contexto es inadecuado para describir el comportamiento
de un conjunto importante de materiales denominados viscoelasticos (Bird y col., 1977,
Barnes y col, 1991, Montes y White, 1993). Forman parte de este grupo de materiales las

mezclas de diferentes biopolimeros y casi la totalidad de los alimentos.

1.4.1. Deformacién por esfuerzo de corte o cizalla simple
Para definir el flujo de corte, considérese un sistema de coordenadas cartesianas como el

que se muestra en la Figura 1.7.
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Figura 1.7. Flujo de corte entre dos placas paralelas. La placa superior se mueve en la

direccion del eje “x” con una velocidad constante (vo).

En dicha figura se observa de forma esqueméatica un modelo conformado por un material
comprendido entre dos placas paralelas; una inferior fija y una superior mévil, separadas
una distancia “d” (se supone que la distancia entre placas es mucho menor que la
dimensién de las mismas).

Si se aplica una fuerza continua F sobre la placa superior, que la obliga a desplazarse a
una velocidad constante vy, se generara un perfil de velocidades unidireccional en el

material de acuerdo a:

VX(Y)=aaV;y ; v, =Vv,=0 1.1

w0

La velocidad de deformacién y =V, /d es constante respecto de la coordenada “y”, y por

la ecuacién de continuidad se observa que tampoco varia con la coordenada “x”.

Por estas caracteristicas particulares, el perfil de velocidades propuesto genera un flujo
de corte simple y homogéneo. A partir de las condiciones de simetria se obtiene la forma
general del tensor esfuerzo (Bird y col., 1977).

A partir del flujo de cizalla en estado estacionario, donde la velocidad de cizalla no varia

con el tiempo, se obtiene la viscosidad aparente 7(y),

(e}
ny) = — 1.2
T
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1.4.2. Clasificacion de un material de acuerdo a su comportamiento
reolégico

Como se ha mencionado previamente, las teorias lineales de elasticidad e hidrodinamica
dividen a los materiales entre solidos y fluidos, mediante los conceptos de solido
perfectamente elastico y fluido puramente viscoso. En el sélido perfectamente elastico, la
aplicacion de un esfuerzo, (fuerza por unidad de area) produce una deformacién

proporcional a la misma (Ley de Hooke):

c=Gy 1.3

Donde:
G = constante de proporcionalidad o la constante del resorte.

Cuando ese esfuerzo es suprimido, el cuerpo recupera su estado inicial no deformado de
forma similar a lo que ocurre con un resorte estirado o comprimido.
Por otro lado, si el cuerpo en consideracion es un fluido de viscosidad constante, el
esfuerzo es proporcional al cambio instantaneo de deformacién con el tiempo o velocidad
de deformacién (Ley de Newton), independientemente de la deformacién producida, es
decir:

c=nY 14

En realidad, ambos conceptos no constituyen mas que idealizaciones del comportamiento
dinamico de materiales que se cumplen sélo en casos muy especificos.

La presencia simultanea de propiedades elasticas y viscosas en diversos materiales ha
originado una clasificacion de los mismos con respecto a su comportamiento esfuerzo-
deformacién por cizalla. Cada material se caracteriza por las expresiones matematicas
que relacionan estas variables (Carreau y col.,, 1997). La clasificacion mas usual

corresponde a la mostrada en la Figura 1.8.
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fSéIido rigido (Euclides) y=0
Soélido eléstico (Hooke) o =Gy
Sdélido elastico no-lineal o=G(y)y
Comportamiento _ L .
Reol6gico < Viscoelastico o =fyy.9)
Fluido Viscoso no-lineal o =n(y)y
Fluido Viscoso lineal (Newton) o=ny
KFIuido inviscido (Pascal) 0=0

Figura 1.8. Clasificacion de un material de acuerdo a su comportamiento reoldgico.

Ademas de la relacién esfuerzo/deformacion, el tipo de respuesta de un material depende
de la escala de tiempo involucrada entre la aplicacion del esfuerzo y la medida de sus
efectos. Esta escala de tiempo se mide por el nimero de Deborah:

_ tiempode relajaciondel material 15

De : —
tiempode observacion

Cuando De — 0, los materiales tienden a un comportamiento puramente Viscoso,
mientras que cuando De — « se comportan como sélidos. Los materiales viscoelasticos
presentan De ~ 1.

A partir de esta clasificacion se han desprendido tres conceptos reoldgicos

fundamentales: la viscosidad de flujo estacionario, la tixotropia y la viscoelasticidad.

1.4.3. Viscoelasticidad

La mayoria de los sistemas alimenticios presentan estructuras complejas que exhiben
caracteristicas del tipo viscosas y elasticas simultaneamente, lo que implica que tanto la
ley de Hooke como la ley de Newton resultan insuficientes para su completa
caracterizacion. Este tipo de materiales reciben el nombre de viscoelasticos y tienen la
caracteristica de disipar parte de la energia de deformacion al fluir y almacenar otra parte,
que utilizan para recuperar parcialmente la forma original al desaparecer la fuerza externa
(Barnes y col., 1991). El estudio de la viscoelasticidad implica relacionar el esfuerzo
cortante, la deformacion y el tiempo mediante una ecuacion reolégica de estado. En el

caso de que tanto el esfuerzo como la deformacién sean lo suficientemente pequefios
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como para que ambas magnitudes se puedan describir a lo largo del tiempo mediante
ecuaciones diferenciales lineales de coeficientes constantes, se dice que el material se
encuentra dentro de su rango de viscoelasticidad lineal (Kokini, 1992). En este rango la
relacion entre el esfuerzo y la deformacion solo es funcion del tiempo o de la frecuencia,
pero no depende de la magnitud del esfuerzo aplicado. Las propiedades viscoelasticas
lineales son muy utiles para determinar las caracteristicas estructurales del material pero
de poco valor para predecir fendmenos que ocurren cuando se aplican deformaciones
grandes como es el caso de las operaciones de procesado de alimentos (Kokini y col.,
1995). ElI comportamiento viscoelastico lineal de un fluido puede relacionarse con su
estructura.

Por otro lado, la respuesta de un material que es sometido a un esfuerzo puede depender
de la magnitud del mismo, es decir que la respuesta puede no ser lineal. La enorme
complejidad que se deriva de este hecho hace que normalmente la caracterizacion
viscoelastica se lleve a cabo a esfuerzos o deformaciones lo suficientemente pequefios
para no alterar la estructura del material y, por lo tanto, permanecer en el rango lineal.
Las funciones viscoelasticas que se utilizan dependen del sistema experimental del que
se dispone. Uno de los ensayos de caracterizacion viscoelastica mas utilizado para
diversos sistema es el ensayo oscilatorio (Figura 1.9), donde se observa el estimulo
producido sobre el material y las diferentes respuestas que puede presentar el mismo
dependiendo de su comportamiento viscoelastico.

Los ensayos oscilatorios consisten en la aplicacion sobre un material de una deformacién
(en un reémetro de velocidad controlada) o de un esfuerzo (en un equipo de esfuerzo
controlado) que varia armoénicamente con el tiempo (Steffe, 1996). Por ejemplo,

suponiendo que se aplica una deformacion que siga la funcion:

Y =7v, senwt) 1.6
Donde:
Yo €s la amplitud
w es la frecuencia de oscilacion.
A partir de esta expresion y recordando la definicion de la velocidad de deformacién Ec.

1.1), ¥ vendra dada de acuerdo a:

ZZ =7 =7y,0C0S(mt) 1.7
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En un ensayo de estas caracteristicas el redmetro registrara el esfuerzo de corte
necesario para mantener esta deformacion y su variacion con la frecuencia. En el caso de
un sélido elastico (que sigue la ley de Hooke), el esfuerzo sera& maximo cuando la
deformacién sea méxima, es decir, cuando sen(wt) = 1y, por tanto, wt sea un namero
impar de veces T1/2; por tanto, la respuesta del material estara en fase con la perturbacion
aplicada. Si, por otro lado, el material es viscoso puro, el esfuerzo ser& maximo cuando
sea maxima la velocidad de deformacion, presentando un desfasaje de 11/2 radianes con
la deformacion impuesta. De manera general, el esfuerzo de corte obtenido puede

expresarse como:
o =cysenot +3) 1.8

Donde o, es la amplitud del esfuerzo y 6 es el angulo de desfasaje (también llamado
angulo mecanico de pérdida) relativo a la deformacion.

Por lo tanto, un fluido viscoelastico presentara un desfase entre 0 y /2, que indicara la
relacion entre elasticidad y viscosidad, y dependera de la frecuencia de oscilacién. Por
ejemplo, a frecuencias muy altas, correspondientes a tiempos muy cortos, el material no
tiene tiempo de relajarse y su comportamiento se acerca al de un soélido elastico, con
angulo de desfase pequefo. Por el contrario, a frecuencias bajas, el material tiene tiempo
de relajarse vy fluir y, por tanto, su comportamiento es mas viscoso, lo que implica un

angulo de desfase mayor (Figura 1.9).

1
0.5

Tiempo

Esfuerzo
/

Figura 1.9. Estimulo y respuesta de diferentes tipos de materiales ante un ensayo
oscilatorio. Esfuerzo aplicado (1): ——. Respuesta de un fluido (2): . Respuesta de

un solido (3): ——. Respuesta de un material viscoelastico (4);: —.
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A partir de la Ec. 1.8, dividiendo en ambos miembros de la ecuacion por la amplitud de
deformacion (yo) y desarrollando el seno de la suma de dos angulos es posible obtener la

siguiente expresion:

G:(Goj ser(mt+6)=(00j [senwtcoss +sendcosmt] 1.9
Yo Yo Yo

Esta ecuacion permite definir dos funciones caracteristicas que facilitan la interpretacion
del comportamiento viscoelastico de los materiales; estas son el modulo de

almacenamiento o eléstico (G") y el médulo de pérdida o viscoso (G"):

G'= (Goj cos(3) 1.10

Yo

(0)
G'= —2 sen(d) 1.11

Yo

Estas funciones presentan la ventaja de tener sentido fisico. Asi, el mddulo de
almacenamiento, G', con la parte de energia que queda almacenada y puede
recuperarse. Es decir, es una medida de la elasticidad. EIl médulo de pérdidas, G" esta
relacionado con la energia que se disipa. Es, por lo tanto, una medida del caracter
viscoso del material.

Otra relacion atil que permite evaluar el comportamiento viscoelastico de un material es la
tangente del angulo de desfasaje (tan 6). Es un parametro adimensional que compara la
cantidad de energia cedida durante un ciclo de deformacion con la energia almacenada

en dicho periodo (Ferry, 1980).

sens) G"
cos(®) G

tan(d) = 1.12

1.4.4. Modelos analdgicos mecanicos de materiales viscoelasticos

Los ensayos viscoelasticos resefiados en los apartados anteriores sirven, en principio,
para propdésitos comparativos, es decir, para comparar dos materiales y decidir cuél es
mas elastico o mas viscoso. Sin embargo, la relacion entre las diferentes funciones no es

inmediata, y deberian realizarse todos los ensayos para conocerlas todas. Para evitar
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esto, es importante la postulacion de modelos mecéanicos que representen el
comportamiento del material y permitan relacionar las diferentes funciones viscoelasticas
mediante un tratamiento matematico sencillo.

Un material elastico puro puede ser representado por un resorte que siga la ley de
Hooke, segun la Ec. 1.13, de manera que el esfuerzo interno (o) resulta directamente
proporcional a la deformacién instantanea (y). Un material viscoso puro se puede
describir, andlogamente, por un amortiguador hidraulico que siga la ley de Newton (Ec.
1.4). Por tanto, un material viscoelastico deberia poder ser representado por una
combinacién de amortiguadores y resortes situados apropiadamente en serie y/o en
paralelo (Ferry, 1980). Las combinaciones mas simples comunmente utilizadas son las de
un resorte y un amortiguador en serie (modelo de Maxwell) como se representa en la
Figura 1.10.

1
v

Figura 1.10. Esquema de resorte y amortiguador del modelo mecanico de Maxwell.

En el modelo de Maxwell, la deformacion total sera la suma de las deformaciones de los
elementos resorte y amortiguador colocados en serie. Si esto se expresa de modo
diferencial se obtiene para la velocidad de deformacion la expresion:

dy_,_1do o 1.13

dt ' Gdt 7

Si se aplica esta ecuacién a los ensayos de viscoelasticidad descriptos, y se define como
tiempo de relajacién la variable A=n/G, que tiene unidades de tiempo e indica el tiempo

que tarda un material en adaptarse al flujo, se obtiene:
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G(t)=Ge /* 1.14
oy GloAf

G'(w) = L (01F 1.15
vy Glo2)

G"(w)= L (a)l)z 1.16

Para describir el comportamiento viscoelastico de un fluido de Maxwell, basta conocer
dos paradmetros, correspondientes a elementos mecénicos utilizados, la constante del
resorte G y la viscosidad del amortiguador n, o bien G y el tiempo de relajacion A.

Los modelos matematicos aplicados a sistemas tipo geles céarnicos emulsionados,
resultan de utilidad ya que pueden ser empleados para comprender la estructura
desarrollada, caracterizar y predecir el comportamiento mecanico de dichos sistemas

frente a perturbaciones propias del procesamiento.
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CAPITULO 2

Objetivos
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2.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo de Tesis fue brindar alternativas tecnoldgicas para el
desarrollo de productos cérnicos emulsionados gelificados, magros, de buena calidad
nutricional, maximizando los atributos de calidad (sabor, textura, seguridad sanitaria, etc)
de manera tal que puedan ser producidos y comercializados exitosamente por la industria
alimentaria. Tales alimentos, de mejor valor nutricional pero similares caracteristicas
respecto a los tradicionales, serian una alternativa que permitiria al consumidor disminuir
la ingesta de grasa saturada y sal, aumentar el consumo de &cidos grasos poli-

insaturados, sin cambiar sus habitos alimenticios.

2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos abordados en esta Tesis, fueron los siguientes:

1) Incorporar aceite de pescado pre-emulsificado con proteinas no carnicas en la
formulacion de salchichas tipo Viena, magras, elaboradas con carne vacuna,
reemplazando asi la grasa de origen animal, y mejorar la estabilidad del producto
mediante el agregado de hidrocoloides a fin de obtener caracteristicas similares a un
producto tradicional.

2) Evaluar el efecto de la inclusion de distintos hidrocoloides y proteinas no carnicas

sobre las caracteristicas fisicoquimicas y parametros de calidad del producto obtenido.

3) Estudiar la evolucién térmica de las distintas formulaciones identificando los procesos
gue ocurren, y relacionarlos con los cambios en sus caracteristicas reolégicas vy
texturales, para interpretar posibles interacciones entre la matriz carnica y los

biopolimeros incorporados.

4) Estudiar en sistemas modelo de geles mixtos el efecto de la combinacion de
hidrocoloide-proteina no carnica sobre la capacidad de gelacion y caracteristicas
obtenidas, a fin de seleccionar la combinacion de los mismos que pueda ser aplicada en
la formulacién de este producto para obtener caracteristicas similares a un producto

tradicional.

5) Analizar el efecto de la variacién en la relacién hidrocoloide:proteina no carnica
seleccionada sobre los distintos parametros de calidad: rendimiento, pérdidas por
centrifugacion y textura de los geles carnicos emulsionados. Establecer la combinaciéon

optima de hidrocoloide y proteinas no-carnicas a incorporar.
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6) Asegurar la estabilidad oxidativa de productos emulsionados almacenados bajo vacio
en condiciones de refrigeracion mediante la inclusion de antioxidantes naturales y/o

sintéticos.

7) Evaluar los cambios en los diferentes pardmetros de calidad (pérdida de peso, textura,
color, oxidacion lipidica, perfil de acidos grasos, desarrollo microbiano y calidad sanitaria)
que ocurren durante el almacenamiento refrigerado bajo vacio del producto desarrollado.

8) Analizar el efecto del reemplazo parcial de sales de sodio por sales de potasio sobre
los pardmetros de calidad (rendimiento, textura, aceptabilidad sensorial) mediante un
disefio de mezclas de tres componentes (NaCl, KCl y tripolifosfato sédico), determinando
la formulacién que optimiza las caracteristicas del producto para asemejarlo al tradicional

no sustituido.

9) Evaluar los cambios en los pardmetros de calidad durante el periodo de
almacenamiento bajo vacio refrigerado del producto de bajo contenido de grasas

saturadas y sodio.
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CAPITULO 3

Efecto del agregado de diferentes proteinas no carnicas
o hidrocoloides sobre las propiedades fisicoguimicas,
térmicas, reoldgicas y parametros de calidad de geles

carnicos emulsionados con aceite de pescado.
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3.1. Introduccién

Los productos carnicos son una de las principales fuentes de la grasa dietaria y dado que
las relaciones &cidos grasos poli-insaturados/saturados y n-6/n-3 de algunas carnes se
alejan mucho de los valores recomendados, cambios en la cantidad y el perfil lipidico de
dichos productos podrian ayudar a incrementar su calidad nutricional.

Los aceites de origen marino se han empleado con anterioridad como componente de
emulsiones carnicas magras saludables. La principal ventaja del empleo de esta fuente
lipidica es su elevado contenido de &cidos grasos poli-insaturados n-3 de cadena larga
(AGPI), principalmente acido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA).
Como se dijo en la introduccioén, estos AGPI son esenciales para el buen funcionamiento
del organismo, participando en numerosas vias metabdlicas.

Los dos problemas asociados con su empleo son la susceptivilidad a la oxidacion lipidica
y el aroma y sabor residual a pescado. Estos problemas pueden siempre ser minimizados
por refinado y deodorizado del aceite, y por aplicacion de diversas estrategias
antioxidantes.

Comparado con las grasas habitualmente utilizadas, estas fases grasas de origen marino
tienen caracteristicas fisicoquimicas diferentes lo que implica que las condiciones de
procesamiento deben ser modificadas para lograr los atributos deseados de calidad en
los productos reformulados. La metodologia empleada para incorporarlas varia desde el
agregado directo como aceite liquido o sélido (incluyendo aceite interesterificado) hasta la
incorporacién en forma encapsulada o pre-emulsificada o como parte de ingredientes
vegetales (Jiménez-Colmenero, 2007).

Algunos investigadores han reemplazado la fase grasa tradicional de emulsiones céarnicas
por aceite comercial de algas (Lee y col., 2006a; Lee y col., 2006b), obteniendo productos
con buena estabilidad de emulsiébn y logrando mantener su calidad durante el
almacenamiento refrigerado y congelado. Por otra parte, Valencia y col. (2006a)
reemplazaron parcialmente la fase grasa por aceite del alga Schizochytrium spp. en la
formulacion de salchichas fermentadas, logrando aspectos de calidad similares al
producto tradicional, pero con un significativo incremento en el aporte de DHA.

En estudios previos del grupo de trabajo se evalué6 el efecto de la reduccion de la grasa
(con incremento del contenido de agua) y el agregado de proteinas de suero lacteo e
hidrocoloides (gomas guar y xantica) sobre la textura, microestructura y capacidad de
retencién de agua de salchichas de pollo con bajo contenido graso, obteniendo productos
de buena calidad y atributos sensoriales. Ademas se formularon salchichas de pollo

magras utilizando como fase grasa aceite de origen marino pre-emulsificado lograndose
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productos con buena estabilidad durante el almacenamiento refrigerado (Andrés y col.,
2006, 2008, 2009).

La pre-emulsificacion es la formacion de una emulsion aceite/agua con un emulsificante,
tipicamente una proteina no cérnica, antes de la elaboracion del producto y agregada al
mismo como ingrediente graso. Esta metodologia incrementa la habilidad del sistema de
inmovilizar grasa, ya que el aceite puede ser estabilizado o inmobilizada en la matriz
proteica. Esto reduce la posibilidad de separacion fisica de aceite desde la estructura del
producto carnico por lo que se mantiene estable durante su procesamiento,
almacenamiento y consumo. Ademas, esta pre-emulsificacion constituye una excelente
manera de incrementar la estabilidad oxidative de los lipidos, como una medida
protectora adicional ademas de los antioxidantes que pueden ser usados para inhibirla.
Asimismo, son mas faciles de dispersar en sistemas acuosos como son los productos
carnicos (Jiménez-Colmenero, 2007).

Se puede encontrar en la literatura, en un amplio rango de condiciones (por ejemplo,
diferentes tipos de carne y fuentes de lipidos, distinta composicion proximal, contenido de
NacCl), una gran cantidad de informacién sobre el comportamiento de diferentes aditivos
empleados en pastas carnicas emulsionadas. Sin embargo se hace dificil comparar, en
diversos sistemas, el efecto de cada aditivo para diferentes propiedades tales como el
rendimiento, el peso perdido por centrifugacion, color, textura y caracteristicas
viscoelasticas. Por ejemplo, se ha encontrado una correlacion positiva entre la capacidad
de retencion de agua con el contenido de carragenanos agregados a salchichas bajas en
grasa (Verbeken y col, 2005). Por el contrario, también se ha informado que la adicion de
carragenanos parece no tener ningin o un muy limitado efecto en la capacidad de
retencién de agua de otros geles céarnicos (Bernal y col, 1987; Foegeding y col, 1987;
Barbut y Mittal, 1992).

Si bien existe una amplia lista de hidrocoloides y proteinas no carnicas que se pueden
incorporar en la formulacién de emulsiones carnicas con aceite de pescado, para el

desarrollo de este Capitulo se eligié trabajar con los siguientes compuestos:

3.1.1. Derivados de celulosa

La celulosa es el principal componente de las paredes celulares de plantas y algas
verdes. Este polimero se presenta en un 40 — 50% en la madera, en un 80% en fibras de
lino y en un 90% en las fibras de algodén (Marchessault y Sundararajan, 1983). La
purificacién comercial de la celulosa se realiza a partir de las fibras de algodén y de la
pulpa de madera. Quimicamente difiere del almidon simplemente por tener uniones -

(1—4) en lugar de a-(1—4) entre las unidades de glucosa.
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Es posible mejorar las propiedades funcionales de la celulosa a través de modificaciones
gue pueden ser fisicas o quimicas. Si bien existen numerosos derivados obtenidos por
modificaciones quimicas de la celulosa natural, sélo unos pocos éteres de celulosa han
encontrado aplicacion en la industria alimentaria. Los derivados mas comunmente usados
son la carboximetilcelulosa, metilcelulosa, e hidroxipropilmetilcelulosa. Estos dos ultimos
son empleados debido a su capacidad de formar geles termorreversibles y por sus
propiedades interfaciales (Kobashashi y col., 1999; Sarkar y Walker, 1995).

La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) es un derivado de celulosa que forma parte de una
familia que incluye entre otros a la metilcelulosa (MC), en la cual los sustituyentes son
grupos metilo, y a la metilhidroxietilcelulosa, la que posee como sustituyentes grupos
hidroxietilo hasta en un 5%. La HPMC presenta en su cadena grupos metilo e
hidroxipropilos (Figura 3.1). Difieren principalmente entre si en su peso molecular,

viscosidad y grado de sustitucion (Sarkar y Walker, 1995).

|
O-CHg a

Grupo metilo

HO=TH="H3 | Grupo hidroxipropilo

|
O-CHg

Grupo metilo

Figura 3.1. Estructura quimica de: a) metilcelulosa y b) hidroxipropilmetilcelulosa.

A lo largo de la cadena de celulosa, los grupos metilos constituyen zonas hidrofébicas
mientras que los grupos hidroxipropilos son mas hidrofilicos. La introduccién de estos
sustituyentes permite a la HPMC comportarse como surfactante. La concentracion de
este polisacéarido en la interfase de soluciones diluidas puede ser varias veces superior.

Esta propiedad puede entonces conducir a la estabilizacion de espumas y emulsiones. La
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HPMC tiende a concentrarse en interfases tanto aire—agua como aceite—agua (Daniels y
Barta, 1993,1994; Ochoa y Buckton, 1996; Wollenweber y col., 2000). Con el incremento
en el grado total de sustitucion, la hidrofobicidad del polisacérido y asi su actividad
interfacial aumentan (Pérez y col., 2006; Wollenweber y col., 2000). Sarkar y Walker
(1995) informaron que la metilcelulosa se asocia aun a temperatura ambiente y que este
proceso puede influir en su capacidad para hidratarse y deshidratarse.

La utilidad de los éteres no i6nicos de celulosa se basa fundamentalmente en cuatro
atributos: son espesantes eficientes, presentan actividad superficial, tienen la habilidad de

formar peliculas interfaciales y capacidad de formar geles termorreversibles.

3.1.2. Goma Xantica

La goma xantica es un exopolisacarido producido por fermentacion aerébica por la
bacteria Xanthomonas campestris. En la naturaleza, este polimero es producido para
mantener a la bacteria adherida a diferentes vegetales. Desde el punto de vista quimico
puede considerarse un polielectrolito aniénico, cuya estructura se muestra

esquematicamente en la Figura 3.2.

Figura 3.2. Estructura molecular de la goma xantica.

Dicha estructura consiste en un esqueleto de glucosas unidas por enlaces B-(1—4) como
en la celulosa, pero cada dos residuos de glucosa existe una cadena lateral constituida
por un trisacarido cargado de unidades de [-D-manopiranosil-B-(1—4)-D-
glucuronopiranosil-(1—2)-6-o0-acetil-3-D-manopiranosil, con aproximadamente la mitad de
ellos teniendo un acido pirtvico unido al acetal ciclico en posicion 4,6 (BeMiller y Whistler,

1996). Cada molécula esta constituida por unos 7000 pentameros, su peso molecular se
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encuentra en el rango comprendido entre 0.9 a 1.6 millones y es menos polidispersa que
la mayoria de los hidrocoloides.

El éxito comercial de la goma xantica se debe a su elevada viscosidad, tolerancia al
NaCl, estabilidad térmica y compatibilidad para ser utilizada en alimentos (Kwon y col.,
1987). Sus soluciones presentan alta viscosidad frente a bajas velocidades de
deformacién y ante el incremento del esfuerzo comienzan a fluir facilmente. Estas
propiedades la tornan util para su aplicaciébn en aderezos para ensaladas, evitando el
cremado de las gotas de aceite cuando se encuentra en reposo y pudiendo fluir cuando

se agita el envase.

3.1.3. Goma Garrofin

La goma garrofin se extrae de las semillas del algarrobo (Ceratonia siliqua), que es muy
abundante en la region mediterrdnea, aunque su localizacién se extiende también a las
distintas regiones de Africa del Norte, América del Sur y Asia. El polisacarido también se
conoce en la literatura por varios otros sinénimos, tales como goma de algarroba, goma
de semilla de algarrobo, harina de algarroba, o incluso ceratonia (Rowe y col., 2006).
Quimicamente, la goma garrofin consiste en un esqueleto de (-(1—4)-D-manosa con
cadenas laterales (1—6)-enlazadas de a-D-galactosa (Rowe y col., 2006) resultando

neutras estas cadenas poliméricas (Figura 3.3).

Figura 3.3. Estructura molecular de la goma garrofin.

Es importante mencionar que las cadenas laterales de galactosa no estan espaciadas
regularmente, sino que se pueden identificar regiones “ramificadas” y regiones “lisas”. La

relacion de manosal/galactosa (M/G) resulta especifica para la goma garrofin.
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Aproximadamente la relacion M/G es 4:1 Estas relaciones se refieren siempre como
aproximadas, debido a su dependencia con los diversos origenes de materiales y las
condiciones de crecimiento de las plantas durante la produccion.
La goma garrofin se considera polidispersa desde un punto de vista quimico.
Polidispersion es, en este caso, un resultado directo de tres tipos de variaciones
estructurales:

e grado de sustitucion con galactosa

¢ los patrones de los grupos laterales de galactosa

¢ longitud de cadena o grado de polimerizacién
Todas estas variaciones estan directamente relacionadas con los mecanismos de
biosintesis (Pollar y col., 2008). Es importante destacar que, diferentes grados de
sustitucion de la cadena de manosa afectard a la solubilidad del polimero, por ejemplo,
entre diferentes proveedores. Este es posiblemente uno de los mayores inconvenientes

gue presenta este polisacérido.

3.1.4. Combinacion sinérgica de gomas xantica y garrofin

Varios estudios indican que ocurre una interaccién entre las cadenas laterales de la goma
xantica y el esqueleto de la goma garrofin (BeMiller y Daniels, 2002; Prajapati y col.,
2013). Esta interaccion se puede representar como un modelo de llave-cerradura (Figura
3.4), en la que una cadena de goma xantica podria asociarse con una, dos, o mas

moléculas de goma garrofin (Morris y col., 1980; Tako y col., 1984).

Region lisa de la
goma garrofin

Cationes ety c}\ 0
’
000CCaCco
|
Goma
xantica

Figura 3.4. Interaccién de las gomas xantica y garrofin

La presencia de cationes puede favorecer la interacciébn entre ambas cadenas,

lograndose geles con mayor dureza y capacidad de retencion de agua. A temperaturas
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superiores a la temperatura de transicion hélice-ovillo para la unién entre los dos

polimeros, se puede lograr la formacién de fuertes geles elasticos (Renou y col., 2013).

3.1.5. Carragenanos
El nombre de carragenano procede supuestamente del lugar de Carrageen (Carragheen
o Carrigeen), en el condado de Waterford, en Irlanda. Sin embargo, probablemente el
nombre del lugar proceda a su vez de una expresion gaélica antigua para designar el
alga, "cosainin carraige".
Los carragenanos son moléculas grandes, altamente flexibles que se curvan formando
estructuras helicoidales. Esto les da la capacidad para formar una variedad de diferentes
geles a temperatura ambiente. Se utilizan ampliamente en las industrias alimentarias y
otras, como espesantes y estabilizantes.
Todos los carragenanos son polisacaridos de alto peso molecular, compuestos de
unidades repetitivas de galactosa y 3,6 anhidrogalactosa (3,6-AG), ambos sulfatados y no
sulfatados. Las unidades estan unidas por la alternancia de enlaces glicosidicos a-(1—3)
y B-(1-4).
Se destacan tres clases principales de carragenanos (Figura 3.5.):
o Kappa (k): forma geles fuertes y rigidos, en presencia de iones potasio, reacciona
con las proteinas lacteas. Se obtienen principalmente de Kappaphycus alvarezii.
e lota (1): forma geles blandos en presencia de iones calcio. Se produce
principalmente a partir de Eucheuma denticulatum.
e Lambda (A): no gelifica, y se utiliza para espesar productos lacteos. La fuente
mas comun es Gigartina de América del Sur.
Las diferencias principales que influyen en las propiedades de kappa, iota y lambda
carragenanos son el nimero y posicion de los grupos sulfato en las unidades de
galactosa que se repiten.
Al incrementarse la cantidad de sustituciones tienden a bajar la temperatura de
solubilidad y producen geles de resistencia inferior, o en un caso de multiples
sustituciones se llega a la inhibicién de la gelificacion (lambda). Todos son solubles en
agua caliente, pero en agua fria, solo la forma lambda (y las sales de sodio de los otros

dos) son solubles.
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Lambda

Figura 3.5. Estructura de las principales clases de carragenanos: kappa (k), iota (1) y
lambda (A).

3.1.6. Proteinas de leche
Se pueden distinguir dos grandes grupos de proteinas en la leche debido a grandes
diferencias fisicoquimicas y funcionales: un primer grupo formados por las caseinas y un

segundo grupo por el resto de las proteinas presentes.

3.1.6.1. Caseinas

Las caseinas constituyen alrededor del 76-86% de las proteinas de la leche (Fox, 1995).
Son un conjunto heterogéneo de proteinas con una caracteristica comuan: precipitan
cuando se acidifica la leche a pH 4.6. Por otra parte, y aunque las proteinas que se
denominan caseinas son especificas de cada especie, se clasifican en los siguientes
grandes grupos de acuerdo con su movilidad electroforética: as;-caseina, as,-caseina, B-

caseina y k-caseina. Contienen un namero inusual de residuos prolina en sus secuencias
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aminoacidicas: entre 10 en la as,-caseina y 35 en la B-caseina. Como resultado, las
caseinas son relativamente hidrofébicas y carecen de estructura secundaria o terciaria
bien definidas. En la leche forman las estructuras mas grandes, de varios miles de
moléculas de proteinas unidas con la ayuda de fosfato de calcio, complejos esféricos,
altamente hidratados, denominados “micelas de caseina”, hidrofilicas en el exterior e
hidrofobicas en el interior, y se encuentran como suspension. Estas micelas de caseina
se estabilizan por iones de calcio e interacciones hidrofébicas. Su tamafio puede variar
de 30 a 300 nm de diametro, con un pequefio porcentaje que puede llegar a los 600 nm
(Fennema, 1996). Estas propiedades resultan de gran interés para la formacién y

estabilizacion de emulsiones carnicas.

3.1.6.2. Proteinas del suero lacteo

Estas proteinas son mas solubles en agua que las caseinas y no forman estructuras mas
grandes. Debido a que estas proteinas permanecen suspendidas en el suero durante la
elaboracion del queso cuando las caseinas coagulan, se las conocen colectivamente
como proteinas de suero de leche. Las proteinas de suero constituyen aproximadamente
el 20% de las proteinas de la leche, en peso. La B-lactoglobulina es la proteina de suero
de leche mas comudn por un amplio margen seguida de la a-lactoalbimina (Fox, 1995).

e pB-lactoglobulina: Esta formada por una cadena de 162 aminoacidos con un peso
molecular aproximado de 18400 Da. Puede formar geles en diversas condiciones,
cuando la estructura nativa esta suficientemente desestabilizada para permitir la
agregacion o bajo un calentamiento prolongado a bajo pH y fuerza iénica baja.
Las moléculas de proteinas se ensamblan para formar las fibras largas rigidas
que dan lugar a un gel. Las interacciones que pueden darse son del tipo
covalentes, mediantes grupos tiol (-SH) libres o no covalentes.

e a-lactoalbimina: Su peso molecular es del orden de los 14000 Da, y el punto
isoeléctrico esta entre 4.2 y 4.5. Una de las principales diferencias estructurales
con la B-lactoglobulina es que no tiene ningun grupo tiol libre que puede servir
como el punto de partida para una reaccion de agregacion covalente. Como

resultado, la a-lactoalbumina pura no puede formar geles.

3.1.6.3. Concentrado de proteinas de suero lacteo (WPC)

El suero lacteo liquido es convertido en una variedad de concentrados de proteinas a
través de diversas técnicas como electrodialisis, intercambio idnico, filtracion en gel,
metafosfato complejante, 6smosis inversa o técnicas de ultrafiltracion (Ensor y col., 1987;

Marriott y col., 1998). De esta manera es comercializado como un sélido.
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El concentrado de suero de leche, WPC (que significa en inglés Whey Protein
Concentrate) es una mezcla heterogénea de proteinas no caseinicas de la leche. La
concentracion de proteinas suele encontrarse entre 80 y 85 g/100g.

La funcionalidad de estas proteinas esta dada por su capacidad de interaccion de forma
simultdnea con fases acuosas y grasa. Las proteinas del suero son adsorbidas en la
interfase grasa/agua donde se desenrollan estabilizando asi los glébulos dentro de la
matriz del alimento (Huffman, 1996). En las emulsiones carnicas son ampliamente
usados (El-Magoli y col., 1995, 1996; Barbut y Choi, 2007; Youssef y Barbut, 2011;
Dickinson, 2012).

Sin embargo la funcionalidad de las proteinas puede ser alterada mediante
modificaciones en las mismas. Estas modificaciones pueden ser quimicas (hidrolizados) o
fisicas. Dentro de las modificaciones por métodos fisicos, se destaca el tratamiento
térmico. El tratamiento del WPC con elevadas temperaturas produce un impacto sobre la
estructura de las proteinas, lo que se traduce como un cambio en su funcionalidad. Las
proteinas se despliegan totalmente, lo que permite dirigir todos los restos aminoacidicos
no-polares hacia la fase grasa y reducir la tendencia a formar agregados. Es probable
que puedan formar una capa sobre el glébulo graso mas compacta en una emulsion
(Monahan y col., 1996). También se report6 que la cantidad de proteina adsorbida en un
glébulo graso, aumenta con la temperatura del tratamiento térmico (Sliwinski y col.,
2003).

3.1.6.4 Concentrado de proteinas totales de leche

Si se trata a la leche de manera similar (electrodidlisis, intercambio i6nico, filtracion en
gel, metafosfato complejante, 6smosis inversa o técnicas de ultrafiltracién) que al suero
liguido para obtener un concentrado proteico se puede obtener un concentrado de
proteinas de leche. Este concentrado contiene la totalidad de las proteinas de leche. Por
lo tanto presentara las propiedades funcionales descriptas para el WPC, que son
fundamentalmente la capacidad emulsionante, junto con las propiedades funcionales de
las caseinas, principalmente su capacidad de formar geles. Las proteinas totales de leche
se han empleado en diversos estudios como aditivos en sistemas carnicos (Fox, 2003;
Hsu y Sun, 2006; Youssef y Barbut, 2010).

3.1.7. Clara de huevo en polvo
La clara de huevo en polvo es ampliamente empleada en la industria alimentaria
(Fernandez y col., 1998; Owusu-Apenten, 2000; Cully, 2007).

Las proteinas méas abundantes son:
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e Ovoalbumina: representa entre el 60 al 65% de las proteinas de la clara de
huevo. Ademés es la proteina de mayor valor biol6gico ya que tiene los nueve
aminoacidos esenciales. Es llamada fosfoglucoproteina integrada por tres
fracciones, Al, A2 y A3, en una proporcion de 85:12:3, respectivamente, que se
diferencian por su contenido en fésforo (Huntington y Stein, 2001). Es rica en
cisteina y metionina y presenta grupos tiol (-SH, siendo la Unica de las proteinas
de huevo que posee esta caracteristica) y se puede decir que la presencia de
estos grupos hacen una gran contribucibn al sabor, textura y, aroma
caracteristicos del huevo. La ovoalbumina posee 385 residuos de aminoacidos, y
masa molecular relativa de 45000 Da. Presenta buenas propiedades gelificantes y
espumantes, siendo utilizada en la preparacion de productos horneados de
panificacion y reposteria, también como ayudante en la incorporacion de aire en
los mismos, la espuma formada es estable. Las buenas propiedades gelificantes,
se deben a la elevada proporcion de aminoacidos hidrofilicos presentes en la
ovoalbimina (Huntington y Stein, 2001).

e Conalbumina: (Ovotransferrina) es una glicoporteina que constituye entre un 12 a
14% del total de las proteinas de la clara de huevo. Posee un peso molecular de
77000 Da. Presenta a su vez, 686 residuos de aminoacidos con 15 puentes
disulfuro. Posee una cadena unica en el dominio C-terminal, compuesta de
residuos de manosa y N-acetilglucosamina. La funcién de la misma consiste en
ligar los iones Fe®* con el objetivo de dificultar la disponibilidad del mismo y de
esta manera evitar el crecimiento microbiano (Mine, 1995).

e Ovomucoide: alcanza una proporcion del 11% del total de las proteinas de la
clara de huevo. Es causante de muchas de las respuestas alérgicas al huevo. Se
caracteriza por su actividad inhibidora de tripsina. Tiene una masa molecular de
28000 Da. Presenta nueve puentes disulfuro y consta de tres dominios inhibidores

de tripsina en tandem (Huntington y Stein, 2001).

3.2. Objetivos especificos del Capitulo

El efecto del agregado de hidrocoloides o proteinas no carnicas en emulsiones carnicas
se encuentra descripto en la bibliografia, principalmente referido a formulaciones
conteniendo grasa soélida como fase lipidica, sin embargo, resulta dificil de comparar el
efecto de cada componente ya que las matrices estudiadas varian. Por lo tanto surge la
necesidad de sistematizar la comparacién del efecto del agregado de estos diversos

componentes a una emulsion cérnica formulada con aceite de origen marino.
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Si bien existen en el mercado una amplisima diversidad de hidrocoloides o proteinas no
carnicas que pueden ser empleadas, se seleccionaron ocho. Por lo tanto, en este
Capitulo se realizar4 un estudio comparativo del impacto que genera el agregado de
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carragenanos (combinacion de iota y kappa),
combinacién de gomas xantica y garrofin, concentrados de proteinas de suero de leche,
proteinas de suero de leche modificadas por tratamiento térmico, proteinas de leche o
clara de huevo en una emulsion carnica magra, cuando se reemplaza la grasa de origen
animal por aceite de pescado.

Para ello se propuso:

1. Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y pardmetros de calidad de
formulaciones conteniendo distintas proteinas no céarnicas o hidrocoloides y
comparar con controles sin aditivo, con grasa o aceite de pescado.

2. Comparar la estabilidad de las emulsiones carnicas cuando son sometidas al
tratamiento térmico y las caracteristicas texturales de los diferentes productos
cocidos obtenidos; comparando, ademas, con los resultados correspondientes a
formulaciones sin aditivos, conteniendo grasa vacuna o aceite de pescado,
consideradas control.

3. Identificar los procesos que ocurren durante el tratamiento térmico y relacionarlos
con los cambios en sus caracteristicas reologicas.

4. Relacionar las propiedades térmicas y reoldgicas con las caracteristicas
fisicoquimicas y parametros de calidad del producto (rendimiento, pérdidas por

centrifugacion, color y textura).

3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Materiales

Para la elaboracién de los productos se utilizé nalga adquirida en un comercio local. Este
corte esta descripto bajo el codigo 2464 del Anexo del nomenclador para carnes bovinas
(SENASA, 1999) como nalga de adentro sin tapa. El corte quedé integrado por los
musculos adductor femoris y semimembranosus. Se extrajeron completamente los
depdésitos de grasa visible.

Como sustituto de la fase grasa se utilizé aceite de origen marino, que correspondio a un
lote de aceite de raya, el cual fue previamente refinado y deodorizado, con 1000 ppm de
mezcla de tocoferoles agregados por el productor (Omega Sur S.A., Mar del Plata,
Argentina). En la formulacion control con grasa, se empledé grasa bovina (Reciento,

Lomas del Mirador, Argentina) como fase grasa.
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Se adicioné 1 g de los siguientes agentes estabilizantes y/o emulsionantes cada 100g de

emulsién carnica:

e proteinas no cérnicas:
- clara de huevo en polvo (CH, Tecnovo S.A., Crespo, Entre Rios, Argentina), con
una concentracion de proteinas de 78%,
- concentrado de proteinas lacteas (L, Milkaut S.A., Franck, Santa Fe, Argentina),
con un contenido de proteinas de 80%,
- concentrados de proteinas de suero de leche modificado térmicamente y
estandard (WPCmod y WPC, respectivamente, Arla Foods Ingredients S.A.,

Martinez, Buenos Aires, Argentina) con un contenido de proteinas de 78%.

e hidrocoloides:
- metilcelulosa (MC, Drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina),
- hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC, Drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina),
- carragenanos iota (1) y kappa (k) usados en una proporcién k:1 2:1 (Candogan y
Kolsarici, 2003) (Carr, Fluka BioChemika, EE.UU.),
- goma xantica en combinacion con goma garrofin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.) en una relacion xantica:garrofin 2:1 (XL).

Se estudiaron ademas dos formulaciones control, ambas sin estabilizantes y/o
emulsionantes agregados, y reemplazando 1 g/100g correspondiente a dicho agregado
por carne:

- Control con 5g /100g de grasa bovina (CG).

- Control con 5g /100g de aceite de pescado (CA).

Se emplearon, ademas, sal (NaCl), tripolifosfato de sodio (TPP), pimienta y nuez
moscada. Ademas se incluyeron preservadores como nitrito de sodio (NaNO,) y
eritorbato de sodio en niveles permitidos por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA,
2013). Todos los reactivos empleados en los ensayos fueron de grado alimentario o
superior.

En la Tabla 3.1 se muestra la proporcién de componentes variables incorporados a las
mismas, mientras que en la Tabla 3.2 se presentan los ingredientes comunes a las

distintas formulaciones de salchichas estudiadas.
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Tabla 3.1. Componentes variables (g/100g formulacion cruda) de las formulaciones

estudiadas.

Formulaciones
Componente

Aceite de

pescado (g/100g)

Grasa vacuna
(g/100q)

Carne (g/1009)

(g/100g)

Aditivo Tipo de

aditivo*

* WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod = proteinas de suero de leche tratado
térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo, Carr = (2:1) k:I — carragenanos,
HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL = combinacion (2:1) de gomas xantica

y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

Tabla 3.2. Componentes comunes (g/100g) a todas las formulaciones de salchichas

estudiadas.
Componente
Agua
NacCl
TPP

Eritorbato de sodio
NaNOZ

Pimienta

Nuez moscada

3.3.2. Elaboracién

Para la elaboracion de las distintas formulaciones a estudiar se siguieron las etapas
descriptas a continuacion segun la metodologia de Andrés y col. (2009):

1. Para la trituracion-homogeneizacién de la materia prima, la carne (9 kg, cuatro

musculos, pH: 5.48 + 0.01; lipidos totales: 1.3 + 0.17 g/100g) sin grasa ni tejido
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conectivo visible se proces6 empleando una picadora con un plato con orificios de
0.95 cm didmetro (Meifa32, Buenos Aires, Argentina) de manera de lograr un Unico
“batch” de carne y asi evitar diferencias en las determinaciones que puedan surgir
debido a la variabilidad bioquimica intrinseca de los cortes provenientes de distintos
animales. Luego este batch fue fraccionado convenientemente (500g aprox.) en
bolsas para envasado bajo vacio (Cryovac BBA4L, Sealed Air Co., Buenos Aires,
Argentina; PO,: 35 cm® m?dia™ bar® a 23 °C), congelado a -20°C y empleado dentro
los 21 dias posteriores a su preparacion (Ayo y col., 2005). El dia previo a la
elaboracion del producto, se descongeld la fraccién a utilizar dejando toda la noche a
4°C.

2. Se realiz6 una segunda trituracion de la carne junto con las sales (NaCl y TPP) en
procesadora (Universo, Rowenta, Alemania) durante 5 minutos. El tiempo de contacto
entre las sales y la carne antes de continuar con la elaboracion fue al menos de 2
minutos (Vaudagna y col., 2008).

3. Por otro lado, empleando un homogeneizador manual (Minipimer MR 390G,
Argentina) se prepar6 la emulsién con el aceite de pescado y el agua conteniendo los
distintos hidrocoloides o proteinas no céarnicas, asi como los demas ingredientes
disueltos, emulsificando durante un minuto.

4. Seguido a esto, se incorpor6 la emulsién a la mezcla de carne y sales. Se procedié a

realizar un mezclado en la procesadora por 5 minutos a la maxima velocidad.
La temperatura final de la mezcla se mantuvo entre 12 y 15°C. Para la elbaroacion de
la formulacién control (CG) se siguié un proceso distinto ya que no se realiz6 una
etapa de pre-emulsificacion. Los componentes fueron incorporados a la carne con las
sales, concluyendo con el agregado de la materia grasa finamente particulada, a
temperatura ambiente, segun Andrés y col., (2006).

5. Una vez obtenida la pasta se embutié en tripa celulésica (22 mm de didmetro)
empleando una embutidora manual vertical (Santini, Marostica, Italia) obteniendo
piezas de 8 cm de longitud. La coccion se realiz6 colocando las salchichas obtenidas
en bolsas cook-in (3 0 4 por bolsa) (Cryovac CN510, Sealed Air Co., Buenos Aires,
Argentina) y sometidas a un tratamiento térmico por inmersién en bafio de agua de
temperatura controlada (Haake L, Haake Buchler Instruments, Karlsruhe, Alemania) a
80°C hasta lograr una temperatura interna final de 74°C de acuerdo a las
recomendaciones de USDA-FSIS (2006, 2008).

El tiempo de coccién fue determinado en un ensayo previo donde la temperatura fue
monitoreada mediante una termocupla tipo T (cobre-constantan) insertada en el centro de

una salchicha, y conectada a un sistema de adquisicion (TESTO175, Testo AG,
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Lenzkirch, Alemania). El tiempo de coccion se fijd, entonces, en 11.5 min, que incluye un
margen de seguridad de 30 seg.

Inmediatamente después del tratamiento térmico, las muestras dentro de las bolsas
fueron enfriadas en un bafio agua-hielo. Una vez obtenidas las muestras fueron
almacenadas a 4°C en bolsas para envasado bajo vacio (Cryovac BB4L, Sealed Air Co.,
Buenos Aires, Argentina; PO,: 35 cm® m™? dia™ bar® a 23 °C) hasta su posterior anélisis
(24-48 h).

3.3.3. Composicién proximal y valor nutricional

Para cada formulacion se determind por duplicado el contenido de humedad, lipidos,
cenizas y proteinas, empleando los métodos AOAC (1984), 24.003, 24.005 24.003 y
24.027 respectivamente. Los contenidos de hidratos de carbono se calcularon por
diferencia.

3.3.3.1. Determinacion de humedad

Se determind el contenido de humedad mediante método indirecto (AOAC, 1984,
24.003). Se pesaron aproximadamente 2 g de muestra triturada y homogeneizada en
cristalizador, y se sec6 a 105 + 2°C en una estufa de vacio (Instrumentacién Cientifica, Bs
As., Argentina) hasta constancia de peso. El contenido porcentual de humedad en las
muestras se calcul6 por diferencia de pesada.

3.3.3.2. Determinacion de proteinas

Se determiné el contenido de proteinas totales en los productos mediante el método de
Kjeldahl-Arnold-Gunning (AOAC, 1984, 24.027). Consiste en la determinacion del
contenido de nitrogeno total (N) presente en la muestra, que esta relacionado
directamente con la cantidad de proteinas, tras eliminar la materia organica con H,SO,.
Es importante remarcar que con este método no se determinan sélo proteinas o
aminoacidos libres, sino también &cidos nucleicos y sales de amonio y también nitrégeno
ligado de compuestos organicos o vitaminas, no obstante, en este caso el contenido de
estos componentes es de nivel traza, el error asi cometido se considera despreciable.

La muestra (aprox. 1 g) se sometié a un tratamiento oxidativo en caliente en un digestor (K-
435 Buichi Labortechnik AG), con H,SO, concentrado en presencia de una mezcla
catalizadora (1:10 - CuS04:K,S0O,). Del (NH,),SO, formado se liberé el NH; por tratamiento
alcalino con NaOH 32 g/100g en una unidad de destilacion (K-350 Bichi Labortechnik AG),
empleando una corriente de vapor y colectando el NH3 en un recipiente con H;BO3 4 g/100g.

Finalmente se realizé una titulaciéon con una solucién valorada de H,SO,.
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El contenido porcentual de proteina en la muestra se calcul6 teniendo en cuenta el
contenido medio en nitrégeno de la proteina carnica, factor 6.25 g proteina/g N. A su vez se
realizd6 por duplicado una determinacion del blanco de reactivos de manera analoga a lo

detallado anteriormente, pero sin la adicién de muestra.

3.3.3.3. Determinacion del contenido de lipidos

Se determind el contenido de lipidos en los productos mediante el método de Soxhlet
(método 24.005, AOAC, 1984).

Se colocaron aproximadamente 5g de muestra, previamente triturada y mezclada con
abundante Na,SO, anhidro (desecante), en un cartucho de papel de filtro, que
posteriormente fue colocado en el tubo de extraccion del equipo. Se agreg6 el solvente,
éter de petréleo (Pey,: 35-60°C) y se conect6 con una linea refrigerante. La extraccion se
realiz6 a reflujo durante 8 ciclos de extraccién, sobre manta calefactora. Una vez
finalizada, se elimino el solvente por evaporacion obteniéndose la fraccion lipidica de las
muestras. Se calculd el contenido de lipidos como porcentaje en peso de las muestras

analizadas.

3.3.3.4. Cenizas totales

Se determinaron los residuos de incineracion o cenizas, refiriéndose al residuo que queda
tras la calcinacion completa de los componentes organicos de un alimento en condiciones
determinadas. Este residuo, se corresponde con el contenido de minerales del alimento
(AOAC, 1984, 24.003).

En primer lugar se calcinaron las cdpsulas de porcelana a 900°C en mufla, se enfriaron
en desecador y pesaron al tomar temperatura ambiente. Esta calcinacion previa se
realizé para eliminar cualquier vestigio organico que puedan tener las capsulas.
Empleando las capsulas asi preparadas se realiz6 la carbonizacion de aproximadamente
1.5 g de muestra sobre triangulo de pipas y mechero, hasta lograr un residuo carbonoso.
Luego se procedid a calcinar en mufla a 500-550°C hasta obtenerse cenizas blancas o de
color gris claro y de peso constante. Se determind el contenido de cenizas totales como

porcentaje en peso de las muestras analizadas.

3.3.3.5. Valor energético

Se calcularon las calorias totales (kCal) aportadas cada 100 g de producto cocido
utilizando los valores de Atwater correspondientes a lipidos (9 kCal/g), proteinas (4
kCal/g) e hidratos de carbono (3.75 kCal/g) (Caceres y col., 2006). Para las muestras con

hidrocoloides (Carr, XL, MC y HPMC) se consider6 que no brindan un aporte calérico
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significativo, por lo que la cantidad incorporada de los mismos (1 g/100g) no fue
considerada dentro de los hidratos de carbono.

3.3.4. Determinacion de parametros de calidad

3.3.4.1. Rendimiento

El rendimiento se evalué determinando el peso de las salchichas antes y después del
proceso de coccién. Se expres6é como rendimiento porcentual, refiriendo la diferencia
entre ambas pesadas al peso inicial de la muestra. El rendimiento se evalu6 al menos por

cuadruplicado.

3.3.4.2. Pérdidas por centrifugacion

Con esta metodologia se determind de forma empirica la fuerza relativa en la que la
matriz se encuentra interactuando con el agua y/o aceite. Para ello se debe someter a la
muestra a algun tipo de esfuerzo de modo tal de evaluar qué parte del agua y/o aceite de
la muestra es liberada, por lo que se siguid la metodologia propuesta por Eide y col.
(1982). Se tomo6 una porcion cilindrica (0.5 cm x 0.3 cm de didmetro) de cada muestra a
las 24 h de ser elaborada y almacenada a 4°C, se pes6 exactamente y se colocO sobre
un soporte constituido por una malla plastica y perlas de vidrio, contenido en tubo de
centrifuga Falcon (Figura 3.6) previamente pesado. Se centrifug6é a 1200 g durante cinco
minutos, luego de lo cual se retird la muestra del tubo y se determiné la cantidad de fluido

liberado de la muestra por diferencia de pesada del tubo antes y después del ensayo.

Malla :>
pléstica —> —>
Perlas Cilindro de

de vidrio muestra

Liquido liberado

Figura 3.6. Procedimiento para determinar la pérdidad por centrifugacion.




Capitulo 3

Conociendo la masa de la muestra y el peso del liquido liberado se pudo determinar la
pérdida por centrifugacién (PC) como el porcentaje del liquido liberado en el ensayo,
expresado como g liquido extraido/100 g salchicha. Se emplearon ocho replicados por

formulacion.

3.3.4.3. Andlisis de Perfil de Textura (TPA)

Para realizar este ensayo descripto por Bourne (1978) y Brennan y Bourne (1994) se
empled un Texturbmetro TAXT2i Texture Analyzer (Stable Micro Systems, UK) que
consta de un brazo movil al cual se le pueden adaptar distintas sondas segun el tipo de
ensayo a realizar.

El analisis de perfil de textura (TPA, por su sigla en inglés) se realiz6 sobre cilindros de
1.5 cm de altura y 1.7 cm de didmetro, cortados en el momento a partir de muestras
refrigeradas, realizando diez replicados por formulacion en un cuarto de temperatura
controlada (20°C). El ensayo constd de dos ciclos de compresion axial, de un 30% de la
altura original de la muestra, entre los platos planos del equipo, separado por un tiempo
de espera. Se utiliz6 una sonda de aluminio SMSP/75. La celda de carga utilizada fue de
25 kg y la velocidad del ensayo de 0.5 mm/seg. Los resultados fueron obtenidos
mediante el software provisto por el equipo (Texture Techonologies Corp.) que permite
realizar el analisis del TPA.

Se determinaron los parametros asociados a un perfil de textura tipico (Szczesniak 1963,
Bourne 1978, Brennan, y Bourne 1994) para una muestra de salchichas (Figura 3.7):

e Fracturabilidad: se la define como la fuerza (N) del primer pico significativo (donde
la fuerza decae) antes de finalizar la primera compresion.

e Dureza: se calcula como la fuerza maxima (N) en el primer pico y esta relacionada
con la resistencia a la compresion.

e Adhesividad: es el trabajo (J) necesario para levantar la sonda de la muestra, es
decir, para vencer las fuerzas atractivas entre las superficies de la muestra y la
sonda. Se calcula como el area del pico negativo con valor positivo (Area 3).

e Elasticidad: se determina como la distancia hasta llegar al maximo de la segunda
compresion (dist.3) dividida la distancia hasta llegar al maximo de la primera
compresion (dist.1), mm/mm. Es la habilidad para recuperar la forma original, esta
relacionada a la altura que el material recupera entre el final de la primera
compresion y el comienzo de la segunda (dist.3/dist.1).

e Cohesividad: Este parametro refleja lo bien que el producto resiste una segunda

deformacién respecto a como se comporta en una primera. Se calcula realizando

56




Capitulo 3

el cociente del area del segundo pico sobre el area del primer pico (J/J) (Areas

4+5/ Areas 1+2).

e Resiliencia o “elasticidad instantanea” representa cuanto un producto logra

recuperar su posicion original. Resulta del cociente entre el valor de la compresion

en la zona de decaimiento del primer pico, dividido el valor de la compresién del

primer pico (J/J) (Area 2 / Area 1).

¢ Masticabilidad: propiedad referida a alimentos sélidos, este seria el caso de los

geles carnicos (Steffe, 1996). Resulta de una funcién de otros pardmetros y se

define como: dureza x cohesividad x elasticidad (N).

Fuerza

iera Compresion

ler Retroceso

Espera

2da Comprasion

2do Retroceso

Fracurabilidad

\

Areat

Dureza
/"

Area 2

Area 4

Areas

Distacia 1

Distacia 2

Area 3

Distacia 3

Distacia 4

Tiempo

Figura 3.7. Perfil de textura genérico obtenido para un alimento.

3.3.4.4. Color

El color, en escala CIELab (Commission Internationale de I' Eclairage (CIE), 1931) es

descripto a través de la luminosidad L* y la cromaticidad por los parametros a* y b*

(Figura 3.8).

Las mediciones colorimétricas se llevaron a cabo con un colorimetro triestimulo (Minolta

CR-400, Minolta Corp., Ramsey, New Jersey, EE.UU.), analizador compacto triestimulo

del color reflejado por superficies, el cual consta del respectivo cabezal de medida y un

procesador de datos DP-401.

El pardmetro L* varia desde 100 para un blanco perfecto y O para el negro, a* representa

rojo cuando es positivo, y verde cuando es negativo, y b* representa amarillo cuando es

positivo y azul cuando en negativo.
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El color se determiné sobre cinco unidades de cada formulacién, realizando tres medidas

por espécimen.

Es un espacio tridimensional
con tres Planos o ejes

'..‘b

Plano - Eje
Luminosidad
(L*

| .
Plano

Rojo - Verde
(a%)

Plano
Amarillo - Azul
(b*)

Figura 3.8. Espacio de color CIELab.

3.3.5. Ensayos reoldgicos
Los ensayos reoldgicos se llevaron a cabo en un reémetro de esfuerzo controlado Haake
RS600 (ThermoElectron, Alemania) provisto de una unidad de control de temperatura (K-
15 Haake, ThermoElectron, Alemania). Para obtener los datos y procesarlos se utilizd un
software especifico (Rheowin Data Manager, Thermo Fisher Scientific Inc., Alemania y
RheoHub, IRIS Development LLC). En todos los ensayos reolégicos se utiliz6 una
geometria de platos paralelos rugosos de 35 mm diametro (sensor PP35S) y un espacio
entre placas o “gap” de 1 mm para pastas crudas y 1.4 mm para pastas cocidas. Para
cada medida se realizaron al menos tres replicados, reportandose en cada caso los
valores medios.
Se realizaron ensayos reolégicos de dos tipos:

e ensayos oscilatorios isotérmicos: sobre muestras cocidas luego del tratamiento

térmico, para evaluar su comportamiento viscoelastico en el rango lineal.
e ensayos termo-reoldgicos: sobre pastas crudas para determinar el

comportamiento de las distintas formulaciones durante el proceso de coccion.
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3.3.5.1. Ensayos oscilatorios isotérmicos

a) Preparacion de los especimenes

Para los ensayos oscilatorios sobre productos cocidos se empled un método de coccién
alternativo (Ferris y col., 2009) a fin de obtener muestras adecuadas a la geometria a
aplicar. Una porcién de pasta (emulsidén carnica) cruda se colocé entre dos placas planas
de aluminio (0.8 x 100 x 120 mm) y contenidas en un marco (1.4 x 100 x 120 mm) como
se muestra en la Figura 3.9. Para asegurar un cierre hermético se colocé el sistema
dentro de bolsas cook-in (Cryovac, CN510, Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina), y se
sometié a un tratamiento térmico por inmersion en un bafio de temperatura controlada
(Haake) a 80°C. Debido al pequefio espesor de las placas puede asumirse que la
transferencia de calor es uniaxial, lo que sumado a la alta conductividad térmica del

aluminio, asegura una velocidad de transferencia de calor muy alta.

Placas de
Marco de aluminio Sacabocado

aluminio /

Gel carnico | '
1
1

Muestra+—

Muestra sometida al ensayo

Compartimiento de aluminio reolégico

Figura 3.9. Esquema del arreglo de aluminio para la coccion de las muestras destinadas

a ensayos reologicos isotérmicos.

El tiempo de coccion fue determinado en un ensayo previo donde se monitored la
temperatura mediante una termocupla tipo T (cobre-constantan) insertada en el centro del
espacio delimitado por el marco de aluminio y conectada a un sistema de adquisicion
(TESTOL175, Testo AG, Lenzkirch, Alemania). Se fij6 un tiempo de coccién de 90 seg,
adecuado para asegurar 74°C en el centro térmico de la placa y considerando un margen
de seguridad de 15 seg.

Inmediatamente después del tratamiento térmico, las muestras dentro de las bolsas
fueron enfriadas en bafio agua-hielo y se almacenaron a 4°C hasta su posterior andlisis.
Se prepararon cuatro laminas de emulsion carnica cocida para cada formulacién a

evaluar. Para realizar los ensayos reoldgicos se cortaron con un sacabocados, de cada
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lamina, muestras de 1.4 mm de espesor y 35 mm de didametro; como se muestra en la
Figura 3.9. De este modo las muestras ocuparon exactamente el receptaculo del arreglo
de placas paralelas del reémetro: 35 mm de didmetro y espacio entre placas (gap) de 1.4

mm.

b) Determinacion del rango de viscoelasticidad lineal

Inicialmente se determind el rango de viscoelasticidad lineal (RVL) a 25°C de cada
muestra. Se cubrié el borde expuesto de la muestra con silicona para prevenir la
evaporacion superficial. Las muestras se dejaron reposar durante 600 segundos antes de
iniciar cada ensayo, para garantizar la completa relajacién de los esfuerzos normales a
los que pudiera haber estado sometida durante la manipulacion previa.

Posteriormente, se vari6é el esfuerzo aplicado entre 0.05 y 50 Pa, y manteniendo fija la
frecuencia de oscilacibn en 1 Hz (6.28 rad/s). En esta zona (RVL) los mdédulos de
almacenamiento y de pérdida (G' y G", respectivamente) permanecen constantes frente
al esfuerzo realizado sobre la muestra. Hay un valor de esfuerzo critico a partir del cual,

ambos médulos disminuyen en funcion del esfuerzo.

c) Ensayos oscilatorios de barrido de frecuencia

Teniendo en cuenta el RVL previamente determinado para cada formulacién, se
realizaron ensayos de barrido de frecuencias desde 0.01 hasta 100 Hz, a un esfuerzo de
5 Pa, para determinar la evolucién de los modulos de almacenamiento o elastico (G"), de
pérdida o viscoso (G"), médulo complejo (G*) y la tangente de pérdida (tan 9),

procediendo a manipular las muestras segun lo descripto en 3.3.5.1.a).

3.3.5.2. Ensayos termo-reoldgicos

a) Determinacion del rango de viscoelasticidad lineal

Se realizaron ensayos de barrido de temperatura sobre emulsiones carnicas crudas de
las diferentes formulaciones estudiadas. Inicialmente se determindé el RVL de cada
muestra a 25°C, 50°C y 80°C, empleando los parametros de corrida descriptos en
3.3.5.1.b), prolongando, el tiempo de estabilizacion térmica de la muestra cuando se
trabajo a 50°C y 80°C.

b) Ensayos oscilatorios con barrido de temperatura
Para cada experiencia se colocd la emulsiébn carnea cruda sobre el plato, se dejo
equilibrar a 25 + 1°C. La frecuencia del ensayo se fijo en 1 Hz (6.28 rad/s) y se fijo el

esfuerzo en 5 Pa, mientras que la temperatura se incrementé de 25 a 80°C a una
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velocidad de 1°C/min. Los cambios en el médulo de almacenamiento, G', el médulo de
pérdida G", y la tangente de pérdida (tan &) fueron monitoreados durante todo el proceso
de gelificacién. Los termo-reogramas que se presentan, corresponden a los valores
medios de tres repeticiones por formulacion. Los cambios de pendientes de las distintas
curvas obtenidas fueron asociados a eventos térmicos (desnaturaliszacion de las

proteinas carnicas).

3.3.6. Calorimetria diferencial de barrido modulada

El analisis de las diferentes formulaciones de emulsiones carnicas por calorimetria
diferencial de barrido modulada (MDSC) se realiz6 en un equipo DSC Q100 (TA
Instruments, EE.UU.). Se utilizaron aproximadamente 12 mg de emulsion cérnica cruda
en cada corrida, realizandose los ensayos por duplicado. Se colocé la muestra dentro de
capsulas de aluminio y se sellaron herméticamente antes de realizar el ensayo. Como
referencia se empled una capsula vacia, sellada. El protocolo empleado fue el siguiente:
se enfrié a -50°C, se mantuvo 2 min a dicha temperatura; luego se calentd hasta -25°C a
una velocidad de 5°C/min, se mantuvo esta temperatura por 3 min y se enfrié hasta -50°C
a 10°C/min, manteniendo 2 min la muestra a -50°C; luego se calent6 hasta 120°C,

nuevamente a 5°C/min. Se empled una modulacion de + 1°C cada 1 min (Figura 3.10).

[y
[%2]
L]

Temperatura (°C)
o & 8

o
an]
L

-100 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 3.10. Historia térmica a las que fueron sometidas muestras de emulsiones

carnicas crudas durante el ensayo de MDSC.

Después de cada corrida, se realiz6 un orificio en la capsula y se sec6é a 105°C para la
determinacion del contenido de agua (Fernandez-Martin y col., 2002).

De cada termograma resultante se obtuvo la siguiente informacion:
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e fraccién de agua no congelada,
e desnaturalizacion proteica,

e temperatura de transicion vitrea (TQ).

La fraccidn en peso de agua no congelada se evalué a partir del pico de fusion del agua
(Roos, 1978). Se determiné la entalpia de fusion de -40°C a 20°C de las muestras (AH) y
agua pura (AH), mediante la integracién del area bajo la curva de MDSC a través del
software para el andlisis térmico (TA Instruments Analisis Universal de 2000, TA
Instruments, EE.UU.), pudiéndose determinar, entonces, el contenido de agua no

congelada (m,;) de la matriz del gel carnico (Anese y Gormley, 1996) de la siguiente

forma:
_Aan 3.1
Me ™" AH, |
100
Mnc = (mT - mc) X 3.2
Donde: mr

mr = masa de agua total/100 g producto

m. = masa de agua congelada/100 g agua

M, = masa de agua no congelada/100 g agua
AH = entalpia de fusion de la muestra

AH, = entalpia de fusion del agua pura (333.9 J/g)

Asimismo, de los termogramas obtenidos se determinaron las entalpias asociadas a la
desnaturalizacion proteica utilizando un proceso de integracién analogo al descripto para
obtener la entalpia de fusion de la muestra. Se utilizé una linea de base sigmoidal para
calcular las areas de los picos y compensar el cambio en el calor especifico que se
produce cuando el agua pasa del estado sélido al estado liquido (Bourne, 1978).

Las temperaturas maximas temperaturas de pico también se determinaron a partir de
termogramas MDSC.

La primera derivada del termograma se utilizé para determinar la temperatura en el punto

de inflexién que se asigno a la temperatura de transicion vitrea (Tg) de la muestra.

3.3.7. Andlisis estadistico
Se realizaron andlisis de varianza para las distintas variables dependientes estudiadas,
considerando cada formulacién como un nivel de un disefio monofactorial. Se analizaron

dos replicados completos (batch) por formulacion para verificar la reproducibilidad del
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procedimiento experimental. Se utilizé el ensayo de LSD (least significant differences)
para estudiar las comparaciones pareadas de medias. Las diferencias entre medias y
ensayos F se consideraron significativas cuando las probabilidades estimadas fueron
inferiores a 0.05 (P < 0.05). Todos los procedimientos estadisticos se llevaron a cabo
mediante el software SYSTAT (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, EE.UU.). Los resultados

experimentales se informaron como valor medio + el error estandar de la media.

3.4. Resultados y Discusién

3.4.1. Composicion proximal

En la Tabla 3.3 se muestra la composicion proximal, asi como el valor calérico obtenido
para cada una de las formulaciones estudiadas.

La incorporacién de aceite de pescado, en reemplazo de grasa animal, ofrece una nueva
alternativa saludable para el consumidor, pero tiene sus desafios en términos de que este
aceite permanezca estable dentro del producto carnico. Sin embargo, el contenido lipidico
obtenido en las diferentes formulaciones reflej6 la cantidad de grasa o aceite agregada
sumada a los lipidos propios de la carne (1.3 £ 0.17 g/100g), lo que indica que las
pérdidas ocurridas durante el procesamiento fueron bajas, y por ende, las emulsiones
obtenidas fueron estables.

El contenido de agua de los dos controles (CG y CA) fue mayor al determinado para el
resto de las formulaciones, probablemente debido a que los controles tienen un 1g mas
de carne, de alto contenido acuoso, cada 100g de pasta cruda, respecto a las demas, en

reemplazo de los aditivos estudiados.

Tabla 3.3. Composicion centesimal y valor cal6rico de las distintas formulaciones
analizadas.*

Valor

Cenizas

caldrico
kCal/100g

totales
g/100g

Proteinas
g/100g

Humedad
g/100g

Formulacién** Lipidos

g/100g

WPC ‘ 75.0°+0.05 | 6.0°+0.02 | 13.52+0.12 | 2.6+ 0.02 | 119+ 4.2
WPCMod ‘ 74.2°9+0.11 | 6.2®+0.07 | 13.4°+0.07 | 2.2°+0.01 | 124°+ 1.2
L ‘ 74.4°+0.08 | 6.2*°+0.09 | 13.3*+0.08 | 2.2°+0.04 | 1232+ 2.1
74.1°+0.13 | 6.0°+0.04 | 13.52+0.06 | 2.4+ 0.09 | 1232 +5.1

72.0°+0.14 | 6.6°+0.02 | 13.4°+0.09 | 2.9+ 0.10 | 132+ 3.5

74.3"+0.17 | 6.2°°+0.10 | 12.2°+0.05 | 2.3*+0.08 | 123°+ 2.3

749"+ 0.12 | 6.0°+0.04 | 12.4°+0.10 | 2.3*+0.07 | 120°+ 2.1
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Carr 74.9°+0.06 | 6.1® +0.11 | 12.2°+0.05 | 2.2°+0.05 | 1212+ 1.5
CA 77.12+0.11 | 6.0°+0.04 | 12.4°+0.02 | 2.2°+0.01 | 1122+ 1.1

CG ‘ 76.72+0.16 | 6.2%+0.12 | 12.6™+0.15 | 2.4*+0.10 | 1142+ 1.7

*Medias con distintos supraindices en una misma columna presentan diferencias

significativas (P < 0.05).
**Cadigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

Los niveles de proteinas fueron superiores a 12 g/100g de producto, y debido al origen de
las mismas (musculo vacuno, huevo o leche) tienen un alto valor biolégico. Como era de
esperar, el nivel de proteina fue mayor en las formulaciones con proteinas agregadas, sin
diferencias significativas entre ellas (P > 0.05). Sin embargo los productos que contenian
HPMC presentaron niveles de proteina similares a estos Ultimos, probablemente como
resultado de su menor contenido de humedad (Tabla 3.2) y rendimiento (Tabla 3.6) (P <
0.05). Asimismo, los niveles de lipidos y cenizas fueron mayores en esta formulacion.

Los bajos niveles de lipidos empleados en estas formulaciones conllevan a un valor
energético muy bajo. No se encontraron diferencias significativas para las distintas
formulaciones, siendo el valor medio de todas de 121 + 2.2 kCal/100g. Esto implicaria
una reducciéon de un 51.5% del aporte calérico respecto de un producto tradicional
formulado con un 20 g/100g de grasa, que presenta un aporte cal6rico de 250 kCal/100g
(USDA, 2013). El agregado de niveles reducidos de sal (1.4 g de NaCl/ 100 g) respecto a
los tradicionalmente usados en este tipo de productos (hasta 3 g/100g), resulté en bajos
niveles de cenizas totales, para este tipo de productos, en las diferentes formulaciones

estudiadas.

3.4.2. Parametros de calidad

Dentro del andlisis de los principales parametros de calidad del producto hay dos
aspectos generales o puntos de vista que tienen que ser considerados. El primero es la
calidad percibida por el consumidor. Para esto se analizaron los parametros de color y se
realizd un andlisis de perfil de textura de las distintas formulaciones. Por otro lado para el
productor es también relevante evaluar el rendimiento después de la elaboracion. Una
alta retencion de liquidos y un buen rendimiento implican menos pérdidas econdmicas en
esta etapa del proceso. La pérdida por centrifugacion es una prueba en condiciones

extremas para evaluar la capacidad de retencion de liquidos por la matriz carnica.
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3.4.2.1. Color

En la Tabla 3.4 se presentan los resultados obtenidos para los parametros de color de
formulaciones cocidas conteniendo diferentes proteinas no carnicas o hidrocoloides. El
reemplazo de grasa vacuna por aceite de pescado pre-emulsificado produjo geles
cérnicos emulsionados con valores de L* superiores al control CG en todos los casos,
excepto cuando se adicioné HPMC o MC. En cuanto al pardmetro b*, este se incremento,
en todos los casos, debido a dicha sustitucion. Anteriormente, en la bibliografia, se han
informado resultados que confirman esta conclusion. Asi, la sustitucion de grasa de cerdo
por aceite de oliva dio como resultado un producto méas luminoso (mayor L*) y aumento el
pardmetro b* en salchichas con un contenido graso entre 10% y 20% (Bloukas y col.,
1997; Muguerza y col., 2002). Estos resultados coinciden con lo informado por Youssef y
Barbut (2009) quienes también encontraron que la incorporacion de proteinas no carnicas
a sistemas carnicos emulsionados resulté en un producto més luminoso (L*). Esto estaria
asociado a la pre-emulsificacion del aceite, que logra una distribucién de aceite en la
matriz carnica mas fina y homogéna que la grasa (Ambrosiadis y col. 1996).

Las salchichas con hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) agregada mostraron la menor
luminosidad y los mas altos valores del parametro a* que cuantifica el color rojo. Esto
podria estar relacionado con la menor cantidad de agua presente en esta formulacion

(Tabla 3.2), lo que implica una mayor concentracion de sélidos.

Tabla 3.4. Efectos de la incorporacién de proteinas no carnicas o hidrocoloides en los

paradmetros de color de las distintas formulaciones analizadas (*).

Formulacion**

(*)Medias con distintos supraindices en una misma columna presentan diferencias

64.5°+0.08 | 12.6°+0.04 | 11.4°+0.02
64.5+0.09 | 13.5°+0.03 | 11.7%°+0.7
66.0°+ 0.05 | 12.2°+0.05 | 11.0°+ 0.05
65.1°+0.10 | 12.7°+0.04 | 11.5+0.6
58.7°+0.05 | 15.1°+0.01 | 11.3°+0.08
61.9° +0.07 | 14.0°+0.08 | 12.4°+0.04
64.8°+0.11 | 13.7°+0.06 | 12.2°°+0.04
64.0°£0.03 | 13.6"+0.06 | 12.2°°+0.04
63.4°+0.07 | 12.2°40.03 | 11.7%°+0.03
61.4°+0.05 | 14.0°+0.02 | 10.1°+0.03

significativas (P < 0.05).
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**Caodigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

3.4.2.2. Textura

A modo de ejemplo, en la Figura 3.11 se muestran uno de los 10 replicados realizados de
los perfiles de textura (TPA) obtenidos para las distintas formulaciones analizadas. Donde
puede observarse que los perfiles exhibidos por las muestras presentaron en todos los
casos una ausencia de fracturabilidad en las condiciones del ensayo.

Fuerza (N)
107

9-

50
¥ Tiempo (seg)

Figura 3.11. Perfiles de textura obtenidos para las diferentes formulaciones de
emulsiones carnicas cocidas. Cédigos: WPC = ==, WPCMo0d = ==, L = ==, CH = =, Carr =
,HPMC =-— MC==— XL= ,CG == CA=m=—,

La sustitucién de la grasa bovina por aceite de pescado produjo un fuerte impacto sobre
la textura de salchichas (Figura 3.11; Tabla 3.5). Asi, se redujo la dureza en un 40.2%,
como puede verse si se comparan las medias obtenidas para los controles con grasa y
aceite (Tabla 3.5). La incorporacién de proteinas de leche, carragenanos, 0 gomas

xantica-garrofin en las formulaciones con aceite de pescado permiti6 obtener productos
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de dureza similar al control con grasa (P> 0.05). La matriz con aceite (CA) se reforz6 por
la adicién de estos biopolimeros (L, Carr o XL) debido a sus capacidades de gelificacion.

Las formulaciones restantes presentaron valores de dureza més bajos que el control con
grasa y similares (WPCmod) o ligeramente mayores que el control con aceite (P < 0.05).
En el caso de la HPMC y la metilcelulosa, este efecto puede atribuirse a la formacion de
geles termo-reversibles, que, a temperatura ambiente, vuelven al estado de sol,
disminuyendo asi la fortaleza de la estructura de estas matrices. Por otra parte se
observé que los valores de dureza resultante de los geles céarnicos formulados con WPC
y WPCmod fueron inferiores a los obtenidos por la incorporacion de proteinas de leche
(L). Esta diferencia puede explicarse por la funcionalidad de las caseinas que tienen

mayor poder gelificante que las proteinas de suero y refuerzan la estructura del sistema.

Tabla 3.5. Efecto de la adicion de proteinas no carnicas o hidrocoloides sobre los

pardmetros obtenidos del andlisis de perfil de textura de las formulaciones estudiadas.*

Formulacion Dureza Masticabilidad Cohesividad Resiliencia Adhesividad Elasticidad

xx ) ) 313) 313) (Ix10% (mm/mm)

WPGC 0.551% 0.415"
+0.10 +0.04 +0.010 +0.006 +0.2 +0.005
5.57" 2.35% 0.549“ 0.380° 0.47° 0.769°
WPCMod +0.08 +0.05 +0.010 +0.002 +0.5 +0.010
8.76" 4.19° 0.569% 0.413" 0.15° 0.841"
+0.06 +0.02 +0.008 +0.010 +0.4 +0.008
6.00% 2.66™ 0.548% 0.403° 0.50° 0.791%
+0.05 +0.03 +0.003 +0.009 +0.6 +0.015
5.82° 2.38" 0.543° 0.401" 3.70° 0.753"
+0.08 +0.02 +0.002 +0.005 +0.8 +0.012
6.45° 2.95° 0.551 0.446° 3.14° 0.831°
+0.04 +0.04 +0.007 +0.004 +0.6 +0.007
9.00% 4.34° 0.558™ 0.442° 2.26" 0.864%
+0.2 +0.06 +0.005 +0.005 +0.4 +0.020
8.91%° 4.40° 0.566% 0.433% 2.09" 0.872%
+0.09 +0.04 +0.005 +0.007 +0.4 +0.011
5.15° 2.05° 0.548° 0.412° 3.45° 0.738°
+0.04 +0.03 +0.007 +0.004 +0.7 +0.005
8.62" 3.93% 0.549° 0.413° 0.15° 0.815%
+0.08 +0.04 +0.004 +0.003 +0.9 +0.006

*Medias con distinto supraindices en una misma columna, presentan diferencias
significativas (P < 0.05).
**Cadigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) k:I—carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.
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Se encontré una correlacion positiva entre la elasticidad y la dureza (R? = 0.86, P < 0.05),
consecuentemente el material de mayor dureza fue el méas elastico. La masticabilidad
también presento la misma tendencia que la dureza, dado que es funcion lineal de dicho
pardmetro. Similares tendencias entre la dureza y la masticabilidad fueron observadas
por Yang (2001) trabajando en salchichas tipo Frankfurt magras con dstintos sustitutos
de la fase grasa.

Los valores medios de cohesividad también variaron segun el aditivo utilizado, las
formulaciones con proteinas de leche (L), o carragenanos (Carr) presentaron las matrices
mas cohesivas.

La resiliencia, que se puede definir como una elasticidad instantdnea del material,
presentd una variacion entre las distintas muestras estudiadas (0.380 J/J — 0.446 J/J). Se
observaron diferencias significativas entre las muestras pero no se encontré una
tendencia o correlacion. Las muestras con los hidrocolodes MC, Carr y XL arrojaron los
valores mas elevados de resiliencia, superiores a los controles CAy CG.

Las formulaciones con HPMC y MC y el control con aceite de pescado (CA) presentaron
la mayor adhesividad; mientras que la adicion de las proteinas no carnicas evaluadas
(WPC, WPCm, L y CH) origin6 productos con igual adhesividad que el control con grasa.
Por lo tanto, como puede observarse en la Tabla 3.5 la pérdida de dureza, que es el
parametro textural mas afectado cuando se utiliza aceite de pescado en reemplazo de
grasa solida, puede ser controlada mediante la adicion de diferentes macromoléculas,

tales como proteinas de leche, carragenanos o goma xantica.

3.4.2.3. Rendimiento y pérdida por centrifugacion

Durante la etapa de coccidon de productos carneos tienen lugar un gran numero de
reacciones quimicas. Dentro de ellas se destaca el proceso de desnaturalizacién proteica
parcial seguido por una agregacion irreversible, ademas de la formacién de puentes
disulfuro, formandose una red tridimensional de proteinas carneas con estructura de gel.
(Samejimay col., 1981; Smith y Alvarez, 1988; Sharp y Offer 1992; Stone y Stanley 1992;
Sun y Holley, 2011). Esto puede traer aparejado que una cantidad de liquido
(fundamentalmente agua) se libere del sistema debido a los cambios sufridos por las
nuevas interacciones formadas por las proteinas en detrimento de interacciones
existentes proteinas-agua.

El rendimiento depende de la capacidad de la proteina de la matriz para inmovilizar tanto
lipidos como agua. Sin embargo, en pastas carnicas con muy bajo contenido lipidico, la

capacidad de gelificacién y de retencion de agua de los ingredientes no carnicos tienen
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un papel critico en la formacion de la emulsién, su estabilidad térmica y almacenamiento
de los productos (Su y col., 2002).

El contenido y tipo de sales del sistema determinara la fuerza iénica del mismo. Como es
sabido, la fuerza i6nica es un pardmetro importante que afecta la capacidad de las
proteinas para interaccionar con las moléculas de agua en los geles céarnicos. La
eficiencia de estas interacciones se puede ver reflejada en la capacidad de retencion de
agua del gel (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005). Sun y Holley (2011) informaron que se
requieren elevadas concentraciones de NaCl (2 a 3 g/ 100g) para solubilizar las proteinas
miofibrilares (miosina y actina principalmente) y lograr formar un buen gel. Sin embargo
en condiciones con niveles bajos de NaCl, tal como las formulaciones ensayadas,
también se pueden lograr geles con buenas propiedades texturales y capacidad de
retencion de agua encontrando la combinacién adecuada de sales como NaCly TPP. Los
niveles de sales determinan la fuerza iénica del sistema, la que a su vez afecta las
interacciones entre las proteinas de la carne con las proteinas no carnicas o
hidrocoloides. El resultado de estas interacciones puede llevar a un fortalecimiento de las
estructura si se incrementan en ndmero o intensidad pero también puede ocasionar un
debilitamiento de la misma debido a interacciones negativas entre la matriz carnica y la
proteina no carnica o hidrocoloide incorporado.

Otro aspecto que se modifica, por las interacciones previamente descriptas, es la
capacidad de retener agua por parte del sistema. La fuerza i6nica condicionara la
capacidad de retencion de agua de las proteinas.

Las pérdidas de peso que se producen durante el tratamiento térmico son indicadores de
gran importancia, ya que determinan el rendimiento del proceso. Este parametro es de
gran interés desde el punto de vista industrial ya que un rendimiento alto implica mayores
ganancias para el productor. La Tabla 3.6 muestra los resultados obtenidos de
rendimiento y pérdidas por centrifugacién (valores medios) para todas las formulaciones

analizadas.

Tabla 3.6. Rendimiento y pérdidas por centrifugacién de las distintas formulaciones

estudiadas.*

Formulacion** Rendimiento Pérdidas por

(g/100g) centrifugacion (g/100g)

WPC ‘ 98.5%+ 0.02 23.6™%+0.18
WPCMod ‘ 98.1%+ 0.08 245"+ 0.17
L ‘ 98.1%+0.21 22.9%'+0.15
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98.2°+0.15 25.5°+ 0.23
80.9°+ 0.08 15.19+ 0.14
96.7°+0.10 3.8'£0.21
98.1°+ 0.13 7.5"+0.19
97.9°+ 0.08 7.6"+0.16
97.2°+0.05 28.0%+0.19
98.2*+ 0.08 26.0*+0.17

*Medias con supraindices distintos en una misma columna presentan diferencias
significativas (P < 0.05).
**Caodigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

Los rendimientos obtenidos para las formulaciones de salchichas con aceite de pescado
y el agregado de diversos hidrocoloides o proteinas no céarnicas (1 g/100g) variaron entre
80.9 y 98.5 ¢/100g de producto. La formulaciéon control con aceite de pescado tuvo un
rendimiento ligeramente inferior que la formulacién control con grasa a pesar de su
similar contenido de agua (Tabla 3.2). Esto sugiere que la diferencia en el rendimiento
podria ser atribuido a la formacion de una emulsion menos estable. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Bloukas y col. (1997) quienes informaron que la sustitucion
parcial de grasa de cerdo por aceite de oliva pre-emulsionado con aislados proteicos de
soja resultd en pérdidas de peso superiores a los observados en los controles con grasa.
Sin embargo, Ambrosiadis y col. (1996) indicaron que la sustitucion de la grasa de cerdo
por aceite de soja, girasol, semilla de algodén, maiz o palma dio lugar a emulsiones de
salchichas de carne vacuna con buena estabilidad.

Las formulaciones con agregados de proteinas no céarnicas (WPC, WPCMod, L y CH),
carragenanos (Carr), o mezcla de gomas xantica y garrofin (XL) mostraron rendimientos
similares al control con grasa (CG) y mas altos que la formulacion control con aceite de
pescado (CA), lo que indicé una buena estabilidad térmica y capacidad de retencién de
liguidos de dichas formulaciones. Estos resultados coinciden con Barbut y Choy (2007),
guienes agregando distintas proteinas lacteas (leche en polvo, leche sin grasa, suero de
leche, caseinatos normales y modificados térmicamente) en niveles de 2 g/100g a
emulsiones de pollo con un contenido acuoso de 51 @/100g, aumentaron
significativamente el rendimiento en comparacién con el control, informando que los

caseinatos producian los mejores resultados. Atughonu y col. (1998) también han
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reportado que el concentrado de suero de leche y los caseinatos mejoraron el
rendimiento de salchichas con carne de cerdo. Yousseff y Barbut (2010) mostraron que la
adicién de 1 6 2 g/100g de aislado de suero de leche, leche en polvo descremada o su
combinacién aumento el rendimiento, contenido de humedad y retencion de liquidos en
hamburguesas de carne.

La adicion de derivados de celulosa (MC y HPMC) mostré rendimientos similares o
marcadamente inferiores al control con aceite (96.7 y 80.9 g/100g, respectivamente,
Tabla 3.6). El agregado de HPMC al sistema resulté en el rendimiento mas bajo obtenido.
Esto concuerda con lo informado por Foegeding y Ramsey (1986), quienes estudiaron el
rendimiento obtenido con diferentes hidrocoloides (Carr, XL, MC y HPMC) en emulsiones
carnicas, encontrando que el mas bajo rendimiento correspondié a HPMC. Barbut y Mittal
(1996) han propuesto que HPMC y MC envuelven a las proteinas miofibrilares,
reduciendo la capacidad de retencién de agua. Sin embargo, la disposicion de las
macromoléculas en ambos geles no seria igual.

Aunque los rendimientos promedio mostraron pequefias diferencias significativas
Unicamente para las formulaciones conteniendo HPMC, MC y el control con aceite de
pescado, la pérdida por centrifugacion de los sistemas varié considerablemente entre las
formulaciones, ya que el ensayo evalla la capacidad de retencion del sistema cuando se
lo somete a una situacién extrema. Las pérdidas por centrifugaciéon variaron desde 3.8
hasta 28 g de liquido liberado/100g, pero no se vieron afectadas por el tipo de lipido
utilizado, por lo que se puede inferir que dichas pérdidas corresponden casi
exclusivamente a agua. La adicion de hidrocoloides, en cambio, influy6 significativamente
en dicho parametro. La cantidad de liquido liberado por centrifugacién de los productos
formulados con metilcelulosa, k/I-carragenanos o mezcla de gomas xantica-garrofin fue
mucho menor que los dos controles con grasa y aceite (CG y CA), reflejando el aumento
de la capacidad de retencién de liquido cuando estos aditivos se incluyeron en la matriz.
La metilcelulosa produjo los menores valores de pérdidas por centrifugacion, es decir, la
mas alta capacidad de retencion de liquido en estas condiciones.

Los resultados para rendimiento y pérdidas por centrifugacién de las formulaciones con
agregado de k/I-carragenanos y gomas xantica-garrofin indicaron que en ambos casos se
logré estabilizar la emulsion con una buena retencién de agua. Segun Montero y col.
(2000) los galactomananos, como la goma garrofin, se encontrarian en el interior de
cavidades esféricas, distribuidas por toda la matriz proteica del gel. En estas cavidades,
los galactomananos se dispondrian en forma de filamentos, y no habria &areas de
interacciones ni contacto entre el hidrocoloide y las proteinas. La goma xantica, en

cambio, se alojaria en cavidades de un modo diferente, con un arreglo de malla en su
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interior. Por otra parte, los k/I-carragenanos se encontrarian dispersos por toda la matriz,
sin deposicién filamentosa, posiblemente debido a su gelificacion durante el tratamiento
térmico, llenando las numerosas cavidades. Asimismo, la diferente distribucion de los
carragenanos se relaciona con el hecho de que el k-carragenano se solubiliza a 60-70°C,
cuando la miosina ya ha comenzado a gelificar, mientras que el I1-carragenanos se
solubiliza a 50°C, antes de la gelificacion de la proteina miofibrilar, y por lo tanto es capaz
de penetrar en la matriz proteica de manera mas efectiva.

La formulacion con hidroxipropilmetilcelulosa presenté valores de pérdida por
centrifugacion intermedios entre los obtenidos para los productos con proteinas y demas
hidrocoloides agregados. Como ya se menciond, las salchichas con HPMC tuvieron un
rendimiento considerablemente mas bajo, por lo cual después del tratamiento térmico la
hidroxipropilmetilcelulosa resulté estar mas concentrada que las otras gomas o proteinas
no carnicas en las otras formulaciones. El contenido de humedad de la formulacion de
HPMC fue 72 g/100g, mientras que el resto de las muestras mostraron valores de
humedad cerca de 74.5 g/100g. Por todo esto, el bajo resultado obtenido para las
pérdidas por centrifugacion de la formulacién con HPMC no se atribuy6 necesariamente a
una interaccién efectiva de los hidrocoloides con la matriz o un aumento de las
interacciones entre el agua y la red, sino a una matriz mas concentrada y
consecuentemente una menor cantidad de agua capaz de ser liberada.

Los resultados obtenidos indicaron que los hidrocoloides tuvieron una mayor capacidad
para retener el agua y restringir su movilidad molecular incluso en condiciones mas
drasticas, en comparacion con las proteinas no carnicas seleccionadas (L, WPCMod,
WPC, y CH). La cantidad de agua liberada esté directamente relacionada con la fuerzas
de interaccion matriz-agua, implicando fuerzas mas débiles entre la matriz y el agua, para
cantidades mayores de agua liberada. Por otro lado, las formulaciones con proteinas
lacteas agregadas (L, WPC, WPCmod) registraron valores ligeramente mas bajos de
pérdidas por centrifugaciéon respecto al control con aceite (CA) y similares a las
salchichas control con grasa bovina adicionada (CG).

Las pérdidas por centrifugacién encontradas indicarian que la presencia de las caseinas
en la formulaciéon L aumenté la retencién de liquido de la matriz probablemente debido a
su capacidad de gelificacion. En cuanto a los aditivos WPC y WPCmod, si bien en
estudios preliminares se determind que las proteinas de WPCMod tenian una solubilidad
en agua muy inferior al WPC (44.3 £ 2.1 g/100ml y 78.2 £ 3.1 g/100ml, respectivamente)
y una menor entalpia de desnaturalizacion evaluada por calorimetria diferencial de
barrido modulada (1.02 + 0.08 J/g para WPCMod vs. 2.24 + 0.11 J/g para WPC), las
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pérdidas por centrifugaciébn obtenidas para ambas formulaciones no presentaron
diferencias significativas entre si (P > 0.05).

Hammer (1992) y Carballo y col. (1995) trabajando en emulsiones carneas adicionadas
con proteinas del huevo, informaron que las mismas no contribuyeron a la formacion de
la matriz proteica, brindando muy pocas ventajas tecnologicas a los sistemas; agregados
de hasta 3 g de clara de huevo/100 g no influyeron en la retencién de agua o lipidos en
emulsiones de carne de cerdo. Los resultados obtenidos para la formulacién con
agregado de clara de huevo en polvo (CH) concuerdan con estos autores, ya que las
pérdidas por centrifugacion obtenidas fueron similares a la formulacion control con grasa
(CG).

3.4.3. Andlisis de la interaccibn matriz carnica-agua por calorimetria

diferencial de barrido modulada (MDSC)

En la Figura 3.12 se presenta un termograma tipico obtenido por calorimetria diferencial
de barrido modulada para las emulsiones carneas crudas analizadas.

0.0 \
-0.2—-
S -0.4- \
5—/ Regién de
8 -0.6- desnaturalizacion
S proteica
8
o -0.8-
Z Pico de
1.0 fusion del
-1.2 T T I
-50 0 50 100
Temperatura (°C)

Figura 3.12. Termograma tipico obtenido para las emulsiones carnicas crudas.

Para todas las formulaciones evaluadas se observaron en los respectivos termogramas,
el pico caracteristico de fusién del hielo entre -1°C y -3°C y las transiciones de
desnaturalizacion de las proteinas en el intervalo de 50 - 67°C.

En la Figura 3.13 se muestra la zona del pico de fusion del hielo de los termogramas

respectivos a las diferentes formulaciones analizadas.
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A partir de la integracion de la endoterma de fusion de hielo se estimo la fraccion de agua
congelada de cada formulacion. Si bien el calor latente de fusion del hielo efectivo
disminuye al aumentar la concentracion de la solucién, dicha disminucion depende del
tipo y concentracion de los solutos y es pequefia en el caso de soluciones diluidas. Asi,
en el caso de una solucién de NaCl, cuando la concentracion de soluto aumenta de 0 a5
g/100g, la entalpia de fusion (AH) disminuye sélo de 333.9 a 330 J/kg (aproximadamente
un 1.2%, Kumano y col., 2007). Por lo tanto, se utilizé el valor de entalpia del agua pura
(AH,) para aproximar la entalpia de la solucién. Los porcentajes de agua no congelada
calculados se informan en la Tabla 3.7.

La incorporacion de todos los biopolimeros evaluados produjo un incremento del
contenido de agua no congelada. Algunas de las formulaciones (Carr, XL, L y MC)
duplicaron o triplicaron estos valores respecto a los controles dado que la interaccion
polimero-agua afecta la movilidad del agua en la matriz (Hills, 2007). Un efecto similar se
ha observado por adicion de diferentes proteinas de leche a una matriz de pescado

procesado (Tsai y col., 1998).

0.0+
-0.5-
5
=
5 -1.0-
.Q
)
S -15
2
>
[
-2.0
'25 T T T T T T T
50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30
Temperatura (°C)

Figura 3.13. Termogramas en la zona de fusién de hielo correspondientes a las
formulaciones estudiadas. Codigos: WPC = ==, WPCMod = ==, L = ==, CH = =, Carr = —,
HPMC =« MC ===, XL =, CG = ==, CA = ==,

Los valores mas elevados de agua no congelada correspondieron a la incorporacion de
proteinas de leche (L) y a las formulaciones con hidrocoloides, exceptuando HPMC. El

resto de los tratamientos (proteinas no carnicas: WPC, WPCMod y CH) mostraron
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valores intermedios de agua no congelada, siendo siempre los controles las
formulaciones con un menor valor de este parametro.

Las formulaciones L y MC presentaron valores similares de agua no congelada, de
humedad y rendimiento, pero arrojaron valores marcadamente distintos de pérdidas por
centrifugacion (MC = 3.8 g/100g y L = 22.9 g/100g), quiz4 asociado a las extremas

condicones en este Ultimo ensayo.

Tabla 3.7. Contenido de agua no congelada (g/100g) de las emulsiones carnicas crudas

evaluadas a partir de termogramas obtenidos por MDSC.*

Agua no congelada

Formulacion**
(9/100g de agua)

.~ wpC 19.34°+ 0.23
~ WPCMod 17.30% £ 0.18
- 22.92°+0.14

CH 17.83°+0.14
~ HPMC 16.10°£ 0.18
23.93°+0.21

26.28°+0.19
26.86%+ 0.18
13.70'+ 0.21
8.749+0.17

*Medias con distintos supraindices presentan diferencias significativas (P < 0.05).

**Cadigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xéntica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

El contenido de agua no congelada aumenté cuanto mas fuerte era la interaccion
hidrocoloide-agua (Carr, MC, XL), lo que puede explicar los altos rendimientos (menos
agua liberada durante el tratamiento térmico) y bajas pérdidas por centrifugacion
obtenidos en estas formulaciones, respecto a las que contenian proteinas no céarnicas. La
correlacion encontrada entre las pérdidas por centrifugaciéon y el contenido de agua no

congelada se muestra en la Figura 3.14 (R? = 0.80, P < 0.05).
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Figura 3.14. Relacion entre las pérdidas por centrifugacion y el porcentaje de agua no

congelada de los productos elaborados. Los simbolos corresponden a formulaciones con:

@ proteinas no carnicas, @ hidrocoloides, A controles CG y CA.

3.4.4. Efecto del tratamiento térmico sobre los sistemas estudiados

a) Desnaturalizacion proteica
La técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC) permite observar las temperaturas
de desnaturalizacién de las proteinas céarnicas. Una curva tipica obtenida por DSC
(Figura 3.15) se compone de tres zonas de transicién principales, I, 1l 'y llI

Fluio calérico endotérmico

50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Figura 3.15. Transiciénes térmicas de las proteinas carnicas estudiadas por DSC
Fuente: Findlay y col. (1989)
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Los eventos endotérmicos de las proteinas de la carne estan tipicamente agrupados en
tres regiones, con temperaturas de pico alrededor de 54 - 58°C (Fernandez-Martin, 2009)
en relacion con la porcién de la cabeza de miosina, mas termolabil (regién 1), 65 - 67°C
para el resto de la miosina, colageno y proteinas sarcoplasméticas (region Il), y 80 - 83°C
relacionadas a la actina (region 1) (Martens y Vold, 1976; Wright y col, 1977; Tornberg,
2005). Sin embargo las sales agregadas durante el procesamiento de la carne (NacCl,
tripolifosfato de sodio) disminuyen la estabilidad térmica de las proteinas miofibrilares, por
lo que la miosina y la actina convergen a un mismo pico de temperatura de
desnaturalizacion, evolucionando practicamente hacia un Unico proceso endotérmico
(pico Il, Kijowski y Mast, 1988; Graiver y col., 2006).

En la Figura 3.16 se muestran, a modo de ejemplo, los termogramas obtenidos por
MDSC en la zona de desnaturalizacion proteica a partir de emulsiones carnicas crudas de

las formulaciones estudiadas.

Flujo Calérico (W/g)

Temperatura (°C)

Figura 3.16. Termograma de distintas formulaciones crudas de emulsiones carnicas en la
zona de desnaturalizacién proteica. Cédigos: WPC = ==, WPCMod = ==, L = ==, CH = =,
Carr ==, HPMC =~ MC ==, XL =, CG = ==, CA = ==,
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En todos los casos, se observl una endoterma compleja en la zona de desnaturalizaciéon
de las proteinas, que comprende varios eventos endotérmicos superpuestos, tipicos de
sistemas de carne triturada con agregado de sales. Si bien se identificaron y
determinaron dos temperaturas maximas de transicion, la proximidad de ambos picos
impidi6 su integracion en forma individual, por lo que se calculd Unicamente la entalpia
total de desnaturalizacién proteica (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Entalpia total de desnaturalizacién proteica (AH) y temperaturas (T) de los
picos | y Il, correspondientes a las emulsiones carnicas evaluadas.*

Formulacion**

AHdesnaturalizacic’)n

(J /g proteina)

WPC 52.0°+ 0.05 66.1°+ 0.07 8.92°+0.02
WPCMod 51.6°+ 0.16 65.4°+ 0.26 9.72%+0.09
L 52.8°+ 0.001 66.6%+ 0.12 7.11°+0.11

CH 52.3%+0.001 66.2+ 0.05 6.98°+ 0.01
HPMC 51.0%+ 0.02 65.6™+0.17 9.69°+ 0.01
MC ‘ 52.6°+ 0.19 66.6%+ 0.16 7.27°+0.03
XL 53.39+0.13 66.7°+ 0.05 6.90°+ 0.03
54.5°+ 0.03 67.0°+ 0.08 7.57°+0.07

CA ‘ 51.6%°+ 0.11 64.5%+ 0.05 9.75%+ 0.2
CG ‘ 50.9%+ 0.04 64.7%+ 0.02 9.87%+0.05

*Supraindices distintos en una misma columna, indican diferencias significativas (P< 0.05).
**Cadigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =

proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

La adicion de algunas proteinas (WPC, L, y CH) o hidrocoloides (Carr, XL, y MC)

disminuyé la entalpia total incrementé ambas

de desnaturalizacion proteica e
temperaturas de pico en comparaciéon con los controles (CA y CG), debido a las
diferentes cantidades de agua disponible para el proceso de desnaturalizacién (Tabla
3.8). Al encontrarse menos agua disponible, es decir, fraccion de agua no congelada
creciente, se observaron mayores temperaturas de desnaturalizacion, como puede

observarse en las Figuras 3.17 y 3.18, obteniéndose una buena correlacion entre las
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temperaturas de pico de las respectivas transiciones y el contenido de agua no congelada
(R? para Tl =0.89, P <0.05y R? para Tll = 0.93, P < 0.05).
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Figura 3.17. Efecto del contenido de agua no congelada en la temperatura de pico de la

transicion | de pastas crudas. Los simbolos corresponden a formulaciones con:

¢ proteinas no carnicas, ® hidrocoloides, A controles CG y CA.

67.5

66.5

66

TIl (°C)

65.5

65

64.5

64 T T T T
5 10 15 20 25 30

Agua no congelada (g/100g agua total)

Figura 3.18. Efecto del contenido de agua no congelada en la temperatura de pico de la

transicion Il de pastas crudas. Los simbolos corresponden a formulaciones con:

@ proteinas no carnicas, @ hidrocoloides, A controles CG y CA.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Zhou y Labuza (2007), quienes
informaron que una mayor movilidad de las proteinas debido a una mayor actividad de
agua esta relacionada con menores valores de temperaturas de desnaturalizacion y de
transicion vitrea. A su vez, May col. (2012) informaron un incremento de los valores de Tl
y TII con la adicion de goma garrofin a geles de proteinas sarcoplasmicas, lo que fue

adjudicado a que se produciria una interaccion entre las proteinas y la goma garrofin.

b) Transicién vitrea del sistema
En el modo reversible del MDSC se pudo observar una leve o sutil transicién vitrea en la
region de desnaturalizacion proteica. En la Figura 3.19 se muestra el termograma
correspondiente al proceso reversible correspondiente a una formulaciéon conteniendo
proteinas de leche (L), asi como el trazado correspondiente a la derivada primera del flujo

caldrico reversible que fue empleada para determinar la Tg.
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Figura 3.19. Termogramas de la emulsién carnea conteniendo proteinas de leche (L) en
la zona de transicion vitrea.

Flujo calorico = ==. Derivada primera del flujo calorico = ==.
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En el estado vitreo amorfo, las moléculas del sistema cérnico forman una red no
periodica y no simétrica, presumiblemente, lo que resulta en una viscosidad
extremadamente alta y por lo tanto la moléculas son inmovilizadas (Orlien y col., 2004).
La incorporacion de biopolimeros a sistemas alimentarios produce un incremento de la
Tg. Los mecanismos fisicos mediante los cuales los biopolimeros actian no son
conocidos con certeza (Akkose y Aktas, 2008).

La mayoria de las formulaciones presentaron una transicion vitrea a una temperatura
significativamente superior (P < 0.05) que las obtenidas para los dos controles (Tabla
3.9). Ferndndez-Martin y col. (2009) han informado mayores valores de Tg respecto al
control, para pastas cérnicas conteniendo aceite de oliva y alga Himanthalia elongata
(“spaghetti de mar”). Esto también coincide por lo informado por Kurozawa y col. (2009)
quienes trabajaron con la incorporacién de goma arabiga o maltodextrina a carne de pollo
deshidratada. Encontraron que a menor disponibilidad de agua del sistema, los valores

de Tg se vieron incrementados.

Tabla 3.9. Temperaturas de transicion vitrea (Tg) de las distintas formulaciones

analizadas.*
Formulacién** Tg (°C)

WPC 52.7° + 0.02
WPCMod 52.3%+0.2
L 53.4" + 0.03
CH 53.2° + 0.02
51.7°°+ 0.3
MC 53.3" + 0.02
XL 56.22+ 0.7
54.3° + 0.07

CA 51.1° +0.08
CG 50.8° + 0.02

* Supraindices distintos indican diferencias significativas (P < 0.05).
**Cadigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

Los diferentes biopolimeros incorporados disminuyeron la movilidad del agua en los
sistemas, lo que produjo cambios en la temperatura de transicion vitrea (Tabla 3.9) y en

las temperaturas de los picos | y Il. Se encontré una correlacion positiva entre la Tg y el
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contenido de agua no congelada (Figura 3.20, R? = 0.81. P < 0.05); es decir, que cuanto
menor era la cantidad de agua que se encontraba disponible para actuar como
plastificante por estar "inmovilizada" por los biopolimeros agregados (mayor contenido de
agua no congelada), la Tg resultaba superior. La fraccion de agua no congelada es
aquella que se encuentra formando las interaccibnes mas fuertes con la matriz del gel
carnico. El incremento de la proporcion de esta fraccion puede explicar la menor
movilidad molecular del sistema. Por lo tanto un mayor contenido de agua no congelada
requerira de mayor cantidad de energia para lograr incrementar la movidad molecular.

Esto puede relacionarse con una mayor temperatura de transicion vitrea.
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Figura 3.20. Efecto del contenido de agua no congelada en la temperatura de transicion
vitrea (Tg) de las emulsiones carnicas. Los simbolos corresponden a formulaciones con:

¢ proteinas no carnicas, ® hidrocoloides, A controles CG y CA.

Finalmente del andlisis simultaneo de las Figuras 3.14, 3.17, 3.18 y 3.20 se podria
establecer un orden de los aditivos por su capacidad de interaccionar e inmovlizar el agua
en el sistema céarnico estudiado. Este orden seria: XL = Carr > MC > L > CH = WPC >
WPCMod > HPMC = CA > CG.

c) Comportamiento reolégico durante el tratamiento térmico
Los ensayos oscilatorios dindmicos con barrido de temperatura se utilizaron para

observar el comportamiento de los sistemas durante su calentamiento, simulando una
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coccién “in situ”, si bien, debido a la imposibilidad técnica de equipo, a velocidades de
calentamiento inferiores a las reales.

A modo de ejemplo se presenta un termo-reograma de la formulacion XL. Donde puede
observarse la evolucion de los modulos de almacenamiento y pérdida asi como la
tangente de pérdida. EI modulo elastico o de almacenamiento (G') fue siempre mayor que
el moédulo viscoso o de pérdida (G"). La tangente de pérdida (tan & = G"/G") fue
inicialmente inferior a 0.25, mostrando un comportamiento predominantemente elastico

(Figura 3.21), caracteristico de los geles débiles (Ross-Murphy, 1984).
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Figura 3.21. Espectro mecanico completo de la formulacion XL.

Cddigos: mmaddulo elastico, G'; mmddulo viscoso, G"; mTangente de pérdida.

En este tipo de producto, los cambios macroscopicos observados debido al tratamiento
térmico estan relacionados con el efecto de la temperatura sobre los constituyentes de la
emulsion cérnica (Carp y Pilosof, 2007). Las curvas muestran un comportamiento tipico
de gelacion térmica de sistemas carnicos, donde la mayor parte de los cambios estan
asociados a la desnaturalizacion de la miosina (Tornberg, 2005; Westphalen y col., 2005).
Durante el calentamiento de las emulsiones carnicas, se producen varias reacciones tales
como gelificacion de proteinas e interacciones entre los constituyentes de emulsion
(Ferris y col., 2009). Existen varios modelos que explican la formacién de la estructura de

un gel carnico. Uno de los modelos mas usado propone que los mecanismos de
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gelificacion se ven afectados por muchos componentes y se clasificaria a estos sistemas
carnicos como geles mixtos, que son aquellos en los que las macromoléculas gelificantes
forman de manera independiente dos o mas redes tridimensionales sin interacciones
entre los polimeros. Por lo tanto, la formacion de geles mixtos en emulsiones céarnicas
requeriria gelificacion independiente dentro de las diferentes fracciones de proteinas del
musculo, o la adicion de un agente gelificante no carneo (Foegeding, 1988; Hoogenkamp,
2011).

Al incrementarse la temperatura, el proceso de ruptura y formacién de nuevos enlaces,
produjo cambios estructurales que afectaron a las propiedades reoldgicas de la matriz;
aumenté el médulo elastico (G') y se observd la disminucién de tan & hasta valores
inferiores a 0.1. Este comportamiento fue similar al reportado por Cakir y Foegeding
(2011) y Savadkoohi y col. (2013) que indicaron la transicién de una red débil a fuerte
mediante el desarrollo de una red completa, lograndose un refuerzo progresivo del gel
mediante la adicibn de mas moléculas o alteraciones dentro de la red, a medida que se
elevaba la temperatura.

El aumento del modulo elastico observado en estas muestras se debe principalmente a la
formacion-fortalecimiento de las interacciones hidrofobicas y sulfhidrilo-disulfuro entre
proteinas vecinas con poca contribucién de puentes hidrégeno u otros enlaces polares
(Montejano y col., 1984; Ferris y col., 2009).

La elevada rigidez de los geles cérnicos emulsionados es un indicativo del efecto de
refuerzo que produce la fase dispersa (aceite). En términos moleculares, este refuerzo se
puede atribuir al entrecruzamiento de las proteinas en las capas adsorbidas alrededor de
las gotas, no sé6lo con proteinas desnaturalizadas, sino también con las proteinas
agregadas en la fase acuosa. En otros términos, se puede decir que el capa viscoelastica
de proteinas en la interfaz aciete/agua contribuye a soportar la importante carga para el
material (Aguilera, 1993; Dickinson, 2012).

Los termogramas obtenidos mostraron distintos comportamientos segun la formulacién
estudiada. Los controles CG y CA junto con la formulacion con el HPMC mostraron los
menores valores del mdodulo elastico en todo el rango de temperatura. El similar
comportamiento reolégico de los dos controles puede explicarse por el rango de
temperaturas estudiado. Entre 30°C y 40°C ocurre la fusion de la grasa contenida en CG,
de esta manera su aporte al comportamiento reoldgica durante la coccion (a partir de los
40°C evaluados) sera similar al del aceite en CA, ya que ambas fases grasas se
encuentran en estado liquido. El agregado de HPMC no afect6 apreciablemente el
comportamiento termo-reoldgico respecto de los controles CG y CA como puede verse en

la Figura 3.22. En dicha Figura se muestran Unicamente las curvas de G'y tan & ya que la
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evolucion de G" se puede inferir de ambas propiedades, y a su vez es el parametro que

menos refleja los cambios transcurridos en el proceso de gelacion.
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Figura 3.22. Curvas de gelacion (G', simbolos llenos) y tangente de pérdida (simbolos
huecos). Simbolos: WPC = >, WPCMod = * %, L=®O,CH=VV, Carr = :
HPMC = ,MC=AA XL= ,CG=¢O, CA=«.

El resto de los aditivos (Carr, XL, L, WPC, CH, MC y WPCMod) mostraron un
comportamiento similar durante el tratamiento térmico hasta los 50-55°C llegando a
valores de G' del orden de los 20000 Pa. Luego se pueden distinguir dos tendencias. Los
termogramas de las pastas carnicas con agregado de WPC, WPCMod, CH y MC no
presentaron modificaciones sustanciales al valor de G' logrado hasta los 50-55°C. Sin
embargo, para los termogramas del grupo de Car, XL y L se observé un aumentd del
caracter elastico llegando a valores de G' superiores a 70000 Pa. Esto puede atribuirse a
diversos factores. La presencia de caseinas en la formulacion con L (proteinas totales de
leche) puede explicar el incremento del médulo eldstico de estos sistemas respecto de
las que contienen suero lacteo (WPC o WPCMod), por la mayor capacidad de gelificacion
de las caseinas respecto a las otras proteinas lacteas, ya que contienen un alto nimero
de residuos hidrofobicos (Dalgleish, 1998) que pueden formar agregados incrementando

el caracter elastico de estos sistemas.
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Los elevados valores del médulo de almacenamiento de XL y Carr serian consecuencia
de una separacién de fases. Cakir y Foegeding (2011) reportaron este efecto en geles de
K-carragenano y WPC, donde los carragenanos no contribuyen directamente a la
formacion de la red del gel a altas temperaturas, ya que se encuentran en la forma de
ovillo desplegado (“random coil”), produciéndose una separacién de fases entre el k-
carragenano disperso y grandes agregados proteicos. Esto produce un aumento de la
concentracion local de proteina en la fase continua, aumentando el modulo de
almacenamiento en comparacion con la de la proteina por si sola.

La Tabla 3.10 muestra la temperatura de transicién estimada por termo-reologia y el
promedio de los valores maximos de mdédulo elastico obtenidos a 80°C. Para determinar
la temperatura de transicién del médulo elastico se evalud el cambio de pendiente de G'
vs T. Para ello se buscoé la interseccion de las rectas resultantes de la proyeccion del

maodulo elastico en las zonas anterior y posterior a la zona de transicion.

Tabla 3.10. Pardmetros mecanicos y térmicos obtenidos de los ensayos termo-reolégicos
de las distintas formulaciones.*

Temperatura de Maximo valor del

Formulacién** | transicion del médulo modulo elastico (Pa)

elastico (°C) a 1Hz y 80°C

WPC 56.1°+ 0.3 29794+ 9
57.1°+0.2 36646°+ 13

56.2°+ 0.3 73638+ 13

56.5”+ 0.1 35074+ 10

55.9°+ 0.08 256779+ 7

56.8°+ 0.1 32367°+ 9

58.3%+ 0.2 86084% + 22

57.8°+ 0.3 88800% + 21

56.4™ + 0.09 17969°+ 8

55.9°+ 0.2 28028%+ 10

*Medias con distinto supraindices en una misma columna, presentan diferencias
significativas (P < 0.05).
**Caodigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.
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Las temperaturas de desnaturalizacion de las proteinas, observadas reol6gicamente por
barridos de temperatura aparecieron en el mismo rango (53°C-58°C) que las
determinadas por calorimetria diferencial de barrido modulada para el pico |
correspondiente a la transicion de la fraccion mas termolabil de la miosina. Se encontrd
una dependencia lineal entre ambos parametros (Figura 3.23, R* = 0.81. P < 0.05).

El médulo elastico G' continué aumentando (levemente para WPCMod, CH, WPC, MC y
mucho mas para el resto de las formulaciones) durante el periodo de calentamiento
posterior al punto de gelacion alcanzando su maximo valor por encima de los 75°C,
donde tanto la miosina como la actina se encuentran completamente desnaturalizadas.
Ademas, es importante destacar el aumento de G' producido por las proteinas del tejido
conectivo como el colageno durante el calentamiento. En estas condiciones, 60-70°C y
alto contenido de agua, se produce la contraccién longitudinal de las fibras de colageno
hasta una cuarta parte de su longitud original si no tienen restricciones, como en estos
sistemas carnicos (Siripurapu y col., 1987; Tornberg, 2005). El grado de contraccion

aumenta con la temperatura.
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Figura 3.23. Correlacién entre la temperatura de desnaturalizacion del pico | (TI) y la

temperatura de transicién del médulo elastico. Los simbolos corresponden a

formulaciones con: ¢ proteinas no carnicas, ® hidrocoloides, A controles CG y CA.

Los resultados obtenidos coinciden con lo informado por Tornberg (2005) y Ferris (2009)

quienes atribuyeron a la miosina el rol principal en el mecanismo de gelificacién de
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sistemas carnicos emulsionados, por lo tanto sera la desnaturalizacion de esta proteina la
que modifique sustancialmente las propiedades reolédgicas del sistema, debido a que es
una proteina que se encuentra en una proporcion importante y su desnaturalizacion
ocurre a bajas temperaturas. Sin embargo, para la formacion completa de la matriz de un
gel cérnico resulta indispensable la total desnaturalizacion proteica, debido a que la
fraccion proteica de la region Il (principalmente actina) contribuye sustancialmente.

En cuanto al efecto de la adiciébn de hidrocoloides y proteinas no carnicas, las
formulaciones conteniendo Carr y XL presentaron una mayor temperatura de transicion
del médulo elastico que los controles. Esto coincide con los datos analizados mediante la
calorimetria diferencial de barrido donde estas formulaciones también mostraron los
mayores valores de T, Tll y Tg, asociados a la menor movilidad del agua.

DeFreitas y col. (1997), encontraron que la adicién de 0.5 g/100g k-carragenano a una
solucion de proteinas sarcoplasmicas del 5% dio como resultado la formacién de una red
de gel de carragenanos atrapando fisicamente a las proteinas céarnicas. Ademas
Verbeken y col. (2005) encontraron que la adicién de k-carragenanos causd un aumento
en el mddulo complejo, la dureza, la resistencia del gel y la capacidad de retencién de
agua en un sistema modelo de gel cérnico. Sin embargo estos autores proponen que el
carragenano no interactta con las proteinas de la carne para participar en la formacion
de la red sino que la funcion del mismo es la de ocupar los espacios intersticiales de la
red de proteinas, donde se une el agua y puede formar fragmentos de gel tras el
enfriamiento.

También se han reportado interacciones entre las cadenas anidnicas de la goma xantica
y las proteinas carnicas.

La goma xantica al estar cargada negativamente puede interaccionar con iones
divalentes presentes en estos sistemas (p. ej. Ca** o Fe?) estabilizando la proteinas
carnicas y presentando un importante efecto sinérgico con la adicién de goma garrofin
(Ramirez y col., 2002).

Por dltimo, como se muestra en la Figura 3.24 se pudieron relacionar los resultados
obtenidos por MDSC y termo-reologia, obteniendo una buena correlacion (R?=0.861)
entre la cantidad de agua no congelada y la temperatura de transicién del médulo elastico

en las muestras.
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Figura 3.24. Correlacion entre los valores de agua no congelada y la temperatura de
transicion del médulo elastico de las formulaciones estudiadas. Los simbolos
corresponden a formulaciones con: ¢ proteinas no carnicas, ® hidrocoloides, A

controles CG y CA.

Estos resultados indicarian que para el desarrollo de la matriz tipo gel cérnico de
caracteristicas elasticas a partir de la pasta cruda, que podria definirse como un sol, es
necesario agua libre disponible, para interaccionar posiblemente con las cadenas
polipeptidicas. Por lo tanto a medida que la cantidad de agua libre disminuye (mayor
agua no congelada), es necesario una mayor temperatura para poder desarrollar esta

estructura de gel.

3.4.5. Caracterizacion reoldgica de las distintas emulsiones carnicas cocidas

estudiadas

Los resultados de los ensayos de cizalla oscilatoria en el rango viscoelastico lineal a 25°C
de los productos cocidos, mostraron que este material se comport6é en forma de un sélido
viscoelastico, con G' >> G" por cerca de cuatro décadas, y una ligera dependencia del
mo&dulo de almacenamiento con la frecuencia. EI mddulo de pérdida presenté un minimo

a frecuencias intermedias (Figura 3.25).
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Figura 3.25. Variacién de los médulos de almacenamiento (G', simbolos llenos) y pérdida
(G", simbolos huecos) con la frecuencia (w) a 25°C de las distintas formulaciones
cocidas. Simbolos: WPC = >, WPCMod = * %, L= @O, CH=VV/, Carr = , HPMC
= ,MC=AA,XL= ,CG = e, CA=4«<. Las lineas (

las predicciones calculadas por el modelo ampliado de BSW.

) corresponden a

La tangente de pérdida en la zona del “plateau” (meseta) present6 valores entre 0.08 y
0.25 (datos no mostrados) para las distintas formulaciones, lo que corresponde a un
comportamiento tipo gel (Mours y Winter, 2000). La evolucion de los médulos de
almacenamiento (G') y de pérdida (G") con la frecuencia resulté variar notablemente con
la naturaleza de la macromolécula incorporada en la formulacién. La aparicion de un
minimo en G" o de una regién plateau en la dependencia de los mddulos con la
frecuencia ha sido relacionada previamente a la formacién de entrecruzamientos fisicos
entre las moléculas de polimeros (Ferry, 1980).

Las formulaciones que incluian la combinacién de carragenanos o gomas xantica-garrofin
mostraron los mayores modulos elasticos, lo que refleja la formacion de una importante
red tridimensional. Estas muestras mostraron mayores caracteristicas sélidas que la
formulacion control con grasa (CG). De esta manera el aporte a la componente soélida del
sistema por parte de las gomas mencionadas resulté ser superior a la pérdida de estas
propiedades originadas por el reemplazo de grasa soélida por el aceite de pescado, que es

liquido a la temperatura ensayada. La formulacién con proteinas de leche (L) resulté en
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un sistema con caracteristicas reoldgicas similares al CG; por otro lado, el resto de las
formulaciones con proteinas no carnicas presentaron perfiles menos elasticos, aunque
siempre con un perfil menos viscoso que el control con aceite, CA.

Analizando las Figuras 3.22 y 3.25 se puede observar el cambio producido al enfriarse la
matriz ya cocida. La formulacion con grasa vacuna (CG) mostré un bajo valor de G' al
final de la zona de calentamiento, cuando la grasa se encontraba fundida, mientras que
los barridos de frecuencia de la emulsion cocida y enfriada a 25°C mostraron un aumento
significativo del médulo elastico (de 25570 Pa a 48640 Pa). El G' a 25°C de salchichas
con grasa (CG) fue tan alto como el de las formulaciones con carragenanos debido a que
la grasa estaba nuevamente solidificada. El resto de las formulaciones (que contenian
aceite de pescado) mostraron cambios menos marcados debido al enfriamiento. Ademas,
de la relacion esperada entre las propiedades reoldgicas y la temperatura, los cambios
observados pueden atribuirse a la formacién de otras interacciones no-covalentes entre
proteinas desnaturalizadas durante la etapa de enfriamiento, tales como la gelificacion
del colageno.

Los valores mas elevados de G' en los experimentos de barrido de frecuencia estan
asociados a la formacion de mayor cantidad de agregados covalentes y no-covalentes.
Asi, para formulaciones Carr, L y XL, la mayor formacién de estos agregados produjo una
matriz mas cohesiva, lo que se vio reflejado en valores mas altos del parametro
cohesividad obtenido mediante el TPA (Tabla 3.5).

3.4.6. Modelado matematico de los datos reoldgicos

Aunque los productos alimenticios tales como las salchichas son matrices complejas,
pueden ser descriptos con cierta aproximacion sobre la base de modelos simplificados.
Las propiedades mecanicas de las salchichas pueden ser representadas por ciertas
funciones de respuesta del material también conocidas como ecuaciones constitutivas o
ecuaciones reoldgicas de estado (Tschoegel, 1997; Andrés y col., 2008; Ranalli y col.,
2012). Estas funciones de respuesta pueden ser evaluadas mediante el ajuste de un
modelo matematico para experimentos dinamicos oscilatorios obtenidos en el estado de
viscoelasticidad lineal. Los médulos G' y G" contienen toda la informaciéon necesaria para
el célculo del espectro de relajacion (H(A)) que no se puede medir directamente. En el
rango de pequefas deformaciones, se espera que los materiales poliméricos puedan ser
caracterizados por un espectro de tiempos de relajacion anico, H(A).

El modelo de Maxwell simple, descripto en el Capitulo 1, constituye la base para obtener
un modelo mas complejo. Por si mismo, no puede representar el comportamiento

viscoelastico, porque no responde de forma adecuada a las excitaciones producidas tanto
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por deformaciébn como por esfuerzo. Un material viscoeldstico muestra retardo de la
deformacion y relajacién del esfuerzo, dependiendo de la excitacion. El modelo de
Maxwell de un solo elemento es capaz de predecir relajacion del esfuerzo, pero no
retardo de la deformacion. Un numero “N” de elementos de Maxwell (resorte y
amortiguador en serie) conectados en paralelo con un elemento constituido por un
resorte, conforma el modelo de Maxwell generalizado tal como se observa en la Figura
3.26.

AN

33

Gi

T 1 R

Ge

AAPARAARANAR
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i=3 i=N

Figura 3.26. Esquema del modelo de Maxwell generalizado.

Generalizando para N elementos la ecuacién descripta anteriormente (Ec. 1.15), el
madulo de relajacion resulta (Ferry, 1980):

t
" 3.3

G(t) =G, + %Gi e
i=1
Donde:
G(t) representa una superposicion de términos exponenciales.
G es el médulo de equilibrio que corresponde al elemento elastico compuesto por
un resorte.
G; es el modulo de relajacion del i-ésimo elemento de Maxwell.

Aies el tiempo de relajacion correspondiente a ese elemento.

G(t) tiende a Ge cuando el tiempo de relajacion tiende a infinito en el caso de solidos, y
posee valor cero en el caso de liquidos. Por otro lado G; y n; se relacionan mediante la

siguiente ecuacion:
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A= 3.4

De esta forma, la relajacion viscoelastica puede ser interpretada como una superposicion
de procesos elementales en los cuales el esfuerzo relaja exponencialmente (Ferry, 1980;
Tschoegel, 1997).

Se pueden obtener expresiones generales para las componentes real y compleja del
médulo de relajacién cuando se aplica una deformacion sinusoidal, asi para el modulo

elastico o de almacenamiento resulta;

2
G'(0) =G, + 3G, ((M)Z 35
-1 1+ (on)

y para el médulo de pérdidas se tiene:

o N O\ 3.6
G =>G —F— 1
() Ei | 1+ (on )

Si se dispone de un sistema de Maxwell con infinitos elementos en una escala de tiempos
infinita, situacién inalcanzable practicamente, se puede definir un espectro continuo de
relajacion del material en funcion del tiempo, H(L). Entonces, el médulo de relajaciéon
lineal (G(t)) se puede calcular a partir de este espectro mediante las relaciones siguientes
(Mours y Winter, 2000):

+2° H(A) 3.7

t
G(t) =G, + | e » dn

Donde:

H(L) representa la contribucién infinitesimal para una variacién infinitesimal del
tiempo de relajacion, y las expresiones para los médulos de almacenamiento y pérdidas
son (Mours y Winter, 2000):

= HA) ()

- 38
E=Cet lo A1+ () >
G= [ H}) (02) da 3.9

—0 A 1+ (CO 7\.)2

93




Capitulo 3

El disponer del espectro de un material representa una gran ventaja, ya que se puede
tener un conocimiento de su comportamiento en un amplio intervalo de tiempo. En su
obtencion se pueden combinar distintos tipos de ensayos para cubrir este intervalo, ya
que todas las funciones viscoelasticas estan relacionadas y pueden ser calculadas a
partir del mismo.

El espectro de un material caracteriza su comportamiento mecanico representado por las
funciones viscoelasticas lineales. El conocimiento del espectro permite el calculo de unas
funciones viscoelasticas a partir de otras, lo que hace versatil su utilizacion. Por otra
parte, el espectro de un material no es una funcion medible experimentalmente, por lo
que se tiene que calcular a partir de valores experimentales de las funciones
viscoelasticas lineales, las cuales si son accesibles experimentalmente (Baumgartel y
col., 1990).

El comportamiento viscoelastico de los geles céarnicos emulsionados estudiados se
describié utilizando el modelo ampliado de Baumgartel, Schausberger y Winter (BSW)
(Ec. 3.10) que describe los datos experimentales del barrido de frecuencia (G' y G")
correspondientes a moléculas lineales, largas y flexibles, con una amplia distribucion de
pesos moleculares. El espectro de relajacion tiene la siguiente forma (Baumgartel y col,
1989):

—Np Ne B
A A A 3.10
HL) =G| A| — +Nn,| — exp| —| ——
( ) " 7“0 ) xe Xp 7Lmax
para A <A,
H(A) =0 para A>A,

Donde:

G\° es el modulo plateau y corresponde a G' cuando la tangente de pérdida es
minima

A es un factor correspondiente a la transicion vitrea

Le €S el tiempo de inicio de la region pseudo-terminal

Lo €s el tiempo de cruce en la transicién vitrea

Ne Y No son las pendientes del espectro en la zona de entrecruzamiento y la zona
de transicion vitrea a altas frecuencias, respectivamente

B se vincula con la distribucién de pesos moleculares y controla la nitidez del

punto de cruce a la region vitrea del espectro.
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Considerando las expresiones involucradas (Ec. 3.8, 3.9, 3.10) el ajuste resulta un
problema no lineal que podria linealizarse eligiendo un conjunto N de valores de tiempos
de relajacion y calculando, mediante algun criterio matemético, los correspondientes
coeficientes G;. Se dispondria entonces de la version discreta del espectro sustituyendo
la integral por una serie.

La inversién de una unica ecuacion integral del tipo de la Ec. 3.8 para G' (0 Ec. 3.9 para
G") se conoce como un problema “mal condicionado”, sin embargo, el mal
condicionamiento del sistema practicamente desaparece cuando se realiza la inversion
de las dos integrales interrelacionadas (Mours y Winter, 2000).

El software desarrollado por H.H. Winter y M. Mours (IRIS Development LLC, MA,
EE.UU.) contiene un procedimiento de calculo robusto para la determinacién de los
parametros del espectro propuesto, que trabaja con la inversion simultanea de las dos
ecuaciones integrales previamente mencionadas (Ec. 3.8 y 3.9). Dicho software se utilizd
para predecir, entonces, los parametros del modelo BSW ampliado (Ec. 3.10),
correspondientes a las emulsiones carnicas gelificadas estudiadas (Winter y Mours,
2006). La Figura 3.24 muestra el excelente ajuste de los mddulos de almacenamiento y
pérdida predichos mediante el modelo BSW ampliado a los datos experimentales.

El modelo BSW ha sido satisfactoriamente empleado en varias oportunidades para
representar el comportamiento de diferentes sistemas poliméricos y emulsionados
(Bengochea y col., 2008; Franco y col., 1997; Quintana y col., 2002, Ranalli y col., 2012;
Lorenzo y col. 2013). Uno de los parametros del modelo regresionado, el médulo plateau
(G\Y), refleja la arquitectura molecular de los polimeros. Es proporcional a la cantidad de
entrecruzamientos por unidad de volumen e inversamente proporcional al peso molecular
medio del segmento molecular entre los entrecruzamientos (Flory, 1953). Los md&dulos
plateau predichos por el modelo BSW ampliado para las diferentes formulaciones
ensayadas se muestran en la Tabla 3.10. También se calcularon los G\ directamente a
partir de experimentos dinamicos, estimandolos a partir del minimo en la tangente de
pérdida segun la metodologia descripta por Ferry (1980), Baumgartel y col. (1992),
Larson y col. (2003), y Bais y col. (2005):

GN0: [Gl]tané_,min- 3.11

En la Tabla 3.11 se puede observar la excelente concordancia de los modulos plateau

predichos mediante ambos procedimientos.

95




Capitulo 3

Tabla 3.11. Médulos plateau predichos por el modelo BSW ampliado y determinado
mediante la Ec. 3.11 directamente a partir de los datos experimentales.*

Moédulo Plateau
Formulacion** I Ec. 3.11

P (P

Modulo Plateau

20220% + 45 20513%+ 25
WPCMod 18370° + 18 18260° + 10
27700° + 15 26533+ 16
20840% + 22 19663° + 30
14200° + 12 12677'+ 16
23750° £ 18 21255% + 19
36300 + 32 37543%+ 27
30200° + 14 30100+ 15
5850" + 8 7728%+ 16
35770% + 31 33443% + 20

*Medias con distinto supraindices en una misma columna presentan diferencias
significativas (P < 0.05).
**Cabdigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod =
proteinas de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo,
Carr = (2:1) ki1 — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL =

combinacion (2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

Teniendo en cuenta que las funciones viscoelasticas lineales mostraron una dependencia
de la frecuencia cualitativamente similar entre las distintas formulaciones estudiadas, se
aplicdé un método de superposicion empirico. Como factor de normalizacién “a” se utilizd
la inversa del médulo plateau G\° (a = 1/G\°). Cabe destacar que este procedimiento
matematico fue aplicado con éxito por Franco y col. (1997) quienes obtuvieron curvas
maestras de los médulos de almacenamiento y pérdida para emulsiones con diversas
relaciones aceite/agua y distintos agentes emulsificantes.

En la Figura 3.27 se muestran las curvas maestras dinamicas normalizadas de los
moédulos de almacenamiento y pérdida. Todos los datos se redujeron a una Unica curva

maestra con una buena aproximacion.
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Figura 3.27. Curvas maestras dinamicas normalizadas de los modulos de
almacenamiento (G', simbolos llenos) y pérdida (G", simbolos huecos), y la prediccion por
el modelo ampliado de BSW, donde “a” = 1/G\°. Simbolos: WPC = B[>, WPCMod = * 3¢,

L=e0O,CH=VV, Carr= , HPMC = ,MC=AA XL= ,CG=eO,CA=
4<. Las lineas (——) corresponden a las predicciones calculadas por el modelo
ampliado de BSW.

El hecho de que estas curvas maestras se puedan lograr mediante la aplicacion de un
método empirico de superposicién vertical utilizando como factor de correccion el
parametro G\’ implica que los diferentes aditivos no modificaron el patrén general de la
microestructura del sistema, sino que influyeron principalmente en el nivel de
interacciones entre los componentes macromoleculares.

Es importante mencionar que los resultados reoldgicos vinculados a pequefias
deformaciones podrian estar relacionados con las propiedades texturales de las
muestras. La textura es un ensayo que se realiza con grandes deformaciones, fuera del
rango de viscoelasticidad lineal. Para los sistemas estudiados se encontré una buena
correlacion entre el modulo plateau y la dureza tal como se observa en la Figura 3.28 (R?
=0.84, P <0. 05).
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Figura 3.28. Correlacién entre la dureza y el médulo plateau (Gy°) de los distintos

sistemas carnicos cocidos.

Simbolos; € = Proteinas no carnicas; ® = Hidrocoloides; A = Controles.

Cddigo de las distintas formulaciones: WPC = proteinas de suero de leche; WPCMod = proteinas

de suero de leche tratado térmicamente; L = proteinas de leche, CH = clara de huevo, Carr = (2:1)

K:I — carragenanos, HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa, MC = metilcelulosa, XL = combinacion

(2:1) de gomas xantica y garrofin, CG = control con grasa, CA = control con aceite.

3.5. Conclusiones del Capitulo

La adicion de diferentes proteinas no carnicas o hidrocoloides en la formulacién
de salchichas conteniendo 5% de aceite de pescado pre-emulsificado permitié
obtener productos con altos rendimientos, similares al control elaborado con grasa
vacuna.

La incorporacion de proteinas de leche, carragenanos, 0 mezcla de gomas
xantica-garrofin a las formulaciones con aceite de pescado permiti6 obtener
productos con una dureza, masticabilidad y elasticidad, similar al control con
grasa.

Los diferentes biopolimeros incorporados disminuyeron la movilidad molecular de
los sistemas. Esto se vio reflejado en los cambios de la cantidad de agua no
congelada, en las temperaturas de transicion vitrea y en las temperaturas de pico
correspondientes a la desnaturalizacion proteica estudiadas mediante calorimetria
diferencial de barrido modulada (MDSC).
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El comportamiento viscoeldstico de emulsiones céarnicas cocidas fue
satisfactoriamente modelado usando el modelo de BSW ampliado para predecir el
espectro mecanico de relajacion en el rango viscoelastico lineal. Los diferentes
aditivos no modificaron el patron microestructural global de los sistemas, sino que
influyeron principalmente en el nivel de interacciones entre los componentes
macromoleculares.

Se vincularon los valores de los médulos plateau Gy, gue se relacionan con el
namero de entrecruzamientos de las cadenas poliméricas que conforman el gel
carnico, con el pardmetro dureza del ensayo de perfil de textura. De esta manera
se vincularon ensayos realizados con pequefas deformaciones y dentro del rango
de viscoelasticidad lineal (RVL) con ensayos fuera del RVL como el analisis del
perfil de textura.

La adicion de las gomas k/I-carragenano, xantica-garrofin, o concentrado de
proteinas de leche produjo salchichas de carne vacuna saludables con
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas y similares a la formulaciéon conteniendo

grasa vacuna.
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CAPITULO 4

Optimizacion del contenido de proteinas no carnicas e
hidrocoloides en la formulacién de geles carnicos

emulsionados saludables
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4.1. Introduccion

La mayoria de los hidrocoloides incorporados en la formulaciéon de alimentos pueden
actuar como agentes estabilizantes de emulsiones aceite/agua (O/W) pero sélo unos
pocos pueden actuar como agentes emulsionantes. Esta ultima funcionalidad requiere
actividad superficial sustancial en la interfase O/W, y por lo tanto la capacidad de facilitar
la formacion y/o estabilizacion de las pequefias gotas de aceite durante y después el
proceso de emulsificacion (Dickinson, 2003; Dickinson, 2004).

La capacidad de las proteinas para formar y estabilizar emulsiones son parametros
criticos que afectan a la elecciéon de una proteina para su uso en un proceso industrial.
Las proteinas pueden reducir la tension en la interfase O/W y ayudar a prevenir la
coalescencia (Cano-Medina y col., 2011). La capacidad para estabilizar la emulsion esta
relacionada con la matriz de la membrana proteica que rodea la gota de aceite e impide
su coalescencia (Jones, 1984).

A su vez, las proteinas globulares se consideran agentes emulsionantes eficaces a
concentraciones relativamente bajas (< 1 g/100g), pero tienden a ser mas sensibles a las
influencias ambientales (por ejemplo, pH, fuerza iénica, procesamiento) en relacion con
otros tipos de agentes como los hidrocoloides (Stone y col., 2012).

En el desarrollo de productos de contenido lipidico reducido los procesos de sustitucion
de grasa basados en la incorporacion de proteinas parecen ofrecer ventajas sustanciales
pero normalmente se requieren mejoras en las caracteristicas texturales que no pueden
ser logradas Unicamente con este reemplazo (Keeton, 1994). Sin embargo, el agregado
de gomas en combinacién con proteinas puede ser adecuado como sustituto de grasa.

Es necesario identificar combinaciones deseables de proteinas-hidrocoloides y estudiar
su efecto sobre los parametros de calidad de un producto como son las salchichas
magras formuladas con aceites de origen marino, siendo importante considerar las

posibles interacciones que surjan de la combinacion de las distintas macromoléculas.

4.1.1. Interacciones entre proteinas no carnicas e hidrocoloides en sistemas
modelo

Cuando se producen interacciones entre macromoléculas actian fuerzas repulsivas y
atractivas entre ellas. De éstas subyacen dos fendmenos opuestos: la incompatibilidad o
la formacion de complejos (Tolstoguzov, 1990, 1996, 1997, 1998, 2003; Ledward, 1994;
Turgeon y col., 2003). En la formacion de complejos de proteinas con carga opuesta y
polisacéaridos aniénicos se pueden originar complejos tanto solubles como insolubles. La
neutralizacién mutua de las cadenas que llevan cargas opuestas disminuye la carga neta

y la hidrofobicidad en las zonas de unién obteniéndose una conformacion compacta del
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complejo, con las zonas de unién ocultas dentro de su interior hidrofobico (Tolstoguzov,
2003). La neutralizacion de las cargas de un polisacarido anionico también puede reducir
la rigidez de sus cadenas principales debido a una disminucion en las interacciones
repulsivas de los grupos de igual carga (Figura 4.1).

La estequiometria de un complejo insoluble tiende a satisfacer la condicion de su
electroneutralidad, es decir, completa neutralizacion mutua de los reactivos
macromoleculares. Debido a las limitaciones topoldgicas, las proteinas globulares y las
cadenas de polisacaridos anionicos rigidos no pueden lograr el contacto entre todos sus
grupos cargados. Por el contrario, las proteinas con estructura desplegada (tal como
gelatina, caseina y proteinas de almacenamiento de semillas desnaturalizadas) tienden a
formar un nimero maximo de contactos con un polisacarido de carga opuesta (Turgeon,
2003).

Proteina
Zona de unioén:
la neutralizacion
++ 4+ incrementa la

flexibilidad

Polisacarido
anionico

Formacién de un
agregado compacto

Zonas cargadas: La
repulsion de cargas
- incrementa la rigidez

Figura 4.1. Esquema de la interaccion y la formacion de un complejo entre una proteina

globular y un polisacarido anioénico.

Por naturaleza, la separacién de fases en sistemas de proteina-polisacarido es un
proceso cinético. Surge de las fluctuaciones locales de la concentracion de biopolimeros
dentro del volumen de la mezcla. Estas fluctuaciones pueden resultar de la mezcla
ineficiente de los componentes, de las fluctuaciones de temperatura o interacciones
especificas/no-especificas. Los modelos generales convenientemente utilizados para
describir la cinética de separacion de fases son nucleacion-crecimiento (NC) o
descomposicion espinoidal (DE).

El primer modelo (NC) se caracteriza por fluctuaciones iniciales de concentracion corto-

rango/alta-amplitud, mientras que el modelo de descomposicién espinoidal ocurre a
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través de las fluctuaciones amplio-rango/pequena-amplitud (Maugey y col., 2001). La NC
generalmente finaliza con pequefias gotas esféricas dispersas en una fase continua,
mientras que la DE exhibe una red interconectada en 3 dimensiones. Las caracteristicas
moleculares de los biopolimeros (peso molecular, conformacién, densidad de carga, etc),
factores que las afectan (pH, fuerza idnica, calidad del disolvente, etc.), condiciones de
mezcla (relacion, concentracion total, etc.) y procedimientos de mezcla (tratamiento
térmico, presion, cizallamiento, etc.) deben ser considerados como los determinantes de

factores de incompatibilidad termodinamica (Figura. 3.2).

Incompatibilidad termodinamica o coacervaciéon

RUIFe
. I
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Presion + \}\\\\\\ e & i % Presion +
Cizalladura| ™\ W\ ’. 5‘ Cizalladura
Microparticulas .... ™ Gel bi-continuo

gelificadas

NC | - DE
Separacion
macroscopica

Tiempo

Figura 4.2. Esquema de los diferentes procesos de desestabilizacién de una mezcla de

dos macromoléculas (adaptado de: Turgeon y col., 2003)

4.1.2. Interacciones entre proteinas no carnicas e hidrocoloides en sistemas
carnicos

Sin embargo, conocer el comportamiento de ciertos pares hidrocoloide-proteina en
sistemas modelo no asegura que en la matriz carnica el resultado sea el mismo, ya que
ambas macromoléculas podrian interaccionar también con las proteinas miofibrilares o
con la fase lipidica. Existe poca informacion bibliografica sobre la compatibilidad de fase
de las proteinas del musculo con otras proteinas o ingredientes alimentarios o de las
consecuencias de estas interrelaciones sobre la calidad de los productos obtenidos

Los productos elaborados con carne finamente picada que contienen grasa, luego de ser
sometidos a un tratamiento térmico adecuado, pueden considerarse correctamente como

geles multicomponentes o emulsiones gelificadas. Es importante entonces, entender de
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qué manera los componentes no carnicos afectan las propiedades de la matriz miofibrilar
gelificada. Algunos estudios sobre este tema muestran que las propiedades mecanicas
de un gel compuesto (medidas por pequefias deformaciones que producen fractura)
dependen fuertemente del grado de interaccion entre la fase continua proteica
(miofibrilar) y la fase dispersa (lipidos, proteinas no carnicas e hidrocoloides), y de la
distribucion y volumen de la fase dispersa en la matriz. EI gel compuesto relleno
(composite) no es el Unico modelo posible de la distribucién de componentes. También
pueden existir los sistemas compuestos denominados geles mixtos. En este caso, el
componente de relleno (no miofibrilar) puede formar una segunda matriz en el interior de
la matriz de proteinas de musculo o puede interaccionar directamente con las mismas
para formar una matriz sencilla de composicién mixta (Fennema, 1996). La gelificacion de
las proteinas carnicas es, en gran parte, responsable de la estabilizacién fisica y quimica
de la grasa y el agua en los productos carnicos emulsionados, y por lo tanto, contribuye a
sus caracteristicas deseables de textura y apariencia (Gordon y Barbut, 1992; Pietrasik y
Jamoluk, 2003). Sin embargo, los componentes no carnicos, derivados de una variedad
de fuentes vegetales y animales, se utilizan habitualmente en la fabricacion de productos
carnicos debido a sus propiedades funcionales, que incluyen la emulsificacion, la
capacidad de unién de agua y grasa, la mejora de las propiedades texturales y de
apariencia.

Se pueden encontrar en la bibliografia diversos estudios donde se aprovechan los efectos
de la combinacion de distintos hidrocoloides y proteinas en sistemas carnicos:

e Carragenanos y caseinatos de sodio en geles de proteinas de cerdo, que
resultaron con una mayor dureza, masticabilidad y mejor retencion de agua
(Pietrasik y Jarmoluk, 2003).

e Proteinas de soja y konjac en un sistema modelo de mortadela magra, mejorando
el perfil de textura (Chin y col., 1999).

e Carragenanos, almidéon de maiz modificado, proteinas de soja y de leche en
mortadela y salchichas con carne de pavo, logrando mejorar la textura (Dexter y
col., 1993).

e Fibra citrica y proteinas de soja en salchichas, incrementando la capacidad de
retencién de agua y la dureza (Cengiz y Gokoglu, 2007).

o Fibra de soja y proteina de plasma en mortadela, que mejoraron las capacidad de
retencién de agua de la matriz, la dureza y la liberacién de aromas (Cofrades y
col., 2000).
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Almidén de papa, fibra de avena, maltodextrina y proteinas lacteas en
hamburguesas y salchichas, que incrementaron la capacidad de retencién de
liquidos y la jugosidad (Chevance y col., 2000).

Suero de leche y almidon de papa en salchichas, que mejoraron la capacidad de
retencién de agua (Yetim y col., 2006).

Goma xantica, goma guar y proteinas de suero lacteo en salchichas de pollo, que
modificaron la dureza e incrementaron la cohesividad de la matriz (Andrés y col,
2006).

4.2. Objetivos especificos del Capitulo

El objetivo especifico de este Capitulo fue seleccionar una proteina no carnica y un

hidrocoloide entre los distintos compuestos estudiados en el Capitulo 3 para emplearlos

combinados en la formulacién de salchichas magras adicionadas con aceite de pescado.

Para esto se propuso:

1.

Estudiar en sistemas modelo de geles mixtos el efecto de distintas combinaciones
hidrocoloide-proteina no carnica sobre la capacidad de formacién de gel y la
textura de los mismos, de manera de seleccionar una combinacion
potencialmente adecuada.

Relacionar el efecto de la concentracién de la proteina no carnica e hidrocoloide
seleccionados a partir de los resultados en sistemas modelo sobre el rendimiento,
pérdidas por centrifugacion y textura de geles carnicos emulsionados formulados
con aceite de pescado.

Modelar matematicamente las respuestas obtenidas para las distintas
formulaciones siguiendo una metodologia de Superficie de Respuesta.

Predecir el contenido de la combinacién hidrocoloide-proteina no carnica en el
producto emulsionado magro formulado con aceite de pescado que optimice sus
parametros de calidad, logrando asemejarse al producto comercial tradicional,
utilizando la metodologia de funcion objetivo.

Validar dicha formulacion optimizada elaborando el producto, determinando
experimentalmente sus parametros de calidad y comparando los resultados

obtenidos con los valores predichos por los modelos matematicos.
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4.3. Materiales y Métodos
4.3.1. Materiales

Los materiales empleados en este Capitulo fueron similares a los previamente descriptos
en la seccion 3.3.1.

El aceite de origen marino empleado correspondié a un lote de aceite de raya, el cual fue
previamente refinado y deodorizado (OmegaSur S.A. Mar del Plata, Argentina)
conteniendo 1000 ppm de tocoferoles incorporados por el productor.

Para la elaboracion de los geles mixtos se empleo:

e agua destilada,

e clara de huevo en polvo (CH, Tecnovo S.A., Crespo, Entre Rios, Argentina), con
un contenido de 78% de proteinas,

e concentrado de proteinas lacteas (L, Milkaut S.A., Franck, Santa Fé, Argentina),
con un contenido de proteinas de 80%,

e concentrados de proteinas de suero de leche modificado térmicamente y sin
modificar (WPCmod y WPC, respectivamente, Arla Foods Ingredients S.A,,
Martinez, Buenos Aires, Argentina) con un contenido de proteinas de 78%.

e metilcelulosa (MC, Drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina),

e carragenanos iota (1) y kappa (k) usados en una proporcion k:1 2:1 (Adama S.A,,
Buenos Aires, Argentina),

e mezcla de gomas xantica y garrofin en relacién 2:1 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.).

4.3.2. Evaluacion de combinaciones hidrocoloide-proteina en sistemas

modelo

Con el propdsito de encontrar una combinacion de hidrocoloides y proteinas no carnicas
entre los aditivos evaluados individualmente en el Capitulo 3, con potencialidad para ser
incorporados simultaneamente en la formulacion de salchichas magras con aceite de
pescado, se estudio la capacidad de formar geles de diversos pares hidrocoloide-proteina
no carnica, y en caso de obtener un gel, determinar la firmeza de los mismos. Para ello
se procedio a preparar geles con diferentes combinaciones de aditivos.
Los pares proteina-hidrocoloide analizados fueron:

¢ concentrado de proteinas lacteas + carragenanos (L+Carr)

e concentrado de proteinas suero lacteo + carragenanos (WPC+Carr)

e clara de huevo en polvo + carragenanos (CH+Carr)
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e clara de huevo en polvo + mezcla xantica-garrofin (CH+XL)

e clara de huevo en polvo - metilcelulosa (CH+MC)
En todos los casos la concentracion total (proteina + hidrocoloide) se mantuvo constante
e igual a 4 g/100g de solucién, variando las concentraciones de hidrocoloides y proteinas
entre 0 y 4 g/100g. Se realizaron dispersiones en agua de los biopolimeros y, para
asegurar la completa disolucién de los componentes, se calenté a 80°C durante 10 min.
Posteriormente se colocaron alicuotas de 20 ml en vasos de precipitados. Se dejaron
enfriar a 4°C y se obtuvieron geles de 4 cm de diametro y 1.5 cm de altura que se

mantuvieron refrigerados durante 18 h hasta su analisis.

4.3.2.1. Evaluacién de la capacidad de formaciéon de gel

Se evalud la capacidad de formar gel de las combinaciones proteina-hidrocoloide
seleccionadas utilizando el método de Coffman y Garcia (1977). Se observaron las
muestras inclinando a 45° el recipiente. Las muestras que presentaron fluidez no fueron

consideradas para el posterior analisis de textura ya que no se logré la formacién de un

gel.

4.3.2.2. Textura de geles

Para evaluar la textura de los geles obtenidos se realizé un ensayo de puncion
empleando un Texturémetro TAXT2i Texture Analyzer (Stable Micro Systems, UK) y una
sonda de puncién de 3 mm SMSP/3. La velocidad del ensayo fue de 1 mm/s, la maxima
distancia de penetracion fue de 60%, registrandose la fuerza del gel o “gel strength” como
la fuerza necesaria para fracturar el gel expresada en N (Tabilo-Munizaga y col., 2005) y
la distancia a la ruptura (DR), como la distancia recorrida por la sonda hasta producirse la

ruptura, expresada en mm. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado.

4.3.3. Optimizacién de la formulacion de productos carnicos emulsionados
saludables utilizando metodologia de superficie de respuesta

En base a los resultados obtenidos en la seccion 4.3.2. y en el Capitulo 3, se selecciond,
entre los diferentes pares evaluados, una combinacion de proteina no
carnica+hidrocoloide que correspondio a carragenanos + proteinas lacteas, y se procedio
a realizar una optimizacién de las concentraciones de ambos componentes en la

preparacion de salchichas magras con aceite de pescado.
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4.3.3.1. Diseiio experimental empleado

Se empledé un disefio Box-Wilson central compuesto rotable (Box y Draper, 1987),
comunmente llamado disefo central compuesto rotable (DCCR). Este disefio es en
realidad una combinacion de un disefio factorial con puntos centrales y axiales (Figura
4.3). Los factores empleados fueron dos, el nivel del hidrocoloide y el de proteina no
carnica.

Si la distancia desde el centro del espacio de disefio a un punto factorial es de * 1 unidad
de cada factor, la distancia desde el centro del espacio de disefio a un punto axial es de +
a, con a > 1. El valor preciso de a depende de las propiedades deseadas para el disefio y
del numero de factores implicados. El disefio central compuesto se puede hacer rotable

estableciendo los valores de los puntos axiales como a = (2%)"*. El valor de a para un

disefio de dos factores es a = (4)" = /2 = +1.414.

Figura 4.3. Combinacién de un disefio factorial de dos factores con puntos centrales y

axiales.

En este estudio, los niveles de hidrocoloides y proteinas no carnicas variaron segun los
resultados previamente obtenidos. En la Tabla 4.1 se indican los niveles codificados que
se emplearon en este disefio. La formulaciéon 9 corresponde al centro del disefio (0,0) y
se evalud por triplicado, al inicio, mitad y al final del experimento, por lo que en total se

prepararon 11 lotes de productos.
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Tabla 4.1. Contenidos porcentuales y codificados de carragenanos y proteinas de leche

en las diferentes formulaciones (1 a 9) de salchichas magras con aceite de pescado.

Carragenanos (Carr)
g/100g Codificado

Formulacion

Proteinas de leche (L)

g/100g Codificado

1
2
3
4
)
6
7
8
9

A su vez en la Tabla 4.2 se informan los restantes componentes comunes a todas las

formulaciones estudiadas en este Capitulo.

Tabla 4.2. Ingredientes comunes a todas las formulaciones.

Componente
Carne*

Agua

Aditivos (Carr + L)
NaCl

TPP

Eritorbato de sodio
NaNO,

Pimienta

Nuez moscada
Aceite de pescado

g/100g

c.s.p.
25
1.4
0.2

0.045

0.015
0.2

0.05

*c.s.p.: cantidad suficiente para 1009e pasta cruda.

**Los aditivos variaron segun lo indicado en la Tabla 4.1.

4.3.3.2. Elaboracion de los productos

Para la elaboracion de las muestras se siguio el protocolo descripto en 3.3.2. En este

caso, tanto los carragenanos como las proteinas de leche se incorporaron juntos en la

emulsion aceite de pescado/agua.
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4.3.3.3. Determinacién de los parametros de calidad
Se realizaron las siguientes determinaciones sobre las 11 formulaciones preparadas (9
formulaciones distintas, siendo el punto central, la formuacién 9, replicada 3 veces).

¢ Rendimiento, segun lo descripto en 3.3.4.1.

e Pérdidas por centrifugacion, segun lo descripto en 3.3.4.2.

¢ Analisis de perfil de textura (TPA), segun lo descripto en 3.3.4.3.

4.3.4. Estimacion de las superficies de respuesta

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) es una estrategia de experimentacién
secuencial y modelado matematico que permite estimar las condiciones Optimas de
operacion de un proceso y mejorar significativamente su resultado en cuanto a costos,
tiempos, eficiencia, productividad, cumplimiento de especificaciones, y mejorar su
calidad. Permite que el investigador inspeccione de manera visual, la respuesta promedio
para cierta zona de los niveles de los factores de interés y evaluar su sensibilidad a
dichos factores.

La MSR puede ayudar en la investigacion del efecto de la interaccion de varias variables
y en la construccion de un modelo matematico que describa con precision el proceso
global (Myers y Montgomery, 2002; Velioglu y col., 2010). Se ha utilizado con eficacia
para optimizar formulaciones de una variedad de productos alimenticios tales como
salchichas de bajo contenido graso, mortadela y pastas carnicas o salchichas de cerdo
(Carballo y col, 1995; Pietrasik y Li-Chan, 2002; Murphy y col, 2004). Es una poderosa
técnica matematica y estadistica para probar multiples variables de un proceso y sus
interacciones.

Dado que los factores estudiados presentan niveles cuantitativos, se puede determinar la

respuesta (\A() con respecto al factor (x) mediante una ecuacion, siendo los polinomios de
segundo grado ampliamente usados en este tipo de disefo (Cornell, 1981). Por lo tanto,
el modelo polinomial usado como aproximacion practica a la funcién de respuesta
verdadera o real correspondié a un polinomio de segundo orden completo, cuyos
coeficientes se evaluaron utilizando el software Expert Design (trial version 7.1.6, Stat-

Ease Inc., Minneapolis, EE.UU):

/ 2 2 41
Y = BO + BCaerCarr + BLXL + BCarrLXCaerL + BCarrCaerCarr + BLLXL

Donde:
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Yes la respuesta predicha de la variable correspondiente (rendimiento, pérdidas
por centrifugacion, parametros de TPA, etc.)

Xcarr Y XL SON los contenidos codificados de las variables independientes (Carr y L,
respectivamente) (Tabla 4.1)

Bi son los coeficientes del modelo.

Para cada respuesta se utilizé una metodologia de eliminacién tipo “paso a paso hacia
atras” (stepwise backward) para determinar los términos significativos de la Ec. 4.1. Los
parametros calculados fueron considerados significativos cuando las probabilidades
calculadas resultaron menores que 0.05.

Luego de regresionar cada modelo predictivo, se llevd a cabo un andlisis de residuos
para validar las suposiciones usadas. La adecuacion del modelo fue verificada utilizando
un test de falta de ajuste o “lack of fit". Se calculé ademas el coeficiente "precision
adecuada" (Adequate Precision) que mide la relacion entre la senal y el ruido, y es
deseable que su valor sea mayor que 4, por lo que en cada caso también se informa el
valor obtenido. Luego de ajustar los modelos, se llevé a cabo un analisis de los residuos

para validar las hipétesis en los ANAVA.

4.3.5. Metodologia de optimizacién

Se utilizd una optimizacion multirespuesta para predecir la formulaciéon 6ptima,
empleando una metodologia de “funcién objetivo o conveniencia”, d. Esta metodologia se
basa en el concepto de que la calidad de un producto o proceso tiene multiples
caracteristicas, manteniéndose todas ellas dentro de los limites “deseados”. Con este
método se determinan las condiciones operativas que proveen los valores de respuesta

“mas deseable” (Myers y Montgomery, 2002).

Para cada respuesta YJ-(X), la funcion de conveniencia di(Y;), asigna numeros entre 0 y 1

a los posibles valores de YJ-(X), con dj(Y;) = 0 que representa un valor completamente

indeseable y di(Y;) = 1 un valor de respuesta completamente deseable o ideal. En
general, la conveniencia de cada respuesta debe ser mayor que cero como condicion
necesaria para establecer la conveniencia total de un sistema. En el intervalo [0,1] la
conveniencia puede tener, segun el caso, una variacion lineal o no lineal, dependiendo de

las condiciones propias del producto o proceso, que debera ser previamente definida.

Dependiendo de si la respuesta particular predicha Vj(x) va a ser maximizada,
minimizada o asignado un valor objetivo en un rango determinado, se pueden emplear
diferentes funciones objetivo dj(Y;) (Derringer y Suich, 1980). La Ec. 4.2 se emple6 para
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definir el valor 6ptimo como el maximo de una respuesta; se utilizé la Ec. 4.3 para
encontrar un minimo de una respuesta y la Ec. 4.4 para encontrar un valor objetivo dentro

de un rango deseado para una respuesta.

d (¥~ Yo ) Yo <Y<Y
j = o Ymi j < Yim 4.2
. (YjMax - YjMin ) i J e
1 ; Yj = YjMax
1 ; YjMin = Vj
\7= .
d = L e Yo < Y <Y
: (YjMin - YjMax ) M J M 4.3
0 ; Y2 Y
(Y Y ) ’ jMin — j = jObj
jobj — TjMin
dj =9 A 4.4
(Yior = Yiviex)
\ 0 ; Yj > YjMax
Donde:

Yj = respuesta particular predicha por el modelo
Yimax = Valor maximo aceptado para la respuesta Y;

Yimin = vValor minimo aceptado para la respuesta Y;
j j
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Yjon; = valor deseado para la respuesta Y,

Hay varias formas en las cuales se pueden combinar las conveniencias individuales d;,
una de ellas podria ser la media aritmética. Sin embargo, en la realidad existe una
premisa basica: si una caracteristica es tan pobre que no es conveniente el uso del
producto, tal producto no debe ser aceptado. La reacciéon del consumidor a un producto
esta basada en gran medida en las caracteristicas menos deseables de dicho producto
debido a que son un foco de problemas potenciales (Harrington, 1965). Es por esto que el
modelo matematico empleado es la media geométrica de los valores de conveniencia
individuales (Harrington, 1965; Derriger y Suich, 1980) para obtener un valor de

conveniencia global D:

D=n/d,*d, *...* d, 45

El valor de D (Ec. 4.5) es el mas alto en condiciones donde la combinacién de los
diferentes criterios a nivel global es 6ptima y sera nulo si al menos uno de los atributos
resulta completamente indeseable.

En el presente trabajo, entonces, una vez que se calcularon las ecuaciones predictivas de
aquellas variables respuesta que fueron afectadas significativamente por el contenido de
carragenanos Yy/o proteinas de leche en el producto, se calcularon las funciones objetivo
individuales y la funciéon conveniencia global. Al aplicar esta metodologia, se buscé
maximizar el rendimiento y minimizar las pérdidas por centrifugacion asi como alcanzar
valores de dureza y elasticidad similares a los que arrojéo una muestra comercial con 20

g/100g de grasa.

4.4. Resultados y Discusién
4.4.1. Formacion de geles mixtos y selecciéon del par proteina-hidrocoloide a

incorporar en la emulsioén carnica

En la seleccion de los pares proteina no carnica-hidrocoloide a estudiar en sistema
modelo se considerd que en el Capitulo anterior la incorporacién de proteinas de leche
(L), carragenanos (Carr), o mezcla de gomas xantica-garrofin (XL) a la formulacién de
los productos incrementé la dureza a valores similares al control con grasa (CG).
Asimismo, con el agregado de proteinas de suero lacteo (WPC), proteinas de leche, clara

de huevo en polvo (CH), carragenanos o mezcla de gomas xantica-garrofin se obtuvieron
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rendimientos similares al control con grasa (CG), mientras que las pérdidas por
centrifugacién se vieron disminuidas con el agregado de los hidrocoloides Carr, MC o XL.
Si bien las posibles combinaciones entre proteinas de leche (L), WPC y clara de huevo
en polvo con los hidrocoloides Carr, MC y XL son nueve, no se incluyeron en esta etapa
del estudio las combinaciones de L o WPC con XL y MC, por haberse encontrado en la
bibliografia datos de incompatibilidad o interacciones negativas. Asi, Syrbe y col. (1981)
informaron incompatibilidades entre las proteinas lacteas con metilcelulosa (MC) y goma
xantica en emulsiones aceite en agua. En el primer caso se describié un proceso de
floculacién por formacién de puentes de MC, mientras que para la interaccion goma
xantica-proteinas lacteas se informé un proceso de cremado acelerado. También se ha
sugerido un mecanismo de deplecion-floculacion para las interacciones entre proteinas
lacteas y los galactomananos como la goma garrofin en emulsiones aceite/agua
(Sittikijyothin, 2010).

La textura es un atributo de calidad que esta fuertemente relacionado con las
propiedades mecanicas y estructurales de los alimentos. La estructura de los geles esta
conformada por porciones pequefas de solidos dispersados en proporciones
relativamente grandes de liquido, y se caracteriza por su propiedad de rigidez mecanica o
su capacidad de soportar un esfuerzo cortante en reposo. Los geles tienen la notable
capacidad de comportarse como un solido mientras que conservan muchas de las
caracteristicas propias de los fluidos (Mulvihill y Kinsella, 1987; Tabilo-Munizaga y col.,
2005).

Tradicionalmente, las mediciones de una séla propiedad tal como la fuerza del gel se han
utilizado por los proveedores y los usuarios para caracterizar distintos sistemas
gelificados. Sin embargo, estas mediciones a menudo basadas en pruebas de ruptura, no
son totalmente representativas del comportamiento mecanico general de los geles
(Mulvihill y Kinsella, 1987; Tabilo-Munizaga y col., 2005). Por eso resulta importante
estudiar otros parametros como la distancia a la ruptura del gel o el mdédulo elastico. De
esta forma se obtienen mas parametros para analizar y comparar distintas muestras.

Las distintas combinaciones de hidrocoloides con las proteinas no carnicas evaluadas
produjeron una amplia variedad de geles, excepto en los casos donde la concentracion
de carragenanos fue nula (0 g/100g), ya que las proteinas lacteas no gelificaron en las
condiciones estudiadas.

La Figura 4.4 muestra, a modo de ejemplo, los perfiles obtenidos del ensayo de puncién

realizado para cada combinacién proteina:hidrocoloide que gelificd, en relacién 35:65.

114



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X10000603

Capitulo 4

et

Fuerza (N)

*"® e

Distancia (mm)

Figura 4.4. Ensayo de puncion realizado sobre los distintos geles obtenidos.

Cddigos: eWPC+Carr eL+Carr eCH+Carr e¢CH+XL ¢«CH+MC

Del analisis de estos perfiles se evaluaron los parametros fuerza de ruptura y distancia a
la ruptura en funcién del contenido de las macromoléculas presentes en los geles. En la
Figura 4.5 se presentan los valores de fuerza de ruptura para los distintos geles
estudiados. En el eje de abscisas se indica la proporcion en base seca del hidrocoloide
presente en el gel mixto. Como se indicdé en 4.3.2, los geles se prepararon con una

concentracién total de solidos constante (4 g/100g gel), por lo que los niveles de
proteinas pueden inferirse por diferencia.
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Figura 4.5. Fuerza de ruptura de los geles mixtos en funcion de la proporcion de

hidrocoloides.

Se encontré una importante dependencia lineal de la fuerza de ruptura del gel con la
concentracion de hidrocoloides para las combinaciones WPC+Carr, CH+Carr, CH+XL
(Coeficiente de correlacion de Pearson = 0.87, 0.86 y 0.84, respectivamente). En el caso
de la combinacién L+Carr se distinguieron dos zonas, la primera zona, de 0 a 50 g/100g
(b.s.) de carragenano, donde se incrementd la fuerza de ruptura del gel con la
concentraciéon de carragenano, y la segunda, donde al aumentar la concentracién de Carr

por encima de 50 g/100g b.s. se produjo una disminucién en la pendiente, siendo menor
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la influencia de la presencia de Carr en la fuerza del gel.

Por otro lado, la combinacion de clara de huevo y metilcelulosa (CH+MC) arrojé valores
de fuerza de ruptura significativamente inferiores al resto de las formulaciones en todo el
espectro de combinaciones de CH+MC estudiado. Ademas presentd una zona intermedia
con mayores valores de fuerza de gel

La distancia a la ruptura del gel se relaciona con la integridad estructural del mismo (Luo
y col.,, 2001), por lo que se usd este parametro para complementar la informacién
proporcionada por el valor de fuerza de ruptura. En la Figura 4.6 se muestran los valores
de distancia de penetracion a la ruptura de los geles estudiados. En el eje de abscisas se
indica la composicién en base seca del hidrocoloide presente en el gel mixto, pudiendo
observarse distintos comportamientos para las muestras ensayadas.

En todos los rangos de concentraciones estudiados del par L+Carr, los geles formados
presentaron valores uniformes de distancia a la ruptura, de entre 4 y 5 mm. Para los
geles de WPC+Carr este parametro presenté valores uniformes en todo el rango
evaluado, siendo similar a L+Carr, observandose una ligera tendencia a disminuir con
valores de Carr superiores a 50g/100g b.s. En el caso de mezclas de hidrocoloides y
clara de huevo en polvo (CH+Carr, CH+XL y CH+MC) se observé una dependencia
directamente proporcional de la distancia de penetracién en la ruptura con el contenido
del hidrocoloide, para concentraciones bajas del mismo (hasta aproximadamente
259/100g b.s.), es decir, a altos contenidos de clara de huevo en polvo. Estos resultados
concuerdan con Park (1994) quien reporté que la adicién de clara de huevo en polvo a
geles de surimi resulté en una marcada rigidez en los mismos, caracterizados por bajos
valores de distancia a la ruptura. Finalmente, para contenidos de gomas superiores a un
50g/100g b.s., la distancia a la ruptura de los tres sistemas con CH resulté independiente
de la concentracion.

Por todo lo anteriormente analizado, los sistemas conteniendo proteinas de leche y
carragenanos (L+Carr) formaron los geles que presentaron la mayor fuerza a la ruptura,
asi como una elevada y uniforme distancia a la ruptura. Esto llevd a seleccionar esta
combinacion para ser estudiada como aditivo para emulsiones carnicas magras
saludables. Una fuerza de ruptura de gel elevada es deseada dado que se pueden lograr
geles con una dureza determinada empleando menos cantidad de agente gelificante, lo
que resulta en una ventaja tecnoldgica. Con un contenido de carragenanos entre 10 y 50
g/100g (b.s.) y consecuentemente un mayor nivel de proteinas de leche, puede
observarse la mayor variabilidad del sistema (fuerza de ruptura entre 1.1 N y 3.8 N). Por
esto, se eligid esta relacibn de concentraciones de L y Carr para optimizar las

formulaciones de salchichas magras, ya que para obtener mejores modelos regresionales
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es deseado tener un amplio cambio en las respuestas variando las concentraciones de

los aditivos en un rango pequeino de concentraciones.
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Figura 4.6. Distancia de penetracién a la ruptura de los geles mixtos en funcién de la

concentracion de hidrocoloides.

4.4.2. Optimizacion de la proporcidon carragenanos:proteinas de leche para
la obtencion de emulsiones carnicas magras con aceite de pescado

Considerando los resultados previamente obtenidos en este Capitulo se selecciono el
par mezcla de kK:-carragenanos con proteinas de leche (Carr+L) como la mejor

combinacion para ser incorporada a la formulacién base (Tabla 4.2) de salchichas
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magras con aceite de pescado pre-emulsificado. Los rangos de concentraciones de estos
componentes se establecieron de la siguiente manera y se informan en la Tabla 4.1; el
rango de estos componentes fue:

e Carr=0-0.8g/100g

e L=0-2g/100g
El rango correspondiente a carragenanos se mantuvo mas acotado dado que segun lo
explicado en 4.4.1. la fuerza de ruptura del gel se mantenia constante con altas

concentraciones de dichos hidrocoloides (Figura 4.5).

4.4.2.1 Propiedades de interaccion matriz-agua

El rendimiento depende, en estos sistemas carnicos, de la capacidad de la matriz de
proteinas miofibrilares de inmovilizar tanto la grasa como el agua. Sin embargo, en las
emulsiones carnicas con un contenido de grasa muy bajo, la capacidad de gelificacion y
capacidad de retencion de agua de los componentes no carnicos pueden jugar un papel
importante en la formacion de la emulsion, en la determinacion de su estabilidad térmica
y durante el almacenamiento de los productos (Su y col., 2008).

Los resultados obtenidos para el rendimiento y la pérdida por centrifugacion (PC) de las

formulaciones estudiadas se muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Rendimiento y pérdidas por centrifugacion obtenidos de las diversas

formulaciones ensayadas con diferentes niveles de carragenanos y proteinas lacteas.

Formulacién Rendimiento Pérdidas por centrifugaciéon

(9/100g de producto) (9/100g de producto)

1 97.8°+ 0.04 9.50° £ 0.16
p) 96.69+ 0.2 8.34°%° + 0.08
3 99.0° £ 0.07 4.23%°+0.2
4 98.5% + 0.1 3.22° + 0.06
5 96.8° £ 0.15 8.87% + 0.14
6 98.9%° + 0.07 2.98°+0.2
7 97.9°+0.15 7.21°9 4 0.1
8 98.5® £ 0.2 6.20% + 0.07
9 98.3 £ 0.07 5.92° + 0.04

*Medias con distintos supraindices en una misma columna, presentan

diferencias significativas (P < 0.05).
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En todos los casos los rendimientos fueron superiores a 96 g/100g de producto cocido, lo
que demuestra una estabilidad térmica adecuada de todas las formulaciones. También
presentaron buena retencion de agua de la matriz, produciéndose bajas cantidades de
liquido liberado por centrifugacion (< 10 g/100g). Estos resultados concuerdan con lo
informado por otros autores. Asi, Hughes y col. (1997) encontraron que la adicion de 1
g/100 g de una combinacién de k- y A-carragenanos redujo las pérdidas de liquido
durante el proceso de coccion y mejoro la capacidad de retencion de agua de la emulsion
carnica para la elaboracion de salchichas con 5, 12 y 30 g de grasa/100g. Dexter y col.
(1993), Pietrasik y Duda (2000), y Pietrasik (2003) informaron resultados similares de
rendimiento y capacidad de retencion de agua de pastas carnicas con la adicion de
carragenanos. Garcia-Garcia y Totosaus (2008) encontraron una correlacién positiva
entre la capacidad de retencion de agua y la cantidad incorporada de k-carragenano
(0.245 g/100g — 1.5 g/100g) de salchichas de bajo contenido de grasa y sodio; mientras
que la incorporacion de 0.41 g/100g de I-carragenano a pastas carnicas mejoro la
estabilidad de emulsién y capacidad de retencién de agua, posiblemente debido a la
formacion de un complejo mas estable con proteinas de la carne desnaturalizadas
durante el calentamiento (Lin y Mei, 2000). Los carragenanos interactian con grupos
polares de las proteinas pudiendo integrarse a la estructura del gel proteico, lo que puede
llegar a fortalecer la estructura tridimensional del gel. Ademas, las cadenas
negativamente cargadas de los carragenanos (grupos —SO;7) favorece la formacién de
enlaces de puentes de hidrégeno con el agua libre (Li y Jiang, 2004). Sin embargo, en
algunos casos, la adiciébn de carragenanos tuvo un efecto muy limitado sobre la
capacidad de retencion de agua de geles carnicos (Bernal y col., 1987; Foegeding y
Ramsey, 1986; Barbut y Mittal, 1992).

Por otra parte Jones y Mandigo (1982) propusieron un modelo de pelicula interfacial que
puede explicar el efecto de las proteinas de leche sobre las propiedades dependientes de
la interaccion matriz-agua y matriz-lipido. En la region localizada entre la fase grasa
dispersa y la matriz proteica, las caseinas presentes en las proteinas de leche pueden
adsorberse en la superficie interfacial y estabilizar la emulsiéon debido a que en su
estructura se destacan grupos hidrofébico e hidrofilicos que las hacen muy anfifilicas
(Dickinson, 2003; Golding, 2013). Sin embargo el rango efectivo de su utilizacion es algo
acotado, ya que con una cantidad baja no se lograria cubrir la totalidad de la superficie
interfacial. Por otro lado, un elevado nivel de proteinas podria formar una densa red con
un alto grado de agregacion (fendmeno que ocurre durante la coccion). Este agregado

proteico podria ejercer presidn sobre las gotas de aceite favoreciendo la coalescencia de
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las mismas y que mayor cantidad de lipidos sean “exprimidos” fuera de la matriz proteica
(Youssef y Barbut, 2010).

En la Tabla 4.4 se muestran los coeficientes de regresion significativos obtenidos para
ambas variables codificadas. Los términos de interaccién (Carr x L) no fueron
significativos (P > 0.05) para ninguna de las dos respuestas analizadas. Por lo tanto para
la funcién de respuesta real se utilizé un polinomio cuadratico sin contemplar la

interaccion.

Tabla 4.4. Coeficientes de regresion de los modelos predictivos correspondientes a las
variables rendimiento y pérdidas por centrifugacion, estimados a partir de las

concentraciones codificadas y sus desviaciones estandard.

Rendimiento

Pérdidas por centrifugacion
Coeficientes
(9/100g de producto) (9/100g de producto)
Constante 98.26 £ 0.03 5.91+0.25
Carr 1.07 £ 0.02 -3.31+0.17
L -0.16 £ 0.02 -0.64 +0.17
Carr x Carr -0.45+0.04 0.02+£0.33
LxL -0.1+£0.04 0.80£0.33

Falta de ajuste (P) 0.12 0.15

Precision adecuada 6.38 8.9

Los modelos propuestos para ambas variables de respuesta (rendimiento, R y pérdidas
por centrifugacién, PC) presentaron un elevado grado de adecuacion, siendo los niveles
de la precision adecuada (“Adequate Precision”) satisfactorios y los valores del test de
falta de ajuste (lack of fit) no significativos (Gan y col., 2007).

Las propiedades de unidn matriz-agua se vieron fuertemente afectadas por el nivel de
carragenanos (Carr), tal como indican los coeficientes de regresion de los distintos
términos, y se muestra graficamente en las Figuras 4.7a y b. Al aumentar el contenido de
carragenanos, se obtuvieron valores mas elevados para el rendimiento y mas bajos para
las pérdidas por centrifugacién, por lo que se puede vincular el contenido de
carragenanos con una mayor interaccion matriz-agua.

En las zonas del disefo con valores extremos (elevados o bajos) de proteinas lacteas (L)
se obtuvieron valores ligeramente mas bajos de rendimiento (R), observandose el efecto
opuesto con niveles intermedios, explicado por el signo opuesto en el término cuadratico

L x L. La superficie obtenida para las pérdidas por centrifugacién (PC) también refleja
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esta tendencia con las proteinas de leche. Los menores valores de este parametro se
situan a valores intermedios (L = 0) mientras que en los extremos se evidencian mayores
valores de pérdida por centrifugacion. Esto coincide con lo citado por Dickinson (2003),
Youssef y Barbut (2010) y Golding (2013), quienes propusieron modelos de estabilizacion
de las emulsiones con proteinas, informando que la maxima capacidad de estabilizacion

ocurre con un nivel acotado de proteinas.
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Figura 4.7. Superficies de respuesta correspondientes a: (a) rendimiento, R; (b) pérdidas
por centrifugacion, PC, en funcién del contenido codificado de carragenanos (Carr) y

concentrado de proteinas de leche (L).

4.4.3. Textura de los productos

En cuanto a los parametros obtenidos a partir del analisis del perfil de textura (TPA), la
cohesividad y la resiliencia, no se vieron afectadas significativamente por los cambios en
los niveles de Carr y L (P > 0.05), siendo sus valores medios 0.554 + 0.001 JJ y
0.422 £+ 0.002 J/J, respectivamente. Sin embargo la dureza, elasticidad y masticabilidad
variaron significativamente con la formulacion (P < 0.05); valores medios de estos
parametros y sus correspondientes errores estandar se muestran en la Tabla 4.5.

El intervalo de Carr y L estudiado permitié obtener un amplio rango de dureza en las
muestras (7.9 - 12.02 N). Esto es sumamente importante en esta etapa, ya que un
posible escalado en la produccion de salchichas magras con aceite de pescado puede
traer aparejado cambios en diversas propiedades fisicoquimicas, como la dureza (como
ya se ha comentado), que deben ser corregidos modificando la formulacién. En este caso
un pequefo cambio en los niveles de Carr o L puede servir para corregir una modificacion

importante en la dureza del producto obtenido.
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Tabla 4.5. Parametros texturales de las formulaciones ensayadas con diferentes niveles
de carragenanos y proteinas lacteas.

Formulacion Dureza (N) Elasticidad (J/J)

Masticabilidad (N)

8.09° + 0.06 0.85" + 0.002 3.73% £ 0.04
8.74' £ 0.06 0.869 + 0.004 4.09"+ 0.04
11.02° + 0.1 0.94° + 0.003 5.81° £ 0.07
11.65° + 0.05 0.97% + 0.001 6.48% + 0.04
8.13% + 0.05 0.86° + 0.002 3.799 + 0.03
12.02° + 0.06 0.96° + 0.001 6.53% + 0.04
9.35° + 0.07 0.877+ 0.001 4.47°+0.03
9.56° + 0.06 0.89° + 0.0005 4.69°+0.03
10.05% + 0.06 0.919+ 0.001 5.14° £ 0.03

*Supraindices iguales en una misma columna, indican que las medias no difieren

significativamente (P < 0.05).

En la Tabla 4.6 se muestran los coeficientes de regresién que resultaron significativos

mediante el procedimiento “stepwise”, correspondientes a dureza, elasticidad y
masticabilidad. Ademas los valores de “Precisién adecuada” y el resultado del ensayo de
falta de ajuste, que es una medida de las fallas de un modelo para representar datos en
el dominio experimental (Varnalis y col., 2004) fueron satisfactorios. Los modelos
matematicos propuestos para todas las variables de respuesta presentaron una muy
buena adecuacion segun puede observarse en los numeros estadisticos (precision

adecuada y falta de ajuste) de la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Coeficientes de regresion de los modelos propuestos para las variables:
dureza, elasticidad y masticabilidad, estimados en funcion de las concentraciones
codificadas, y sus correspondientes desviaciones estandards.

Coeficientes 3 Dureza (N) Elasticidad (J/J) = Masticabilidad (N)

Constante 10.04 £ 0.13 0.91 £ 0.009 5.19 £ 0.08
Carr ‘ 2.00 £0.09 0.06 + 0.006 1.05+0.09
L ‘ 0.28 £ 0.09 0.01 £ 0.006 0.18 £ 0.09
Carr x Carr ‘ 0.09 £ 0.17 - -
LxL J -0.53+0.17 -0.03 £ 0.012 -0.27 £ 0.1
Falta de ajuste (P) ‘ 0.38 0.37 0.28
Precisién adecuada ‘ 11.2 10.3 9.8
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La variacion de las distintas propiedades texturales informadas en la Tabla 4.6, pueden
observarse en la Figura 4.8.

Puede verse nuevamente que la cantidad de k:I-carragenano agregado a la formulacién
de salchichas magras tuvo una mayor influencia en los tres parametros que el nivel de

proteinas de leche (mayores coeficientes en la Tabla 4.6).
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Figura 4.8. Superficies de respuesta correspondientes a: (a) dureza, (b) elasticidad y (c)
masticabilidad en funcion del contenido codificado de carragenanos (Carr) y concentrado

de proteinas de leche (L).

Asimismo, estos resultados presentan concordancia con Ayadi y col. (2009) quienes
establecieron que la adicion k:l-carragenanos a salchichas de pavo aumento la dureza y
la capacidad de retencion de agua. Por otra parte, Pietrasik (2003) trabajando con pastas
carnicas con Kk-carragenano incorporado, obtuvo un incremento en la dureza y

fracturabilidad de geles de carnicos, pero los parametros elasticidad y la cohesividad no
se vieron modificados.
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En cuanto al efecto de las proteinas lacteas, los valores mas altos de dureza
correspondieron a los niveles intermedios (valores codificiados de L cercanos a 0) debido
al coeficiente B negativo (Tabla 4.6). Youssef y Barbut (2009) informaron que las
proteinas de leche afectaron la elasticidad de geles carnicos con una tendencia
parabdlica similar a la encontrada en este estudio. También Hongsprabhas y Barbut
(1997) encontraron una tendencia similar con la adicién de proteinas de suero lacteo a

pastas de carne de pollo determinando la fuerza de penetracion.

4.4.4. Optimizacion de la formulacién

Una vez establecidas las ecuaciones predictivas individuales mediante el hallazgo de los
coeficientes adecuados (Tablas 4.4 y 4.6), se definieron cuatro funciones objetivo para
las variables que fueron afectadas significativamente por los cambios en la formulacién:
rendimiento, pérdidas por centrifugacién, dureza y elasticidad. ElI parametro
masticabilidad no se incluyd en este procedimiento, ya que es una funcion lineal de la
dureza, elasticidad, y cohesividad, por lo que presentd un comportamiento similar a la
dureza y resultaria redundante considerarlo.

La Tabla 4.7 muestra los criterios de optimizacion empleados para cada respuesta. El
rendimiento fue maximizado, las pérdidas por centrifugacion fueron minimizadas, y los
rangos de los parametros texturales dureza y elasticidad fueron establecidos para lograr
valores similares a los de un producto comercial con un contenido de grasa de cerdo de
20 g/100g.

Tabla 4.7. Criterios empleados para obtener las funciones de conveniencia individual.

Variables de respuestas Criterio de optimizacion

Rendimiento (g/100g) Maximo

Pérdidas por centrifugacion (g/100g) Minimo
Elasticidad (J/J) 0.845-0.973
Dureza (N) 8-10

Para obtener los niveles de carragenanos y proteinas de leche que resulten éptimos, es
decir, que permitan obtener un producto que satisfaga de manera simultanea los cuatro
criterios establecidos en la Tabla 4.7, se realizo el siguiente procedimiento.

Primero se obtuvieron los modelos polindmicos de cada variable. Luego mediante la

optimizacion en base a estos criterios se encontré que la combinacion 6ptima de aditivos
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a incorporar a las salchichas magras con aceite de pescado pre-emulsionado
correspondio a:

e mezcla 2:1 k:I-carragenanos = 0.593 g/100g

e concentrado de proteinas de leche = 0.320 g/100g
Esta optimizacion presentd un valor de conveniencia global D = 0.794. Este valor se
encuentra cercano a la unidad y es un indicador de cuan préxima se halla la formulacion

optimizada de cumplir de forma simultanea con todos los criterios establecidos.

4.4.5. Validacion del modelo

Una vez determinada la formulacién 6ptima, se la empled para elaborar salchichas de
bajo contenido lipidico conteniendo aceite de pescado, y se analizaron todas las variables
de respuesta de este producto. Los valores experimentales promedio de cada respuesta
y los predichos por los modelos no difirieron estadisticamente (P > 0.05). Ambos
conjuntos de valores se presentan en la Tabla 4.8 junto con los valores de conveniencia

individual d; obtenidos.

Tabla 4.8. Valores predichos y experimentales del rendimiento, pérdidas por
centrifugacion, dureza, elasticidad y masticabilidad, obtenidos para la formulacién con
0.593 g/100g de k:I-carragenanos y 0.320 g/100g de proteinas de leche; se incluyen las

funciones de conveniencia individual (d;) de cada factor.

Validaciéon experimental

Valor

Parametros : d; Valor Intervalo de
Predicho

medio confianza (a = 0.05)

Rendimiento (g/100g) 98.7-99.5
Pérdidas por

5.12 0.646 7.54 4.91-10.17
centrifugacion (g/100g)
Dureza (N) 10.59 0.703 10.31 10.03-10.59
Elasticidad (J/J) 0.922 1.000 0.925 0.900-0.950
Masticabilidad (N) 5.84 - 5.36 4.86-5.86

Por lo tanto, se puede concluir que el procedimiento matematico elegido predijo
adecuadamente los atributos de calidad estudiados; por otra parte, el producto que
contenia 5 g/100g de aceite de pescado, 0.593 g/100g de la mezcla k:I-carragenanos, y

0.320 g/100g de proteinas lacteas presentd caracteristicas texturales similares a un
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producto comercial con 20 g/100g de grasa, con un excelente rendimiento y bajas

pérdidas or centrifugacion.

4.5. Conclusiones del Capitulo

e Se pudo evaluar de manera efectiva y sencilla la capacidad de formacion de geles
mixtos de distintas combinaciones de hidrocoloides y proteinas no carnicas. La
combinaciéon de carragenanos y proteinas lacteas presenté los valores mas
elevados de fuerza de gel y una deformacién constante en un amplio rango, por lo
que fue seleccionada para aplicarla en las formulaciones de salchichas magras.

e La metodologia de superficie de respuesta permitié el modelado matematico de
los principales parametros de calidad de salchichas magras conteniendo aceite de
pescado, como una funcién del contenido de proteinas de leche y carragenanos
agregados en la formulacion.

e Las respuestas de interés fueron el rendimiento, las pérdidas por centrifugacion,
dureza, elasticidad y masticabilidad. Estos atributos fueron mas afectados por los
cambios en el contenido de mezcla 2:1 k:I-carragenanos que por la concentracion
de las proteinas de leche de la formulacion.

e Se aplicé la metodologia de funcién objetivo para encontrar la combinacién éptima
de carragenanos y proteinas de leche a incorporar en la formulacion del producto
y las respuestas predichas fueron validadas experimentalmente.

e Utilizando la formulaciéon conteniendo la relacion o6ptima de carragenanos y
proteinas lacteas se obtuvo un producto de bajo contenido lipidico con
caracteristicas similares a uno tradicional pero de superior calidad nutricional,

como consecuencia de la sustitucion de la grasa por aceite de origen marino.
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CAPITULO 5

Efecto del almacenamiento sobre parametros de calidad
fisicoquimicos, microbiologicos y oxidativos de geles
carnicos emulsionados con aceite de pescado y

fitoesteroles
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5.1. Introduccién

5.1.1. Estabilidad de productos céarnicos enriquecidos en lipidos insaturados
Debido a la elevada susceptibilidad a la oxidacién de los &cidos grasos poli-insaturados,
se hace sumamente necesario incorporar antioxidantes para controlar la rancidez e
incrementar la estabilidad minimizando los procesos de deterioro en los productos que los
contienen (Decker, 2010). La oxidacion lipidica de los alimentos causa pérdidas
nutricionales y desarrollo de colores, aromas y sabores desagradables (Ulu, 2004), y por
ello el rechazo por parte de los consumidores y la reduccion de la vida atil del producto.
El empleo de antioxidantes estabiliza los lipidos de los productos carnicos, evitan la
alteracion del perfil de &cidos grasos y es una manera efectiva de demorar la oxidacién
(Lee y col., 2006a,b).

5.1.1.1. Proceso de oxidacion
La oxidacion de los lipidos se produce mediante varias reacciones. En los alimentos los
lipidos pueden oxidarse por medio de mecanismos enzimaticos y no enzimaticos
(también llamados quimicos). La oxidacién enzimatica no afecta a estos productos debido
al tratamiento térmico que produce una inactivacién de las enzimas. La oxidacién no
enzimatica es un proceso no espontaneo, primero se deben formar radicales libres de los
sustratos lipidicos. Se cree que la auto-oxidacion (oxidacién en presencia de oxigeno
molecular) es la principal reaccién implicada en el deterioro de los lipidos. Tienen lugar
por mecanismos de radicales libres; se caracterizan por (Fennema, 1996):
e Una marcada inhibicibn por especies quimicas que interfieren con otras
reacciones de radicales libres.
e Estan catalizadas por la luz y por sustancias capaces de producir radicales libres.
e Alta produccién de hidroperéxidos, ROOH.
¢ Rendimiento cuanticos superiores a la unidad cuando las reacciones de oxidacion
se inician por la luz.
e El periodo de induccién es mayor cuando se inician con un sustrato puro.
La oxidacidn, después que se inicia, se transforma en una reaccién en cadena de dificil
control, aumentando su velocidad muy rapidamente en un corto espacio de tiempo. Las
moléculas ya oxidadas no pueden retornar a su estado original. Por lo tanto, este proceso

no se puede revertir, pero se puede retardar con el uso de antioxidantes.
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5.1.1.2. Mecanismo de auto-oxidacion lipidica
El mecanismo de la auto-oxidacion se explica a partir de tres etapas: Iniciacion,

Propagacién y Terminacion (Figura 5.1):

ojv‘\/_\/_\/—\/_\/_\/ Triglicérido (RH)

o
T D N

R— _ — Acido graso activado )

R 3

g
- Q — — — Peréxido
R— — (radical libre)

RH \ ROO- > 2
R
o
R_QL/\=/\=/\/O\/W Hidroperéxido <
l ROOH

Varias reacciones

// \\ ) 3

Cetonas

Epdxidos

Aldehidos Hidrocarburos
Alcoholes

Figura 5.1. Esquema de las tres etapas de la oxidacion lipidica: Iniciacion (1),

propagacion (2) y terminacion (3).

En la iniciacion (1) ocurre la formacién del primer radical libre debido a la inestabilidad de
algunas moléculas organicas y a la actividad de uno o mas factores catalizadores. El
radical libre se forma, por ejemplo, con la ruptura de una unién de un atomo de hidrégeno
de una molécula de un acido graso. Los factores que mas influyen en la formacién de
radicales libres y que catalizan el proceso de oxidacion son: presencia de iones metalicos
en el producto, calor o luz, enzimas, medio alcalino, moléculas con insaturaciones y
disponibilidad de oxigeno para reaccionar, entre otros.

Después de esta etapa inicial, empieza la propagacion (2), con el radical libre siendo
atacado por una molécula de oxigeno, formando un peroxido, que todavia contintda

siendo radical libre. Este peréxido ataca a una nueva molécula de acido graso, que
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también pierde un 4tomo de hidrogeno, formando un hidroperoxido y ademas un nuevo
radical libre, iniciando el proceso en cadena. Si el oxigeno disponible fuera suficiente y
ningun antioxidante estuviera presente en el producto, esta etapa continuard degradando
el producto.

La terminacion (3) es la etapa siguiente. Los peréxidos se combinan, formando moléculas
mas estables y los hidroperoxidos forman otras diversas moléculas con funciones acidas,
aldehidicas, alcohdlicas, cetonicas, etc. En esta etapa, todo el material es degradado
irreversiblemente, llevando a la descomposicion total del producto, generando olor rancio
y cambio de color, demostrando la oxidacion.

Aunque existen varios factores que influyen en la oxidacién de lipidos, el grado de
insaturacion de los acidos grasos presentes es un factor determinante de la velocidad de
oxidacién; por ejemplo, a 100°C, las velocidades relativas de oxidacion de los &cidos
estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) v, linolénico (C18:3) son 1:100:1000-
1500:2000-3500, respectivamente (Frankel, 2005). Los &cidos grasos saturados sélo se
oxidan a temperaturas superiores a 60°C, mientras que los poli-insaturados lo hacen
incluso durante el almacenamiento de los alimentos en estado congelado. Los productos
carnicos cocidos son mas susceptibles a la oxidacion lipidica durante el almacenamiento
que el producto almacenado crudo. Esto se debe a que las operaciones de calentamiento
alteran el balance prooxidante/antioxidante propio de la matriz del alimento porque se
mezclan catalizadores de oxidacion con lipidos, promoviendo la oxidacion de la
mioglobina, liberando el hierro de las proteinas e inactivando enzimas antioxidantes (Lee
y col., 2006b).

El desagradable olor rancio es el resultado de la formacion de varias moléculas volatiles,
algunas de las cuales poseen sabor desagradable y potencial toxicidad. Para que este
proceso se paralice, se emplean los agentes antioxidantes, que pueden actuar en

diversas etapas retrasando o impidiendo la auto-oxidacion lipidica.

5.1.1.3. Antioxidantes utilizados en alimentos y su mecanismo de accion
Para elaborar productos alimenticios de alta calidad, estables, la solucion mas eficaz es
la adicibn de antioxidantes, de origen natural o sintético. La implementacion de
compuestos antioxidantes esta reglamentada en el Codigo Alimentario Argentino. Fija
ademas, para cada una de estas sustancias o sus mezclas, las dosis maximas
permitidas, variables en cada caso, entre 100 y 200 ppm, salvo en tocoferoles naturales o
sintéticos los que se pueden agregar en concentracion que no exceda la necesaria para
lograr el efecto deseado (CAA, 2010).
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5.1.1.3.1. Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son ampliamente utilizados en la industria de los alimentos.
Algunos ejemplos son el butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), galato de
propilo y ter-butilhidroquinona (TBHQ) (Figura 5.2). Estos compuestos tienen la
desventaja de ser muy volatiles y se ha reportado en numerosos estudios que pueden
tener relacién con el desarrollo de tumores y otros efectos nocivos (IARC, 1986; Gharavi
y El-Kadi, 2005; Amadasi y col., 2009; NIH, 2013). Debido a esto, en la actualidad existe
una importante presion de los consumidores que incentiva la elaboracion de productos
gue provengan de fuentes naturales y que sean producidos por tecnologias no
contaminantes (Valenzuela y Nieto, 1995; Damechki y col., 2001).

a b
% [KD] [“D:l :
OH OH
c o d
HO OH HO
HO ~N
]

Figura 5.2. Estructura quimica de los antioxidantes sintéticos: a) BHT, b) BHA, ¢) TBHQ y

d) Galato de propilo

Lee y col. (2006b) controlaron la oxidacién en productos carnicos (hamburguesas de
pavo y salchichas frescas de cerdo) conteniendo acidos grasos poli-insaturados n-3
mediante una combinacién de extracto de romero (0.2 g/100g) como secuestrante de
radicales libres, citrato de sodio (0.5 g/100g) como quelante de metales y eritorbato de
sodio (1 g/kg producto) como reductor. En estudios sobre hamburguesas de carne
bovina, con o sin incorporacion de AGPI n-3, evaluaron diferentes combinaciones de
quelantes (tripolifosfato de sodio, citrato de sodio), reductores (eritorbato de sodio) y
secuestrarte de radicales (BHA, mezcla de tocoferoles y extracto de romero) encontrando

los mejores resultados con la combinacion citrato, eritorbato y romero (Lee y col., 2005).
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Meindert Pelser y col. (2007) elaboraron salchichas fermentadas con sustitucién parcial
de grasa de cerdo por aceite de lino y canola pre-emulsificada o con aceites de lino y
pescado encapsulados, logrando productos aceptables, méas saludables, aunque la vida
atil de los productos que contenian aceite de lino o aceite de pescado encapsulado
resultaron menores debido al aumento de la oxidacion lipidica.

Los alimentos adicionados de antioxidantes naturales pueden ser considerados como
alimentos funcionales ya que proveerian de una mejor condicion de salud al consumidor
(Valenzuela y col., 2003). Sin embargo la inclusién de antioxidantes naturales no asegura
dicho beneficio debido a que el mecanismo de accién en la matriz alimentaria no es

necesariamente igual en el organismo.

5.1.1.3.2. Antioxidantes naturales

Los antioxidantes sintéticos son los mas populares y ampliamente utilizados, sin
embargo, como se discutidé previamente existe una preocupacion respecto a la seguridad
de estos para la salud. Esta situacion ha estimulado la investigacion de sustancias de
origen natural con actividad antioxidante. Pocas de estas sustancias naturales han
demostrado ser igual de efectivas como antioxidantes cuando se les compara con los
productos sintéticos en las mismas condiciones experimentales.

Los antioxidantes naturales son, en general, compuestos polifenélicos que se encuentran
comunmente en hierbas, especias y otros materiales de origen vegetal. Algunos
antioxidantes naturales utilizados en alimentos son los tocoferoles y los extractos de
algunas especias como el extracto de romero, orégano, semillas de uva, te, ajo, entre
otros. Los componentes mas conocidos de los alimentos con actividades antioxidantes
son las vitaminas A, C y E, el B-caroteno, algunos flavonoides, el selenio mineral v,

altimamente, el licopeno.

Tocoferoles

Las mezclas de tocoferoles naturales son muy utilizadas por la industria de los alimentos.
Estan compuestas por D-a, D-B, D-y y D-6 tocoferol (Figura 5.3) y pueden ayudar al
mantenimiento de la vida Util de los productos.

Los tocoferoles pueden actuar como antioxidantes naturales interfiriendo en la etapa de
propagacion en cadena de radicales libres, actuando como donores de hidrogeno (“chain
breaking” donor, CB-D) o como aceptores de radicales libres (“chain breaking” acceptor,
CB-A). Este segundo mecanismo incluye el “quenching” del oxigeno singulete (Frankel,
2005). En el mecanismo CB-D, los tocoferoles compiten efectivamente con los &cidos

grasos insaturados (RH) por el radical peroxilo (ROQe) transfiriendo un atomo de
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hidrégeno al ROQO- para producir ROOH el cual es mas estable (Frankel, 1991). Este
hecho reduce la formacion de radicales lipidicos (R¢) que ocurren cuando el RH reacciona
con el ROOe; esta competencia disminuye la velocidad de propagacién de la
autooxidacion. En el caso de los tocoferoles, cuando ocurre la transferencia de un
hidrogeno resulta en la formacion de una semiquinona intermedia la cual se convierte en

tocoferilquinona como producto final estable.

R! R? R? Tipo
CHa CHa CHs o-tocoferol
CHa H CH: B-tocoferol
H CHs= CH:= y-tocoferol
H H CHa d-tocoferol

Figura 5.3. Estructura quimica de los distintos tipos de tocoferoles

Los tocoferoles también pueden actuar sobre el oxigeno singulete (*O,) como medio de
control de la oxidacion. La capacidad de los tocoferoles de atrapar al ‘O, ocurre a través
de dos mecanismos primarios: (i) mediante el “quenching” del 'O, y (ii) reaccionando en
forma irreversible con el 'O, para formar una variedad de productos, principalmente
hidroperoxidienona (Clough y col., 1979).

Por otra parte, los tocoferoles por si mismos son rapidamente degradados en presencia
del oxigeno molecular y de radicales libres en los alimentos, perdiendo su actividad
antioxidante o convirtiéndose en sustancias prooxidantes (Jung y Min, 1990).

La concentracibn de tocoferoles influye sobre la actividad antioxidante, siendo
generalmente mayor a bajas concentraciones y menor 0 pro-oxidante en tenores
elevados (Jung y Min, 1990). En general “in vitro” se ha observado el siguiente orden de
actividad antioxidante decreciente: &- > y- > - > a- tocoferol (Devittori y col., 2000). Sin
embargo, la potencia antioxidante de los tocoferoles puede verse afectada por diferentes
factores tales como la concentracion, la temperatura, la polaridad, la viscosidad y el pH
del medio en el que se encuentran. La actividad antioxidante en orden inverso al

enunciado anteriormente ha sido observada a bajas temperaturas (White y Xing, 1997).
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Los tocoferoles pueden actuar como agentes antioxidantes o prooxidantes dependiendo
de las concentraciones y del sustrato en cuestion. En aceite de soja, el a-tocoferol en
altas concentraciones actla como un agente prooxidante produciendo un incremento de
los niveles de hidroperéxidos y de dienos conjugados (Jung y Min, 1990), aunque
incrementa su habilidad para inhibir la formacién de hexanal (Frankel, 2005).

5.1.2. Alternativas para mejorar la calidad nutricional del producto

Existen diferentes posibilidades para mejorar la calidad nutricional de la fraccion lipidica
de las distintas categorias de carnes procesadas. En productos picados donde se
incrementa el contenido de grasas insaturadas pueden adicionarse diferentes aditivos
con una “percepcion saludable” del consumidor, como aceites especiales (discutido
anteriormente) y fitoesteroles, siendo significativo también para el mercado la reduccion
de sal (sodio) (Vandendriessche, 2008).

Fitoesteroles

Los fitoesteroles o esteroles vegetales se encuentran presentes en pequefias cantidades
en algunos alimentos como el aceite de girasol y la soja. Son estructural y funcionalmente
similares al colesterol animal (Figura 5.4). Se encuentran formando parte de la membrana
de las células vegetales, con una funcidon analoga al colesterol en las membranas
celulares animales. Como aditivo, se presenta en la forma de un polvo blanco con un

suave olor caracteristico, insoluble en agua y soluble en alcoholes.

Colesterol B-Sitosterol

HO HO

Campesterol

HO HO

Estigmasterol

B-Sitostanol Campestanol

HO HO

Figura 5.4. Estructura quimica de algunos fitoesteroles y fitoestanoles en comparacién

con el colesterol.

135



http://es.wikipedia.org/wiki/Girasol
http://es.wikipedia.org/wiki/Soja
http://es.wikipedia.org/wiki/Colesterol
http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Colesterol
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol

Capitulo 5

Los esteroles vegetales son miembros de la familia de los triterpenos, su estructura es
similar a la del colesterol, pero incluye un grupo metilo o etilo en el C-24. Dentro del grupo
de los esteroles vegetales encontramos dos categorias 0 subgrupos, los esteroles, con
un doble enlace en posicién 5, y los estanoles que no cuentan con dicho doble enlace.
Cabe destacar que dado que normalmente los estanoles son mucho menos abundantes
que los esteroles, cuando se habla en términos generales de esteroles vegetales se suele
hacer referencia a estos ultimos.

En 1950 se realizé la primera observacién de que el consumo habitual de fitoesteroles
como componentes de la dieta ejercia un marcado efecto hipocolesterolémico. La
evidencia experimental de este efecto es contundente y estd avalada por abundante
literatura cientifica en trabajos realizados en ratas y en humanos (Heinemann y col.,
1986; Heinemann y col., 1991; Jones y col., 1997). Otros trabajos han demostrado que el
consumo de margarinas enriquecidas con f3-sitosterol, campesterol y estigmasterol
(Jones y col., 1998) o con el derivado hidrogenado sitostanol, administradas a individuos
moderadamente hipercolesterolémicos (220-240 mg/dL colesterol), producen reducciones
del colesterol total circulante de un 10 g/100g en promedio y de un 8 g/100g en el
colesterol-LDL, sin afectar el contenido de colesterol-HDL y el nivel de triglicéridos
(Hallikainen, y Uusitupa, 1999; Ostlund, 2007). El consumo promedio de fitoesteroles en
estos estudios fue de 1.5-2.2 g/dia y el de sitostanol de 2.0 g/dia.

A su vez, se ha estudiado de manera muy extensa la seguridad de los
fitoesteroles/estanoles; la agencia Food and Drug Administration de EE.UU. (FDA, 2005)
los ha incluido bajo la denominacion GRAS (Generally Recognized As Safe), lo que
implica que son reconocidos como seguros para ser incorporados en los alimentos.
Finalmente, de Jong y col., (2008) y el Scientific Committee on Foods of the Commission
of European Communities (2002) informaron que la adicion de fitoesteroles resulta segura
hasta un nivel que no exceda un consume de 3 g/dia.

El efecto hipocolesterolémico de los fitoesteroles y de los fitoestanoles se podria atribuir a
tres acciones metabdlicas (Valenzuela y Ronco, 2004) como se esquematiza en la Figura
5.5:

1- Inhibirian la absorcion intestinal de colesterol por competencia en la incorporacion
del colesterol a las micelas mixtas.

2- Disminuirian la esterificacion del colesterol en los enterocitos al inhibir la actividad
de la enzima acilCoA-colesterol-acil transferasa.

3- Estimularian el eflujo de colesterol desde los enterocitos hacia el lumen intestinal

al aumentar la actividad y la expresion de un transportador de tipo ABC.
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Figura 5.5. Niveles de accién de los fitoesteroles en la absorcidn, esterificacion y eflujo

del colesterol.

La accion conjunta de los esteroles y/o estanoles sobre estos mecanismos produce una
disminucion del colesterol total plasmatico y del colesterol-LDL, sin modificar los niveles
del colesterol-HDL. Los fitoesteroles y fitoestanoles constituyen un modelo muy adecuado
para el desarrollo de alimentos funcionales. Actualmente en diferentes paises se
comercializan leches, jugos, yogurt y margarinas que contienen ya sea fitoesteroles y/o
fitoestanoles.

La incorporacion de fitoestoeroles en las salchichas magras con aceite de pescado podria
contribuir a la disminucién del colesterol del consumidor, lo que implicaria una potencial

mejora de su salud y la posibilidad de categorizar al producto como alimento funcional.

5.1.3. Calidad durante el almacenamiento

Los alimentos carnicos bajos en grasa son perecederos, y en algunos casos, mas que los
productos regulares por su mayor contenido de agua (Jiménez-Colmenero, 2000). Por lo
gue es esencial comprender su comportamiento en condiciones normales de distribucion
hasta llegar al consumidor. Ademas de proporcionar ventajas en relacion con una
variedad de factores de calidad, puede ayudar a garantizar que se elaboren de forma
segura.

Se han estudiado un numero importante de caracteristicas que influyen en el
almacenamiento de acuerdo con el tipo de producto carnico de bajo contenido graso.
Estas caracteristicas se refieren a las propiedades de union de agua, propiedades

sensoriales, medicion instrumental del color, analisis de textura, proliferacion
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microbioldgica, y oxidacion lipidica (TBARS), todos en relacién con diferentes variables
tales como el agua y la grasa afadida, condiciones de envasado (pelicula empleada y
nivel de vacio), presencia de ciertos ingredientes (por ejemplo, carragenanos, tocoferoles,
proteinas de leche) o condiciones de almacenamiento (refrigerado o congelado) (Cayré y
col., 2005).

5.2. Objetivos especificos del Capitulo

Durante el almacenamiento al vacio refrigerado de emulsiones cérnicas pueden
producirse modificaciones en sus pardmetros de calidad (pérdida de peso, textura, color,
desarrollo microbiano y calidad sanitaria) que pueden limitar su vida atil. En el caso de
geles emulsionados carnicos magros formulados con aceite de pescado es importante
considerar también el posible deterioro por oxidacién lipidica. Por lo tanto, utilizando la
formulacién predicha en el Capitulo 4, se propuso:
1. Estudiar el efecto de la incorporacion de antioxidantes naturales o sintéticos
(tocoferoles a dos niveles y butilhidroxianisol, BHA) sobre la estabilidad oxidativa
del producto almacenado en condiciones de vacio y refrigerado a 4°C durante 45
dias, y comparando los resultados con una formulacién control sin antioxidante.
2. Evaluar el desarrollo microbiano y presencia o ausencia de patbégenos para
asegurar la calidad microbiol6gica de los productos durante su almacenamiento.
3. Analizar la estabilidad de los restantes parametros de calidad de los embutidos,
ya que de producirse alteraciones se podrian ver reflejada en la aceptabilidad de

los consumidores.

5.3. Materiales y Métodos
5.3.1. Materiales

Para la formulacion de las salchichas utilizadas en los ensayos de almacenamiento se
empleard: carne vacuna (musculos adductor femoris y semimembranosus). El aceite de
origen marino empleado correspondi6 a un lote de aceite de raya sin antioxidante
incorporado, el cual fue previamente refinado y deodorizado (OmegaSur S.A. Mar del
Plata, Argentina). Ademas se utiliz6 NaCl, concentrado de proteinas de leche (Milkaut
S.A., Santa Fé, Argentina), K:I-carragenanos en proporcion 2:1 (ADAMA S.A., Buenos
Aires, Argentina), mezcla de fitoesteroles naturales (composicion en Tabla 5.1, AOM,
Advanced Organic Materials SA, Pilar Argentina), mezcla de tocoferoles naturales

(composicién en Tabla 5.2, Tocomix 70, Advanced Organic Materials, Pilar, Argentina ), y
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butilhidroxianisol (BHA, Fagron S.A., Espafa). Se empled colorante natural, acido
carminico (Naturis S.A., Buenos Aires, Argentina).

Tabla 5.1 Composicion de la mezcla de fitoesteroles empleada

Fitoesterol

Campesterol

Stigmasterol

B-Sitosterol

Otros esteroles

Esteroles totales

Tabla 5.2. Composicion de la mezcla de tocoferoles empleada
Tocoferol
D-a-Tocoferol
D-B-Tocoferol

D-y-Tocoferol
D-8-Tocoferol

Tocoferoles totales

5.3.2. Disefio experimental
Sobre la base de la formulacion optimizada en el Capitulo anterior se trabajé sobre
formulaciones segun Tabla 5.3 y se estudio el efecto de la incorporacion de los siguientes
antioxidantes disueltos en el aceite:
e Mezcla de tocoferoles naturales: 2.5 mg/100g de producto crudo (equivalente a
0.05¢/100g de aceite).
e Mezcla de tocoferoles naturales: 5 mg/100g de producto crudo (equivalente a
0.1g/100g de aceite).
e Butilhidroxianisol (BHA): 0.5 mg/100g de producto crudo (equivalente a
0.01g/100g de aceite), limite méximo establecido por el CAA, Art.323bis.

e Control sin antioxidante.
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Tabla 5.3. Composicion porcentual de las formulaciones de salchichas magras.
Componente g/100g
N 66.66
NacCl 14
Agua destilada 25

Aceite de pescado* 5

Proteinas lacteas (L) 0.32

K:1-Carragenanos (Carr) 0.593

Glutamato monosoédico 0.02

Fitoesteroles 0.5
TPP 0.2

Pimienta 0.2

Nuez moscada 0.05

' Eritorbato de sodio 0.045

NaNO, 0.015

Colorante carmin 0.0032

*conteniendo o no el antioxidante disuelto segin disefio

5.3.3. Elaboracion de los productos

Para la elaboracién de las muestras se siguié el protocolo descripto en 3.3.2., excepto
gue para procesar la materia prima se utilizé un equipo Atma MP8601 de 600 W (Atma,
Buenos Aires, Argentina). En este caso, tanto los carragenanos como las proteinas de
leche se incorporaron juntos en la emulsién aceite de pescado/agua, empleando los
valores obtenidos mediante la optimizacion de la formulacién en 4.4.4.

El aceite a emplear fue dividido en cuatro lotes, tres lotes fueron adicionados con la
respectiva cantidad de antioxidante correspondiente al nivel a evaluar, previamente
descripto en 5.3.2. El cuarto lote se mantuvo sin antioxidante, como control. Se
almacenaron en botellas plasticas opacas insuflando nitrogeno para reemplazar el aire
residual, a -20°C, hasta su utilizacion (dentro de la misma semana) para la produccion de

salchichas magras con aceite de pescado.

5.3.4. Almacenamiento de los productos

Una vez elaboradas, las salchichas fueron envasadas bajo vacio de a dos unidades en
bolsas Cryovac BB4L (Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina; PO,: 35 cm® m?dia™* bar™
a 23°C) y almacenadas a 4°C durante un periodo maximo de 45 dias, el cual se
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corresponde con el tiempo de almacenamiento de un producto tradicional, comercial,
elaborado con grasa vacuna. A distintos tiempos de almacenamiento se tomaron

muestras para realizar los diferentes ensayos.

5.3.5. Parametros de calidad durante el almacenamiento

5.3.5.1. Exudado

Para cada formulacién se determind la cantidad de liquido exudado por duplicado,
tomando dos envases independientes almacenados al vacio a 4°C, a distintos tiempos.
Las salchichas fueron retiradas del envase, secadas cuidadosamente con papel
absorbente para eliminar el liquido que pueda haber quedado en la superficie de las
mismas y pesadas (m,). El peso inicial de las muestras fue tomado al comienzo del
almacenamiento refrigerado (mg). ElI exudado a los diferentes tiempos de

almacenamiento se calcul6 como la pérdida de peso (%) respecto al peso inicial, mg:

E— (mO_mtJ % 100 Ec. 5.1
Mo

Donde:
E = liquido exudado en g/100g de salchichas.
me= masa de la muestra al inicio del almacenamiento (g)

m; = masa de la muestra al tiempo “t” del almacenamiento (g)

5.3.5.2. Andlisis de perfil de textura
El andlisis de perfil de textura (TPA) de los productos obtenidos se efectué segun el
procedimiento descripto en 3.3.4.3.

5.3.5.2. Color
Las determinaciones de los parAmetros cromaticos se realizaron segun los descripto en
3.3.4.4.

5.3.5.3. Determinacion de pH
La determinacion del pH de las muestras se efectudé con un electrodo de punta para
muestras sélidas, con referencia Ag/AgCl (Phoenix 557-3512, EE.UU) conectado a un

pHmetro (EC30, Hacht, Loveland, CO). Las determinaciones se realizaron por triplicado.
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5.3.5.4. Ensayos microbiolégicos

Se realizaron recuentos microbianos durante el almacenamiento refrigerado a 4°C de los
productos. De esta manera se pudo evaluar la evolucién de su carga microbiana.

A su vez al finalizar el almacenamiento se efectuaron ensayos microbiol6gicos con el
objetivo de evaluar la aptitud sanitaria de los productos, relacionada al proceso de

elaboracion y almacenamiento de las salchichas bajas en grasa con aceite de pescado.

5.3.5.4.1. Recuentos microbianos

Durante el almacenamiento refrigerado de los productos se realizaron los recuentos
microbianos empleando la técnica de recuento en placa y trabajando en flujo laminar.

La dilucion inicial se realizd, por duplicado, mediante homogeneizacion en condiciones
estériles en homogenizador Stomacher (West Sussex, Reino Unido) de 20 g de muestra
con 180 mL de agua peptona 0.1 g/100ml por 60 seg a velocidad normal.

Se realizaron apropiadas diluciones seriadas de las diferentes muestras en tubos con
agua peptona 0.1 ¢g/100ml, sembrandose en profundidad, 1mL de las diluciones
correspondientes en placas de los siguientes medios, por duplicado:

o “Plate Count Agar’ (PCA, Oxoid, Hampshire, Reino Unido): incubando a 30°C
durante 48 hs para recuento de microorganismos totales mesofilos y a 4°C
durante 5 dias para el recuento de microorganismos totales psicrétrofos.

e Agar Cloranfenicol, Extracto de levadura, Glucosa (YGC, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania): para recuento de hongos y levaduras, incubando a 25 - 30°C durante 5
dias.

e Agar de Man Rogosa and Sharpe (M.R.S) (Oxoid, Hampshire, Reino Unido): para
recuento de Lactobacillus spp., incubacién a 30°C, durante 48 hs.

e Agar Bilis Rojo Violeta Glucosa (ABRV, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania): para
recuento de Enterobacteriaceae, incubacion a 37°C, durante 48 hs.

Los recuentos obtenidos en los diferentes medios de cultivo fueron expresados como log

UFC/g de producto para los diferentes grupos de microorganismos analizados.

5.3.5.4.2. Calidad sanitaria
Para asegurar la calidad sanitaria de los productos se evaluaron al final de su
almacenamiento refrigerado los siguientes microorganismos:
e Coliformes totales, utilizando en método del nimero mas probable (NMP) segln
AOAC 46016 (1984), con campanas de Durham.
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e Clostridium sulfito-reductores, utilizando agar triptona-sulfito-neomicina (TSN)
(Biokar Diagnostics, Pantin Cedex, Francia), incubando a 37°C durante 48 horas

en condiciones de anaerobiosis.

5.3.5.5. Oxidacion lipidica

El aceite de pescado es altamente susceptible a la oxidacion lipidica debido a su alto
contenido en AGPI, y sumado a la elevada susceptibilidad de este tipo de productos
carneos, resulta necesario evaluar si la incorporacién de antioxidantes (tipo y nivel) es
eficiente para prevenir su deterioro.

La cuantificacion de la oxidacién lipidica depende del método instrumental utilizado para
su medicion. En los productos cérnicos se recomiendan evaluar resultados basados en
pruebas sensoriales, sin embargo, esta técnica es costosa y consume mucho tiempo. La
selecciobn de la metodologia de deteccibn de sustancias reactivas al acido 2-
tiobarbitrarico (TBARS) se basa en resultados de Yang y col. (2000) que informaron de
una correlacion altamente significativa entre estas sustancias (TBARS) y las
determinaciones sensoriales.

Para la determinacion de la oxidacion lipidica en los productos se cuantificaron entonces
las TBARS (Tironi, y col., 2007, Andrés y col. 2012). La reaccién se basa en la extracciéon
con acido tricloroacético de las sustancias reactivas al acido 2-tiobarbitarico (TBA) como
el malonaldehido (MDA) u otros compuestos similares y la posterior formacién de un

aducto de color rosado entre el acido 2-tiobarbitarico y el malonaldehido (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Reaccion entre el MDA y el TBA en el ensayo de cuantificacion de las

sustancias reactivas al acido 2-tiobarbitdrico
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Este andlisis se realizd por cuadruplicado sobre 2 g de cada muestra tomada a diferentes
tiempos durante el almacenamiento refrigerado. Para precipitar las proteinas y solubilizar
las TBARS presentes en la muestra se us6 acido tricloroacético (TCA) 12 g/100g y se
mantuvo con agitacién constante en bafio de agua-hielo durante 30 minutos. Luego se
filtré por papel. Se tomaron 2 ml de filtrado y se colocaron en un tubo con 2 ml de reactivo
TBA 0.5 g/100g (preparado en agua el dia de uso y sonicado 30 minutos para facilitar su
solubilizacion), dejando reaccionar en bafio termostatico a 70°C durante 30 minutos.
Luego, se enfri6 bajo canilla y se midié6 la absorbancia a 532 nm (Ass;) en un
espectrofotdmetro Hach DR-2800 (Hach Company, EE.UU.). Para ajustar el valor de Ass,
= 0 se realizd un blanco conteniendo 2ml de la solucién de TCA y 2ml de la solucion de
TBA. Las TBARS se expresaron como mg de malonaldehido (MDA)/kg producto, segun
la Ec. 5.2:
Mx Vax Ve x1000x Ag;,

N°TBARS = 5.2
EXxXLxm

Donde:
M = masa molecular del malonaldehido (72g)
Va = volumen alicuota (2 mL)
Ve = volumen extracto (15 mL)
E = coeficiente de extincion molar del complejo coloreado (1.56x10° M™).
L = camino 6ptico (1.3 cm)

m = masa de muestra.

5.3.5.6. Determinacion del perfil de acidos grasos

Se determiné el perfil de acidos grasos de la muestras control sin antioxidante y la
formulacién con tocoferoles 0.1g/100g, a tiempo inicial y final del almacenamiento, para
evaluar los cambios producidos. Los picos detectados fueron identificados e integrados

para cuantificar los distintos acidos grasos empleando el software propio del equipo.

5.3.5.6.1. Extraccion de la fase lipidica

La extraccion de lipidos de los productos se realiz6 mediante el método de Folch (Folch y
col., 1957). Se homogenizaron 15 - 20 g de muestra cocida y procesada con 60 - 70 mL
de mezcla cloroformo:metanol 2:1 con agitacion constante durante 1 hora en bafio de
agua-hielo. Se filtr6 por papel sobre una ampolla de decantacion, lavando el filtro y su
contenido con la mezcla de solventes. Sobre el filtrado se agregaron 25 mL de agua

destilada, se homogeneizé y se dejo en reposo hasta que se produjo la separacion de
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fases. La fase cloroférmica (inferior) se transfirié a un balén y se separ6 el cloroformo en
rotavapor a 40°C a baja presion. La fraccion lipidica obtenida se utilizé para determinar el
perfil de &cidos grasos.

5.3.5.6.2. Perfil de acidos grasos

La esterificacion de los acidos grasos se realizd siguiendo la norma ISO 5509:2000. La
fase grasa extraida en frio (0.1 g) fue disuelta en hexano grado HPLC y se agreg6 0.3 mL
de KOH en metanol. Se agitd vigorosamente durante 2 minutos y se dejé reposar para
que precipitaran los jabones potasicos. Se agregd NaCl en solucién sobresaturada y se
agitd vigorosamente. Este procedimiento transforma los acidos grasos en sus derivados
mas volatiles, los ésteres metilicos de acidos grasos, condicidbn necesaria para su
posterior andlisis por cromatografia gaseosa.

La composicion en acidos grasos fue obtenida por cromatografia gaseosa acoplada a un
detector masa, en el Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP,
Mar del Plata). Se utilizé una columna capilar Omegawax 320 (30 m/0.32 mm id/ 0.25 pm)
en un cromatégrafo Shimadsu 2010 con detector masa. El perfil de acidos grasos de
cada una de las muestras se obtuvo por comparacién de los tiempos de retencion
relativos de cada uno de ellos respecto de estandares comerciales (Supelco 37
Component FAME Mix, Cat. N0.18919-1 AMP, Sigma Aldrich) analizados previamente en

la misma columna.

5.3.5.7. Andlisis estadistico

Los andlisis de varianza se llevaron a cabo por separado para las variables dependientes
exudado, textura (dureza, cohesividad, adhesividad, elasticidad, masticabilidad,
resiliencia), parametros de color (L*, a* y b*), pH, recuentos microbianos, y valores de
TBARS. Se utilizd el ensayo de LSD (least significant differences) para estudiar las
comparaciones pareadas de medias. Las diferencias entre medias y ensayos F se
consideraron significativas cuando las probabilidades estimadas fueron inferiores a 0.05
(P < 0.05). Todos los procedimientos estadisticos se llevaron a cabo mediante el software
SYSTAT (SYSTAT, Inc., Evanston, IL). Los resultados experimentales se informaron

como valores medio + el error estandar de la media.
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5.4. Resultados y Discusién

5.4.1. Exudado

Las propiedades de union matriz-agua pueden ser mas importante que las propiedades
de union de matriz-lipido en productos carnicos reformulados (Jimenez-Colmenero,
2000). El agua afiadida no debe perderse durante el tratamiento térmico y enfriamiento.
Las pérdidas o exudado (en el envasado al vacio o de otro modo) pueden ser un
problema grave, ya que no sélo imparte un aspecto desagradable al producto, sino que
también puede estimular el crecimiento de microorganismos con la consiguiente
reduccién de su vida atil (Reagan, 1983; Lopez-Lopez, 2009).

En la Figura 5.7, se muestran los valores de exudado de las formulaciones almacenadas.
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. 4  BHA (0.5 mg/100g)
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Figura 5.7. Exudado (g/100g) en funcion del tiempo de almacenamiento de salchichas

conteniendo aceite de pescado y diferentes antioxidantes agregados.

Como puede observarse, no se vieron diferencias significativas (P < 0.05) en los valores
de exudado para los distintos tratamientos estudiados. Los niveles medios para las cuatro
formulaciones variaron de 1.15 a 4.26 g/100g entre el inicio y fin del almacenamiento,
respectivamente. Estos valores resultan aceptables y similares a la informacion reportada
por otros autores para salchichas magras (Bloukas y Paneras, 1993 y 1994; Candogan y
Kolsarici, 2003 y Andrés y col., 2009). Los bajos valores de exudado observados estarian
asociados a una alta retencién de liquido por la matriz a lo largo del almacenamiento y no

fueron modificados con el agregado de antioxidantes al producto.

146




Capitulo 5

5.4.2. Perfil de textura

Resulta de importancia conocer el perfil de textura de los productos almacenados para
poder evaluar los posibles cambios que se produzcan. Estos cambios podrian ser
percibidos por los consumidores, lo que impactaria en la aceptacion del producto.

No se observaron diferencias en el perfil de textura entre las distintas formulaciones
estudiadas (P > 0.05). Sin embargo el efecto del tiempo de almacenamiento impactd
sobre los perfiles texturales de las muestras.

En las Figuras 5.8, 5.9 y 5.10 se presentan los resultados obtenidos durante el
almacenamiento bajo vacio refrigerado, para los parametros dureza, masticabilidad y

resiliencia de las salchichas con aceite de pescado y antioxidantes agregados.
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Figura 5.8. Variacion de la dureza durante el almacenamiento de salchichas conteniendo

aceite de pescado y diferentes antioxidantes agregados.

La dureza de las salchichas magras formuladas con aceite de pescado se vio
incrementada significativamente en un 11.1% al cabo de 45 dias del almacenamiento
refrigerado (Figura 5.8). El aumento excesivo de la dureza y otros parametros de textura,
tales como masticabilidad, puede resultar indeseable ya que tendria un impacto en la
aceptabilidad del consumidor. Los valores observados inicialmente son ligeramente
superiores a los correspondientes a la formulacién optimizada informada en el Capitulo
4, que corresponde a la control de este Capitulo, esto puede explicarse por diferencias en

la materia prima usada (carne) y en el reemplazo obligado de una procesadora de 720 W
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por una de 600 W; pese a ello, la dureza observada en estos productos no es mucho mas
elevada respecto al producto comercial tradicional (9 - 12 N).

Se han informado de aumentos de dureza durante el almacenamiento refrigerado de
diversos productos carnicos cocidos (Fernandez-Ginés y col., 2003; Fernandez-L6pez y
col., 2004; Estévez y col., 2005 y, Hassaballa y col., 2009). En estos productos el
aumento de la dureza se puede vincular a las pérdidas de liquido del sistema. Por ello se
analizo la posible correlacion entre los resultados obtenidos para la dureza con los de
exudado, encontrandose una correlacion significativa (P < 0.05) entre ambos parametros

(Figura 5.9).

Exudado (g/100g)

14 #:ﬁz‘iﬁa ®  Control sin antioxidante B
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Figura 5.9. Correlacion entre la dureza y exudado durante el almacenamiento de

salchichas conteniendo aceite de pescado y diferentes antioxidantes agregados.

La masticabilidad present6 una tendencia similar a la dureza (Figura 5.10), eso se explicé
porque los parametros cohesividad y elasticidad no se vieron afectados significativamente
durante el almacenamiento. Los valores medios obtenidos para todas las formulaciones
estudiadas a lo largo del almacenamiento fueron de 0.873 + 0.007 para la elasticidad y de
0.573 = 0.004 para la cohesividad. Por ultimo se destaca una disminucién en la resiliencia

con el tiempo de almacenamiento (Figura 5.11).
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Masticabilidad (N)
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Figura 5.10. Variacion de la masticabilidad durante el almacenamiento de salchichas

conteniendo aceite de pescado y diferentes antioxidantes agregados.
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Figura 5.11. Variacion de la resiliencia durante el almacenamiento de salchichas

conteniendo aceite de pescado y diferentes antioxidantes agregados.

5.4.3. Color

El color de la carne y los productos céarnicos es el principal factor que afecta la

aceptabilidad del producto de parte de los consumidores. Del andlisis de los parametros

crométicos para las formulaciones con diferentes antioxidantes y niveles evaluadas pudo

comprobarse que no se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre las

formulaciones durante el almacenamiento refrigerado.
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Sin embargo se observaron pequefias diferencias significativas en el parametro
luminosidad respecto del tiempo (P > 0.05). La evolucion del parametro luminosidad (L*)
se muestra en la Figura 5.12. Puede observarse un descenso de la luminosidad a partir
del dia 20 de almacenamiento, obteniéndose en todos los casos muestras mas oscuras
(menor L*) a los 45 dias de almacenamiento refrigerado. Este efecto podria estar
asociado a la mayor proporcion de sélidos debido al liquido exudado.

Los pardmetros a* y b* no presentaron cambios durante el almacenamiento, ni entre las
formulaciones analizadas. Sus valores medios fueron 15.3 + 1.2 y 14.3 £ 0.8, para a* y

b*, respectivamente.

62.0
61.5 -
61.0 1 -
é 60.5 -
L) .
3 600+ L
o |
o
£ 595 =
= |
3 59.0 4 B Control sin antioxidantes L
] ® Tocoferoles (5 mg/100g)
58.5 Tocoferoles (2.5 mg/100g) B
' A BHA (0.5 mg/100g)
| Promedio
58.0 " " : ; : ; : ; :
0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias)

Figura 5.12. Variacion en el pardmetro de color Luminosidad durante el almacenamiento

de salchichas conteniendo aceite de pescado y diferentes antioxidantes agregados.

5.4.4. Ensayos microbioldgicos

5.4.4.1. Recuentos microbianos y pH

La calidad y la vida atil de los alimentos carnicos cocidos se determinan entre otros para
muestras de calidad por el crecimiento de microorganismos (Borch y col., 1996). Para el
control de la supervivencia microbiana y el crecimiento de microorganismos en los
alimentos, se utilizan procedimientos de conservacion de alimentos. El envasado al vacio
ha demostrado ser muy eficaz en la ampliacion de la vida atil de los alimentos
perecederos tales como productos carnicos (Church y Parsons, 1995). En estas
condiciones, el suministro de oxigeno serd restringido, la fase gaseosa resultante, que

esta determinada por la velocidad de permeacion de gas a través de la pelicula y la tasa
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de consumo de oxigeno en el envase, tiene un efecto selectivo sobre la poblacion
microbiana (Farber, 1991; Labadie, 1999).

La temperatura es un factor importante en reacciones de deterioro de alimentos,
especialmente en el caso deterioro microbiano ya que la tasa de crecimiento especifico y
la fase de latencia son altamente dependientes de la temperatura (Cayré y col, 2003). Sin
embargo, el desarrollo bacteriano en vacio no es solamente influenciado por la
temperatura sino por otros factores como la disponibilidad de oxigeno y la actividad de
agua, que también pueden determinar las cantidades y el tipo de microorganismos que
crecen en los alimentos carnicos (Labadie, 1999).

En las Figuras 5.13, 5.14 y 5.15 se presentan los resultados obtenidos para los recuentos
de microorganismos totales mesdfilos, psicrotrofos y bacterias 4cido-lacticas realizados
sobre salchichas con aceite de pescado y antioxidantes a diferentes tiempos durante el

almacenamiento bajo vacio refrigerado.
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Figura 5.13. Recuento de microorganismos meséfilos de salchichas con aceite de
pescado y diferentes antioxidantes agregados durante su almacenamiento bajo vacio

refrigerado.

151




Capitulo 5

o
O
L
) L
)}
ie]
- L
Ne)
o
= L
g l ®  Control sin antioxidantes
5 % ® Tocoferoles (5 mg/100g)
o 154 Tocoferoles (2.5 mg/100g) |-
A BHA (0.5 mg/100g)
Promedio
1.0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

Figura 5.14. Recuento de microorganismos psicrétrofos de salchichas con aceite de
pescado y diferentes antioxidantes agregados durante su almacenamiento bajo vacio
refrigerado.
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Figura 5.15. Recuento de bacterias acido-lacticas de salchichas con aceite de pescado y

diferentes antioxidantes agregados durante su almacenamiento bajo vacio refrigerado.

En todas las formulaciones se observaron bajos recuentos iniciales de microorganismos
totales mesdfilos, psicrétrofos y BAL iniciales. Eso reflejo la efectividad del tratamiento

térmico de pasteurizacion al que fueron sometidas las salchichas. Al finalizar el
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almacenamiento los niveles de dichos microorganismos resultaron inferiores a 5 log
UFCl/g, limite establecido por las reglamentaciones vigentes, en el Art 302 del CAA (CAA,
1996) para los microorganismos considerados.

Se desprende del analisis simultaneo de las Figuras 5.13, 5.14 y 5.15 que la flora
microbiana predominante son las bacterias acido-lacticas psicrotrofas. Este fenomeno fue
descrito por varios autores (Hansen y Bautista, 2000; Nychas y Drosinos, 2000; Cayré y
col., 2005; Andrés y col., 2009), y algunos lo atribuyen a que durante el almacenamiento
de los productos carnicos envasados bajo vacio se restringe el crecimiento de
Pseudomonas spp. por lo que las BAL, se convierten en el componente principal de la
microflora (Cayré y col., 2005).

Las BAL fueron identificadas como los principales microorganismos de deterioro de
alimentos carnicos procesados, como embutidos, envasados al vacio y refrigerados
(Korkeala y Bjorkroth, 1997; Samelis y col., 2000). Su crecimiento y el metabolismo en
estos productos depende de factores tales como el pH, la temperatura, la composicion de
la atmosfera dentro del envase y la disponibilidad de sustrato (Ping-Mei y col., 2008).
Este deterioro influye significativamente en la calidad de la carne y productos céarnicos,
debido a la acidificacion que producen en condiciones anaerobicas.

En la Figura 5.16 se muestra la evolucion del pH de las muestras durante el

almacenamiento.
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Figura 5.16. Variacion de pH de salchichas magras formuladas con aceite de pescado,
envasadas al vacio durante el almacenamiento refrigerado.

Cddigos: EControl, sin antioxidante, MTocoferoles 5 mg/100g, " Tocoferoles 2.5 mg/100g, MBHA
0.5 mg/100g
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Pudo observarse un descenso del pH, de 5.77 a 5.62, entre el comienzo y fin del
almacenamiento, asociado al desarrollo de las BAL y relacionado con la produccién de
acidos grasos de cadena corta, sin diferencias significativas entre las formulaciones
analizadas.

Los recuentos de hongos y levaduras, y de Enterobacteriaceae (gran grupo de bacterias
anaerobias facultativas comunmente utilizada como indicador de buenas condiciones
higiénicas) resultaron en todos los productos por debajo del limite de deteccion del
método (< 2 log UFC/qg).

5.4.4.2. Evaluacion de la calidad sanitaria
Los ensayos de calidad sanitaria complementan a los recuentos microbianos vy
determinan su aptitud para su consumo. De este modo se puede obtener informacion
sobre el proceso de elaboraciéon y almacenamiento de las salchichas magras con aceite
de pescado y fitoesteroles.
El CAA contempla un criterio especifico para determinaciones microbiologicas en
chacinados embutidos cocidos (Art 341). Los limites para cada ensayo descripto son los
siguientes:

¢ Recuento de Clostridium sulfito-reductores: menor a 100 UFC/g.

e Recuento de coliformes totales: menor a 100 UFC/g.
En la Tabla 5.4 se informan los valores encontrados de Clostridium sulfito-reductores y

Coliformes totales en los productos elaborados.

Tabla 5.4. Niveles de Clostridium sulfito-reductores y Coliformes totales en salchichas
con aceite de pescado y antioxidantes luego de 45 dias de almacenamiento bajo vacio

refrigerado

Coliformes totales
(NMP/g)

Clostridium sulfito-reductores
(log UFC/9g)

Formulacion

Control, sin antioxidante nd
Tocoferoles (0.05 g/100g) nd 1.5+0.10
Tocoferoles (0.1 g/100g) nd nd

BHA (0.01 g/100g) nd 1.5+0.10

*nd = no detectado

Como se puede observar, los valores determinados de recuentos de Clostridium sulfito-

reductores y Coliformes totales cumplen con la normativa vigente establecida por el CAA.
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Los recuentos de coliformes en los productos resultaron muy bajos al finalizar el
almacenamiento bajo vacio a 4°C debido a un adecuado tratamiento térmico durante su
elaboracion, que elimind los coliformes sensibles al calor (Hung and Zayas, 1991; Andrés
y col., 2009). A su vez no se detectaron Clostridium sulfito-reductores durate el periodo
de almacenamiento, indicando las condiciones sanitarias seguras de los productos. Esto
refleja una buena calidad microbioldgica de las salchichas bajas en grasa con aceite de
pescado almacenadas durante 45 dias al vacio refrigeradas.

5.4.5. Estabilidad lipidica

5.4.5.1. Ensayo de estabilidad oxidativa

El alto grado de insaturacién de los acidos grasos poli-insaturados (AGPI) provenientes
del aceite de pescado implica posibles reacciones de oxidaciébn mas rapidas respecto a
aceites menos con AG menos insaturados (Gurr y col., 2002). Esta gran susceptibilidad
de los AGPI a los procesos oxidativos y la consecuente rancidez limitan el uso de este
tipo de aceites y hacen necesario el desarrollo de diferentes estrategias y técnicas para
protegerlos de la oxidacion.

El uso de antioxidantes puede prevenir el deterioro oxidativo de los alimentos
enriguecidos con AGPI n-3, sin embargo, antioxidantes similares ejercen efectos
diferentes sobre una matriz alimentaria (Jacobsen, 2008). Trabajos previos han
demostrado que es posible desarrollar nuevos productos carnicos ricos en AGPI
elaborados con aceites pre-emulsionados y la adicion de antioxidantes artificiales para
mejorar las propiedades nutricionales de estos productos (Lee y col, 2006a; Muguerza y
col., 2004; Valencia y col., 2006b; Valencia y col., 2007).

Generalmente no hay problemas especificos que hayan sido reportados en conexion con
la estabilidad oxidativa en geles carnicos emulsionados formulados con lipidos saludables
provenientes de aceites vegetales. Este hecho ha sido atribuido a una variedad de
factores: la presencia de sales de curado como como nitritos, fosfatos y/o ascorbato, que
actian como antioxidantes (Marquez y col., 1989), la presencia natural de diversas
sustancias antioxidantes (tocoferoles, compuestos fendlicos) en los aceites vegetales
usados (Bloukas y col.,, 1997; Bishop y col.,, 1993); y finalmente, la ausencia de
fosfolipidos en aceites refinados (Bishop y col., 1993) que se ha relacionado con una
mayor estabilidad oxidativa.

Sin embargo, es escasa la informacion de la estabilidad de productos elaborados con
aceites de origen marino, por lo que resulta imprescindible estudiar la estabilidad

oxidativa de los productos.
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Los resultados obtenidos en la evaluacién de la estabilidad oxidativa de salchichas
magras formuladas con aceite de pescado empleando distintos antioxidantes durante su
almacenamiento bajo vacio, refrigeradas, se muestran en la Figura 5.17.

Es importante remarcar que particularmente en este trabajo de Tesis, los niveles de
lipidos en las formulaciones estudiadas fueron relativamente bajos (5 g/100g) de modo tal
gue se limita el maximo valor de TBARS que pueda alcanzarse.

1.2

—m— Control sin antioxidantes
—e— Tocoferoles (5 mg/100g)
1o Tocoferoles (2.5 mg/100g)|[-
© —a— BHA (0.5 mg/100g)
CEIK) % 0.8 s B
< 3
a8 S 1 i E
H o 64 / ~~ +4 B
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Figura 5.17. Evolucién de las sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS) de
salchichas magras con aceite de pescado sin o con antioxidantes envasadas bajo vacio

durante el almacenamiento refrigerado.

De acuerdo con Shahidi (1992), los valores de TBARS en alimentos carnicos tienden a
aumentar durante el periodo de almacenamiento, llegar a un valor maximo y luego
disminuir debido a una reaccién adicional de malonaldehido con grupos amino. Es por
esto que es importante realizar un monitoreo de este parametro a lo largo del tiempo.
Este comportamiento fue observado en las muestras control sin antioxidante. Puede
verse que las TBARS determinadas se incrementaron significativamente hasta el dia 19
de almacenamiento refrigerado, alcanzando el valor méximo (0.66 mg MDA/kg de
producto) para luego disminuir. Se ha sugerido que la evolucion del numero de TBARS
esté relacionada con la formacion de malonaldehido (MDA) como un producto intermedio
en la oxidaciéon. En una primera etapa, la tasa de formacion del MDA es mayor que la

velocidad de desaparicion del mismo, y después de este punto ocurre lo contrario.
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En la formulacion control (sin antioxidante) estudiada, los valores de TBARS alcanzaron
su maximo alrededor del dia 19, indicando que la velocidad de desaparicion super6 la
velocidad de formacién a partir de ese dia (Bhattacharya y col., 1988). Del mismo modo,
Jamora y Rhee (2002) informaron que el MDA formado durante el almacenamiento de los

productos céarnicos podria sufrir reacciones intermoleculares (polimerizacion) o

reacciones con otros constituyentes, especialmente aminoacidos/proteinas y

consecuentemente la tasa de desaparicion del MDA durante el almacenamiento podria

exceder la tasa de produccion a través de la oxidacion lipidica. Ifiguez de Ciriano y col.

(2006), al igual que Blounkas y Paneras (2006) reportaron una similar evolucion del

namero de TBARS en emulsiones O/W con aceite de alga (Crypthecodinium cohnii) para

ser utilizadas en sistemas céarnicos.

La formulacion con 2.5 mg/100g de tocoferoles agregados mostré un incremento del

namero de TBARS hacia el final del periodo del almacenamiento, alcanzando valores

similares o superiores a los maximos observados en el control. Esto muestra que la
cantidad de tocoferoles fue insuficiente para evitar el proceso de oxidacion lipidica en el
periodo de almacenamiento considerado.

Finalmente, las formulaciones con BHA o con 5 mg/100g de tocoferoles agregados

conteniendo al menos un 63% de no-a tocoferoles, principalmente D-y/D- tocoferoles

(43.8%) y D-0 tocoferol (19.3%) mostraron un incremento leve del nimero de TBARS,

llegando a valores inferiores a 0.4 mg MDA/kg de producto al final del almacenamiento

sin presentar diferencias significativas entre ambos productos (P > 0.05). Esto indicaria
que estos antioxidantes, en las concentraciones ensayadas, lograrian una buena
estabilidad a la oxidacion lipidica de los sistemas carnicos estudiados.

Se han reportado diversos limites de tolerancia fisicoquimica o sensorial del nimero de

TBARS en productos o sistemas carnicos:

1- Campo y col. (2006) informaron que valores a partir de 2 mg MDA/kg no son
aceptables debido al deterioro oxidativo en carne vacuna.

2- Liu y col. (2006) informaron que los valores de TBARS inferiores a 1.36 mg MDA/kg
no promueven flavores desagradables (“off-flavors”) detectables en productos
carnicos elaborados mediante una evaluacién sensorial con panelistas entrenados.

3- Boles y Parrish (1990) indicaron que a partir de 1 mg MDA/kg comienzan a detectarse
en paneles entrenados flavores relacionados con productos de la rancidez oxidativa
en productos cérnicos, afectdndose los parametros organolépticos. El mismo limite de

deteccion (1 mg MDA/kg) fue propuesto para carne cocida por Igene y col. (1979).
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4- Por otro lado, Georgantelis y col. (2007) establecieron un limite méximo de 0.6 mg
MDA/kg, a partir del cual comienza a detectarse el flavor rancio en productos
carnicos.

5- Se ha informado un rango de valores de TBARS de 0.6-2.0 mg MDA/kg como la
cantidad minima detectable para el sabor oxidado en carne picada por panelistas no
entrenados (Greene y Cumuze, 1982).

6- Lanari y col. (1995) propusieron un limite de 0.50 mg MDA/kg para la aparicion de
sabores desagrables debido a la rancidez en carne de cerdo.

7- Segun Valencia y col. (2007), que estudiaron el proceso de oxidacion lipidica en
embutidos fermentados, no observaron sefiales de deterioro para valores de TBARS
inferiores a 0.20 mg MDA/kg. Estos autores destacaron la importancia del envasado

al vacio para inhibir la oxidacién de los lipidos.

Por lo tanto, segun los resultado obtenidos, las formulaciones con BHA o 5 mg/100g de
tocoferoles agregados arrojaron valores de TBARS que se ubicaron en concoradancia
con los umbrales sugeridos por los diversos estudios citados previamente. Se puede
inferir que Unicamente el nivel més alto de tocoferoles analizado resulta exitoso para
evitar la oxidacion lipidica, y entonces es posible su empleo como alternativa al
antioxidante sintético (BHA) en este tipo de productos.

En cambio, un menor nivel de tocoferoles (2.5 mg/100g) en la formulacién superé los
limites de TBARS establecidos entre el inciso 4 y el 7 hacia el final del almacenamiento,
evidenciando un incipiente proceso oxidativo a partir del dia 34 del almacenamiento y la
incapacidad de lograr la estabilidad oxidativa del sistema.

Estos resultados coinciden con lo informado por Kim y Choi (2012) quienes, trabajando
en salchichas, utilizaron 670 y 1340 mg de tocoferoles/kg de producto obteniendo una
reducciéon del numero de TBARS y una mejor estabilidad del color del producto. También
Aksu (2006) informd que la incorporacion de 50 y 100 mg de tocoferoles/100g de un
producto carnico embutido cocido produjo una reduccion en el indice de peroxidos, la
acidez libre y el nimero de TBARS. Céaceres y col. (2008) reportaron un bajo nivel de
oxidacién lipidica (0.37 a 0.52 mg TBARS MDA/kg) durante la refrigeracion de mortadela
elaborada con aceite de pescado y caseinatos. Estos valores resultan similares a los

obtenidos en este ensayo.

5.4.5.2. Andlisis del perfil de acidos grasos
En la Figura 5.18 se muestra, a modo de ejemplo, el analisis cromatografico de los acidos

grasos derivatizados de la fase grasa obtenida a partir de salchichas conteniendo 0.5
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mg/100g de BHA al inicio del almacenamiento. Los perfiles de acidos grasos obtenidos
para las formulaciones de salchichas con BHA (0.5 mg/100 g) o tocoferoles (5 mg/100 g)
determinadas al inicio y fin (45 dias) del almacenamiento se presentan en la Tabla 5.5.
También se incluyé el perfil correspondiente al aceite utilizado en las formulaciones,
informado por el productor (Omega Sur S.A., Mar del Plata, Argentina) y el de un
producto tradicional conteniendo grasa vacuna segun USDA (2013).

150/
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Figura 5.18. Sefial de salida de la cromatografia de los &cidos grasos derivatizados de la
fase grasa obtenida de salchichas conteniendo BHA al inicio del almacenamiento

registrada con un detector de masa.

Puede observarse en la Figura 5.18 un conjunto de picos correspondientes a los distintos
acidos grasos (AG) presentes en la fase grasa del producto desarrollado. Las dos
primeras sefiales mas intensas corresponden a los AG 14:0 y 16:0, caracteristicos de la
grasa vacuna, pero que también son importantes en el aceite de pescado empleado en la
formulacién (Tabla 5.5). Por otra parte, se destacan con claridad los picos
correspondientes a los AG 18:1n9 (oleico), 20:5n3 (EPA) y 22:6n3 (DHA), evidenciando el
alto contenido de AG mono y poli-insaturados presentes en las salchichas, aportado
exclusivamente por el aceite de origen marino utilizado. Por lo tanto, el perfil de acidos
grasos obtenido en los productos resulta similar al del aceite empleado en su elaboracion.
Por comparacion del contenido y tipo de acidos grasos del producto tradicional con los
estudiados en este Capitulo, puede verse que el empleo de aceites de origen marino
permite reducir un 20% del contenido de AGS e incrementar en un 30% el de AGPI,

mejorando sensiblemente la calidad nutricional del producto.
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Tabla 5.5. Perfil de acidos grasos de: salchichas conteniendo BHA o tocoferoles (0.5
mg/100g y 5 mg/100g, respectivamente) al inicio y fin del almacenamiento, del aceite
(AP) utilizado (segun productor) y de un producto tradicional (PT) segun USDA (2013).

Producto con Producto con

Acido Graso*

(g/100g del total de acidos BHA tocoferoles AP PT
grasos) Inicial Final Inicial Final
C 12:0 nd nd nd nd nd 2.70
C 14:0 3.8° 4.2° 4.0° 4.0° 59 | 4.4°
C 15:0 0.4? 0.5° 0.4% 0.4% 0.4% nd
C 16:0 16.9° 18.1° 17.0° 17.2° 9.5 |20.6°
C 16:1 5.2° 5.5° 5.2° 5.2° 6.1 | 4.8°
C 17:0 0.3° 0.3° 0.3° 0.3° 1.72 nd
Cc17:1 0.2° 0.2° 0.2° 0.2° 1.1 | 0.2°
C 18:0 1.8° 1.8° 1.8° 1.9° 1.1° | 22.1°
Cc18:1 17.1° | 17.2° 16.6° 17.1° | 15.8° |41.18
C18:2n-6 1.7° 1.8° 1.8° 1.8° 1.7° | 3.3%
C 18:3n-3 (ALA) 1.12 1.12 1.12 1.12 0.8° | 0.4°
C 18:4n-3 2.8° 2.8° 2.7° 2.8° 2.3° nd
C 20:0 2.6° 2.7° 2.7% 2.7° nd nd
C 20:1 5.2° 5.22 5.3% 5.22 56° | 0.6°
C20:2 0.3? nd 0.3? 0.3? nd nd
C 20:4 n-6 0.6° 0.4° 0.6% 0.4° 0.4% nd
C 20:5 n-3 (EPA) 10.9° 9.9° 10.8? 9.8° 12.7* | nd
C 22:0 3.5° 3.4? 3.6° 3.5° 3.8° nd
C22:1 0.7% 0.7 0.7° 0.8? 0.7 nd
C22:4n-6 0.4° 0.3 0.4° 0.4° 0.6% nd
C 22:5n-6 0.3 0.3 0.3 0.3 0.5° nd
C 22:5n-3 0.9° 0.9° 0.9° 0.9% 0.9% nd
C 22:6 n-3 (DHA) 17.0° | 16.2° 16.9" 16.0° | 18.6* | nd
C 24:1 0.8? 0.72 0.8° 0.7% 0.8% nd
AGS 29.4° | 31.0° 29.8° 30.1° | 22.3° | 49.8%
AGMI 29.2° | 29.6° 28.8" 29.3° | 30.2° | 46.72
AGPI 36.0° | 33.7° 35.8° 33.8° | 38.6% | 3.7°
n-3 32.7° | 30.9° 32.4° 30.6° | 35.4% | 0.4°
n-6 3.0 2.8° 3.1° 2.9° 3.2% | 3.3
n-6/n-3 0.092% | .091% .095% | 0.094% | 0.090° | 8.33"
Indice de Aterogenicidad 0.49° | 055° | 0.51° 0.53° | 0.48° |0.81°
NI Rt U Eel 0.17° | 0.19° | 0.17° 0.18° | 0.12° | 1.05°

*Medias en la misma fila (mismo acido graso) con distinto supraindice, presentan diferencias
significativas (P < 0.05). nd = no detectado.

Los perfiles de acidos grasos obtenidos de las fases grasas extraidas de los productos
elaborados con aceite marino conteniendo BHA o tocoferoles mostraron leves
alteraciones durante el almacenamiento refrigerado en condiciones de vacio, como puede

observarse en la Tabla 5.5, evidenciando una ligera disminucion, probablemente debido
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al deterioro oxidativo en los AG C 20:4 n-6, C 20:5 n-3 y C 22:6 n-3; en particular EPA
(del 9.2%) y DHA (menor del 5%) fueron los mas afectados, disminuyendo en igual
proporcion para los dos antioxidantes estudiados. Estos acidos grasos, que por su
naturaleza resultan los mas sensibles a este deterioro, mantuvieron elevados niveles al
finalizar el almacenamiento.

La relacion n-6/n-3 en los productos se mantuvo sin alteraciones a lo largo del periodo de
almacenamiento, siendo unas 10 veces menor respecto a la relacion observada en un
producto tradicional con grasa vacuna. Esto es consecuencia del contenido de AGPI casi
diez veces mayor y del menor contenido de AGS, en los productos con aceite marino
respecto del tradicional, los cuales estan asociados a diversos efectos benéficos para la
salud y se encuadra dentro las recomendaciones de la OMS (OMS, 2008).

Estos resultados indican que tanto los tocoferoles como el BHA, en los niveles
empleados, resultaron efectivos para evitar el deterioro oxidativo de los productos,
coincidiendo con los bajos valores de numero de TBARS reportados anteriormente. Por lo
gue estos antioxidantes resultan efectivos para prevenir las alteraciones oxidativas y
asegurar la calidad del producto durante su periodo de vida util. Considerando los efectos
adversos que presenta la utilizacién de los antioxidantes sintéticos, el BHA puede ser
reemplazado, entonces, por la mezcla de tocoferoles naturales para lograr la protecciéon
deseada.

Cabe destacar que en estas formulaciones estudiadas, mas de un componente
incorporado presenta actividad antioxidante. Asi, los polifosfatos pueden quelar metales
bivalentes como el Fe®*, evitando su posible catélisis de la autoxidacion lipidica, el
eritorbato de sodio también presenta actividad antioxidante, y asimismo se ha reportado
actividad antioxidante de las proteinas de suero lacteo en productos carneos (Pennisi
Forell y col.,, 2010). Dado que estos componentes con actividad antioxidante se
encuentran en una igual proporcibn en todas las formulaciones estudiadas, las
alteraciones en los perfiles lipidicos observadas en los distintos ensayos se atribuyen a la

variaciéon del antioxidante empleado en el aceite.

5.4.5.3. Evaluacion del perfil lipidico y su impacto en la salud

Hay suficiente evidencia que indica que el tipo de grasa es mas importante que la
cantidad total para el riesgo de enfermedad cardiovascular. En este contexto, ecuaciones
predictivas, como el indice de aterogenicidad (IA; Ec. 5.3) y de trombogenicidad (IT; Ec.
5.4), han sido utilizadas para estimar el efecto del perfil de a4cidos grasos de los alimentos

sobre el colesterol plasmético y la concentracion lipoproteica (Ayo y col., 2007).
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Si bien los perfiles de acidos grasos obtenidos en los productos estudiados se
encuentran dentro de las recomendaciones vigentes que indican elevados niveles de
AGPI y bajos niveles de la relacion AG n-6/n-3, se calcularon estos dos indices utilizando
la composicion de acidos grasos de los productos para complementar la informacién
obtenida y determinar el impacto potencial en la salud de sus consumidores. Se

emplearon las siguientes ecuaciones:

[ClZ:O +4.Cip0 + C16:0]

= 5.3.
| AGPI, ¢ + AGPL, ¢ + AGMI|
_ [Clz:o +Cyg0 + ClG:O]
IT = 5.4,
1 1 AGP|, ,

~AGPI,_¢ +3.AGP|,_; + —~AGMI+
2 2 AGPI, ¢

Donde: AGMI, AGPI, AGPI,.3, AGPI ¢ corresponden a los parametros informados en la

Tabla 5.5. Cy; corresponde a los distintos 4cidos grasos expresados en g/100g lipidos.

Estos indices, definidos por Ulbricht y Southgate (1991), tienen en cuenta las
interacciones entre los diferentes acidos grasos, permitiendo una evaluacioén integrada de
los lipidos dietarios y su efecto en la salud coronaria. Valores de IA y IT superiores a la
unidad (> 1) estan asociados a un efecto perjudicial para la salud humana (Subhadra y
col., 2006; Bobe, y col., 2004).

Los valores promedio de IA y IT para los productos elaborados con aceite marino fueron
0.52 y 0.18, respectivamente, sensiblemente menores respecto a los valores obtenidos
para el producto tradicional elaborado con grasa vacuna. Ladeira y col. (2014) informaron
valores similares de estos indices para productos con grasa de origen vacuno.

Asimismo, los indices evaluados no presentaron diferencias significativas con el tiempo
de almacenamiento de los productos envasados al vacio y refrigerados, siendo similares
para los dos antioxidantes estudiados.

Esto implica que un reemplazo de la grasa vacuna empleada tradicionalmente en la
formulacion de este tipo de productos por aceite de origen marino adicionada de BHA o
tocoferoles, lograria productos que ingeridos tendrian un bajo riesgo de producir

enfermedades coronarias.
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5.5. Conclusiones del Capitulo

e Los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de los geles emulsionados
carnicos elaborados con aceite de pescado Yy fitoesteroles fueron adecuados

durante todo el periodo de almacenamiento envasado al vacio a 4°C.

e La incorporacion a la formulacién de 5 mg/100g de tocoferoles naturales o 0.5
mg/100g de butilhidroxianisol previno la rancidez de los productos durante los 45
dias de vida util, como pudo comprobarse tanto mediante la determinacion de los
productos de oxidacion lipidica (TBARS) como por el escaso cambio en el perfil
de &cidos grasos.

e Se reemplaz6 exitosamente un antioxidante sintético (BHA) por un antioxidante

natural (tocoferoles) para controlar la oxidacion lipidica en estos productos.

e Los productos obtenidos presentaron un perfil de &cidos grasos con mayor
cantidad de poli-insaturados n-3, principalmente EPA y DHA, respecto de un
producto tradicional elaborado con grasa vacuna, por lo que se adecua mas a las
recomendaciones respecto a la ingesta lipidica, con indices de aterogenicidad y
trombogenicidad inferiores, reflejando un menor riesgo de enfermedad

cardiovascular asociado a su consumo.
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CAPITULO 6

Desarrollo de geles emulsionados carnicos magros con
aceite de pescado y fitoesteroles, de contenido de sodio

reducido
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6.1. Introduccién

6.1.1. Funcionalidad de las sales en los productos cérnicos

La sal de mesa (NaCl) ha sido utilizada desde la antigiedad para la conservacion de
productos carnicos y es uno de los ingredientes mas utilizados en este tipo de productos.
En la industria moderna de la carne, la sal se utiliza como saborizante o como
potenciador del sabor y también tiene un efecto deseado sobre las propiedades texturales
de los productos cérnicos procesados (Desmond, 2006). La sal imparte un nimero de
propiedades funcionales a estos productos: aumenta la hidratacién y capacidad de
retencion de agua de las proteinas y disminuye la actividad acuosa a,. Esto impacta de
manera significativa sobre la vida Gtil de los productos alimenticios, logrando ejercer un
efecto bacteriostatico. Ademas aumenta las propiedades de unidn de las proteinas siendo
este un factor que influye en la textura y aumentando la viscosidad de las pastas
carnicas, lo que estabiliza a la fase grasa emulsionada.

La capacidad de la carne y de los productos cérnicos para retener agua antes, durante y
después del procesado o coccién juega un rol crucial en el sabor y la aceptabilidad del
producto por parte del consumidor y es usualmente descripto en términos de capacidad
de retencién de agua (Xiong, 1997; Trout 1998).

En la formulacion de productos carnicos donde se incorpora NacCl, las fibras musculares y
las proteinas sufren cambios estructurales debido a la interaccion electrostatica entre las
mismas y los iones cloruro y sodio. El efecto de la sal sobre la cantidad de agua retenida
en los productos carnicos se debe principalmente al anién cloruro, ya que tanto los iones
sodio como cloruro tiene un potencial de atraccion con los sitios cargados de las
proteinas, pero los iones cloruro estan mas cercanos, por lo cual el resultado global es
una proteina cargada negativamente (Ruusunen y Puolanne, 2005), y por consecuencia
se produce una repulsién entre las proteinas miofibrilares (miofilamentos), lo que resulta
en un hinchamiento de las miofibrillas o incluso una solubilizacién parcial de los
filamentos, esto Ultimo debido a la repulsiones de moléculas individuales (Hamm, 1972).
Los puentes cruzados entre los filamentos (actomiosina y linea Z) no permiten la
hinchazon ilimitada de las miofibrillas.

A través de los grupos polares de las cadenas laterales de los aminoacidos (aprox. 76-
80%) las proteinas ligan las moléculas de agua. Luego se forman capas sucesivas a ésta,
denominada capa monomolecular, con orientaciones similares. Por lo tanto, todas las
moléculas de agua son mas o menos influenciadas por las fuerzas de atraccion causadas
por los grupos polares de las proteinas. Por el contrario, las cadenas laterales no polares
de los aminoacidos empujan las moléculas polares del agua que originan una estructura

arqueada alrededor del grupo no polar. El efecto combinado es que las moléculas de
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agua se atraen (grupos polares) y son empujadas (grupos no polares) entre los
filamentos.

La cantidad de agua ligada esta determinada por la carga neta de las proteinas causando
repulsion entre las mismas, lo que aumenta la unién y por el nimero y la fuerza de los
puentes que limitan la unién de moléculas de agua (Ruusunen y Puolanne, 2005).

Offer y Knight (1988) propusieron una hipotesis distinta a la mencionada previamente.
Estos autores afirman que no se produce una repulsion entre los filamentos sino entre las
moléculas de filamentos de miosina, causando una desestructuracion de la red.

Ademas el efecto del NaCl sobre las miofibrillas depende de la concentracion. Se
pueden distinguir dos efectos opuestos: “salting-in” y “salting-out”. En la Figura 6.1, se

esquematiza el efecto de la fuerza idnica sobre la solubilidad de las proteinas.

Solubilidad e ©5 0
(o)
IOQ '|' @ ® 9
2 ® 9 @ ®
@ ® @
©

Proteina Salting-in 3

Concentraciéon de sal —»

Figura 6.1. Efecto de la concentracion de sal sobre la solubilidad de las proteinas.

A bajas concentraciones de NaCl (1) se produce el hinchamiento de las miofibrillas
causada por la repulsion entre los filamentos, la despolimerizacion de los miofilamentos,
en especial de los filamentos gruesos y la disociacion de la actina de la miosina o
actomiosina en la estructura miofibrilar, conduciendo a la solubilizacién de miosina, actina
y el complejo actomiosina y otras miofibrillas constituyentes. En estos niveles poco
salinos, la solubilidad de las proteinas aumenta al incrementar la concentracion de sales.
Este efecto se conoce como “salting-in” y se explica mediante las leyes de Debye-Huckel.
Al aumentar la fuerza io6nica del medio (2), los iones rodean a las proteinas,
interaccionando con sus grupos ionizables, evitando asi que se establezcan interacciones

atractivas entre las cadenas laterales o extremos cargados de las proteinas, evitando asi
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la aglomeracién de las proteinas. A valores muy elevados de concentracion de iones en
el medio (3), las proteinas se solvatan mucho menos eficientemente, ya que se produce
una “competencia” por el agua entre los iones y las proteinas. Este efecto favorece las
interacciones proteina-proteina frente a las interacciones proteina-agua, ocurriendo la
precipitacion segun aumente la fuerza idnica del medio (“salting-out”).

Asi, Xiong y col. (2000) atribuyeron el incremento del agua ligada y la hidratacion de las
fibras musculares de la carne sometida a salado al aumento de la repulsion electrostatica
entre los filamentos de las miofibrillas, o que produjo una expansién de la red para
retener mayor cantidad de agua y observandose un hinchamiento de las fibras. Akse y
col. (1993) encontraron que el hinchamiento del musculo y el “salting-in” ocurren a bajas
concentraciones de sal (< 35 mg NaCl/g carne), mientras que a concentraciones mayores
(superiores a 60mg/g carne) se produce el “salting-out” debido a la pérdida de agua de
las proteinas. El hinchamiento de las fibras es un importante proceso fisicoquimico
involucrado en el procesamiento de la carne cruda antes de cocinar, y es el responsable
del incremento de la hidratacion y el aumento de la capacidad de retencién de agua en
los musculos.

Graiver (2006) estudio el efecto de la concentracion de NaCl sobre tejido carneo porcino.
Entre 3.7 y 149 mg NacCl/g carne la capacidad de retencién de agua se vio incrementada
con un maximo cerca de los 65 mg NaCl/g carne. Superando estos valores se registrd
una pérdida de agua. Similares resultados fueron encontrados por Varnam (1995) y
Thorarinszdottir (2002) quienes encontraron que cuando la carne porcina y de pescado
se colocaba en contacto con una solucion aproximadamente 58 g/L (1 M) de NacCl
alcanzaba el estado de maxima imbibicion y con ello la cantidad de agua en el tejido era
maxima. Si se continuaba agregando sal, disminuia el volumen de la carne y el agua
retenida, llegandose a un estado en el cual la carne en conjunto no solo dejaba de fijar
agua, sino que incluso perdia la propia. Knight y Parsons (1988) trabajando con
miofibrillas aisladas de musculo de conejo encontraron que hubo ganancia neta de agua
hasta 4.5 M (260 g/L) NaCl con un maximo a 1 M (58.5 g/L), pero se produjo pérdida de
agua por arriba de 260 g/L.

Para elaborar estos productos es necesario que las proteinas carnicas formen una
estructura tipo gel, y que se estabilicen los glébulos lipidicos emulsionados. Para que
este proceso se lleve a cabo de manera eficiente es necesario solubilizar la mayor
cantidad de proteinas miofibrilares para que contribuyan a esta estructura. La
solubilizacion de las proteinas es esencial para la emulsificacion, la gelacion y la
retencién de agua (Xiong 1994). El proceso de activacion (adicion de la sal y agitacion

mecanica), favorece la solubilidad de las proteinas musculares.
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Paralelamente, los polifosfatos son sales del &cido fosférico y son muy utilizados en la
industria alimentaria. El tripolifosfato sédico (TPP) es el compuesto mas frecuentemente
empleado en carnes, pollos y pescados procesados. Cumplen diferentes funciones,
dependiendo del producto donde se aplique. Particularmente en los cérnicos se puede
mencionar:

e Contribuye junto a la sal a la solubilizacion de las proteinas miofibrilares y por
consiguiente a una mayor capacidad de ligar agua por parte del producto y de
emulsificar la fase grasa a agregar.

e Como polielectrolitos, aumentan la fuerza i6nica del sistema, provocando una
mayor capacidad de retencién de agua

e Rompen los enlaces cruzados y fuerzas electrostaticas que mantienen al complejo
actomiosina unido, debilitando la estructura miofibrilar, contribuyendo en gran
medida con la solubilidad de las proteinas, aumentando la capacidad de retencion
de agua (Ruusunen y Puolanne, 2005). Solo los fosfatos pueden separar a la
actina de la miosina tras el rigor mortis, esta la principal razén de su uso.

e Los fosfatos pueden unir metales bivalentes, disminuyendo la velocidad de la
oxidacion lipidica.

La funcionalidad de los fosfatos esta afectada por la adicion de sal, y ambos aditivos

actlan sinérgicamente.

6.1.2. Consumo de sodio y sus efectos adversos en la salud

La carne y los productos céarnicos procesados contribuyen en un 16 - 25% al total del
consumo diario de cloruro de sodio. Son, por lo tanto, la segunda fuente mas importante
de sodio en la dieta luego del pan (Weiss y col. 2010). El cloruro de sodio es uno de los
ingredientes mas antiguos y mas familiar de los alimentos conocidos por el hombre. La
sal es especialmente importante en las carnes procesadas, contribuyendo a su calidad y
caracteristicas deseables de seguridad alimentaria (Man, 2007). El papel de la sal en los
productos carnicos elaborados se puede colocar en tres grandes categorias: las
caracteristicas de procesamiento, preservacion, y los atributos sensoriales (Hutton, 2002;
Rust, 1987). Sin embargo, a pesar de la importancia de la sal en la produccién de
alimentos de alta calidad y seguridad, ha habido un gran interés en la reduccién de la
ingesta de sodio en la dieta humana. Los esfuerzos de reduccion de sodio se derivan de
los informes de que su consumo excesivo tiene la propensién a conducir a la hipertension
y las enfermedades cardiovasculares, entre otras.

Las enfermedades no transmisibles son la principal causa de muerte a nivel mundial

(OMS, 2010). La hipertension es factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares
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y se estima que contribuye en un 49% a todas las enfermedades coronarias y en un 62%
a todos los accidentes cardiovasculares (Mackay y Mensah, 2004). Una mayor ingesta de
sodio también se ha asociado con enfermedades cardiovasculares (Strazzullo y col.,
2009). Hay una relacion directa entre el aumento del consumo de sodio y posterior riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Strazzullo y col., 2009; Taylor y col., 2011). La
hipertension afecta actualmente a casi la mitad de los adultos de todo el mundo,
encontrdndose entre los problemas de salud publica mas importantes a nivel mundial; por
ello se requieren con urgencia renovados esfuerzos (incluyendo enfoques no
farmacologicos) para hacer frente a esta importante carga para la salud publica. El
aumento del consumo de sodio estd asociado con un aumento de la presién arterial,
mientras que la reduccién del consumo de sodio disminuye la presion sanguinea (Cutler y
col.,, 1997; He y col.,, 2003, 2004; OMS, 2003). Sin embargo algunos estudios se
muestran contradictorios, reflejando que la reduccion de sodio en la dieta resultaria
beneficiosa Unicamente para los consumidores definidos como “sal-susceptibles”, ya que
la respuesta presora a la sobrecarga de sal varia de manera notable entre los individuos.
(Bragulat Baur y de la Sierra Iserte, 2000). La hipertension arterial sensible a sal se define
como el incremento en la presién arterial media mayor de 10 mmHg al ingerir una dieta
alta en sodio después de recibir una dosis de diurético y dieta hiposddica (Rodriguez
Castellanos, 2006). Esta seria la fraccion de la poblacion que se veria favorecida con una
dieta restrictiva en sodio.

Mas alla de este aspecto, Appel y col., (1993) informaron que una dieta alta en sal puede
tener consecuencias nocivas directas en la salud por elevar los riesgos de accidente
cerebrovascular, hipertrofia ventricular izquierda y enfermedad renal.

Varios estudios recientes llegaron a la conclusion de que la reduccién de la ingesta de
sodio disminuye la presién sanguinea en adultos con o sin hipertension (He y col., 2004;
Dickinson y col., 2006; Strazzullo y col., 2009; Dietary Guidelines Advisory Committee,
2010; Graudal y col., 2010). Por otra parte, algunos los investigadores han expresado
preocupacién de que la reduccion de la ingesta de sodio también puede dar lugar a
efectos adversos en la salud tales como cambios no deseados en la composicién de los
lipidos en sangre, cambios en los niveles de catecolaminas y en las funciones renales
(Graudal y col., 2010; Alderman, 2010; Alderman y Cohen 2012).

Las recomendaciones de la Asociacion Americana del Corazén (AHA, 2010) indican que
es deseable un consumo menor a los 1500 mg de Na‘/dia para adultos, esto corresponde
a aproximadamente 5 g NaCl/dia. En Argentina el consumo medio de sal asciende a

valores entre 10 y 12 g/dia segun la Organizacibn Panamericana de la Salud (OPS,
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2011). Incentivar la disminucién del agregado de sal en los hogares no alcanza ya que
mas del 60% de la sal consumida proviene de alimentos procesados.

El sodio es un nutriente esencial necesario para el mantenimiento del volumen de
plasma, el equilibrio &cido-base, la transmision de los impulsos nerviosos, y normal
funcionamiento de las células (Holbrook y col., 1984; Taal y col., 2011). La ingesta diaria
minima requerida esta estimada en 200 a 500 mg (Holbrook y col., 1984; He y
MacGregor, 2009). Sin embargo, el consumo promedio de sodio se encuentra muy por
encima de las necesidades fisioldgicas, y en muchos paises es mayor que 2 g/dia
(equivalente a 5 g NaCl/dia), valor también recomendado por la FAO-OMS (OMS, 2003,
2007; Brown y col., 2009).

Muchos componentes de la dieta contienen sodio y el contexto cultural y los habitos
dietéticos determinan los principales contribuyentes de sodio a una poblacién (Brown y
col., 2009; Anderson y col., 2010). Ademas de ser el principal componente en la sal de
mesa comun, el sodio se encuentra naturalmente en alimentos como la leche, la carne y
los mariscos. Muchos alimentos procesados como el pan, galletas, carnes y snacks a
menudo contienen grandes cantidades agregadas de sodio. Asi, una dieta rica en
alimentos procesados y pobre en frutas y verduras es generalmente alta en sodio,
poniendo a las personas en riesgo de tener presion arterial elevada.

6.1.3. Alternativas para reducir el contenido de sodio en productos carnicos
En la Argentina los Ministerios de Salud, Agricultura, Desarrollo y Ciencia con el objetivo
de disminuir el excesivo consumo de NaCl de la poblacién en su conjunto para reducir la
importante carga sanitaria que representan las enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares y renales, establecieron un acuerdo (“Menos sal mas vida”, Ministerio
de Salud, 2011b) al cual han adherido diversas camaras de productores. El objetivo final
es reducir el consumo de Na* a 5 g/dia para el afio 2020. La reduccién seria gradual, en
la primera etapa se busca, en un plazo de 2 afios, una reduccion entre el 5y 18% del
contenido de sodio de diversos productos alimentarios de cuatro categorias: 1-Carnes y
fiambres, 2-Lacteos, 3-Panificados y galletitas, 4-Sopas y conservas.

La reducciéon de NaCl en la formulacién de productos carneos emulsionados gelificados
implica varios riesgos, entre ellos, el producto final puede tener defectos de calidad tales
como la textura, y seria necesario aumentar la cantidad de conservantes con el fin de
asegurar la estabilidad microbioldgica (Alifio y col., 2009). La grasa y sal conjuntamente
contribuyen con las propiedades sensoriales de estos productos, por lo que su simultanea

reduccion representa un desafio tecnoldgico.
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Aunque varios estudios de investigacién han examinado la reduccion y sustitucion de
sodio en las carnes procesadas, todavia hay una necesidad de desarrollar nuevos
enfoques para reducir el sodio sin sacrificar la seguridad y la calidad del producto
(McGough y col., 2012). Es especialmente importante encontrar métodos que mantengan
eficazmente el sabor salado, asociado tradicionalmente con las carnes procesadas, sin
introducir sabores no tradicionales, que a menudo se asocian con una disminucion en la
aceptacion del consumidor (Sofos, 1983).

Los fosfatos, son usados tradicionalmente en alimentos céarnicos procesados para
aumentar la capacidad de retencibn de agua y mejorar el rendimiento. Aunque
generalmente los fosfatos son sales de sodio, su aporte de este catibn a la ingesta
representa una cantidad relativamente baja.

Varios estudios han demostrado que los fosfatos pueden ser utilizados para reducir la sal
en productos carnicos. Puolanne y Terrell (1983) emplearon TPP en la formulacién de
salchichas reportando que fue efectivo el empleo de esta sal para reducir el contenido de
NaCl sin que ocurran detrimentos en la calidad del producto. Trout y Schmidt (1984)
Lograron formular un producto carnico empleando diversos fosfatos como sustituto
parcial del NaCl encontrando que los monofosfatos y los tripolifosfatos fueron los mas
efectivos para incrementar los pardmetros de calidad de estos productos. Barbut y col.
(1988) estudiaron el efecto de diversos polifosfatos sobre formulaciones de salchichas de
pavo con un contenido reducido en NaCl encontrando que el TPP fue el que produjo las
mejores caracteristicas sensoriales y de calidad.

Se han empleado otros componentes para reducir el contenido de NaCl en productos
carnicos. Selman y col. (1980) emplearon MgCl, en combinaciéon con NaCl en mortadela
obteniendo indicadores de calidad aceptables pero con algunos efectos adversos en el
flavor. También se ha estudiado una combinaciéon de CaCl,, MgCl, y KCI en productos
carnicos fermentados obteniendo diferencias apreciables en la textura (Gimeno, 1999).
Horita y col. (2011) estudiaron el efecto de la combinacion de estas tres sales en
formulaciones de mortadela magras, obteniendo una reduccién en la estabilidad de la
emulsion con el agregado de CaCl, y parametros sensoriales inferiores con la
incorporacion de MgCl, y CaCl,.

El cloruro de potasio es probablemente el sustituto del NaCl mas comunmente utilizado
en productos carnicos reducidos en sodio (Gelabert y col., 2003, Ibafiez y col., 1995,
1996, 1997, Riera y col.,, 1996; Ruusunen y Puolanne, 2005; Desmond, 2006). Sin
embargo, en ciertos niveles, el KCl incrementa el gusto amargo y la pérdida del salado, y,
por otro lado, un consumo excesivo puede ser perjudicial para algunas patologias

preexistentes (diabetes I, insuficiencia renal crénica).
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Gou y col. (1996) observaron que el color de embutidos fermentados no se vio afectado
por la sustitucién de NaCl con KCI. Alifio y col. (2009) sustituyeron alrededor de 70% de
NaCl por KCI en lomos curados espafioles y no observaron diferencias significativas en la
actividad de agua, contenidos de cloruro y agua, color y recuentos microbianos, pero
aumento significativamente la dureza y masticabilidad.

Por otra parte, Gelabert y col. (2003) formularon salchichas fermentadas con un
reemplazo parcial de NaCl por una combinacion de KCI, lactato de potasio y glicina,
obteniendo importantes diferencias en pardmetros texturales y sensoriales cuando el

reemplazo fue mayor al 40%.

6.2. Objetivos especificos del Capitulo

1. Estudiar el efecto del reemplazo de sales de sodio por potasio sobre las
caracteristicas de calidad de emulsiones carnicas cocidas, formuladas con
fitoesteroles y acidos grasos poli-insaturados, utilizando un disefio de mezclas de
tres componentes (NacCl, tripolifosfato sédico y KCI).

2. Estudiar el efecto del reemplazo de sodio por potasio en las propiedades térmicas
y termo-reoldgicas de las pastas crudas.

3. Encontrar la combinacion 6ptima de cloruro de sodio, cloruro de potasio y
tripolifosfato de sodio para obtener un producto de calidad similar al optimizado en
el Capitulo 4.

4. Validar la formulacién optimizada reducida en sodio elaborando el producto,
determinando sus parametros de calidad y comparando los resultados obtenidos

con los valores predichos por los modelos matematicos.

6.3. Materiales y Métodos

Los materiales empleados en este Capitulo fueron previamente descriptos en la seccion
3.3.1. El KCIl empleado fue de grado analitico (Anedra, Argentina). El aceite empleado en
este ensayo fue provisto por OmegaSur S.A. (Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina) y
consistié de un lote de aceite de raya refinado y deodorizado conteniendo 1000 ppm de

mezcla de tocoferoles como antioxidantes agregados por el productor.

6.3.1. Disefio Experimental
A fin de disminuir el contenido de sodio del producto optimizado previamente se realizo
un estudio sobre formulaciones conteniendo diferentes combinaciones de las sales que

aportan la mayor proporcion de dicho cation (NaCl y TPP), reemplazandolas parcialmente
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por cloruro de potasio (KCI). Para este andlisis se empled un disefio de mezclas de 3

componentes.

6.3.1.1. Disefio de mezclas

Cuando los factores experimentales a ser estudiados son ingredientes o componentes de
una mezcla, la funcién de la respuesta depende de las proporciones relativas de cada
componente, no de la cantidad absoluta. Puesto que las proporciones deben sumar una
cantidad fija, generalmente un 100%, los factores no se pueden variar
independientemente uno del otro. Consecuentemente, los disefios normalmente usados
para investigacion y optimizacion no se pueden aplicar directamente, ni el espacio de
coordenadas rectangular es la representacion mas deseable de la region experimental
(Cornell y col., 2008). Los factores del disefio son los componentes de la mezcla y las
respuestas observadas son funcién de la proporcion de dichos componentes. Los niveles
de los factores son las proporciones de los ingredientes.

Si Xy, X,,..., Xk son las variables que representan las proporciones de los k componentes

de la mezcla, los valores de X, estaran restringidos de la siguiente manera:

K
2X; =X+ Xy + X3 ...+ X =1 6.1
i=1

0<Xi <1 con i=12...k

El arreglo formado por una distribucion uniforme de coordenadas de disefio en un
sistema simplex se conoce como lattice o reticula. Este tipo de disefio posee una malla
de coordenadas construidas de manera que permiten estimar las ecuaciones

polinomiales de la superficie de respuesta.

6.3.1.2. Region de operabilidad y restricciones aplicadas

Se definié la regién de operabilidad de manera que la suma del contenido de las tres
sales (NaCl, KCl y TPP) fuera igual a 1.6 g/100g producto crudo, También se impusieron
al disefio otras restricciones, las que se muestran en la Tabla 6.1.

El maximo de 0.7 g/100g de KCI se establecié segun lo informado por Desmond (2006)
quien considerd que un reemplazo superior al 50% de NaCl por KCI conducia a un sabor
desagradable del producto. El nivel maximo de TPP fue propuesto teniendo en cuenta lo

informado por Liu y col. (1992).
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Tabla 6.1. Restricciones aplicadas a las variables del disefio experimental

Componente | Valor minimo (g/100g) Valor méaximo (g/100g)

NacCl 0.5 1.4

KCI 0 0.7

TPP 0 0.5
NaCl + KCI + TPP = 1.6 g/100g

Con el software estadistico Expert Design (trial version 7.1.6, Stat-Ease Inc., Minneapolis,
EE.UU.) se obtuvo un disefio con 11 formulaciones distintas, con las restricciones
mencionadas anteriormente. Dicho disefio se muestra en la Figura 6.2 donde puede
apreciarse la distribucion espacial de los puntos y en la Tabla 6.2 se informan los valores

de los distintos niveles de las sales de manera porcentual y codificada.

-0.50
TPP

KCI -0.3 -0.05 0.20 0.45 0.70

Figura 6.2. Distribucion de las combinaciones de sales analizadas segun el disefio de

mezclas de tres componentes.

La formulacion O correspondiente al centro del disefio, fue repetida 3 veces. A su vez la
formulacion 2 (1.4 g/100g NaCl y 0.2 g/100g TPP, sin KCI) corresponde a la formulacion
optimizada en el Capitulo 4.
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Tabla 6.2. Valores porcentuales y codificados para las diferentes sales segun el disefio

empleado para el ensayo de reduccion de sodio.

Valores porcentuales (g/1009) Valores Codificados

Formulaciéon — ]
NaCl KCI \ TPP NaCl KCI TPP

0]
1
2
3
4
5
6
7
8
9

=
o

La formulacién base sobre la cual se estudi6 la variacion de las tres sales se detalla en la

Tabla 6.3, que se muestra a continuacion.

Tabla 6.3. Formulacion base empleada en el ensayo de reduccién del nivel de sodio
Componente g/100g producto crudo

‘carne (nalga) 66.66

Agua destilada 25.00

Aceite de pescado 5.00
Sales (NaCl + KCI + TPP)* 1.6

k/-Carragenanos 0.593

Fitoesteroles 05

Proteinas de Leche 0.320

Pimienta 0.20

Nuez moscada 0.05

Glutamato monosaédico 0.02

Eritorbato de sodio 0.045

NaNO, 0.015

Colorante 0.0032

*Segun Tabla 6.2

175




Capitulo 6

6.3.2. Elaboracién de los productos
Para la elaboracion de las muestras se siguié el protocolo descripto en 3.3.2. En este
caso, tanto los carragenanos como las proteinas de leche se incorporaron juntos en la

emulsion aceite de pescado/agua.

6.3.3. Caracterizacion y determinacion de los parametros de calidad de los

productos reducidos en sodio

Sobre las formulaciones cérnicas crudas preparadas con diferente combinacion de sales
segun disefio se realizaron las siguientes observaciones:

e Calorimetria diferencial de barrido modulado (MDSC) segun el procedimiento

descripto en 3.3.5.3.

e Ensayos termo-reoldgicos.
Luego de tratar térmicamente los productos conteniendo las diferentes combinaciones de
sales se determinaron:

e Rendimiento, segun lo descripto en 3.3.4.1.

e Analisis de perfil de textura (TPA), segun lo descripto en 3.3.4.3.

e Color segun lo descripto en 3.3.4.4.
Sobre la formulacion optimizada (2) y la optimizada reducida en sodio se hicieron las
siguientes determinaciones:

e Observacion de la estructura por microscopia.

» Cuantificacién de sodio y potasio.

e Andlisis sensorial.

6.3.3.1. Ensayos termo-reoldgicos

a) Determinacién del rango de viscoelasticidad lineal

Se realizaron ensayos de barrido de temperatura sobre las emulsiones carnicas crudas
de las diferentes formulaciones estudiadas. Inicialmente se determind el RVL de cada
muestra a 20°C, 50°C y 75°C, empleando los parametros de corrida descriptos en
3.3.5.1.b), prolongando, el tiempo de estabilizacion térmica de la muestra cuando se
trabajo a 50°C y 75°C.

b) Ensayos oscilatorios con barrido de temperatura
Para realizar los ensayos termo-reol6gicos sobre las formulaciones crudas se emple6 un
reometro de esfuerzo controlado Haake RS600 (ThermoElectron, Alemania) empleando

una geometria de platos paralelos rugosos de 35 mm de diametro (sensor PP35S) y una
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placa calefactora Peltier (Haake, Alemania). La frecuencia del ensayo se fij6 en 1 Hz
(6.28 rad/s) y el esfuerzo en 20 Pa. En la Figura 6.3 se muestra la historia térmica de
estos ensayos.

80
70 e
60
50
40 e 9
30
20

10 o e

0O 2 4 6 &8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

Figura 6.3. Historia térmica de los ensayos oscilatorios con barrido de temperatura.

Se comenz6 equilibrando la temperatura a 20°C durante 3 min (1, etapa isotérmica),
posteriormente se incrementé de 20 a 75°C con una velocidad de calentamiento de
4.8°C/min (2). La velocidad en esta etapa se fij6 para que resulte coincidente con la
experimentada durante el tratamiento térmico de los productos durante su elaboracion.
Luego se mantuvo la temperatura por un lapso de 5 min a 75°C (3) y seguidamente se
enfri6 hasta 20°C rapidamente, a 10°C/min (4). Finalmente se realizé una etapa
isotérmica a 20°C durante 5 min mas (5).

Los cambios en el modulo de almacenamiento, G', el modulo de pérdida, G", y la
tangente de pérdida, tan 8, fueron monitoreados durante todo el proceso. Se realizaron 3
repeticiones por formulacion.

Para la determinacion de la temperatura de transicion del médulo elastico G’ se empled la
metodologia empleada por Moros y col. (2002), analizando la dependencia del médulo
elastico con la temperatura en una ecuacion tipo Arrhenius (log 1/G’ vs. 1/T(K)). Los
cambios en la pendiente fueron asociados a las transiciones térmicas de las pastas

durante el tratamiento térmico.

6.3.3.2. Observacion de la estructura por microscopia
Se emplearon técnicas de visualizacibn microscOpica para estudiar las posibles

interacciones entre las proteinas carnicas, lacteas y las cadenas de carragenanos que
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dan lugar a la microestructura de los geles cérnicos emulsionados empleando un
microscopio electronico de barrido (FEI-Quanta 200, Hillsboro, Oregon, EE.UU.).
Se tomaron pequefios trozos del centro de las salchichas de aproximadamente 0.5 cm de
diametro, 0.2 cm de alto y 0.3 cm de espesor.
Se observaron las muestras empleando dos modos:
e microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM): técnica microscépica que
permite la observacion de gel en su estado natural, sin ningan tratamiento previo.
e microscopia electrénica de barrido (SEM): las muestras previamente fijadas con
solucion de Carnoy (60% v/v etanol, 30% v/v cloroformo, 10% v/v acido acético
glacial) a 4°C durante 24h, fueron deshidratadas con soluciones de etanol de
concentracion creciente (Etanol 70% v/v, 12 h; Etanol, 95% v/v dos ciclos de 2h;
Etanol, 100% v/v dos ciclos de 2 h), montadas en soportes de aluminio utilizando
una cinta adhesiva de doble contacto, y luego recubiertas con una capa de oro
(40-50 nm) al vacio por pulverizacién catédica o “sputtering”, permitiendo la
visualizacién de la superficie y seccion transversal de las mismas.
Se observaron numerosas zonas de cada muestra y se obtuvieron varias micrografias
para cada formulacion, de las cuales se presentan las mas representativas de la

microestructura.

6.3.3.3. Cuantificaciéon de sodio y potasio por fotometria de llama

Para realizar este ensayo se emple6 un fotémetro de llama (Corning FP-210, Reino
Unido). La temperatura de la llama fue de 600°C, el combustible empleado fue metano y
el comburente oxigeno. Los reactivos empleados fueron de grado analitico. El agua
empleada fue doblemente destilada y deionizada MiliQ, y los recipientes contenedores de
las soluciones fueron de polipropileno. Para la determinacion de Na se empled una
longitud de onda A = 589 nm y para el K se empled A = 404.4 nm.

Las cenizas obtenidas a partir de los productos cocidos (segun 3.3.3.4) se disolvieron en
HNO; (calidad cromatografica, Merck, EE.UU.) y se llevaron a volumen con agua
deionizada MiliQ, realizando las diluciones necesarias. Para realizar las curvas de
calibracion respectivas para Na y K se emplearon NaCl y KCI de grado analitico y agua
MiliQ, trabajando en rangos de concentraciones entre 0 - 25 ppm para Na y 0 - 15 ppm
para K.

Se seleccionaron para esta determinacion las muestras 2, 7 y 10, y la formulacion

optimizada reducida en sodio. Cada medicion se realiz6 por duplicado.
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6.3.3.4. Ensayo de aceptabilidad por consumidores de las formulaciones
optimizadas

Con el fin de determinar si el reemplazo parcial de sodio por potasio en el producto
afectaba los atributos sensoriales respecto a la formulacién no sustituida se prepararon
salchichas utilizando tres formulaciones distintas:

1. La formulacion denominada optimizada-Na, conteniendo aceite de pescado (5
g/100g), cloruro de sodio (1.4 g/100g) y tripolifosfato de sodio (0.2 g/100g),
correspondiente a la predicha en el Capitulo 4 (formulacion 2 del presente
Capitulo).

2. La formulacién optimizada reducida en sodio, denominada optimizada-Na/K
conteniendo aceite de pescado (5 g/100g) y la combinacién de cloruro de sodio,
cloruro de potasio y tripolifosfato sédico que resultdé éptima en el presente
Capitulo.

3. Por ultimo una formulacion similar a la optimizada-Na, pero donde se reemplazoé el
aceite de origen marino por aceite de girasol (5 g/100g), a la que se denominé
“control”. Esta formulacion se incluyé teniendo en cuenta el sabor neutro del
mismo, a fin de diferenciar el posible cambio organoléptico asociado al aceite del
consecuente al reemplazo de sales.

La evaluacion se realiz6 en planillas entregadas a los panelistas junto a las muestras,

como la que se presenta en la Figura 6.4.

PANEL SENSORIAL DE SALCHICHAS MAGRAS

Evaluador Nro Nombre Fecha

Usted ha recibido 3 muestras de salchichas magras. Utilizando la escala indicada, por favor evalae
cada atributo marcando con una cruz (x) en el casillero adecuado.

Muestra Nro: 362

Me disgusta Me gusta
Apariencia
Color
Sabor O
Textura O
Aceptabilidad general O
Muestra Nro: 926

oo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo

Me disgusta Me gusta
Apariencia
Color
Sabor O
Textura O
Aceptabilidad general O
Muestra Nro: 145

oo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo

Me disgusta Me gusta
Apariencia
Color
Sabor
Textura
Aceptabilidad general

ogoooo
ooooo
aooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo
ooooo

Figura 6.4. Planilla presentada a los evaluadores para realizar el andlisis sensorial de los

productos.
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Se realiz6 un analisis sensorial mediante panel no entrenado de 27 personas, utilizando
una escala hedonica de 9 puntos para evaluar el grado de aceptacion de los productos (9
= me gusta extremadamente; 5 = me es indiferente, 1 = me disgusta extremadamente) de
acuerdo a su apariencia, color, sabor, textura y aceptabilidad general.

Las muestras fueron cocidas (3 min en agua a ebullicion), mantenidas a temperatura y
presentadas a los panelistas templadas en platos plasticos blancos, de a 3, con codigos
de tres digitos cada una y en orden al azar, junto con agua fresca para enjuagar la boca

entre muestras.

6.3.4. Obtencién de superficies de respuesta en experimentos con mezclas
Una vez obtenidas las respuestas de los ensayos mencionados previamente se procedié
a modelar las mismas segun el procedimiento descripto en la seccién 4.6.4.

En todos los casos el modelo polinémico propuesto fue:

.k K K

Y = 2B + 2 BixiX; + 2Bk (XiX) + BijieXiX X 6.2
i=1 I, |
| ] i

Donde:

Y es la variable de respuesta

Bi . Bi y Bik son los coeficientes de la regresion obtenida en cada caso

x corresponde al contenido de cada componentes expresado como variable
codificada

i, j, k sonlos distintos componentes: NaCl, KCI, TPP.

Notese que en la ecuacion polindmica no existe un coeficiente By asociado a una
constante. Esto se debe a la restriccion de este disefio, al forzar a que la sumatoria de
todas las proporciones sea igual a 1.

La magnitud de los coeficientes del modelo, cuando se utilizan las variables codificadas,
indican la importancia de cada factor, y los signos de los coeficientes indican si el nivel
del factor correspondiente se debe incrementar o disminuir para aumentar el valor a la
respuesta.

Para obtener los modelos mateméaticos de cada respuesta se empled una metodologia de
eliminacion tipo “paso a paso hacia atras” (stepwise backward) para establecer los
términos significativos de dichos polinomios en cada caso (Ec. 6.2). La adecuacion del
modelo fue verificada utilizando un test de falta de ajuste o “lack of fit". El coeficiente
"precision adecuada" (Adequate Precision) mide la relacion entre la sefal y el ruido, y es

deseable que su valor sea mayor que 4, por lo que en cada caso también se informa el
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valor obtenido. Luego de ajustar los modelos, se llevo a cabo un andlisis de los residuos
para validar las hipotesis en los ANAVA.

6.3.5. Optimizacién

A partir de las ecuaciones predictivas se realiz6 una optimizacion multirespuesta de forma
similar a la descripta en 4.3.5. incluyendo las variables relacionadas con aspectos de
calidad para las que se obtuvieron regresiones significativas segun lo explicado en 6.3.4.

6.3.6. Metodologia y herramientas estadisticas empleadas

Procedimientos estadisticos tales como analisis de varianza y comparaciones pareadas
de medias se llevaron a cabo mediante el software SYSTAT (SYSTAT, Inc., Evanston, IL,
EE.UU.). La generacién de superficies de respuesta, optimizacion, graficos 3D y de
contorno fueron realizados con el software estadistico Expert Design (trial version 7.1.6,
Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.). Las diferencias entre los pardmetros calculados se
consideraron significativas cuando las probabilidades estimadas fueron inferiores a 0.05
(P <0.05).

6.4. Resultados y Discusion

6.4.1. Efecto del reemplazo de sodio sobre las propiedades fisicoquimicas

de las pastas crudas

6.4.1.1. Efecto en la interaccién matriz-agua

Del andlisis de los termogramas obtenidos por DSC modulado de las formulaciones
analizadas se encontr6 que la temperatura de desnaturalizacion proteica Tl vario
significativamente con las diferentes combinaciones de sales, pudiendo ser ajustada
matematicamente dicha variacion. En la Figura 6.5 se presenta el grafico de contorno
correspondiente a la temperatura Tl en funcién del contenido de sales. En la Tabla 6.4 se
pueden observar los valores de los coeficientes de regresion obtenidos para el modelado

matematico de TI.
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-0.300 1.400 -0.500
KCI TPP

Tl

Figura 6.5. Efecto de la combinacién de sales sobre la temperatura de desnaturalizacion

proteica TI.

Tabla 6.4. Coeficientes de regresion obtenidos para la temperatura de desnaturalizacién
Tl correspondientes a los contenidos de sal reales.

Coeficientes de regresion
NaCl 32.78 £ 0.27
KCI 29.89 + 0.53
TPP 32.60+0.94
Falta de ajuste (P) 0.64
Precision adecuada 6.83

La temperatura de desnaturalizacién Tl mas elevada (53.4 + 0.5 °C) correspondi6 a la
formulacion 2, que contenia la mayor concentracion de NacCl (1.4 g/100g), mientras que
las temperaturas mas bajas se obtuvieron para el mayor contenido de KCI, lo que
simultaneamente disminuye el contenido de NaCl y/o TPP (formulaciones 4 y 10; Tl =
49.9 + 0.3 °C y 49.8+ 0.4 °C respectivamente). El coeficiente del KCI resulté ser menor
gue los de las sales sddicas, reflejando lo observado previamente.

A modo de ejemplo, en la Figura 6.6 se muestran los termogramas correspondientes a

las formulaciones 2 y 4.
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Figura 6.6. Termogramas de las pastas crudas en la zona de desnaturalizacion proteica.

Cddigos: formulacion 2 = =y formulacion 4= =

Para un mismo nivel de KCI, la modificacion del contenido de NaCl y TPP, dentro de los
rangos estudiados, no afecté apreciablemente TI. En la Figura 6.5 también se visualiza la
correlacion positiva entre el contenido de NaCl y TI.

La temperatura de la transicién de actina (Tll) y la entalpia total de desnaturalizacion
(AHgesna) NO se vieron afectadas (P > 0.05) por el reemplazo parcial de Na por K,
obteniéndose los siguiente valores promedios: TIl = 66.08 + 0.19°C, AHgesnat = 1.2 £ 0.1
J/g.

La temperatura de desnaturalizacion Tl en este tipo de sistemas carnicos esta asociada,
principalmente a miosina. Esta fraccion de las proteinas céarnicas resultd ser la mas
sensible a las maodificaciones de su entorno (temperatura, agua no congelada, cantidad y
tipo de sales incorporadas). En este caso puede observarse que un elevado nivel de
potasio, asociado a un mayor efecto caotrépico respecto del Na®, afect6 la estabilidad de
estas proteinas miofibrilares, traduciéndose en menores valores de TI. Sin embargo las
proteinas asociadas a la region Il (principalmente actina) no se vieron afectadas
significativamente, lo que refleja su mayor estabilidad y resistencia a la modificacion del
entorno.

La cantidad de agua no congelada, determinada a partir de los respectivos termogramas

por MDSC, se vio afectada significativamente (P < 0.05) por el reemplazo de NaCl. Estas
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variaciones pudieron ajustarse satisfactoriamente al modelo matematico propuesto, El
gréfico de contorno obtenido puede observarse en la Figura 6.7, mientras que en la Tabla
6.5 se muestran los coeficientes de regresion asociados al modelo.

-0.300 1.400 -0.500
KCI TPP

Agua no congelada

Figura 6.7. Gréfico de contorno del agua no congelada en los productos con diferentes

combinaciones de sales.

Sin embargo, las variaciones observadas no fueron tan marcadas como las encontradas
en el Capitulo 3, donde la variaciébn del agua no congelada estaba asociada a los
diferentes biopolimeros incorporados y su interaccién con la misma, dado que todas las
formulaciones evaluadas en esta etapa contenian el mismo nivel de la mezcla de
carragenanos y concentrado de proteinas de leche, optimizada en el Capitulo 4.

Dichas variaciones resultaron complejas. Puede observarse una region con un maximo
valor de agua no congelada para concentraciones de NaCl = 1.14 g/100g, KCI = 0.22
0/100g y TPP = 0.24 g/100g. A valores mas elevados de NaCl o TPP se produce una
abrupta caida del agua no congelada. Puede observarse también una region con un
minimo dentro de la regién estudiada alrededor de contenidos de NaCl = 0.75 g/100g,
KCl = 0.57 g/100g y TPP = 0.28 g/100g, y finalmente, un importante incremento de este

pardmetro a valores elevados de KCI (> 0.57 g/100g).
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Tabla 6.5. Coeficientes de correlacién obtenidos para explicar los cambios de la cantidad

de agua no congelada de las muestras en funcién de la combinacién de sales.

Coeficientes de regresion Agua no congelada
NacCl 6.22+1.9
KCI 96.1+54
TPP 31.47+29
NaCl x KCI -88.55 + 4.47
NaCl x TPP -31.55+9.17
KCI x TPP -58.69 *+ 6.6
NaCl x KCI x TPP 20.29 + 4.98
NaCl x KCI x (NaCl - KCI) 46.61 + 5.46
NaCl x TPP x (NaCl - TPP) 39.81+11.2
KCI x TPP x (KCI - TPP) -63.40+£9.1

Falta de ajuste (P) 0.68
Precision adecuada 6.54

Las diferencias observadas podrian estar relacionadas con los distintos niveles de los
cationes K" y Na" y su ubicacién en la serie de Hofmeister (Hofmeister, 1988). En dicha
serie se ordenan los aniones y cationes segun sus propiedades para solubilizar y
estabilizar las proteinas y su capacidad para modificar la interaccién proteina-agua. El
mecanismo de la serie de Hofmeister no es del todo claro pero no parece ser el resultado
de cambios en la estructura general del agua, sino que se debe a interacciones mas
especificas entre los iones y las proteinas y los iones y las moléculas de agua
directamente en contacto con las proteinas (Zang y Kremer, 2006). El orden de los
cationes resulta K* > Na* indicando que el potasio produce una interaccién mas fuerte
que el sodio. Esto se refleja en la formulaciones 3, 4 y 10, las que contienen los niveles
mas elevados de potasio (0.6, 0.7 y 0.7 g/100g de KCI respectivamente) y que
presentaron los valores mas elevados para agua no congelada.

Estos resultados coinciden con Jimenez-Colmenero y col. (2005) quien informd6 que la
incorporacién de KCI a salchichas reducidas en sodio mejor6 las propiedades de
interaccion con el agua.

6.4.1.2. Caracterizacion termo-reoldgica de los sistemas

En la evaluacion del comportamiento termo-reolégico de los sistemas analizados se
observo que el modulo eldstico o de almacenamiento (G') fue siempre mayor que el
mddulo viscoso o de pérdida (G") para todas las combinaciones de sales evaluadas. La
tangente de pérdida (tan & = G"/G') arrojé inicialmente valores entre 0.35 y 0.40,

mostrando un comportamiento caracteristico de geles débiles, llegando a ser inferior a
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0.20, caracteristico de un gel, luego de haber sufrido el proceso de calentamiento y
posterior enfriamiento. A modo de ejemplo se presenta un termo-reograma con la

evolucion de dichos parametros (Figura 6.8).

70000 —¥F 17—+
1 L 0.35
60000 |
] L 0.30
50000 -
L —
J Q
@
< 40000 - 025 g
>
o —
= . 3 @
2 o
O 30000 - -0.20 @
J . 3
I =3
20000 ol
-0.15 @
10000 '
- 0.10
0 e 71—
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tiempo (seg)

Figura 6.8. Termo-reograma completo obtenido para la formulacién 0.

Cédigos: m médulo elastico, G'; = mddulo viscoso, G"; m Tangente de pérdida.

En todos los casos se observo un leve incremento inicial de la tangente de pérdida en la
zona de calentamiento de 20 a 30°C. Dicho efecto no puede ser apreciado claramente
analizando los mdédulos de almacenamiento o pérdida por separado, debido a que es de
poca magnitud. Este sutil incremento podria explicarse por el debilitamiento de las
fuerzas de unién de la matriz (puentes de H).

Las variaciones mas importantes observadas en los termo-reogramas correspondieron al
modulo elastico, dado que esta propiedad es generalmente mas sensible a los cambios
en los procesos de gelacion. En la Figura 6.9 se muestra la evolucion del moédulo elastico
de las curvas de gelacion obtenidas para las distintas formulaciones crudas conteniendo

diferentes combinaciones de sales.
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Figura 6.9. Evolucién del modulo elastico (G') en el ensayo termo-reoldgico de las
formulaciones estudiadas.
Cédigos: MO N1 N2 M3 H4 H5 N6 H7 N8 9 NI10 (

)Temperatura

En la etapa de calentamiento de los termo-reogramas, se pudo observar que los
principales cambios reoldgicos ocurrieron alrededor de los 40°C, con un incremento
gradual de G' relacionado a la formacion de una matriz elastica y algo rigida (estructura
tipo gel) producto de la desnaturalizacion de las proteinas. Este comportamiento es tipico
de la gelacion de proteinas miofibrilares en presencia de sales. Como ya se observo, la
miosina es la proteina mas susceptible al calor, y por lo tanto a bajas temperaturas (50 -
60°C) podria ser la desnaturalizacion de esta fraccion la que origine el incremento del
caracter elastico de las muestras.

El constante aumento posterior en G' hasta los 75°C indicé que la formacién de la
estructura no fue completada hasta alcanzar dicha temperatura. Estas observaciones
concuerdan con lo descripto por Fernandez-Martin y col. (2009) cuando evaluaron la
gelificacion de diversos sistemas carnicos. Durante esta etapa de calentamiento, se
observd un comportamiento similar al ensayo termo-reolégico descripto en 3.4.4 ¢) para
todas las combinaciones de sales.

Entre los factores que afectan las propiedades de gelacion de estas proteinas
miofibrilares, la fuerza i6nica es considerada importante porque influye en la solubilidad

de las mismas. Sin embargo algunos investigadores (Chang y col., 2001; Feng y Hultin,
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2001) concluyeron que la total solubilizacion de las proteinas miofibrilares no era una
necesidad absoluta para la formaciébn de un gel carnico. Esto explicaria la poca
variabilidad en estos resultados en funcién de la combinacion de las sales incorporadas al
producto.

A continuacion (Figura 6.10) se muestra la evolucion del médulo eléastico G' con la
temperatura durante la etapa de calentamiento.

40000
35000
30000

25000

20000

G' (Pa)

= 15000

10000

5000 T T T T T T T T T

Temperatura (°C)

Figura 6.10. Evolucién del mdodulo elastico (G') con la temperatura en la etapa de
calentamiento de las distintas de formulaciones estudiadas.
Cédigos: MO N1 N2 M3 H4 H5 N6 H7 N8 9 H10.

Para facilitar la deteccién de las temperaturas de transicion en la etapa de calentamiento
se analizé la variacion del logaritmo decimal del médulo elastico vs la inversa de la
temperatura (K™) (log G' vs 1/T), determinando las temperaturas caracteristicas T1y T2
como la interseccion de las rectas tangentes. Las temperaturas obtenidas de los ensayos
termo-reoldgicos se muestran en la Tabla 6.6.

Asimismo, para analizar los diferentes eventos que ocurren durante el tratamiento térmico
se analizaron los valores arrojados por el médulo elastico en distintos momentos (Tabla
6.6):

e G'crudo a 20°C: determinado como el valor de G' a 20°C previo al calentamiento
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e G' cocido a 75°C: se promediaron los valores de G' obtenidos durante la etapa
isotérmica a 75°C.

e G' cocido a 20°C: se promediaron los valores de G' a 20°C durante la etapa
isotérmica a 20°C luego del tratamiento térmico.

Se pudo observar un amplio rango de valores de T, (51.1-63.3°C) lo que indica que esta
transicion se vio afectada en mayor medida con la modificacién de la proporcién de las
sales en las formulaciones de los productos. Esto coincide con lo encontrado en el
analisis por MDSC que reflej6 una mayor sensibilidad de las proteinas asociadas a la
primer transicién (TI). Para la temperatura asociada a la segunda transicion observada en
los termo-reogramas (T,), el rango de variaciéon fue algo menor, variando entre 67.6 y
72.2°C.

Tabla 6.6. Parametros termo-reoldgicos de emulsiones céarnicas crudas y cocidas con

distintos contenidos de sales.*

Formulacién Ty T, G' crudo G' cocido G' cocido
(°C) (°C) a20°C (Pa) a75°C (Pa) a 20°C Pa)
55.9' 68.9¢ 6175¢ 27086° 73078¢
+0.3 +0.5 +5 +13 + 230

62.8% 71.7% 6936° 28667° 884982
+0.5 +0.2 +2 +9 + 100
60.4° 68.2° 5779 28847° 79136°
+0.2 +0.3 +2 +8 +81
63.0° 71.1° 5721' 31082° 84447°
+0.3 +0.2 +3 +14 + 80
51.1" 69.4° 6528° 23129 82508
+0.2 +0.5 +3 +5 + 153
62.3 71.0° 5865° 25347° 82160
+0.4 +0.4 +3 +32 + 163
61.2° 69.3% 5914% 23488 78599°
+0.4 +0.6 +3 +5 + 87
59.4° 69.7° 7396° 29074 74693°
+0.3 +0.3 +4 +6 +75
63.3? 72.22 5801° 27996° 87399°
+0.1 +0.2 +4 +6 + 208
54.19 67.6' 7230 26420° 58070°
+0.3 +0.2 +3 +9 + 130
51.2" 69.8° 6952° 381002 83121°
+0.6 +0.3 +4 +16 +170
*Medias con distinto supraindice, en una misma columna, presentan diferencias significativas (P <
0.05).
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Los rangos de valores T; y T, resultaron mas elevados que los determinados por MDSC,
lo que puede explicarse debido a las diferencias entre los ensayos. En los ensayos de
calorimetria diferencial de barrido, la temperatura obtenida es la correspondiente a la
desnaturalizacién de la fraccion proteica correspondiente, mientras que en los ensayos
termo-reolégicos se determina la temperatura asociada a un incremento del modulo
elastico, originado por la formacion de una estructura elastica tipo gel. La gelaciéon de las
proteinas musculares involucra una desnaturalizacién parcial de las cabezas de miosina
seguida de una agregacién mediante la formacién de puentes disulfuro y transiciones
hélice-ovillo de la colas, resultando en una estructura tipo red entrecruzada tridimensional
(Xiang y Holley, 2011). A pesar de estas diferencias, resulta evidente que los eventos
estudiados mediante MDSC y termo-reologia estan estrechamente vinculados. Esto pudo
ser reflejado mediante las correlacion entre las temperaturas determinadas por MDSC
(TI) y ensayos termo-reolégicos (T,) que se muestra en la Figura 6.10 (R* = 0.81,
P < 0.05).

49 50 51 52 53
TI(°C)

Figura 6.10. Correlacion entre la temperatura de desnaturalizacion proteica determinada
por DSC (TI) y la primera temperatura de transicién sol-gel determinada por termo-

reologia (T,) sobre las pastas crudas de las diferentes formulaciones.

Durante la etapa isotérmica a 75°C se observo un incremento de G' en los primeros 100 s
para luego mantenerse constante, indicando un refuerzo de las interacciones
responsables de la estructura desarrollada. Pudo observarse un comportamiento
marcadamente distinto de las formulaciones 3 y 10, con un alto grado de sustitucién del

NaCl pero conteniendo TPP, que exhibieron los valores mas elevados del moédulo elastico
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(Tabla 6.6). Esto podria estar relacionado con el hecho de que los geles de proteinas
miofibrilares en diversos sistemas con potasio resultan mas firmes que los geles con
sodio (Xiong y Holley, 2011). Asimismo, se ha descripto que la presencia de potasio en
sistemas conteniendo carragenanos, como los estudiados, logra un refuerzo en la red
formada (Totosaus y col. 2004).

El resto de las formulaciones arroj6 un acotado rango de valores del mddulo elastico
durante esta etapa isotérmica. Las formulaciones con distintos niveles de nivel reemplazo
de NaCl y TPP agregado (0, 1, 7, 8 y 9) presentaron valores ligeramente superiores que
las formulaciones sin TPP incorporado (4, 5 y 6) indicando que la inclusién de TPP
resulta importante para el desarrollo de la estructura del gel.

Durante el enfriamiento de las muestras cocidas (75 a 20°C) se observé un importante
incremento del modulo elastico para todas las formulaciones, que puede estar asociado a
la formacién de puentes H, favorecida a bajas temperaturas.

Finalmente, en una Ultima etapa isotérmica a 20°C, la formulacién 2 que, al igual que las
demas, contiene la combinacion de carragenanos y proteinas de leche optimizada, sin
reemplazo de sodio, arrojé un valor de G' de 79136 Pa. Este valor resulté intermedio
entre los G' obtenidos en el Capitulo 3 para las formulaciones que contenian sélo
proteinas de leche (G' = 73638 Pa) o0 sblo mezcla de carragenanos (G' = 88800 Pa) sin
reemplazo de sodio. Cuando se reemplazd parte del NaCl, los G' de las distintas
formulaciones oscilaron entre similares valores (73078 a 88498 Pa), con la excepcion de
la formulacién 9 que arroj6 un valor final del médulo elastico marcadamente inferior
(58070 Pa). Esto demostraria que los cambios propuestos en la proporcion de las sales

no deterioran las caracteristicas elasticas buscadas en los productos.

6.4.2. Efecto de la sustitucién de NaCl sobre los parametros de calidad del
producto

6.4.2.1 Rendimiento

Se ha discutido previamente la relacion entre el rendimiento y la capacidad de la matriz
de proteinas miofibrilares gelificadas de inmovilizar tanto los lipidos como el agua.
Ademas se analizo el efecto de la concentracion de sal sobre las propiedades funcionales
de las proteinas, por lo que resulta importante estudiar el efecto del reemplazo parcial de
sodio sobre el rendimiento del proceso. La Figura 6.11 muestra el grafico de contorno
correspondiente a la variacion del rendimiento con la concentracion de NaCl, KCl y TPP
en los productos estudiados.

Todos los rendimientos obtenidos fueron elevados (= 98 g/100g). Si bien se pueden

apreciar algunas diferencias entre las distintas formulaciones, los valores resultaron
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bastante similares. De acuerdo a los resultados de este ensayo, el rendimiento no se vio
afectado negativamente por el reemplazo parcial de NaCl. Si se considera la formulacion
2, la cual presenta la mayor fuerza ionica, la sal incorporada (NaCl 1.4 g/100 g) equivale
a 21 mg/g carne considerando todos los aportes de sales, este valor se encuentra dentro
de la region del “salting-in” descripta por Graiver (2006). De esta manera, la solubilidad
de las proteinas miofibrilares se incrementa con la concentracion de sal, aun en las
restantes formulaciones donde parte del NaCl fue reemplazado, resultando en menor
fuerza ionica.

Puede observarse que para valores bajos de TPP, el maximo rendimiento se encuentra
en la zona de mayores niveles de NaCl y bajos de KCI. Sin embargo a valores elevados
de TPP, donde se observaron los mayores rendimientos, el maximo se encuentra a

valores bajos de NaCl y altos de KCI.

-0.300 1.400 -0.500
KCI TPP

Rendimiento

Figura 6.11. Gréfico de contorno del rendimiento en funcion del contenido de sales de

salchichas con aceite de pescado.

En la Tabla 6.7 se muestran los coeficientes de regresién que resultaron significativos
mediante el procedimiento “stepwise” correspondientes al rendimiento. Los valores de la
precision adecuada y falta de ajuste resultaron apropiados, mostrando un buen ajuste del

modelo matemético propuesto.
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Tabla 6.7. Coeficientes de regresion del modelo predictivo correspondiente al rendimiento
(+ desviacion estandar), expresados en funcién de las concentraciones reales de las

sales.

Coeficientes de regresion  Valores de los coeficientes
NacCl 61.38 £0.12
KCI 58.79£0.78

PP 60.11 + 0.46

‘NaClxkcl 2.67+0.91

KClxTPP 4.37+1.23
Falta de ajuste (P) 0.144

Precision adecuada 7.33

Otros autores han informado resultados que concuerdan con lo obtenido en este ensayo.
Asi Totosaus y col. (2004) informaron que el reemplazo parcial de NaCl por otras sales
(CaCl, o KCI) no afecté el rendimiento o la capacidad de retencién de agua de salchichas
bajas en grasa. Por otra parte Trius y col. (1994) informaron un aumento en el
rendimiento de la coccion de un sistema carnico con KCI respecto de NaCl. Estos autores
sugieren que la presencia de KCI induce la formacion de una estructura capaz de retener
agua. La incorporacién de k-carragenano a sistemas carnicos con baja fuerza idnica y
conteniendo KCI seguin Totosaus y col. (2004) produjo un gel fuerte donde la interaccion
entre el K* y los carragenanos compensd la menor solubilidad de las proteinas

miofibrilares sin producirse efectos negativos en el producto obtenido.

6.4.2.2. Efecto del reemplazo de NaCl sobre la textura

En cuanto a los parametros obtenidos en el analisis de perfil de textura (TPA) realizado
sobre las formulaciones conteniendo distintas combinaciones de sales, la dureza,
elasticidad, adhesividad y masticabilidad variaron significativamente con la formulacién (P
< 0.05) y pudieron ser modelados mateméticamente. En la Figura 6.12 se puede observar

la variacidn de estos parametros texturales con la proporcién de sales incorporadas.
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NaCl NaCl
0.400 0.400

-0.300 1.400 -0.500 -0.300 1.400 -0.500
KCl TPP KCl TPP
Dureza Elasticidad
NaCl
ONE(?OI 0.400

-0.300 1.400 -0.500 -0.300 1.400 -0.500
KCI TPP KCI TPP

Adhesividad Masticabilidad

Figura 6.12. Gréficos de contorno correspondientes a la variacion de dureza, elasticidad,
adhesividad y masticabilidad con el contenido de NaCl, KCly TPP en las formulaciones

de salchichas con aceite de origen marino.

En la Tabla 6.8 se muestran los distintos coeficientes obtenidos para el modelado

matematico de los distintos parametros texturales analizados.
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Tabla 6.8. Coeficientes de regresion de los modelos predictivos correspondientes a la
dureza, elasticidad, adhesividad y masticabilidad, expresados en funcion de las

concentraciones reales de las sales.

Coeficientes

» Dureza Elasticidad Adhesividad Masticabilidad
de regresion
6.27 0.518 0.06 2.32
NacCl
+0.29 +0.01 + 0.008 +0.2
KC| 3.94 0.387 4.11x10°3 3.33
+0.64 +0.073 + 0.001 +0.53
PP 7.61 -0.0983 0.03 4.03
+0.97 +0.013 + 0.003 +0.78
0.213
NaCl x KCI - £0.002 - )
0.704 -2.29
NaClx TPP ; +0.014 ; +0.70
1.09 0.15
KCIXTPP ; +0.32 ] +0.082
-0.842
NaCl x KCIl x TPP - +032 - )
NaCl x TPP x (NaCl - i i ] 6.24
TPP) +3.12
-12.94
KCI x TPP x (KCI - TPP) - - - +4.14
Falta de ajuste (P) 0.38 0.35 0.77 0.71
Precisiéon adecuada 7.25 8.78 4.6 10.07

La dureza varié entre 8.22 — 10.62 N y present6 una dependencia lineal con el contenido
de las tres sales empleadas, ya que no fueron significativos los términos de segundo y
tercer orden. El KCI presentdé un coeficiente inferior respecto a los de NaCl y TPP, lo que
implica una menor contribucioén a la dureza del producto, como puede observarse en la
Figura 6.12, donde la variacion del KCI produce la mayor incidencia sobre la dureza. Un
contenido alto de KCI produjo salchichas con menor dureza. Para un mismo valor de KCI,
la dureza aument6 con la proporcion de TPP. Segun el modelo matematico hallado, la
maxima dureza se obtendria para una combinacion de sales con NaCl = 1.10 g/100g, KCI
= 0.01 g/100g y TPP = 0.49 g/100g.

La elasticidad de las formulaciones estudiadas presenté una dependencia compleja con
la combinacién de sales. El maximo valor de elasticidad segun el modelo matematico
corresponderia a una zona cercana al maximo valor en la dureza, con NaCl = 1.22
0/100g, KCI = 0.01 g/100g y TPP = 0.37 g/100g. Observando la Figura 6.6, para valores
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bajos e intermedios de KCI, la elasticidad fue maxima a concentraciones intermedias de
TPP y NaCl, y minima en cada extremo (TPP = 0 g/100g y NaCl = 0 g/100g). En la region
de valores més elevados de KCI el maximo de elasticidad se desplaz6 hacia niveles altos
en TPP.

Respecto al TPP, present6 coeficiente de primer orden negativo, que podria explicarse
por su interaccidon con la matriz carnica, aumentando las interacciones proteina-agua y
disminuyendo las interacciones proteina-proteina (Ruunsunen y Puolanne, 2005), lo que
resulta en una mas dificil recuperacion de la estructura luego de una deformacién. Sin
embargo, los coeficientes de segundo orden fueron mayores, incluso que los lineales, por
lo que el agregado conjunto con las otras sales resulta en mayor elasticidad del producto,
confirmando el efecto sinérgico entre sales previamente mencionado.

Los valores de adhesividad obtenidos fueron bajos, similares a los cominmente hallados
en este tipo de productos (Andrés y col., 2009); sin embargo este parametro pudo ser
modelado matematicamente. La adhesividad presentdé una dependencia lineal con el
agregado de las sales siendo el KCI el componente que mas afectd esta propiedad, con
un coeficiente un orden de magnitud menor respecto a los correspondientes NaCl y TPP.
A iguales niveles de KCI la adhesividad aumentd con la proporcion de NaCl (menor
contenido de TPP).

La masticabilidad presentdé un comportamiento complejo; el modelo resultante incluy6
términos significativos de primero, segundo y tercer orden (Tabla 6.8). EI TPP present6
un mayor efecto que el KClI y el NaCl en los términos lineales. Se observaron
interacciones de segundo orden negativas y de tercer orden positivas, lo que implicaria
que la presencia simultanea de las tres sales logra un producto con una mayor
masticabilidad. Cabe destacar que este parametro es el producto de dureza x elasticidad
x cohesividad, lo que se refleja en la complejidad del modelo obtenido. Se encontré un
maximo para valores de NaCl = 1.23 g/100g, KCIl = 0.06 g/100g y TPP = 0.31 ¢g/100q, Yy
una disminucién abrupta de la masticabilidad con el incremento de KCI o la reduccion de
TPP (Figura 6.12).

Diversas investigaciones realizadas muestran las posibles variaciones en las propiedades
de textura cuando el NaCl se reduce. La revision bibliografica muestra variados
resultados segun el tipo y nivel de sal empleado, asi como la matriz carnica estudiada.
Asi, Horita y col. (2011) encontraron variaciones similares en las propiedades de textura
de un producto cérnico emulsionado, especialmente en dureza, al reducir el contenido de
NaCl en un 50 y 75%. Cuando el NaCl se reduce, la cantidad de proteina extraida o
solubilizada también puede disminuir (Gordon y Barbut, 1992), lo que reduce la

capacidad de retencion de agua y la fuerza del gel (Whiting, 1984). Estos cambios se
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reflejan en las caracteristicas de textura final de los productos gelificados, especialmente
en formulaciones reducidas en sodio como las de este Capitulo.

Sofos (1983) informé variaciones significativas en la textura de salchichas al disminuir
mas del 20% del NaCl. Gou y col. (1996) informaron una reduccion de 14% de la dureza
cuando se remplaz6 el contenido de NaCl (2.6 g/100g) por NaCl (1 g/100g), KCI (0.552
0/100g), y CaCl, (0.74 g/100g) en un producto carnico fermentado.

Asimismo, la reduccion del contenido de sal (2.5 a 1.25 g/100g) produjo una textura
blanda (menor dureza) en mortadela (Seman y col., 1980) y salchichas (Hand y col.,
1987; Matulis y col., 1995). Por otro lado, Jiménez-Colmenero y col. (1998) no
encontraron un efecto claro sobre los pardmetros de textura al evaluar diferentes niveles
de sal en productos carnicos. Waldir y col. (2012) informaron que el reemplazo de 25%
de NaCl por KCI no afect6 significativamente las propiedades texturales de salchichas.
Sin embargo estos autores informaron que cuando se reemplazé en un 50% el NaCl por
KCI, se obtuvieron productos con una dureza y masticabilidad menor sin modificarse la
elasticidad y la cohesividad.

Los pardmetros texturales cohesividad y resiliencia también presentaron diferencias
significativas con la combinacion de sales incorporada, sin embargo no pudieron ser
ajustados mediante el modelo matematico propuesto. Los valores de estos parametros se
indican en la Tabla 6.9.

Tabla 6.9. Parametros texturales resiliencia y cohesividad de las diversas formulaciones

ensayadas.

Formulacion

Resiliencia (J/J) Cohesividad (J/J)

0 0.385"¢ + 0.004 0.546° + 0.004
1 0.435% + 0.004 0.585% + 0.004
2 0.401%+0.004 | 0.559" + 0.004
3 0.386"%+0.004 | 0.559" + 0.004
4 0.346° + 0.005 0.521° + 0.005
5 0.338" £ 0.004 0.521%+ 0.004
6 0.374°+ 0.005 0.551" + 0.005
7 0.404" + 0.004 0.563" + 0.004
8 0.386 + 0.004 0.557" + 0.004
9 0.412% + 0.005 0.564% + 0.005
10 0.378" £ 0.005 0.547" + 0.005
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*Medias con distinto supraindice, en una misma columna, presentan diferencias significativas (P <
0.05).

Los datos bibliograficos encontrados al respecto reflejan una tendencia ambigua.
Jimenez-Colmenero y Carballo (2005) informaron que el reemplazo de NaCl por KCI en
salchichas magras produjo un incremento en la cohesividad. Sin embargo Horita y col.
(2011) reportaron que un reemplazo del 50% del contenido de NaCl por KCI produjo una
disminucion de la cohesividad de mortadelas magras.

6.4.2.3. Efecto del reemplazo de NaCl sobre el color

Se encontraron diferencias significativas en los tres parametros del espacio cromatico
CIELab, luminosidad (L*), parametros de cromaticidad a* y b* en funcion de la proporcion
de NaCl, KCI y TPP incorporada en los productos. Sin embargo solamente los
parametros L* y b* pudieron ser ajustados mediante el modelo matematico propuesto. En
la Figura 6.13 se presentan los gréficos de contorno obtenidos y en la Tabla 6.10 los
respectivos coeficientes de regresion.

-0.300 1.400 -0.500 -0.300 1.400 -0.500
KCI TPP KCI TPP

Figura 6.13. Gréficos de contorno de los parametros de color L* y b* obtenidos sobre los

productos con diferente combinacion de sales.

Tabla 6.10. Coeficientes de regresion de los modelos predictivos para las variables

luminosidad (L*) y b* correspondientes a los contenidos de sales reales.
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Coeficientes de regresion

-

NaCl | 37.53+0.41 | 7.88+0.31
KCI ‘ 35.39+2.91 | 13.85+1.88
TPP ‘ 67.54+5.8 | 16.46 + 3.54
NaCl x KClI ‘ 4.33+0.5 -8.27+2.4
NaCl x TPP ‘ -36.92+6.4 | 11.19+3.75
KCI x TPP ‘ -38.67+6.3 | -22.51+8.0
NaCl x KCI x TPP ‘ 35.78+3.8 | 20.07 +7.62
NaCl x TPP x (NaCl - TPP) ‘ 15.62+ 1.9 -

KCI x TPP x (KCI - TPP) ‘ -0.87 +2.9 -
Falta de ajuste (P) 0.58 0.96
Precision adecuada 11.71 6.71

Como puede observarse, la dependencia de los parametros de color L* y b* presentaron
una variacion compleja con los distintos niveles de las sales utilizadas.

Para la luminosidad (L*) todos los términos del modelo propuesto fueron significativos. El
grafico de contorno obtenido para la luminosidad mostré un rango entre 59.7 - 62% con
1.07 g/100g, KCI = 0.19 ¢g/100g y TPP = 0.34 g/100g.
También se observaron dos regiones con valores minimos de L*, una dentro del rango de
sales estudiado con valores de NaCl = 0.88 g/100g, KCI = 0.59 g/100g y TPP = 0.13
0/100g, mientras que el otro minimo se ubicd sobre un contorno del disefio, a valores
altos de KCl y bajos de TPP y NaCl.

El parametro de cromaticidad b*, que mide la intensidad del color amarillo-azul, pudo ser

un maximo para niveles de NaCl =

modelado empleando un polinomio cubico. A pesar del la complejidad matematica del
modelo, en la Figura 6.13 se puede observar un marcado efecto del KCI. Los valores mas
bajos del parametro b* se obtuvieron con proporciones bajas y medias de KCI. Dentro de
esta zona (KCl = 0 - 0.46 ¢/100g), para un mismo valor de KCI, el parametro de
cromaticidad b* aumenta a valores extremos de NaCl, y en menor medida a valores
elevados de TPP. A valores elevados de KCI, el maximo de b* se situ6 en proporciones
intermedias de TPP y NacCl.

Los valores del parametro de cromaticidad a* se muestran en la Tabla 6.11. Los valores
medios obtenidos para este parametro, que mide el color rojo-verde, para las
formulaciones con diferentes combinaciones de sales oscilaron entre 16.2 y 18.3,

resultando en un color rojo, adecuado a este tipo de productos.
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Tabla 6.11. Parametro de color a* de las diversas formulaciones ensayadas.

Formulacion

0

16.76°% + 0.04
16.90° + 0.08
18.30% + 0.03
17.74* £ 0.05
17.84% + 0.04
16.51° + 0.1
16.20% + 0.08
16.31°9 £ 0.05
16.92° + 0.05
18.08 + 0.04

*Medias con distinto supraindice, presentan diferencias significativas (P < 0.05).
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Carraro y col. (2012) informaron que la reduccién de NaCl en mortadela produjo una
variacion significativa de los parametros de color exceptuado al pardmetro a*. Similares
resultados fueron informados por Gimeno y col. (1999) quienes estudiaron el efecto del
reemplazo de NaCl por KCl y CaCl, en la formulacién de salchichas fermentadas

obteniendo una variacion significativa de b*y L*.

6.4.3. Optimizacién de la formulacién reducida en sodio

Una vez que las ecuaciones predictivas individuales fueron conocidas (Tablas 6.7, 6.8 y
6.10), se definieron cinco funciones objetivo para las variables que fueron afectadas
significativamente por la formulacion: rendimiento, dureza, adhesividad, elasticidad, y
luminosidad.

Diversos estudios informaron que la luminosidad L* fue el parametro que mejor refleja los
cambios de color en productos céarnicos (Mielnik y Slinde, 1983; Oellingrath y Slinde,
1985; Carraro y col., 2012). Por lo tanto, este parametro fue considerado para optimizar
las formulaciones, en detrimento del parametro b*, que no fue empelado.

La masticabilidad, ya que es una funcion lineal de la dureza, elasticidad, y cohesividad,
no se incluyé en este procedimiento, ya que presentd un comportamiento similar a la
elasticidad. Por lo tanto resultaria redundante incorporar este parametro gobernado
matematicamente por la elasticidad y la dureza.

La Tabla 6.12 muestra los criterios de optimizacion empleados para cada respuesta. El

rendimiento fue maximizado, y los rangos de los parametros texturales, dureza,
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adhesividad y elasticidad, y la luminosidad, fueron establecidos para lograr valores
similares a los de un producto comercial con un contenido de 20 g/100g de grasa vacuna.

Tabla 6.12. Criterios empleados para obtener las funciones de conveniencia, respuestas

predichas y funciones de conveniencia individual (d;).

Variables de Criterio de Respuestas

respuestas optimizacion predichas

Rendimiento (g/100g) ‘ Maximo

Dureza (N) 9.00 - 10.00 9.55 1

Adhesividad (J) 0.02-0.6 0.054

1
Elasticidad (J/J) 0.845-0.973 0.877 1
1

Luminosidad (L) ‘ 58-61 59.99

Se empled el mismo criterio que en el Capitulo 4 para obtener un valor global de
conveniencia D (desirability). Segun los resultados obtenidos la 6ptima combinacién de
sales para incorporar a los embutidos magros conteniendo aceite de pescado y
fitoestores correspondi6 a:

e NaCl =0.608 g/100g.

e KCI=0.492 g/100g.

e TPP =0.500 g/100g.
El valor de la funcién conveniencia global asociado a este procedimiento matematico
obtenido fue D = 0.892, este valor resulta satisfactorio ya que se encuentra proximo a la
unidad. La Tabla 6.12 también muestra las respuestas predichas para esta formulacion y
los correspondientes valores de funcion d;. Con el analisis efectuado empleando la
formulacién optimizada se lograrian las caracteristicas de calidad deseadas en el

producto.

6.4.4. Validacion del modelo

Una vez que se determind la formulacion 6ptima reducida en sodio, se la emple6 para
elaborar salchichas de bajo contenido lipidico conteniendo aceite de pescado y
fitoesteroles. Se analizaron todas las variables de respuesta (rendimiento, TPA, color
segun la metodologia descripta previamente) de este producto. Los valores
experimentales promedio de cada respuesta se compararon con los predichos por los

modelos y ambos conjuntos de valores se presentan en la Tabla 6.13.
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Tabla 6.13. Valores predichos y experimentales de rendimiento, dureza, elasticidad,
adhesividad, masticabilidad, luminosidad y cromaticidad b*, obtenidos para la formulacion
optimizada con contenido de sodio reducido.

Validacién experimental

Parametros Predichos Intervalo de

el et confianza (a = 0.05)
Rendimiento (g/100g) ‘ 98.1-99.1

Dureza (N) ‘ 9.55 9.97 9.50-10.44

Elasticidad (J/J) 0.877 0.902 0.869-0.925
Masticabilidad (N) 4.61 5.02 4.60-5.44

Adhesividad (Jx107) 0.054 0.3 0.02-0.579
Luminosidad ‘ 59.99 59.75 59.35-60.15

Parametro b* 11.43 11.30 11.02-11.58

Los valores experimentales y predichos obtenidos para todas las variables analizadas no

fueron estadisticamente diferentes (P > 0.05). Por lo tanto, el procedimiento matematico
elegido predijo adecuadamente los atributos de calidad de la formulacion optimizada con
contenido de Na reducido, obteniéndose un producto con las caracteristicas buscadas:
salchichas conteniendo 5 g/100g de aceite de pescado pre-emulsificado, fitoesteroles y
contenido de sodio reducido, similares a un producto comercial con 20 g/100g de grasa y
alto contenido de sodio.

6.4.5. Estudios complementarios de la formulacion optimizada

6.4.5.1. Microestructura

Para la evaluacién de la microestructura de los productos obtenidos se seleccionaron las
formulaciones 2, 4, 9 y 10 para las observaciones mediante ESEM, incluyendo de este
modo, la formulaciéon sin sustitucion de NaCl (2) y, siendo las tres restantes,
representativas de distintos niveles de sustitucién, a fin de poder evaluar el posible efecto
sobre la matriz obtenida. Mediante modo SEM se observaron las formulaciones
optimizadas (formulacion 2 y la optimizada reducida en sodio).

La microestructura observada mediante técnicas ESEM y SEM (Figuras 6.14, 6.15y 6.16)
en todas las formulaciones de salchichas resultd caracteristica de los sistemas tipo
gel/lemulsion cérnica cocida, similar a la determinada por diversos autores (Carballo,
1996; Andrés y col., 2006, 2009; Chen y col., 2007; Ayadi y col., 2009).
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Formulacion 9 Formulacién 10

Figura 6.14. Micrografias ESEM representativas de distintas formulaciones estudiadas.

La barra blanca indica una magnitud de 50 um en todas las micrografias.

Las observaciones obtenidas por ESEM (Figura 6.14), reflejaron una estructura compacta
tipo gel con una red tridimensional con numerosas cavidades, produciendo una estructura
tipo esponja. La formacion de estas cavidades puede deberse a la expansién de una
serie de componentes durante el tratamiento térmico del producto, principalmente, agua,
aceite o aire (Cavestany y col., 1994). Este tipo de estructura coincide con la reportada
por Ayadi y col. (2009) para salchichas de pavo con carragenanos y por Verbeken y col.
(2005) quienes que estudiaron la influencia de k-carragenanos en geles de proteinas

sarcoplasmicas.
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La morfologia observada en estos productos indicaria que las caracteristicas de la matriz
proteica continua se verian levemente afectadas por el tipo y niveles de sales utilizados
en algunos casos.

Por observacién de las micrografias correspondientes a la formulacién optimizada sin
sustitucién de NacCl (2) (Figura 6.14) se vioé una microestructura de gel continuo donde los
agregado proteicos resultaron embebidos en una matriz homogénea. Comparando con
las otras formulaciones observadas, las matrices cérnicas de las formulaciones con
distintos niveles de sustitucion de sodio, presentaron una estructura de aspecto granuloso
menos embebida. Esto indicé que la variacion de las sales entre estas formulaciones
alter6 la microestructura de estos sistemas. La presencia de KCI podria modificar la
estructura de la matriz carnica obtenida por disminuir la cantidad de proteinas extraidas
(solubles), generando una imagen mas particulada. Esto justificaria las diferencias antes
determinadas en los parametros texturales. Sin embargo los geles obtenidos en todos los
casos presentaron parametros de calidad adecuados a este tipo de productos,
confirmando lo indicado por Totosaus y col. (2004) quienes postularon que no era
imprescindible una completa solubilizacién de las proteinas miofibrilares para obtener un

gel adecuado.
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Figura 6.15. Micrografias SEM representativas obtenidas de la formulacién 2.

a, b) Barra=5pum; c, d) Barra=1 pm.
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A

Figura 6.16. Micrografias SEM representativas obtenidas de la formulacion optimizada

C

reducida en sodio. a, b) Barra=5 um; ¢, d) Barra=1 um.

Las micrografias de las salchichas magras obtenidas por SEM (Figura 6.15 y 6.16), no
reflejaron diferencias apreciables entre la formulacion 2 y la optimizada reducida en
sodio. Se pudo observar para ambas formulaciones, principalmente una matriz continua
tipo gel carnico (6.15a y 6.16a) y asociado a ella, una red filamentosa discontinua (6.15b
y 6.16b) que puede deberse a la incorporacion de carragenanos o proteinas de leche al
sistema. Esta estructura se corresponde con el modelo de geles mixtos donde el
componente minoritario ocupa los huecos generados por el gel principal, reforzando de
esta manera la estructura.

Las micrografias 6.15 y 6.16, b y ¢, muestran con mayor detalle estas estructuras
discontinuas, donde puede observarse que la matriz del sistema estudiado responde al
modelo de gel compuesto. En las Figuras 6.15c y 6.16c se aprecia una red con una
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estructura compuesta por filamentos y fracciones globulares asociadas, mientras que en
las 6.15d y 6.16d se destacan estructuras laminares asociadas a los mismos.

Andrés y col. (2009) estudiaron salchichas magras de pollo y adjudicaron este tipo de
estructuras al agregado de proteinas de suero lacteo y gomas xantica y guar. La matriz
discontinua observada en estas formulaciones podria atribuirse al gel formado por los
carragenanos, teniendo en cuenta el nivel empleado en estas formulaciones (0.593
0/100gq). Estos resultados estan en concordancia con lo reportado por Ayadi y col. (2007)
quienes informaron que a concentraciones bajas de carragenanos en sistemas carnicos
(0.2-0.5 g/100g) la red formada por este hidrocoloide se dispone de forma discontinua,
mientras que a niveles mas elevados (0.8-1.5 @/100g), estos formarian una red

tridimensional continua.

6.4.5.2. Cuantificacion de sodio y potasio en los productos

En la Tabla 6.14 se muestran los valores de sodio y potasio determinados por fotometria
de llama en las formulaciones evaluadas, asi como los niveles de estos iones calculados
segun todas las sales incorporadas a la formulaciéon que los aportan (NaCl, KCI, TPP,

NaNO, y eritorbato sodico).

Tabla 6.14. Contenido de Na" y K determinados en las formulaciones y valores

calculados segun las sales agregadas en la formulacién correspondiente.*

Na* K*
Formulacion (mg/100g) (mg/100g)

cuantificado agregado cuantificado agregado

Optimizada'Na 644° + 7 593 219°+ 8 0
7 466" +8 421 418"+ 8 157
10 374° £ 9 318 6332+ 5 366
Optimizada Na/K 393°+9 346 523% + 11 258

*Medias en la misma columna con distinto supraindice, presentan diferencias

significativas (P < 0.05).

Los valores de Na* y K* cuantificados en los productos, como era esperado, resultaron
ser superiores a los incorporados en cada formulacion debido a los niveles de estos iones

presentes principalmente en la carne, y en menor medida en el resto de los
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componentes. Las correlaciones encontradas (Figura 6.18) entre los niveles de los iones
sodio y potasio cuantificados y agregados para las formulaciones estudiadas fueron
adecuadas (R Na* = 0.998; R? K* = 0.995). Se calcularon los niveles basales de estos
iones, por extrapolacion de los resultados obtenidos resultando ser: Na* = 52.4 mg/100g y
K" = 228 mg/100g.

Si se asume que los niveles basales de sodio y potasio provienen de la carne como
fuente Unica, ya que es el componente principal del producto, los niveles de los
correspondientes iones para la carne serian: Na® = 78.5 mg/100g carne y K" = 342
mg/100g carne. Estos niveles estan en concordancia con lo informados por USDA (2013)

para carne con 5% de grasa (Na" = 66 mg/100g carne y K" = 346 mg/100g carne).
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Figura 6.18. Relacion entre los iones cuantificados y agregados en las formulaciones. a)
Sodio (Na*); b) Potasio (K*). Codigos: F2-7-10-Op. Na/K = Formulacion 2, 7,10 y la

optimizada reducida en sodio, respectivamente.
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Para todas las formulaciones estudiadas en esta Tesis, se emplearon niveles bajos de
sal. Por lo tanto, la cantidad de sal incorporada en la formulacion 2 resulté sensiblemente
menor que los contenidos de sal cominmente empleados en los productos tradicionales,
que pueden variar entre 2 - 3% de NaCl 6 750 - 1200 mg/100g Na*. Considerando estos
niveles, la formulacion 2 sin reemplazo de NaCl, presenta una reduccion en el contenido
de Na' de 15 - 46% respecto a un producto tradicional.

Por otra parte, los niveles de Na" de la formulacién optimizada reducida en sodio
resultaron ser significativamente menores que los de la formulaciéon 2, reflejando una
reduccién de un 39% de su contenido. Por lo tanto el empleo de la combinacién de sales
optimizada, implicaria una reduccion de sodio de un 53 - 71% respecto a las
formulaciones tradicionales comerciales. Estos niveles de sodio resultan marcadamente
inferiores a los sugeridos por el programa “Menos sal mas vida” (Ministerio de Salud,
2011b), que propone para el grupo de chacinados cocidos embutidos (que incluye a las
salchichas) una reduccién minima de un 8% del contenido maximo de sodio. Lo que

representaria actualmente bajar de 1300 mg Na*/100g a 1196 mg/100g producto.

6.4.5.3. Ensayo de aceptabilidad por consumidores

La sal (NaCl) es un ingrediente multifuncional en este tipo de productos, puede actuar
como conservante, asegurar diversas caracteristicas funcionales favorables, y mejorar el
sabor (Gillette, 1985). Ademas suprime los sabores desagradables (off-flavors) mediante
la notable capacidad del sodio para inhibir el sabor amargo de muchos compuestos en
alimentos, incrementando los atributos de sabor mas positivos, sin contribuir
exclusivamente a la percepcién del salado.

Por lo tanto, las acciones destinadas a reducir la cantidad de sal en alimentos deben lidiar
no solo con la disminucion del sabor salado percibido, sino también con la forma en que
la reduccién de sal impacta en otros atributos de sabor. Ruusunen y Puolanne (2005)
afirmaron que el nivel de NaCl en la dieta tradicional de una poblacién, por su asociado
sabor salado, determina el nivel méximo que el contenido de NaCl puede ser reducido.
Consecuentemente, la reduccion del contenido de sodio de los productos puede no ser
igualmente aceptado por todas las poblaciones.

Se analiz6 el puntaje medio obtenido para cada atributo sensorial y se determiné el
porcentaje de los consumidores que indicd en la escala heddnica valores mayores a 5
(“me es indiferente”), a partir del cual se considera que al consumidor le gusta el atributo
evaluado del producto. En la Tabla 6.16 se muestran los resultados obtenidos para las

tres formulaciones estudiadas.
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Tabla 6.16. Atributos sensoriales obtenidos para las diferentes formulaciones
analizadas.*

Formulacién Apariencia Sabor Textura Aceptabilidad

Optimizada-Na

Optimizada-Na/K

Control

*Entre paréntesis se indica el % de evaluadores que informé un valor superior a 5.

El andlisis de los resultados obtenidos indicé que, para las tres formulaciones estudiadas,
todos los atributos evaluados fueron aceptados (> 5) por los panelistas. El panel no
entrenado no encontré diferencias significativas en los atributos sabor, textura y
aceptabilidad general de las formulaciones. Solamente se encontraron diferencias
significativas en los parametros apariencia y color, evidenciando el mayor efecto de este
ultimo sobre la evaluacion de la apariencia, y no evidenciando una observacién de
diferencias estructurales en la matriz.

Al compararse los resultados encontrados entre las formulaciones con variacion del
aceite empleado, puede observarse que la incorporacion del aceite de pescado
deodorizado en el producto no resulté significativa (P > 0.05) en el atributo sabor,
indicando que podria emplearse como fuente de acidos graso poli-insaturados en este
tipo de productos, sin deterioro en este parametro sensorial.

Si se consideran las formulaciones con aceite de pescado deodorizado y diferente
combinacion de sales, se corrobord que los productos obtenidos lograron caracteristicas
de sabor y textura aceptadas por el panel, indicando que la reduccién de sodio no fue
detectada, mediante estos parametros.

Estos ensayos sensoriales indican que en el sistema carnico estudiado, resulta posible
reemplazar la fase grasa por aceite de pescado, y reducir el contenido de NaCl,

empleando KCl logrando productos mas saludables respecto a los tradicionales.

6.5. Conclusiones del Capitulo

e La modificacibon de las sales alter6 la interaccibn matriz-agua, dichas
modificaciones fueron caracterizadas empleando MDSC y ensayos oscilatorios

termo-reoldgicos. Se observo que el incremento del nivel de potasio incrementaba
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las interacciones matriz-agua en detrimento de las interacciones de la matriz.

El disefio de mezclas y la metodologia de superficie de respuesta permitieron
realizar modelados mateméaticos de diversos parametros fisicoquimicos y de
calidad de productos carnicos emulsionados magros cocidos conteniendo aceite
de pescado y fitoesteroles como una funcion del contenido de NaCl, KCly TPP.
Las respuestas de interés fueron el rendimiento, la dureza, elasticidad
masticabilidad y luminosidad de las muestras. Estos atributos fueron los mas
afectados por los cambios en la combinacion de sales.

La metodologia de funcion objetivo se aplicé para encontrar la formulacion éptima
y las respuestas pronosticadas fueron validadas experimentalmente.

El reemplazo de cloruro de sodio por cloruro de potasio vy tripolifosfato de sodio
permitié6 obtener productos con aceptables pardmetros sensoriales similares al
control no sustituido.

La formulacién optimizada permitié obtener un producto reducido en grasa y sodio
(entre 53 - 71% respecto a las formulaciones tradicionales comerciales) con
caracteristicas fisicoquimicas y de calidad similares a uno tradicional pero con una
superior calidad nutricional, como consecuencia de la sustitucion de la grasa con
aceite de pescado y la incorporacion de cloruro de potasio para reemplazar

parcialmente la sal sddica.
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CAPITULO 7

Efecto del reemplazo de sodio sobre el almacenamiento
de geles carnicos emulsionados con aceite de pescado y

fitoesteroles
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7.1. Introduccién

7.1.1. Funcionalidad del NaCl en productos carnicos almacenados

Las sales se encuentran comunmente presentes en los alimentos como componentes
naturales, ingredientes o aditivos. Se afladen a los alimentos para un gran niamero de
propositos funcionales. Por ejemplo, como aromatizantes, agentes de control de pH o
antimicrobianos, y otros, como antioxidantes y emulsionantes (Lindsay, 1996).

El uso de la NaCl en la conservacion se origind antes de la utilizacion de la refrigeracion.
El desarrollo de las tecnologias como la refrigeracion y el envasado contribuyeron a una
reduccién de los niveles de sal, pero sigue siendo un componente esencial en la
preservacién de algunos productos carnicos, como los productos curados. El agregado
de sal a los productos carnicos contribuye a la sustitucion de la flora natural de carne por
lactobacilos y micrococos, lo que disminuye el ritmo de deterioro de estos productos
(Matthews y Strong, 2005).

Actualmente el NaCl todavia contribuye junto con otros conservantes y mecanismos
tecnolégicos a la produccion de un producto final seguro (Hutton 2002). El principal
proceso por el que esto se logra es la reduccion de la a,, parametro que depende del
nivel de NaCl en la fase acuosa dentro de un producto.

La estabilidad microbioldgica global de un producto, también depende de la interaccion
con el pH, la temperatura y otros factores. Por otro lado, en productos envasados al vacio
o en atmésfera modificada la exclusion del oxigeno resulta en un riesgo de desarrollo
Clostridium botulinum. El agregado de NaCl es uno de los medios que se pueden
emplear para suprimir el crecimiento de este patdgeno y por lo tanto, extender la vida util
de estos productos. Sin embargo, la accion bactericida principal que impide el desarrollo
del C. botulinum se debe al agregado de NaNO,. Se ha informado que el nitrito sddico
incorporado a embutidos tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos
patdgenaos, aportar sabor y color a la carne, y contribuir a la inhibicién de la oxidacion de
los lipidos que conduce a la rancidez (Sindelar y Milkowski, 2012).

Betts y Everis (2003) modelaron los efectos de la reduccion de los niveles de NaCl en el
crecimiento de distintos microorganismos en diversas matrices carnicas (tocino, jamon,
salchichas y hamburguesas). Este trabajo pone en relieve una preocupacion particular
por el consecuente aumento del crecimiento de Salmonela spp., Escherichia coli 0157 y
Clostridium botulinum en las carnes curadas, y de este Ultimo en los embutidos,

asociados a esta reduccién de sal.
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7.1.2. Posibles consecuencias del reemplazo o reduccién del NaCl en
productos carnicos

A pesar de la importancia de la oxidacion lipidica sobre la vida util de los alimentos, se
sabe poco sobre el efecto de la presencia de diferentes iones sobre dicha alteracion, asi
como el reemplazo de NaCl por otras sales

La mayoria de los estudios evaltan el efecto de NaCl, sin embargo, los datos de la
literatura resultan contradictorios debido a que los sistemas estudiados no siempre son
equivalentes.

Algunos autores le adjudican al NaCl un efecto pro-oxidante (Matlock y col., 1984; Kanner
y col., 1991; Osinchak y col., 1992) debido a su capacidad para aumentar la actividad
catalitica del hierro en diversos sistemas céarnicos (salchichas de cerdo; musculo de pavo
y musculo de pescado (Rastrelliger brachysoma), respectivamente).

Por otro lado, Mei y col. (1998) han reportado su efecto antioxidante, ya que estudiaron la
oxidacion lipidica catalizada por Fe** en emulsiones con aceite de salmén y distintos
niveles de NaCl, encontrando que la adicién de sal disminuy6 la oxidacién. Dicho efecto
fue adjudicado a la disminucion de las interacciones hierro—lipidos, posiblemente a través
de la capacidad del sodio de afectar esta interaccion, o por la formacion de complejos Fe-
Cl, que disminuyen la disponibilidad del mismo.

Por dltimo, también se ha reportado que el NaCl no afectdé el proceso de oxidacion
lipidica en aceite de palma sometido a un proceso de fritura (Okiy y Oke, 1984). Un
estudio realizado por Calligaris y Nicoli (2006) en aceite de soja reflej6 que no existen
diferencias significativas entre el KCl y el NaCl sobre la oxidacién lipidica debido a que el
efecto antioxidante/pro-oxidante de estas sales fue atribuido al efecto caotrépico del CI.
Por lo tanto resulta dificil de precir el comportamiento de estos sistemas con un contenido
de sodio reducido.

La hipdtesis de que las especies ibnicas podrian afectar a la estabilidad de los lipidos
esta sustentada por el hecho de que los iones caotrépicos son capaces de desestabilizar
la estructura de bicapa lipidica de las membranas celulares mediante la reduccion de la
energia requerida para exponer los grupos no polares dentro de la membrana (Cacace y
col., 1997). Se puede especular que los iones podrian interactuar con los lipidos
sometidos a la oxidacién y dado que los hidroperdxidos son mas polares que los lipidos
(Nuchi y col.,, 2002), las especies ib6nicas podrian alterar la conformacion de
hidroperéxidos y la modificacién de la cinética de la oxidacion lipidica (Calligaris y Nicoli,
2006).
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7.2. Objetivos especificos del Capitulo

Durante el almacenamiento al vacio refrigerado de emulsiones cdarnicas magras
gelificadas con un contenido de sodio reducido pueden producirse modificaciones en sus
parametros de calidad, (pérdida de peso, textura, color, oxidacion lipidica, desarrollo
microbiano y calidad sanitaria), que pueden limitar la vida Gtil del producto. El reemplazo
parcial de sodio por potasio en el sistema puede producir efectos distintos a los
estudiados en el Capitulo 5, por lo que resulta importante asegurar la calidad de este
producto durante los 45 dias de almacenamiento.

Por lo tanto, utilizando la formulacién optimizada reducida en sodio predicha en el
Capitulo 6, se propuso:

1. Evaluar los parametros de calidad (exudado, textura, color) de los productos
optimizados reducidos en sodio durante su almacenamiento bajo vacio refrigerado
de 45 dias, ya que de producirse alteraciones se podrian ver reflejada en la
aceptabilidad de los consumidores; asi como comparar los resultados con la
formulacién optimizada sin reduccién empleada como control,.

2. Evaluar el desarrollo microbiano, pH y presencia o0 ausencia de patdgenos para
asegurar la calidad microbiol6gica de los productos durante su almacenamiento.

3. Estudiar el efecto de la incorporacion de antioxidantes naturales sobre la
estabilidad oxidativa del producto de contenido de sodio reducido durante los 45
dias de almacenamiento bajo vacio a 4°C, comparando con una formulacién
reducida en sodio control sin antioxidante, y evaluar los posibles cambios en el

perfil de acidos grasos en el producto.

7.3. Materiales y Métodos
7.3.1. Materiales

Los materiales empleados en este Capitulo fueron similares a los previamente descriptos
en la seccién 6.3.1. El aceite empleado en este ensayo fue provisto por OmegaSur S.A.
(Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina) y consistio de un lote de aceite de calamar
refinado deodorizado sin agregado de antioxidantes por el productor.

7.3.2. Disefio experimental

El disefio experimental propuesto en este Capitulo se realizd considerando los
resultados obtenidos en los Capitulos 5y 6.

Se elaboraron y evaluaron tres formulaciones optimizadas reducidas en sodio segun

Capitulo anterior, incorporando en dos de ellas distintos niveles de mezcla de tocoferoles
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naturales (Tocomix 70, Advanced Organic Materials, Buenos Aires, Argentina) como
antioxidantes agregados en el aceite (T1 Na/K y T2 Na/K segun Tabla 7.1). Se eligi6 el
nivel maximo estudiado anteriormente (Capitulo 5) y un nivel intermedio no evaluado
previamente, segun los resultados antes observados. La formulacién restante no incluy6
tocoferoles (TO Na/K).

Tabla 7.1. Niveles de sales y de tocoferoles (incorporados en el aceite) de las

formulaciones almacenadas estudiadas.

NacCl KCI TPP Mezcla de tocoferoles
(9/100g) (9/100g) (9/100g) naturales (mg/100g)

Formulacion

T1 Na
TO Na/K
T1 Na/K

Se prepard también la formulacién optimizada sin reducciéon de sodio equivalente a las
estudiadas en el Capitulo 5, pero con un nivel de tocoferoles intermedio entre los
estudiados previamente (T1-Na, 3.75 mg/100g), a fin de completar el disefio y basado en
los resultados anteriormente obtenidos. En la Tabla 7.2 se muestran los niveles de los

componentes comunes a las cuatro formulaciones evaluadas.

Tabla 7.2. Composicion porcentual de las formulaciones estudiadas.
Componente g/100g
Carne (nalga) 66.66

Agua destilada 25.00

Aceite de pescado* 5.00
Sales (NaCl + KCI + TPP)** 1.60

Fitoesteroles 05

k/1-Carragenanos 0.593

Proteinas de leche 0.320

Pimienta 0.20

Nuez moscada 0.05

‘Glutamato monosédico 0.02

Eritorbato de sodio 0.045
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NaNO, 0.015

Colorante 0.0032

*Conteniendo o no los tocoferoles disueltos

**Combinacion segun Tabla 7.1.

7.3.3. Elaboracién de los productos

Para la elaboracion de las muestras se sigui6 el protocolo descripto en 4.3.2. El aceite fue
dividido en cuatro lotes, tres fueron adicionados con el nivel correspondiente de
antioxidante segun Tabla 7.1. El cuarto lote se mantuvo sin antioxidante como control.
Posteriormente fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacién para la produccion de

salchichas magras con aceite de pescado.

7.3.4. Almacenamiento

Una vez elaboradas, las salchichas fueron envasadas bajo vacio en bolsas Cryovac
BB4L (Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina; PO,: 35 cm®m?diatbar?! a 23°C),dos
unidades por envasae, y almacenadas a 4°C durante un periodo maximo de 45 dias, el
cual se corresponde con el tiempo de almacenamiento de un producto tradicional
elaborado con grasa vacuna. A distintos tiempos de almacenamiento se tomaron

muestras para realizar los distintos ensayos.

7.3.5. Parametros evaluados durante el almacenamiento
Sobre los geles carnicos emulsionados obtenidos se realizaron las siguientes
observaciones:

e Exudado, segun 5.3.3.1.

e Andlisis de perfil de textura (TPA), segun 3.3.4.3.

e Color segun 3.3.4.4.

e Determinacion de pH segun 5.3.3.3.

¢ Ensayos microbiolégicos segun 5.3.3.4.

e Oxidacion lipidica segiin 5.3.3.5.

e Perfil de acidos grasos.

e Andlisis de composicion centesimal y nutriconal segun 3.33

7.3.5.1 Determinacion del perfil de acidos grasos.

La determinacion del perfil de acidos grasos de las muestras estudiadas en este Capitulo
fue realizado por el servicio a terceros del laboratorio del Programa de Prevencion del
Infarto en la Argentina (PROPIA).

217




Capitulo 7

Se saponificé durante 60 minutos con 10% de KOH en metanol para separar el colesterol
y otros esteroles que pudieran estar presentes. Los esteroles se extrajeron con éter de
petréleo (P, 35 — 60°C). El remanente de la saponificacion se acidifico6 con HCI
concentrado, los &cidos grasos libres se extrajeron con éter de petréleo y luego de
evaporar hasta secar, se transformaron en metilésteres con BF; en metanol al 10%, a
80°C durante 30 minutos. Durante todo el procedimiento se mantuvo una atmaosfera de
nitrégeno por el mayor tiempo posible. Los metilésteres se extrajeron con éter de petréleo
y se analizaron con un cromatografo Hewlett-Packard 6890 (Hewlett Packard, Palo Alto,
CA, EE.UU.).

Todos los solventes y reactivos usados fueron de grado analitico. Se utilizaron
estandares de metilésteres de acidos grasos de 99% de pureza (NuCheck Prep. Inc,
EE.UU.). La composicion de acidos grasos de los alimentos se obtuvo con una columna
capilar (Chrompack CP SIL 88, de 50 m de longitud 50, i.d. 0.25 mm, 0.1-um film; Varian
Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.), mediante la comparacién de los tiempos de retencién

relativos respecto de los estdndares comerciales, obtenidos en las mismas condiciones.

7.3.5.2. Anélisis estadistico

Los andlisis de varianza se llevaron a cabo por separado para las variables dependientes
del andlisis de textura (dureza, cohesividad, adhesividad, elasticidad, masticabilidad,
resiliencia), los parametros de color (L*, a* y b*), pH, liuido exudado, recuentos
microbianos, y los valores de TBARS. Se utiliz6 el ensayo de LSD (least significant
differences) para estudiar las comparaciones pareadas de medias. Las diferencias entre
medias y ensayos F se consideraron significativas cuando las probabilidades estimadas
fueron inferiores a 0.05 (P < 0.05). Todos los procedimientos estadisticos se llevaron a
cabo mediante el software SYSTAT (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, EE.UU.). Los resultados

experimentales se informaron como valor medio + el error estandar de la media.

7.4. Resultados y Discusion

7.4.1. Exudado

En la Figura 7.1 se muestran resultados obtenidos para el exudado de las formulaciones
almacenadas. Como puede observarse, la modificacion de la proporcion de sales
empleada produjo diferencias significativas en la cantidad de liquido liberado durante el
almacenamiento refrigerado de las muestras. El rango de valores obtenidos (0.75 - 5.4
g/100g) resulta similar al informado por otros autores para salchichas magras (Colmenero
y col. 2005; Barbut, 2008; Andrés y col., 2009).
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Los resultados obtenidos para el exudado demostraron que hasta el dia 20 de
almacenamiento no se registraron diferencias significativas entre las cuatro formulaciones
ensayadas (P > 0.05) y en todos los casos el incremento en el exudado fue mayor hasta
el dia 20, de forma similar a lo observado en el ensayo de almacenamiento descripto en
el Capitulo 5, hasta el dia 20. Después de este momento (t = 20 d), los menores valores
de exudado correspondieron a la formulacién sin reduccion de sodio (T1 Na) que
permanecieron constantes, mientras que las tres formulaciones con sustitucién de sodio
por K presentaron mayores exudados, con una menor pendiente pero no difireron
significativamente entre si (P > 0.05) (Figura 7.1).

Los valores obtenidos para la formulacion T1Na resultaron similares a los

correspondientes en el ensayo de almacenamiento realizado en el Capitulo 5.
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Figura 7.1. Variacion del exudado durante el almacenamiento bajo vacio refrigerado de

salchichas conteniendo aceite de pescado y diferentes sales y antioxidantes agregados.

Los valores mas elevados de exudado de las formulaciones reducidas en sodio pueden
explicarse por los bajos niveles de NaCl o altos de KCI en las mismas. Esto puede reducir
la concentracion de proteinas extraidas/solubilizadas que participan en la formacién del
gel emulsionado. La fuerza i6nica mas baja de las formulaciones con sodio reducido esta
asociada con una menor capacidad para solubilizar proteinas miofibrilares, que por lo
general resulta en geles con menor capacidad de uniéon de agua y grasa.

Resultados similares han sido reportados por Colmenero y col. (2005), que estudiaron el
efecto del NaCl, KCl y transglutaminasa en fomulaciones de salchichas magras,

encontrando que el reemplazo parcial del NaCl redujo las propiedades de union de agua.
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Sin embargo, Lépez-Lépez y col. (2009) encontraron que el reemplazo parcial de NaCl
por KCI en emulsiones cérnicas con fibra de algas marinas no alteré la cantidad de
liquido liberado durante un almacenamiento refrigerado de 41 dias. De Freitas y col.
(21997) informaron que la adicion de KCI a salchichas de cerdo con carragenanos produjo
un aumento del liquido exudado durante un almacenamiento congelado respecto a la
formulaciones con NacCl.

Trius y col. (1994a,b) estudiaron pastas cérnicas informando que se produjo un aumento
del exudado de agua y de grasa cuando se empled KCI como reemplazo del NaCl. Estos
autores propusieron que el KCI puede interactuar con las cadenas de k-carragenanos
resultando en la agregacion de la estructura de hélice de los mismos, con una mayor
liberacion de agua y una textura mas blanda. Este efecto fue mayor cuando se afiadi6
fosfato de sodio; los resultados obtenidos son cominmente observados en este tipo de

productos.

7.4.2. Perfil de textura

Del estudio de los perfiles de textura de los productos se observé que algunos
parametros no presentaron diferencias significativas (P > 0.05) con el tiempo de
almacenamiento o formulacién estudiada (valores medios: elasticidad = 0.847 + 0.006
mm/mm; cohesividad = 0.574 + 0.006 J/J y adhesividad = 28.4 x102 + 0.3 x102 J),
indicando que el reemplazo del sodio por potasio en la formulacién, asi como el
almacenamiento refrigerado al vacio por 45 dias, no alteraron estas caracteristicas del
producto.

Los resultados obtenidos para la dureza, masticabilidad y resiliencia de los productos
durante el almacenamiento se muestran en la Figuras 7.2, 7.3 y 7.4, respectivamente.

El analisis estadistico realizado reflej6 diferencias en el parametro dureza entre las
formulaciones ensayadas y con el tiempo de almacenamiento (P < 0.05). Al inicio del
almacenamiento la dureza de los productos reducidos en sodio fue inferior respecto a la
formulacién sin KCI. Luego se observé un incremento en la dureza de todas las
formulaciones, de un 19.5% para los productos reducidos en sodio y de un 14.2% para
los no reducidos, al final del almacenamiento (45 dias).

Esto podria explicarse por los mayores exudados demostrados por parte de las
formulaciones reducidas en sodio, que hicieron que, a pesar su menor dureza inicial,
alcanzando un un mayor incremento en dureza llegando a valores similares a T1 Na (P >
0.05) a los 45 dias de almacenamiento refrigerado.

Sin embargo, los valores finales de este parametro para todas las formulaciones

estudiadas resultaron aceptables y levemente superiores a los del producto tradicional
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considerado, por lo que se puede entonces concluir que la sustituciébn de sodio por
potasio logra productos adecuados.

Estos resultados se muestran en concordancia con lo informado por De Freitas y col.,
(1997) que observaron que la adicion de KCI a salchichas de cerdo con carragenanos
produjo una disminucién de la dureza respecto de las formulaciones con NaCl. Estas
diferencias fueron mayores cuando se incluyé TPP.
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Figura 7.2. Variacion de la dureza de salchichas conteniendo aceite de pescado y

diferentes sales y antioxidantes agregados durante el almacenamiento refrigerado.

La masticabilidad present6 un comportamiento similar a la dureza, donde solamente se
encontraron diferencias entre el Control sin reduccion de sodio (T1 Na) y las
formulaciones reducidas en sodio al inicio del almacenamiento, como se observa en la
Figura 7.3.
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Figura 7.3. Variacion de la masticabilidad durante el almacenamiento a 4°C de

salchichas conteniendo aceite de pescado y diferentes sales y antioxidantes agregados.

Los valores de resiliencia no variaron entre las distintas formulaciones (P > 0.05) mientras
que se observdé un descenso significativo (P < 0.05) de la resiliencia con el tiempo de
almacemiento (Figura 7.4).

Entonces, pese al reemplazo de parte del Na* por K*, todos los parametros texturales

presentaron comportamientos adecuados a este tipo de productos.
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Figura 7.4. Variacion de la resiliencia durante el almacenamiento de salchichas

conteniendo aceite de pescado y diferentes sales y antioxidantes agregados.
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7.4.3. Color

Los parametros de cromaticidad a* y b* no reflejaron diferencias significativas (P > 0.05)
con el tiempo de almacenamiento ni entre las formulaciones debido a la sustitucion
parcial del NaCl por potasio. Los valores medios de los pardmetros crématicos
encontrados durante el almacenamiento para las formulaciones fueron: a* = 15.35 +
0.04% y b* = 14.47 + 0.03%. Esto coincide con Horita y col. (2011) quienes estudiaron el
reemplazo parcial de NaCl por diferentes combinaciones de sales (KCI, MgCl, y CacCl,)
en formulaciones de mortadela, sin observar modificaciones de los parametros
cromaticos a* y b*.

Por otra parte se encontré6 una disminucion significativa en la luminosidad de las
muestras con el tiempo de almacenamiento (P < 0.05) pero no se obtuvieron diferencias
siginificativas entre formulaciones (P > 0.05). En la Figura 7.5 se presentan los valores de
luminosidad para las cuatro formulaciones durante el almacenamiento refrigerado donde

puede apreciarse lo antes mencionado.
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Figura 7.5. Variacion de la Luminosidad durante el almacenamiento de salchichas

conteniendo aceite de pescado y diferentes sales y antioxidantes agregados.

La disminucion de la luminosidad observada puede ser explicada y asociada a la pérdida
de agua de los productos (exudado) antes evaluada, lo que produce un aumento en la
concentracion de solidos resultando en productos mas oscuros (menor L*). Estos
cambios coinciden con lo informado por Andrés y col. (2009) y Céceres y col. (2006) para
salchichas magras de pollo con aceite de calamar y salchichas carnicas enriquecidas en

calico, respectivamente.
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7.4.4. Ensayos microbioldgicos
7.4.4.1. Recuentos microbianos

En las Figuras 7.6, 7.7 y 7.8 se muestran los resultados obtenidos para el desarrollo

microbiano de las salchichas magras con aceite de pescado Yy fitoesteroles con distinta

proporciones de sales.
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Figura 7.9. Recuento de microorganismos mesodfilos totales de salchichas conteniendo

aceite de pescado y diferentes sales y antioxidantes agregados.
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Figura 7.10. Recuento de bacterias acido-lacticas de salchichas conteniendo aceite de

pescado y diferentes sales y antioxidantes agregados.
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Figura 7.11. Recuento de microorganismos totales psicrétrofos de salchichas

conteniendo aceite de pescado y diferentes sales y antioxidantes agregados.

Los resultados mostraron que el reemplazo parcial de sodio por potasio no afectd el
desarrollo microbiano ya que no se observaron diferencias siginificativas entre las
formulaciones (P > 0.05) para todos los grupos de microorganismos analizados.

Como se esperaba, en todos los casos la flora dominante pudo definirse como bacterias
acido-lacticas psicrotrofas, por el andlisis conjunto de las Figuras 7.9, 7.10 y 7.11. Estos
resultados estan en concordancia con los obtenidos en el Capitulo 5. Sin embargo, los
recuentos realizados en esta etapa reflejaron valores ligeramente superiores que los
realizados previamente, esto puede ser explicado por las posibles diferencias en la
materia prima (carne). De todos modos, los valores obtenidos para los productos
estudiados en este Capitulo se encuentran dentro de los limites aceptados por el CAA
(inferior a 5 log UFC/g, en el Art 302) durante todo el periodo de almacenamiento.

Los recuentos de hongos y levaduras y enterobacterias determinados resultaron siempre
por debajo del limite de deteccion de la técnica empleada (< 2 log UFC/g). Los bajos
recuentos de enterobacteria estan asociados comunmente a buenas condiciones

sanitarias de elaboracion del producto.

7.4.4.2. Evolucion del pH de los productos almacenados
Los valores de pH obtenidos para este ensayo de almacenamiento resultaron semejantes
a los obtenidos previamente. Se registr6 un descenso del pH con el tiempo de

almacenamiento (P < 0.05) y no se registraron diferencias significativas entre las cuatro
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formulaciones estudiadas (P > 0.05). En la Figura 7.12 se muestran los valores de pH
determinados para las salchichas magras con distintas combinaciones de sales y

antioxidantes durante el almacenamiento.
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Figura 7.12. Variacion de pH de salchichas magras formuladas con aceite de pescado y
distintas sales y antioxidantes, envasadas al vacio durante el almacenamiento
refrigerado.

Cadigos: @ TO Na/K, m T1 Na/K, m T2 Na/K, ®m T1 Na

El descenso de pH observado puede ser adjudicado al crecimiento de bacterias acido
lacticas (BAL) como se discutio anteriormente.

La modificacion en el pH puede explicar, en parte, también el incremento del exudado de
las muestras. Al aumentar a concentracion de H*, el pH se acerca al punto isoeléctrico de
las proteinas carnicas del sistema. En este punto se reducirian las intereacciones
proteina-agua, lo que generaria una disminucién del liquido retenido por el sistema.

El pl de las proteinas céarnicas se sitda a un pH = 5.0 (Hamm, 1972; Offer y Knight, 1988;
Ruunsunen, 2005). Sin embargo la fuerza idnica del sistema puede alterar este valor de
pl. Con el agregado de 2 g de NaCl/100g, el pl de proteinas carnicas se desplaza a un pH
= 4.0 y el pH de mayor hinchamiento de las miofibrillas se encuentra entre pH = 6.0 - 6.2
(Puolanne, 2001; Ruunsunen, 2005). El valor de pH inicial de las formulaciones
analizadas (5.82) se encuentra mas cercano a esta Ultima condicién, pH de maximo

hinchamiento, mientras que luego de 45 dias, el valor resulta algo mas bajo.
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7.4.4.3. Calidad sanitaria

Los ensayos de calidad sanitaria realizados al final del almacenamiento refrigerado (t =
45 dias) proveen informacién complementaria a los recuentos microbianos y son
empleados para estimar la tanto la calidad del proceso de elaboracién como la aptitud
para el consumo.

En la Tabla 7.3 se informan los valores encontrados de Clostridium sulfito-reductores y

Coliformes totales en las formulaciones estudiadas.

Tabla 7.3. Niveles de Clostridium sulfito-reductores y Coliformes totales de salchichas
con aceite de pescado y distinta combinacion de sales y antioxidantes luego de 45 dias

de almacenamiento bajo vacio refrigerado.

Clostridium sulfito-reductores Coliformes totales
(log UFC/g) (NMP/qg)

Formulacién

1.5+0.10
nd 1.5+0.10
nd nd
nd 1.5+0.10

*nd = no detectado

Como se puede observar, los valores determinados para recuentos de Clostridium sulfito-
reductores y Coliformes totales cumplen con la normativa vigente establecida por el Art.
341 del CAA (2013) (recuento maximo de 100 ufc/g). Esto refleja buena calidad
microbioldgica de las salchichas bajas en grasa con aceite de pescado, tanto de las no

reducidas como de las reducidas en sodio, almacenadas al vacio a 4°C durante 45 dias.

7.4.5. Estabilidad lipidica

7.4.5.1. Estabilidad oxidativa

Los resultados obtenidos para los valores de TBARS mostraron diferencias significativas
(P < 0.05) entre las formulaciones y con el tiempo de almacenamiento. Los resultados
obtenidos en la evaluacién de la estabilidad oxidativa de los productos con diferentes
proporciones de sales y tocoferoles durante el almacenamiento al vacio y refrigerados se

muestran en la Figura 7.13.
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Figura 7.13. Evolucién de las sustancias reactivas al 4cido 2-tiobarbiturico (TBARS) de
salchichas magras con aceite de pescado con diferente combinacion de sales sin o con

tocoferoles envasadas bajo vacio durante el almacenamiento refrigerado.

La formulacion T1 Na, conteniendo 3.75 mg/100g de tocoferoles presentd una evolucion
del nimero de TBARS similar a la obtenida con un mayor nivel de los mismos (5
mg/100g), segun Capitulo 5, Figura 5.17. Por lo tanto para controlar el deterioro oxidativo
en esta formulacion seria suficiente emplear 3.75 mg/100g.

En la formulacién TO Na/K (reducida en sodio sin adicién de tocoferoles) se observd un
proceso oxidativo avanzado, alcanzando un maximo de TBARS entre los 18 - 20 dias, a
partir del cual estos niveles se redujeron. El patrén de evolucion de TBARS durante el
almacenamiento (un pico seguido de una disminucién del valor TBARS) ha sido reportado
durante el almacenamiento congelado de carne vacuna picada (Bhattacharya y col.,
1988; Brewer y Wu, 1993) y resultdé similar al obtenido previamente para la formulacion
sin antioxidante del Capitulo 5.

Si se consideran las formulaciones con igual nivel de tocoferoles agregados (3.75
mg/100g de muestra), T1 Na y T1 Na/K, el reemplazo parcial de NaCl por KCl y TPP
mostré un efecto adverso al verse incrementado el nimero de TBARS entre los dias 23 y
41, igualandose a los 45 dias.

Estos resultados fueron similares a los reportados por Zanardi y col. (2010) quienes
encontraron que un reemplazo parcial del NaCl por una combinacion de KCI, MgCl, y
CaCl, produjo un incremento del numero de TBARS en salchichas fermentadas tipo
salame. Asimismo, Flores y col. (2005) informaron que la sustitucion parcial de NaCl por

KCI en embutidos fermentados produjo un aumento en la oxidacion lipidica.
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El maximo nivel de tocoferoles incorporados a la formulacion reducida en sodio (T2 Na/K)
logré controlar la oxidacion lipidica del producto, siendo la evolucion de TBARS
observada equivalente a la de la formulacion T1 Na, sin sustitucion de sodio y con un
nivel mas bajo de tocoferoles. Por lo tanto, el mayor contenido de tocoferoles en la
formulacion reducida en sodio resultd adecuado para contrarrestar el efecto adverso del
potasio en este proceso de deterioro.

Cabe destacar que todas las formulaciones con tocoferoles (T1 Na, T1 Na/K y T2 Na/K)
mostraron una adecuada estabilidad oxidativa, ya que la concentracién de equivalentes
de MDA fueron bajas (< 0.41 mg MDA/kg). Esto podria explicarse por la accién de varios
factores. Ademas del propio efecto antioxidante de la mezcla de tocoferoles, se puede
mencionar el proceso de envasasado al vacio que disminuye apreciablemente la pO, que
puede disminuir sensiblemente el proceso de deterioro oxidativo. Asimismo, la
temperatura de refrigeracion (4°C, con poca oscilacién de la temperatura) y la condicién
de oscuridad durante todo el almacenamiento, pueden favorecer la estabilidad de los
productos (Liu, y col., 2006; Mercadante y col., 2010). También los bajos niveles de
aceite de pescado empleados (5 g/100g) limitan los maximos valores de TBARS que se
pueden alcanzar.

Mercadante y col., (2010) quienes estudiaron la estabilidad fisicoquimica de salchichas
con pigmentos naturales, obtuvieron valores de TBARS inferiores a 0.38 mg MDA/kg
luego de 45 dias de almacenamiento, que resultaron en productos con una calidad
oxidativa aceptable, suficiente para no desarrollar sabores desagradables.

Finalmente se puede inferir que los resultados obtenidos indican que los cambios del
color no dependen directamente del proceso oxidativo de las muestras sindé de cambios
fisicoquimicos, debido a que las modificaciones en el color de la formulacién sin
antioxidante fue similar al resto. Una tendencia similar fue reportada por Estevez y col.
(2006) que estudiaron el efecto del almacenamiento de emulsiones carnicas con distintos

tipos de antioxidantes.

7.4.5.2. Perfil de &cidos grasos de los productos

La oxidacion lipidica es una causa importante de deterioro de la calidad de los productos
carnicos durante el almacenamiento. Se han enumerado una serie de factores que
determinan la magnitud de este fendmeno. Uno de los principales problemas asociados
con las formulaciones saludables conteniendo altos niveles de acidos grasos mono y poli-
insaturados (AGMI y AGPI) es la susceptibilidad al proceso de deterioro oxidativo, que a
su vez afecta a las caracteristicas de calidad y tiene implicancias para la salud. Dicha

susceptibilidad se ve incrementada con un mayor nivel de los &cidos grasos insaturados
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(especialmente poli-insaturados), y también por algunas condiciones de procesamiento
como coccién, secado, composicion, etc., que pueden actuar como pro-oxidantes (Lee,
Choi, y Moon, 2006).

En la Figura 7.14 se muestra, a modo de ejemplo, el analisis cromatografico de la
formulacion T1 Na/K, reducida en sodio, correspondiente al inicio del almacenamiento
bajo vacio, refrigerado.

LA AL N—

B el

Figura 7.14. Sefal de salida de la cromatografia de los &cidos grasos derivatizados de la

muestra T1 Na/K al inicio del almacenamiento.

Los perfiles de acidos grasos (g/100g) obtenidos para los productos TO Na/K (control sin
antioxidantes) y T1 Na/K (con 3.75 mg/100 g de tocoferoles), al inicio y fin del
almacenamiento, asi como el del aceite de calamar empleado se presentan en la Tabla
7.4.

Tabla 7.4. Perfil de acidos grasos de los productos TO Na/K y T1 Na/K al inicio y fin (45
dias) del almacenamiento, y del aceite de calamar empleado (AC)*

Acido TO Na/K T1 Na/K
Graso
(9/100g) Inicial Final Inicial Final

C 140
C 15:0
C 15:1 n9
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C 16:0 17.5% 18.6% 15.9° 16.3% 18.1°2

C 16:1 n7 7.0° 6.4° 7.3° 6.8° 8.7%

C17:0 0.7° 0.8° 0.7¢ 0.8° 0.7¢

C17:1n7 0.8% 0.2° 0.7% 0.72 0.4°

C 18:0 6.1% 5.92 6.0% 6.2° 2.9°

C 18:1 n9t 0.2° 0.8? 0.2° 0.7% 0.3°

C 18:1 n9c (oleico) 15.8" 14.3 16.0° 16.1° 19.9°

C 18:2n6 2.5% 1.6% 2.5% 2.5% 2.7%

C 18:3 n6 0.2° 0.2° 0.2° 0.2° 0.3%

C 18:3n3 (ALA) 1.4% 0.7° 1.4% 1.2%® 1.78

C 20:0 0.1° nd 0.1° 0.2° 0.2°

C20:1n9 3.5° 3.4% 3.4% 3.6° 3.7°

C 20:4 n6 1.4% 0.7% 1.5% 1.4° nd

C 20:5 n3 (EPA) 8.9° 7.0° 8.8" 8.4° 10.1°

C 22:1n9 0.8° nd 0.8° 0.9° 1.0%

C 22:6 n3 (DHA) 17.7° 13.8° 17.6° 16.7° 23.82

C 23:0 0.22 nd 0.22 nd nd

AGS 31.6° 32.6% 30.1% 30.5% 25.5°

AGMI 35.7% 33.2° 36.9% 36.4% 34.7%

AGPI 32.1° 24.0° 32.0° 30.4° 38.5%

n-3 28.0° 21.5° 27.8° 26.3° 35.62

n-6 4.10% 2.50P 4.20% 4.10% 3.0°

n-6/n-3 0.1472 0.116° 0.1522 0.156° 0.083°

indice de Aterogenicidad 0.31° 0.40° 0.29° 0.31° 0.25°

indice de Trombogenicidad 0.17° 0.22°% 0.15% 0.16% 0.13°

*Medias en la misma fila (mismo acido graso) con distinto supraindice, presentan diferencias

significativas (P < 0.05). nd = no detectado

Los perfiles de las muestras TO Na/K (sin tocoferoles) y T1 Na/K, al inicio del
almacenamiento resultaron similares, destacandose un elevado contenido de &acidos
grasos mono (AGMI) y poli-insaturados (AGPI), alcanzando el oleico un 15.9%, el ALA un
1.4%, el EPA 8.9% y el DHA = 17.7%.

Al igual que los productos analizados en el Capitulo 5, la distribucion en &cidos grasos
en estos productos conteniendo aceite de origen marino corresponde aproximadamente
a un 30% de saturados (aproximadamente un 20% menos respecto al tradicional), 35%
monoinsaturados y un 32% de poli-insaturados, con una relacién n-6/n-3 de 0.149 en
promedio, sensiblemente inferior a la observada para grasa vacuna (n-6/n-3 = 8.33. Esto
implica una mejor calidad nutricional del producto desarrollado.

En TO Na/K se observé un descenso de los acidos grasos C17:1 n7, oleico, ALA, EPA 'y
DHA, entre el comienzo y fin del almacenamiento como consecuencia del deterioro
oxidativo en el producto. Sin embargo, en la formulacién con 3.75 mg/100g de tocoferoles
(T1 Na/K) sélo disminuyé el EPA al final del almacenamiento, demostrando la efectividad

de los tocoferoles para la proteccion a la oxidacion lipidica de este sistema carnico.
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Como consecuencia de ello, los contenidos de AGMI y de AGPI totales, y la relacién n-
6/n-3 se mantuvieron constantes en esta formulacién, y por consiguiente, los respectivos
indices aterogénico y trombogénico (segun Ec. 5.3 y 5.4, respectivamente).

De esta manera se pudo comprobar que la muestra T1 Na/K presentd modificaciones
menores a un 5%, mientras que TO Na/K mostré alteraciones muy importantes, dentro de
las cuales se destaca un descenso de los AGPI cercano al 25%, dentro de estos, los
AGPI n-3 mostraron un descenso de 24% mientras que los n-6 disminuyeron en un 39%
respecto al tiempo inicial. Por lo tanto, resulta importante la inclusion de tocoferoles en
este tipo de producto a fin de mantener la calidad nutricional durante su vida util.

Los valores obtenidos indicaron que los productos elaborados con aceite de origen
marino presentan entonces una composicion de AG que resulta beneficiosa para la salud
y resultaron estables en las condiciones de almacenamiento estudiadas.

Los perfiles de acidos grasos y los cambios en los mismos observados resultaron
coincidentes con los resutados obtenidos previamente por el ensayo de TBARS, donde la
inclusion de tocoferoles en la formulacion evito el deterioro oxidativo.

Como se discutid6 previamente existe una gran cantidad de bibliografia que aporta
abundantes evidencias sobre los efectos benéficos para la salud asociados al consumo
de AGPI, y dentro de este grupo, principalmente el EPA y DHA (Martinez y Ballabriga,
1987; Appel y col., 1993; Clarke y Jump, 1994; Graber y col., 1994; Clandinin, 1999;
Valenzuela y Nieto, 2001; Sanhueza y col., 2004; Asis, 2006; Calder, 2006; Funahashi y
col, 2006; Kim, y col., 2009; Coates y col., 2009). Ademas existen recomendanciones
para el consumo de estos acidos grasos. Asi, la American Heart Association aconseja un
consumo de EPA + DHA 1000 mg/dia para las personas con riesgo de contraer
enfermedades cardiovasculares (AHA, 2010). Por otra parte, Moore y col. (2012)
recomendaron un consumo de 500 mg/dia de EPA + DHA para adultos saludables. A su
vez, Valenzuela y Sanhueza (2009) propusieron un consumo de DHA de 300 mg/dia para
mujeres embarazadas o en periodo de lactancia. Finalmente en el caso de los menores

lactantes y hasta los 14 afios estos autores proponen una ingesta de 150 mg DHA/dia.

7.4.6. Composicién y analisis nutricional de los productos

En la Tabla 7.5 se muestra la composicion proximal y valor biolégico de los productos
optimizados elaborados con los dos niveles de sales: T1 Nay T1 Na/K.

Los valores obtenidos para la composiciéon centesimal resultaron similares entre si. Los
productos son ricos en proteinas de alto valor bioldégico por su origen, y su contenido
lipidico es inferior a los productos tradicionales, y teniendo un perfil de AG superior desde

el punto de vista nutricional.
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El aporte cal6rico del producto optimizado en esta Tesis (114 - 118 kCal/100g) resulta de
un 56.6% inferior respecto a salchichas comerciales de primera marca, con un elevado
contenido de grasa (20%), las cuales presentan un valor de 268 kCal/100g.

A su vez el consumo de 37 gramos (1 porcién) o aproximadamente una salchicha magra
con aceite de pescado por dia, ya sea de contenido de sodio reducido o no (T1 Nao T1
Na/K) aportaria mas de 579 mg de EPA + DHA, valor similar a los 500 mg/dia
recomendados para la poblacion adulta sana, y 57.9% de los 1000mg/dia aconsejados

para personas con riesgo cardiovascular.

Tabla 7.5. Composicion centesimal y nutricional de los productos optimizados.

Formulacion

Agua (9/1009) 75.6 + 0.3 75.1+0.2
Proteinas (9/100g) 12.7+0.4 12.9+0.3
Lipidos (9/100g) 6.1+0.2 6.3+0.3
EPA (mg/1009) 524 679
DHA (mg/100g) 1043 1052
EPA + DHA (mg/100g) 1567 1731
Cenizas (g/1009) 27+0.1 2.8+0.1
Na* (mg/100g) 644 +7 393+9
K" (mg/100g) 219+8 523 + 11
Hidratos de Carbono (g/100g) 2.3 2.3
Valor calérico (kCal/100g) 114 118

Estos productos, ademas, contienen fitoesteroles, que, como ya se ha mencionado,
resultan beneficiosos para la salud. La dosis de los mismos que ha sido establecida para
reducir la absorcién intestinal del colesterol es de 1.5 - 2 g/dia (Escurriol y col., 2009), por
lo cual, el producto optimizado aportaria mas un 25% de la dosis recomendada,
favorenciendo un mayor consumo de fitoesteroles que el habitual.

Finalmente, como se discuti6 previamente, los niveles de sodio de los productos
desarrollados en esta Tesis implicarian una reduccion de entre 15 - 46% para la
formulacion T1Na y 53 - 71% para T1 Na/K respecto a las formulaciones comerciales
tradicionales.

Analizando las reglamentaciones vigentes a partir del 01-01-2014 respecto a la
Informacion Nutricional Complementaria permitida para los productos (GMC, 2013) las

233




Capitulo 7

dos formulaciones propuestas T1 Na y T1 Na/K podrian encuadrase bajo las siguientes
denominaciones:
de contenido absoluto:
1- “Bajo en grasas totales” = contiene menos de 3 g/porcién (1 porcion = 37 g).
2- “Bajo en grasas saturadas” = contiene menos de 1.5 g/porcion.
3- “No contiene grasas trans” = contiene menos de 0.1 g/porcion.
4- “Alto contenido de &cidos grasos omega 3” = contiene al menos de 80 mg EPA +
DHA/porcion.
de contenido comparativo:
1- “Reducido en calorias” = reduccién minima del 25% en el valor energético.
2- “Reducido en grasas totales” = reduccién minima del 25% en grasas totales.
3- “Reducido en grasas saturadas’= Reduccion minima del 25% en grasas
saturadas
4- “Reducido en sodio”= reduccion minima del 25% en el contenido de sodio, para la
formulacion T1 Na/K.

Asimismo, el producto seria apto para celiacos ya que no se empled ningun tipo de
almidén en su formulacion.

Por lo tanto, el producto optimizado resultaria apto para numerosos grupos de
consumidores como pueden ser personas hipertensas, con hipercolesterolemia, celiacas,

con problemas de sobrepeso u obesidad, y adecuado para la poblacién en general.

7.5. Conclusiones del Capitulo

¢ La modificacion de la proporcion de sales en los productos, con aumento de

potasio, resulté en un mayor exudado, siendo de todos modos valores aceptables.

e Los parametros fisicoquimicos (rendimiento, textura y color) y microbiolégicos

fueron adecuados durante todo el periodo de almacenamiento a 4°C.

e Se comprobd que el reemplazo de sodio por potasio afectd sensiblemente la
estabilidad oxidativa de los productos, resultando necesario un mayor agregado

de tocoferoles para lograr la estabilidad oxidativa del producto.

e Los resultados obtenidos en este Capitulo mostraron que resultd exitosa la
incorporacién de 5 mg/100g tocoferoles naturales para prevenir la rancidez de
geles emulsionados carnicos con aceite de pescado y fitoesteroles, con un

contenido de NaCl reducido, envasadas al vacio, durante los 45 dias de su
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almacenamiento refrigerado.

El bajo aporte caldrico y contenido de sodio, con un elevado nivel de acidos
grasos poli-insaturados hacen que el producto presente mejor calidad nutricional
respecto a los tradicionalmente disponibles en el mercado.
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CAPITULO 8

Conclusiones generales y publicaciones
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Conclusiones Generales

Se formularon salchichas de carne magras, con reducido contenido lipidico, donde la
fase grasa tradicionalmente empleada fue reemplazada por una emulsion de aceite de
pescado para obtener una mejor calidad nutricional, empleando diversos componentes
para estabilizar el sistema como proteinas de leche, carragenanos, o gomas xantica-
garrofin. Estos productos presentaron pardmetros texturales similares a una

formulacion control con grasa y elevados rendimientos.

Se caracterizd el efecto del agregado de diferentes biopolimeros sobre las
propiedades reoldgicas, térmo-reoldgicas y térmicas (DSC), pudiéndose vincular entre

si los parametros obtenidos mediante las distintas técnicas.

Se evalub de manera efectiva y sencilla la capacidad de formacion de geles mixtos de
distintas combinaciones de hidrocoloides y proteinas no carnicas. La combinacién de
carragenanos y proteinas lacteas presenté los valores mas elevados de fuerza de gel

y una deformacién constante en un amplio rango de concentraciones.

Se aplicd un disefio central compuesto para estudiar el efecto de la variacién del nivel
de carragenanos (Carr) y proteinas lacteas (L) en la formulaciéon del producto sobre
diferentes variables fisicoquimicas y de calidad, siendo el rendimiento, las pérdidas por
centrifugacion, dureza, elasticidad y masticabilidad los atributos méas afectados. La
metodologia de la funcion conveniencia permitié encontrar la formulaciéon 6ptima y las
respuestas predichas fueron validadas experimentalmente. Las emulsiones cérnicas
conteniendo el nivel 6ptimo de carragenanos (0.593 g/100g) y proteinas de leche
(0.320 ¢/100g) mostraron un elevado rendimiento y estabilidad, presentando

caracteristicas fisicoquimicas similares a un producto comercial tradicional.

Los parametros fisicoguimicos y microbiol6gicos de los productos conteniendo la
formulacion optimizada fueron adecuados durante su vida util (almacenamiento
refrigerado al vacio por 45 dias). Resultd exitosa la incorporacion de (3.75g/100g)
tocoferoles naturales como alternativa al empleo de butilhidroxianisol para prevenir la
oxidacion de los geles carnicos emulsionados con aceite de pescado. Se comprobd6
que los productos obtenidos presentaron un perfil de &cidos grasos de mejor calidad

gue los productos tradicionales. A su vez se incluyeron fitoesteroles sin observarse
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ningun efecto negativo sobre la estabilidad.

Se estudiod la reduccién del contenido de sodio del producto optimizado empleando
satisfactoriamente un disefio de mezclas y metodologia de superficie de respuesta
para modelar matematicamente diversos parametros fisicoquimicos y de calidad de
salchichas magras en una funcion del contenido de NaCl, KCI, TPP. Las respuestas de
interés fueron el rendimiento, dureza, elasticidad, adhesividad, masticabilidad y
luminosidad de las muestras. Estos atributos fueron los més afectados por los cambios
en el contenido de sales. Se encontrd la formulacion 6ptima como una combinacién de
NaCl (0.608 g/100g), KCI (0.492 g/100g) y tripolifosfatos (0.500 g/100g) que permitid
reducir mas del 50% del sodio respecto a las formulaciones tradicionales comerciales,
validandose satisfactoriamente las respuestas predichas por los modelos.

La formulacion optimizada, reducida en sodio, permiti6 obtener un producto con
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales similares a uno tradicional pero con una
superior calidad nutricional, como consecuencia de la sustitucién de la grasa con
aceite de pescado y la incorporacion de cloruro de potasio para reemplazar
parcialmente las sales s6dicas. Ademas se logr6 una buena estabilidad fisicoquimica y

microbiologica durante el ensayo de almacenamiento.

Se caracterizo el efecto de la modificacién de las sales sobre la estructura de la matriz,
empleando DSC y ensayos oscilatorios termo-reolégicos y microscopia electrénica de
barrido (SEM y ESEM), observandose que un incremento del nivel de potasio modifico

las interacciones matriz-agua y la microestructura de los productos.

Los productos optimizados reducidos en sodio presentaron modificaciones en algunos
parametros texturales y de exudado durante el almacenamiento respecto a la
formulacion conteniendo 1.4% NaCl. Sin embargo su estabilidad durante el
almacenamiento refrigerado y al vacio result6 adecuada. Se observdo ademdas un
efecto pro-oxidante del KCl siendo necesario un mayor nivel de tocoferoles (5
mg/100g) para lograr la misma estabilidad oxidativa que la formulacién equivalente sin

reemplazo de sodio.

Los productos céarnicos magros gelificados desarrollados resultaron en una superior
calidad nutricional, con bajos niveles de grasa, sodio y calorias, aportando ademas
altos niveles de EPA y DHA, y conteniendo fitoesteroles. Por lo tanto, el reemplazo en
la dieta de los productos tradicionalmente consumidos por estas alternativas

disminuiria el riesgo de afecciones cardiovasculares.
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Publicaciones realizadas

Los ensayos realizados en esta Tesis dieron lugar a los siguientes trabajos publicados:
o Trabajos en revistas internacionales con referato:

- Marchetti, L.; Andrés S.C.; Califano A.N. (2014). Low-fat meat sausages with fish oil:
optimization of milk proteins and carrageenan contents using response surface
methodology. Meat Science, 96, 1297-1303.

- Marchetti, L.; Andrés S.C.; Califano A.N. (2013). Textural and thermal properties of
low-lipid meat emulsions formulated with fish oil and different binders. LWT - Food
Science and Technology, 51(2), 514-523.

e Capitulos de libro:

- Marchetti, L.; Andrés S.C.; Califano A.N. (2012). Rheological and textural
characteristics of low-lipid meat emulsions with hydrocolloids as binders. En: (Ed. G.
Mitchell) Rheology: Theory, Properties and Practical Applications. New York, Nova
Publishers, pp. 444, ISBN: 978-1-62618-999-7.

e Trabajos en congresos Internacionales:

- Marchetti, L.; Andrés S.C.; Califano A.N. (2011) “Physicochemical and textural
characteristics of low-fat meat emulsions with fish oil and different binders” The 2011
IFT Annual Meeting & Food, New Orleans, Louisiana, EE.UU., 11-14 de junio de
2011. Resumen publicado en Libro de Resumenes, ISSN: 1082-1236.

e Trabajos en congresos Nacionales y Jornadas:

- Marchetti, L.; Andrés S.C.; Califano A.N. (2010). “Efecto del agregado de proteinas o
hidrocoloides sobre las caracteristicas fisico-quimicas de emulsiones carnicas
formuladas con aceite de pescado.” Lanus, Buenos Aires, Argentina: 2010. Articulo
Breve. Congreso. XXVIII Congreso Argentino de Quimica y 4to Workshop de Quimica
Medicinal. Asociacion de Quimica Argentina. Resumen publicado en Libro de

Resumenes (formato CD).
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Marchetti, L.; Andrés S.C.; Califano A.N. (2010). “Efecto del agregado de proteinas o
polisacaridos en las caracteristicas térmicas y dinAmica de gelacion de emulsiones
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Quimica Medicinal. Asociacion de Quimica Argentina. Resumen publicado en Libro

de Resumenes (formato CD).
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productos carnicos emulsionados saludables utilizando metodologia de superficie de
respuesta”. Xlll Congreso CYTAL-AATA Congreso Argentino de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos 4° Simposio Internacional de Nuevas Tecnologias Il Simposio
Latinoamericano sobre Higiene y Calidad de Alimentos, Buenos Aires, Argentina,19-
21 de octubre de 2011. Premio IPCVA a la Innovacién Tecnoldgica en carne

vacuna.

Marchetti, L.; Andrés S.C.; Califano A.N. (2012). “Efecto del almacenamiento sobre
parametros de calidad fisicoquimicos microbiol6gicos y oxidativos de salchichas
magras con aceite de pescado y fitoesteroles”. IV Congreso Internacional de Ciencia
y Tecnologia de los Alimentos Cordoba 2012 “Desafios para una produccion
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