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a aplicacion de altas presiones hidrostaticas es un proceso
fisico que se realiza tanto a temperatura ambiente como con temperaturas
inferiores a €sta, y que se puede utilizar para desactivar ciertos microorganismos
presentes en los alimentos. Para ello se utilizan habitualmente presiones
comprendidas entre 300 y 700 MPa. La presurizacion es una tecnologia que data
de finales del siglo XIX, aunque desde un punto de vista comercial se puede
considerar que su estudio, desarrollo y aplicacion en los alimentos comenzo6 hace
unos cuatro lustros, existiendo en la actualidad una abundante bibliografia acerca
del efecto de las altas presiones en la viabilidad microbiana y en las propiedades
funcionales de los alimentos. Esta técnica de higienizacion de alimentos es ya
una realidad comercial, y entre sus ventajas destacan el mantenimiento de la
seguridad alimentaria y de las propiedades nutricionales con una minima

modificacion del flavor y del sabor de los alimentos (Cheftel, 1995).

Si bien el efecto sobre los microorganismos ha sido muy estudiado, en otros
aspectos importantes para la vida util, seguridad abidtica y calidad sensorial,
como son los procesos oxidativos, la informacion disponible en carnes es escasa.

En productos vegetales, cuyo consumo se relaciona con un alto aporte de



compuestos con accion antioxidante, la bibliografia disponible es mas extensa.
Sin embargo, el efecto de la presurizacion es muy diferente en funcion del
producto vegetal en estudio, ya que la estructura fisica del alimento tiene una

gran influencia en la accion de las altas presiones.

El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar en dos tipos de alimentos, el nabo
y el jamon curado, el efecto de la alta presion (200900 MPa) en los compuestos
con actividad antioxidante y en los procesos oxidativos, asi como en los atributos
sensoriales que podrian verse afectados por la oxidacion de modo directo o
indirecto. Ademas, se estudi6 el efecto de la presion en otros componentes como
los glucosinolatos, las purinas y pirimidinas, que pueden tener relevancia en la
salubridad y en la calidad sensorial de los alimentos estudiados. Para ello se
plantearon y desarrollaron siete etapas de investigacion. En la primera se
desarrolld un método analitico que permitiera cuantificar el contenido de purinas
y pirimidinas en matrices carnicas. En la segunda etapa se optimizd un método
analitico para determinar el contenido de 6xidos de colesterol en estas matrices.
Una vez validados estos métodos analiticos se inici6 el proceso de presurizacion
de los alimentos. En la tercera y cuarta etapas se presurizd jamoén curado
loncheado empaquetado a 400, 600 y 900 MPa y se evalud su efecto en la
estabilidad oxidativa durante 50 dias de almacenamiento en refrigeracion en
presencia o ausencia de luz. En estas etapas se determiné la actividad de los
enzimas antioxidantes (catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa), los
indices de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico), el contenido de
vitamina E, los parametros fisicoquimicos, el color instrumental, el recuento
microbiano y los atributos sensoriales. En el estudio de 600 MPa ademas se
cuantificaron los acidos grasos de las fracciones correspondientes a los acidos
grasos totales, libres y fosfolipidos. En la quinta etapa se aplico el método

desarrollado para el analisis de purinas y pirimidinas a muestras de jamon curado

(\9]



presurizado a 600 y 900 MPa. En la sexta fase se evalu6 el efecto de la
aplicacion de altas presiones, 600 y 900 MPa, en el contenido de oxidos de
colesterol del jamén curado loncheado. Por tltimo, en la séptima etapa se evalud
el efecto de diferentes combinaciones de presion y temperatura, 200, 400 y 600
MPa, a 20 y 40 °C, en el contenido de compuestos con actividad antioxidante del
nabo. En este estudio también se evaluaron otros parametros como el contenido
en glucosinolatos y el color y la textura instrumentales, que tienen relevancia

para la calidad sensorial del nabo.

Los principales resultados obtenidos en el presente trabajo fueron: Primero, un
nuevo método fiable y rapido para la determinacion de las purinas inosina,
adenosina, guanosina, hipoxantina, xantina y 4cido urico; y la pirimidina uridina,
en matrices carnicas mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon con
deteccion por espectrometria de masas. Segundo, la optimizaciéon del método
para el analisis de 6xidos de colesterol permitié determinar por primera vez en
paletilla curada simultdneamente el 7o—hidroxicolesterol, 7B—hidroxicolesterol,
f—epoxicolesterol, a—epoxicolesterol, 20o—hidroxicolesterol, colestanotriol,
25-hidroxicolesterol y 7—cetocolesterol. Tercero, la presurizacion del jamon
curado loncheado empaquetado a 600 MPa no produjo cambios en la estabilidad
oxidativa, ya que no se observaron diferencias tras 50 dias de almacenamiento en
refrigeracion en el contenido de 4cidos grasos de las diferentes fracciones
estudiadas, en los indices de TBARS ni en la actividad de los enzimas
antioxidantes. Sin embargo esta presion produjo el emblanquecimiento del
jamon, asi como un incremento en la dureza y en la percepcion de salado.
Cuarto, la presurizacion a 400 MPa modificé en menor medida la percepcion de
salado y la dureza tras 50 dias de almacenamiento, aunque la pérdida en la
intensidad de color fue similar a la encontrada a 600 MPa. El tratamiento a 400

MPa produjo una ligera disminucion en la estabilidad oxidativa medida como un

S



incremento en la actividad del enzima superdxido dismutasa. La presurizacion a
900 MPa produjo en el jamoén curado loncheado una disminucion de la actividad
del enzima superdxido dismutasa y glutation peroxidasa a la vez que un
incremento en el contenido de vitamina E asociado potencialmente a la rotura de
las membranas celulares y la parcial desactivacion de los enzimas. Por ultimo, la
combinacion de presion y temperatura que mantuvo mejor la textura, el color y el
contenido de compuestos con accion antioxidante en el nabo fueron 600 MPa a

20°C.



he application of high hydrostatic pressure is a physical
process that is performed either at room temperature or at colder temperature,
and it can be employed to deactivate microorganisms in food. For this purpose,
pressures between 300 and 700 MPa are commonly used. Pressurization is a
technology that dates from the late nineteenth century, although from a
commercial point of view the study, development and application to food of this
technology began about two decades ago, nowadays, there is a substantial
literature concerning to the effect of high pressure on both microbial viability
and functional properties of food. This food sanitation technique is already a
commercial fact, and its advantages include the maintenance of food security and
nutrition with minimal modification of the flavor and taste of foods (Cheftel,

1995).

While the effect on microorganisms has been extensively studied, the oxidative
processes, which are relevant to the shelf—life, abiotic safety and sensory quality
of food, have been little studied. In vegetable products, whose consumption is
associated with a high intake of antioxidant compounds, the literature is more

extensive. However, the effect of pressurization depends largely on the plant



product investigated, since its physical structure influences the action of high

pressure.

The aim of the present study has been to evaluate two types of foods, turnips and
dry—cured ham, the effect of high pressure (200—900 MPa) on compounds with
antioxidant activity and on oxidative processes, as well as on sensory attributes
that could be affected directly or indirectly by oxidation. In addition, we studied
the effect of pressure on other components such as glucosinolates, purines and
pyrimidines, which may be relevant to the wholesomeness and sensory quality of
food. For this purpose, seven stages of research were considered and developed.
The first stage developed an analytical method that allows quantifying the
content of purines and pyrimidines in meat samples. In the second stage an
analytical method for determining the content of cholesterol oxides in these
samples was optimized. Once validated these analytical methods, the process of
pressurization of food was initiated. In the third and fourth stages the
pressurization of vacuum packaged dry—cured ham at 400, 600 and 900 MPa was
carried out, and its effect on the oxidative stability during 50 days of refrigerated
storage in the presence or absence of light was evaluated. In these stages,
antioxidant enzymes activity (catalase, superoxide dismutase, and glutathione
peroxidase), TBARS levels (thiobarbituric acid reactive substances), vitamin E
content, physicochemical parameters, instrumental color, microbial counts and
sensory attributes were determined. In the study at 600 MPa fatty acids fractions
corresponding to total fatty acids, free and phospholipids were also quantified. In
the fifth stage, the method developed for the analysis of purines and pyrimidines
was employed for dry—cured ham pressurized at 600 and 900 MPa. In the sixth
stage, the effect of applying high pressure, 600 and 900 MPa, on the cholesterol
oxide content was evaluated in dry—cured ham. Finally, in the seventh stage, the

effect of different combinations of pressure and temperature, 200, 400 and 600



MPa, 20 and 40 ° C, on the content of compounds with antioxidant activity was
evaluated in turnip. This study also evaluated other parameters such as
glucosinolate content and instrumental color and texture, which are relevant to

the sensory quality of turnip.

The main results obtained in this study were: First, a new fast and reliable
method for the determination of purines inosine, adenosine, guanosine,
hypoxanthine, xanthine and uric acid, and the pyrimidine uridine, in meat
samples by high resolution liquid chromatography with detection by mass
spectrometry. Second, the optimization of a method for the analysis of
cholesterol oxides allowed determining for the first time simultaneously in
dry—cured shoulder 7a—hydroxycholesterol, 7B—hydroxycholesterol,
B—epoxycholesterol, a—epoxycholesterol, 200—hydroxycholesterol,
cholestanetriol, 25—hydroxycholesterol and 7-ketocholesterol. Third, the
pressurization at 600 MPa of vacuum packaged sliced dry—cured ham did not
produce change in the oxidative stability, as no differences were observed after
50 days of refrigerated storage on the fatty acid content of the different fractions
studied, neither in the TBARS level, nor in antioxidant enzymes activity.
However, this pressure level produced the whitening of dry—cured ham and an
increase in both the hardness and the saltiness perception. Fourth, the hardness
and saltiness perception after 50 days of storage were modified to a lesser extent
by pressurization at 400 MPa, although the loss in color intensity was similar to
that found pressurizing at 600 MPa. Treatment at 400 MPa produced a slight
decrease in the oxidative stability measured as an increase in superoxide
dismutase activity. Pressurization of dry—cured ham at 900 MPa produced a
decrease in superoxide dismutase and glutathione peroxidase activity, while
increased vitamin E content, all this was potentially associated with both

membranes rupture and the partial deactivation of enzymes. Fifth, the



combination of pressure and temperature that preserved texture, color and
antioxidant compounds content of turnip to higher extension was 600 MPa at 20

°C.




| tratamiento mediante altas presiones es una tecnologia
que permite una reduccion del consumo de energia, un aumento de la vida util de
los alimentos y puede evitar los efectos negativos del tratamiento térmico. La
aplicacion de altas presiones para la conservacion de los alimentos es reciente,
pero se dispone de una extensa informacion sobre su efecto en la viabilidad de
los microorganismos, la resistencia de éstos a la presion elevada, asi como la
eficacia de la aplicacion de las altas presiones para ampliar la vida media de un
alimento o mejorar su seguridad microbioldgica. La presion produce alteraciones
muy importantes en biomoléculas como proteinas, polisacaridos y lipidos. Las
proteinas modifican su estructura tridimensional, lo cual tiene efectos
importantes en su funcionalidad. Los enzimas pueden perder su actividad o
aumentarla segln el efecto sobre el centro activo o la parte alostérica. Esto es
importante para mejorar la calidad sensorial si los enzimas, que se desactivan o
activan, producen o favorecen la aparicion de defectos: exceso de proteolisis,
mayor oxidacion y alteraciones de la textura y el color. En otros casos puede no
interesar mantener la funcionalidad de un enzima, y debemos encontrar las
condiciones de presion y temperatura en las que se desactiva este enzima

(Homma, Ikeuchi y Suzuki, 1994; Kurth, 1986; Northrop, 2002; Smeller, 2002).



El aumento de la temperatura favorece la formacion de radicales, si en el medio
de reaccion existen catalizadores que puedan favorecer este tipo de reacciones.
En el caso de la carne, que contiene metales como Fe, Cu, Zn o Mn en diferentes
estados de oxidacion ligados a proteinas, la presurizacion puede producir una
mayor o menor liberacion de los mismos pudiendo facilitar el inicio de
reacciones de oxidacion. Por otra parte, si bien la estructura de los lipidos de
deposito no se ve muy afectada por la presion, ocurre lo contrario con los lipidos
y proteinas de membrana, debido a que la membrana puede sufrir procesos de
rotura o cambios espaciales o estructurales que modifican de modo considerable
la exposicion de los componentes lipidicos a la oxidacion. Ademas, debido a la
reduccion de volumen inducido por la presurizacion, y quizas también a cambios
osmoéticos 'y de solvatacion, puede producirse el efecto contrario, que las
proteinas de membrana ejerzan algin efecto protector. Por otra parte, la
alteracion de la membrana puede producir una liberacién de enzimas presentes
en diferentes orgdnulos de la célula, los cuales pueden mostrar una mayor o
menor actividad segin las condiciones de solvatacion, pH, fuerza idnica y

desnaturalizacion por la presion y la temperatura.

La oxidaciéon inducida por la presurizacion puede provocar cambios en varias
biomoléculas: oxidacion del colesterol, cambios en el contenido de acidos grasos
de las diferentes fracciones y en otros compuestos con actividad antioxidante.
Todo esto se ha estudiado escasamente en productos carnicos y mas ampliamente
en vegetales (Oey, Van der Plancken, Van Loey y Hendrickx, 2008a; Severini,
Baiano, Rovere, Dall'Aglio y Massini, 2002). Ademas, estos procesos pueden dar
lugar a modificaciones en micronutrientes, alteraciones en el contenido de
vitaminas y de otros compuestos como los glucosinolatos, las xantinas y alterar

la biodisponibilidad de metales (Cheah y Ledward, 1997; Oey y col, 2008a).



El efecto de la presion en los procesos oxidativos ha sido estudiado en menor
grado que la desactivacion microbiana, que es lo determina en primer lugar la
seguridad y wvida util del producto (Arroyo, Sanz y Préstamo, 1997;
Barbosa—Canovas, Pothakamury, Palou y Swanson, 1998; Garriga, Grebol,
Aymerich, Monfort y Hugas, 2004). Una vez obtenido el objetivo de la seguridad
microbiologica, la posibilidad de un aumento o reduccion de la oxidacion o de
los compuestos antioxidantes es importante dado que también afecta a la vida 1til
del producto, a su seguridad abiotica y a su calidad sensorial (Orlien, Hansen y
Skibsted, 2000; Tuboly, Lebovics, Gaal, Mészaros y Farkas, 2003). Por ello,
obtener datos sobre el efecto de la presion en estos compuestos y procesos puede
permitir definir condiciones de presion, temperatura y tiempo de tratamiento
optimas para reducir los posibles efectos negativos o, de modo alternativo,

buscar estrategias para reducir estos efectos.

Se sabe que el efecto de la alta presion en la actividad enzimética depende de
muchos factores como la presion aplicada, temperatura y tiempo de tratamiento,
concentracion de enzimas, alimento de estudio o pH entre otros (Eisenmenger y
Reyes—De—Corcuera, 2009; Hendrickx, Ludikhuyze, Van den Broeck vy
Weemaes, 1998; Homma y col, 1994). En los enzimas que catalizan las
reacciones de degradacion de los compuestos purinicos, los cuales pueden tener
relevancia tanto en el sabor de los alimentos (Cambero, Pereira—Lima, Ordofiez
y de Fernando, 2000), como en su salubridad, ya que pueden aumentar el poder
uricogénico de los alimentos (Clifford, Riumallo, Young y Scrimshaw, 1976), el
efecto de la presion ha sido poco estudiado (Martin, Lorenzen y Schrader, 2008;
Mori y col., 2007). El efecto de la presion en el enzima mirosinasa, que cataliza
la conversion de glucosinolatos a compuestos que pueden ser beneficiosos o
alterar las propiedades organolépticas de los vegetales, se ha estudiado en brocoli

(Van Eylen y col, 2009), resultando en un aumento en la hidrodlisis de los



glucosinolatos. El estudio de los enzimas antioxidantes es importante, sobre todo
si se produce una activacion en determinadas condiciones. La activacion o no de
un enzima con la alta presion, como ya se ha comentado, estd influenciada por
muchos factores. Ello hace necesario que se estudie su comportamiento en las
condiciones especificas de produccion y composicion de un alimento, ya que es

dificil trasladar los resultados efectuados en modelos o en otros alimentos.

Durante los ultimos afios ha aumentado la demanda por parte de los
consumidores de alimentos minimamente procesados, con mayor similitud a los
“frescos” y sin presencia de aditivos. A la vez, y debido a los nuevos habitos de
consumo, existe un aumento en la demanda de productos listos para tomar. La
presurizacion es wuna alternativa viable a los tratamientos térmicos
convencionales, capaz de ofrecer una solucion para esta creciente demanda. Su
aplicacion en vegetales puede ofrecer productos preparados listos para tomar
saludables, como ensaladas frescas que de otro modo tendrian una vida util muy
corta. En anteriores trabajos se ha descrito que la presurizacion retiene un alto
porcentaje de compuestos con actividad antioxidante (Patras, Brunton, Da Pieve
y Butler, 2009a; Quaglia, Gravina, Paperi y Paoletti, 1996). Sin embargo, cabe
destacar que la textura y color original puede alterarse en ocasiones por la
presencia de enzimas (Oey, Lille, Van Loey y Hendrickx, 2008b). El nabo es un
vegetal que puede consumirse tanto en forma cocida como cruda, y se ha
estudiado previamente como ingrediente en ensaladas envasadas listas para
consumir. En la industria, el escaldado es una técnica ampliamente empleada
para la desactivacion de enzimas en vegetales, aunque puede producir pérdidas
en compuestos con propiedades antioxidantes. La presurizacion puede
considerarse una técnica de conservacion alternativa al escaldado, ofreciendo una
mayor o similar retencion de compuestos antioxidantes que la obtenida mediante

el tratamiento térmico (Oey y col, 2008a). Sin embargo, la posibilidad de activar



o desactivar enzimas mediante la presion puede provocar cambios en el color y
textura que reducirian la aceptacion por parte de los consumidores (Oey y col.,
2008b). El nabo contiene un porcentaje elevado de agua y una gran cantidad de
compuestos beneficiosos para la salud, como compuestos fendlicos,
glucosinolatos o vitamina C. El efecto de la presion en este vegetal, a parte de
presentar interes por su posible aplicacion en la conservacion de alimentos listos
para consumir, podria contribuir en cierta manera a aumentar el conocimiento

sobre el efecto de la presurizacion en los vegetales.

Otro tipo de producto listo para tomar de creciente demanda es el jamon curado
loncheado. En el proceso de deshuesado, loncheado y envasado se puede
producir contaminacion microbioldgica. Esto hace necesario el estudio de
técnicas de conservacion que permitan el aumento de su vida util. La aplicacion
de altas presiones es una alternativa viable para aquellos productos, que como las
carnes curadas, no pueden ser sometidos a tratamientos térmicos. Varios trabajos
han mostrado la mejora de la seguridad microbiolégica del jamén curado
presurizado (Garriga y col, 2004; Minerich y Krug, 2003; Morales, Calzada y
Nuiiez, 2006), asi como su bioequivalencia con el producto no presurizado
(Garcia—Regueiro, Sarraga, Hortos, Diaz, Valero y Rius, 2002). La oxidacion
puede dar lugar a la formacién de compuestos que posean propiedades negativas
para la salud humana: posibilidad de aumentar la formaciéon de radicales
(aldehidos, oxidacion lipidica), o incidencia en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (6xidos de colesterol). También puede afectar a la calidad
tecnoldgica y sensorial: cambios en el color, desarrollo de olores desagradables y
reduccion de la vida util. La informacion bibliografica sobre el efecto de la
presurizacion en la oxidacion es escasa. Su estudio en productos curados puede

ser de interés para un mayor conocimiento sobre el efecto de la presion en este



tipo de productos y buscar posibles modificaciones al tratamiento para reducir su

incidencia.

El estudio de dos alimentos tan diferentes como el nabo y el jamoén curado puede
ofrecernos ademas una vision global del efecto de la presurizacion en funcion de

la composicion de los alimentos.
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1. Conservacion mediante la aplicacion

de altas presiones hidrostaticas

na de las técnicas mas empleadas para la conservacion de
alimentos ha sido el procesado por calor. El tratamiento térmico permite un
aumento de la vida 1til de los alimentos procesados, aunque puede modificar en
gran medida las propiedades nutricionales y los atributos sensoriales del
producto. Estas limitaciones se han intentado superar con aditivos quimicos y
con el procesado higiénico en la preparacion y acabado de los productos
alimentarios. El procesado ideal seria aquel que inactivara los microorganismos,
ralentizando el deterioro causado por los enzimas, sin alterar de manera negativa

los atributos de calidad de los alimentos.

El desarrollo tecnoldgico, junto a la creciente demanda por parte de los

consumidores de alimentos mas seguros y minimamente procesados, ha
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estimulado el interés por la utilizacién de métodos no térmicos, o combinados

con tratamientos post—térmicos para la conservacion de alimentos.

En el ultimo siglo se desarrollaron diversas alternativas o tecnologias
complementarias para el tratamiento térmico. Muchas de estas nuevas
tecnologias de conservacion, en apariencia menos agresivas con los alimentos,
tienen también como objetivo el ahorro de energia y el respeto por el medio
ambiente, aunque a nivel experimental o de desarrollo no se estén produciendo
significativas mejoras en estos puntos. Entre ellas podemos destacar las
radiaciones ionizantes, que son efectivas para la descontaminacion de alimentos,
aunque gozan de poca aceptabilidad por parte de los consumidores. También se
encuentran la descompresion instantanea, los campos magnéticos oscilantes
(calentamiento 6hmico, calentamiento dieléctrico, microondas), pulsos luminicos
de alta intensidad, haces de electrones y alta presion hidrostatica. Todas estas
nuevas tecnologias de conservacion se consideran poco agresivas con los
alimentos, pero aun se encuentran en estudio sus efectos en los distintos
microorganismos y en la calidad sensorial. Su uso garantiza la apariencia natural
de los alimentos, pero no asi una seguridad microbioldgica total (Hugas, Garriga

y Monfort, 2002).

La aplicacion de altas presiones hidrostaticas (AAPH) para la conservacion de
alimentos se conoce desde principios del siglo XX. Hite y col (1899) fueron los
primeros investigadores que estudiaron el efecto de la AAPH presurizando leche
a 650 MPa y obteniendo una reduccion en el nimero de microorganismos
viables. Pero por problemas tecnolédgicos, no se pudo seguir desarrollando esta
nueva tecnologia (Yaldagard, Mortazavi y Tabatabaie, 2008). El desarrollo
producido en el campo de la ciencia de los materiales (produccion de cerdmicas,
aleaciones metalicas, creacion de materiales sintéticos, etc.), donde se combinan

presiones de mas de 100 MPa con temperaturas de aproximadamente 1000 °C,



permiti6 superar los impedimentos tecnoldgicos para la AAPH en el procesado

de alimentos (Hoover, Metrick, Papineau, Farkas y Knorr, 1989).

Durante la década de los ochenta se reemprendio la investigacion sobre el uso de
la AAPH en la conservacion de alimentos. Por un lado, en EEUU se comenzo a
estudiar su efecto en matrices alimentarias (Hoover y col, 1989). Por otro lado,
Japén fue pionera en la produccion y comercializacion de alimentos
presurizados. Los primeros alimentos tratados con altas presiones fueron zumos
y mermeladas  (Téllez—Luis, Ramirez, Pérez—Lamela, Vazquez vy
Simal—Gdéndara, 2001). En la actualidad en Japon se comercializan preparados de
frutas, zumos, pasteles de arroz y calamar crudo presurizados; en Francia y
Portugal la AAPH se emplea mayoritariamente en zumos, especialmente el de
manzana. En EEUU esta tecnologia se utiliza para conservar guacamole y ostras.
En Espafia empresas como Esteban Espufia (Olot, Girona) y Campoftrio (Burgos)
comercializan jamoén cocido y curado loncheado tratado con altas presiones

(Hugas y col., 2002).

A diferencia de otras técnicas de conservacion estudiadas como la modificacion
genética o la irradiacion, la AAPH puede generar una percepcion positiva por
parte del consumidor (Cardello, Schutz y Lesher, 2007). Esta percepcion positiva
de la AAPH se debe a que el empleo de presion para la conservacion de
alimentos no es una tecnologia del todo desconocida para los consumidores
(Cardello y col, 2007). Mientras que la modificacion genética, por el
desconocimiento que se tiene de esta tecnologia, se considera poco natural e

insana (Cardello y col, 2007).

Se entiende por altas presiones aquellas comprendidas entre 100 y 1.000 MPa,

siendo una presion de 1.000 MPa igual a la presion creada por 10.000 kg en

2

l cm”. En la industria alimentaria actualmente se emplean tratamientos de

400—600 MPa a 5-90 °C durante 10—30 min (Garriga, Aymerich y Hugas, 2002).
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Las posibilidades que ofrece la AAPH no solo se circunscriben al aumento de la
vida util de los alimentos, sino que pueden generar nuevas texturas (Yaldagard y
col., 2008) o mejorar la tenderizacion de la carne por diferentes mecanismos a
como se produce durante la maduracion (Ichinoseki, Nishiumi y Suzuki, 2006).
Todo ello ha generado un interés creciente en la investigacion de sus efectos

sobre la estructura de los alimentos, la calidad sensorial y nutricional.
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1.1. Requerimientos técnicos

Los componentes principales de un sistema de presurizacion son: un recipiente
para presurizar de disefo cilindrico con un sistema de cierre capaz de soportar la
presion, un fluido para transmitir la presion, un sistema generador de presion que
normalmente incluye una o mas bombas, un dispositivo de control de la

temperatura y un sistema de entrada de productos (Mertens, 1995).

Figura 1. Maquina industrial de altas presiones hidrostaticas.

Extraido de: Tonillo, C. Design of High Pressure Processing Equipment.

En: Applications and Process Development Manager. NC Hyperbaric

La alta presion se puede producir por distintos métodos, la compresion directa y
la compresion indirecta. En la compresion directa la alta presion es generada por
la presurizacion del medio a través del extremo del piston de didmetro pequeio.
Este método permite compresiones muy rapidas, aunque su uso normalmente se
limita a plantas pilotos por la dificultad del sellado entre el piston y la vasija. En

la compresion indirecta se usa un intensificador de alta presion para bombear el
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fluido presurizante desde un deposito hacia el recipiente de presurizacion que

debe estar exento de aire. Este es el método mas empleado en la industria.

Figura 2. Esquema de funcionamiento de la maquina de altas
presiones hidrostaticas en discontinuo.

Extraido de: Tonillo, C. Design of High Pressure Processing Equipment. En:

Applications and Process Development Manager. NC Hyperbaric

Existen dos modelos para el procesado de los alimentos con altas presiones. El
modelo semicontinuo y el discontinuo. El modelo semicontinuo se emplea con
alimentos que sean bombeables, es decir liquidos sin empaquetar. El recipiente
se llena del liquido a presurizar y ¢l mismo es el transmisor de la presion. Tras la
presurizacion el alimento puede ser bombeado a una linea de llenado aséptica
como la que se usa en el proceso de ultra calentamiento de la leche (UHT)
(Téllez—Luis y col, 2001). Los alimentos solidos se tratan en modelo
discontinuo o de cargas (Fig. 1 y 2). En este modelo los alimentos empaquetados
se cargan en el recipiente de presurizacion, se cierra el recipiente y el fluido
transmisor de la presion se bombea hacia el recipiente donde estan contenidos los

alimentos. Tras la presurizacion los alimentos se descargan del recipiente de
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presurizacion y el sistema vuelve a cargarse para empezar otro ciclo (Indrawati,

Van Loey, Smout y Hendrickx, 2003).

Durante la presurizacion se produce una disminucion del volumen de los envases
que se traduce en una compresion de los envases. Al despresurizar los envases
vuelven al volumen inicial. Esto puede dar lugar a la deformacion de los envases,
por ello se deben emplear envases flexibles y resistentes. Ademas, la presion
también puede provocar transferencias del envase al alimento, alterando el sabor

y el olor del alimento empaquetado (Hugas y col, 2002).

Uno de los aspectos negativos del uso de la AAPH es el elevado coste que
supone, 0,1 €/L de producto tratado; muy por encima del tratamiento térmico, a
partir de 0,02 €/L de producto procesado (Yaldagard y col., 2008). Sin embargo
debe tenerse en cuenta que es una tecnologia relativamente reciente y

seguramente su coste se reduciria al extenderse su aplicacion.
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1.2. Efecto de la presurizacion en los diferentes

componentes de los alimentos

El efecto de la AAPH en los alimentos se basa en los principios de Le Chatelier y
de la isostaticidad. El principio de Le Chatelier expone que cualquier fendmeno
en el que se dé una disminucion del volumen de un gas, se ve incrementado por
un amento de la presion y viceversa. El principio de isostaticidad hace referencia
a que la presion se transmite de manera uniforme e instantdnea a través de todo
el sistema fisico tratado, independientemente del tamafio y la geometria del

sistema.

1.2.1. Agua

El agua es el componente mayoritario en muchos alimentos,
asi, una modificacion de sus propiedades fisicoquimicas
tendra repercusion en la calidad de los alimentos. Un
aumento de presion siempre va acompaiado de una
disminucion de volumen, que es alrededor del 4% a 100 MPa y llega al 15 % a
600 MPa (22 °C). Asi, los alimentos que presentan un gran contenido en agua y
poco gas tienen una compresibilidad similar a la del agua. La disminucion del
volumen también implica un aumento en la densidad, como consecuencia, los
coeficientes de difusion de los solutos disminuyen. Ademads, la compresion
producida por la presurizacion en un medio adiabatico produce un aumento de la
temperatura. La compresion adiabatica del agua causa un aumento de
temperatura de 2—3 °C por cada 100 MPa, aunque durante la descompresion la

temperatura se reduce (Cheftel y Culioli, 1997).

* Extraido de: http://www.astroyciencia.com/2008/05/28/la—naturaleza—del-agua
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Otro de los fenomenos favorecidos con la presion es la disociacion ionica del
agua, que se conoce como el fenomeno de ‘electrostriction’ del agua. La presion
hace que las moléculas de agua se reagrupen de una manera mas compacta
alrededor de las cargas eléctricas, dando lugar a la separacion de las cargas que
favorece las interacciones dipolo—dipolo y los puentes de hidrégeno. Por tanto, la
presion aumenta los productos iénicos H™ y OH" del agua, entre 10—100 veces a
100 MPa (dependiendo de la temperatura). Esta separacion de cargas se traduce
en una disminucion del pH del agua, que es de 0,2—-0,5 unidades por cada
100 MPa (en el agua). Algunos de los cambios de pH son reversibles, pero
pueden contribuir a los cambios observados en las proteinas con la presurizacion

(Cheftel y Culioli, 1997).

La presion también tiene un efecto importante sobre las fases de transicion del
agua, disminuyendo tanto su punto de fusiéon como su punto de congelacion. Esto
se debe a que el aumento de presion se opone al aumento de volumen, y tanto el
paso de fase liquida a fase gas o a fase so6lida suponen un incremento de
volumen. Esto tiene diversas aplicaciones en los alimentos congelados y en la

descongelacion de muestras biologicas (Cheftel y Culioli, 1997).

1.2.2. Proteinas

La estructura nativa de las proteinas, la conformacion que
tiene actividad bioldgica, es el resultado de un “delicado”
balance entre las interacciones estabilizadoras y las
inestabilizadoras, entre las cadenas polipeptidicas y el
solvente que las envuelve, que suele ser agua. Las
proteinas “nativas” son estables en un estrecho margen dependiendo de las
condiciones del medio (pH, fuerza idnica...). La presion actia como un

* Extraido de: http://chsfpcS.chem.ncsu.edu/~franzen/Poland/Poznan05/lec2_files/frame.htm#slide0150.htm
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parametro fisicoquimico que desequilibra el balance de las interacciones
intramoleculares y las interacciones entre solvente y proteina (Heremans, 2002).
Asi, la AAPH puede provocar el desdoblamiento o desnaturalizaciéon de la

cadena polipeptidica.

La disminucion del volumen que causa la AAPH afecta a las distancias de las
interacciones intra e intermoleculares débiles, incluidas las interacciones
proteina—agua. Ademas, la separacion de cargas inducida por la presurizacion
puede afectar a los puentes salinos y a las interacciones hidrofobicas. Todo esto
puede dar lugar a cambios conformacionales y estructurales (Cheftel y Culioli,
1997). Las transiciones estructurales suelen ir acompanadas de grandes cambios
de hidratacion. Asi, al desdoblarse o disociarse la proteina se produce una
disminucion de volumen. La nueva estructura formada se encontrard estabilizada
por puentes de hidrogeno, uniones favorecidas con la AAPH, que pueden
suponer una disminucion en el volumen de las moléculas (Barbosa—Cénovas y

col., 1998).

El efecto de la AAPH se centra sobre todo en las estructuras cuaternaria y
terciaria de las proteinas, que estan estabilizadas por interacciones hidrofobicas y
electroestaticas. La estructura secundaria estd poco afectada por la presion,
aunque la desestabilizacion de las anteriores estructuras puede dar lugar a un
pequefio desplegamiento, exponiendo las regiones hidrofobicas de la proteina al
solvente que la envuelve. La estructura primaria, estabilizada mayoritariamente
por enlaces covalentes, poco sensibles a la presion, permanece inalterada durante

la presurizacion (Hendrickx y col, 1998).

La desnaturalizacion de la proteina es un proceso complejo que comprende
diversos estadios. El empleo de presiones moderadas, menores de 150 MPa,
favorecen la disociacion de las proteinas oligoméricas, fenomeno favorecido por

la reduccion de volumen que supone. La disociacion puede ir seguida de la



agregacion de las subunidades o de la precipitacion, esto normalmente ocurre a
presiones entre 150—200 MPa. En este intervalo de presiones la proteina se
despliega y las subunidades de la proteina oligomérica disociada se reasocian.
Entre 400 y 800 MPa puede darse tanto un desplegamiento reversible como uno
irreversible de la proteina, dependiendo del grado de compresion y de la

afectacion de la estructura secundaria (Lullien—Pellerin y Balny, 2002).

El efecto de la AAPH sobre una solucion de proteinas depende de la
concentracion de proteina, el pH, la fuerza i6nica, la presion, la temperatura
aplicada y la duracion del tratamiento; dando lugar a diferentes estados de
agregacion, gelificacion o precipitacion (Galazka, Dickinson y Ledward, 2000).
Ademads, este efecto también depende de la configuracion estructural de la
proteina. Las proteinas del tejido conectivo, como el colageno, son poco
sensibles a la presion (Ma y Ledward, 2004). Sin embargo, las proteinas
estructurales del musculo, actina y miosina, pueden despolimerizarse y
solubilizarse con la presion (Cheftel y Culioli, 1997). En las proteinas
miofibrilares se ha visto que la AAPH producia una disminucion de su

solubilidad en soluciones salinas (Souza y col, 2011).

El aumento de la hidrofobicidad superficial con la AAPH se ha descrito para
varias proteinas (Zhang, Li, Tatsumi y Isobe, 2005). Este aumento puede originar
la agregacion de proteinas cuando se encuentren cerca del punto isoeléctrico y no
existan repulsiones electroestaticas. Sin embargo, al alejarse del punto
isoeléctrico, el aumento de la hidrofobicidad puede dar lugar a una mayor
repulsion, reduciendo la solubilidad de la proteina (Toldra y col, 2008). Los
puentes bisulfuro juegan un papel importante en la agregacion inducida por la
presion. En proteina de huevo se ha observado que a partir de 500 MPa se
produce un aumento de la exposicion de los grupos sulfidrilo, resultando mas

disponibles para la creacion de puentes bisulfuro entre diferentes proteinas (Der
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Plancken, Van Loey y Hendrickx, 2005). Los puentes de hidrogeno también
tienen un papel estabilizador en las agregaciones promovidas con la

presurizacion (Cheftel, 1995).

La AAPH, como el tratamiento térmico, puede inducir a la desnaturalizacién de
las proteinas, aunque su efecto es menos agresivo (Duranton, Marée, Simonin,
Chéret y de Lamballerie, 2010). En proteina gelificada por la presion se observo
que su espectro de infrarrojo presentaba un mayor parecido con el espectro
infrarrojo de la proteina nativa que con la desnaturalizada por tratamiento
térmico. Asi, el desplegamiento inducido en la proteina con la presion
transcurriria de manera diferente al que se obtiene mediante calor (Heremans,

2002).

1.2.3. Enzimas

Las altas presiones modifican la estructura terciaria y
cuaternaria de las proteinas, pudiendo alterar asi la
actividad enzimatica. Este efecto se debe a la
modificacion de las estructuras intermoleculares y a
cambios de conformacion en el sitio activo del enzima. Los cambios cataliticos
en el enzima se traducen en cambios en la interaccién enzima—substrato, en el
mecanismo de reaccién o en una etapa limitante de la reaccion (Cheftel, 1992).
Se han observado diferentes sensibilidades de los enzimas a la AAPH, pudiendo
algunos activarse mientras otros se desactivan (T¢llez—Luis y col, 2001). La
sensibilidad es dependiente del cambio de volumen asociado a la reaccion
enzimatica. Otros factores que afectan a la actividad del enzima y que pueden
variar con la presion son el pH, la concentracion del substrato, la estructura de la

subunidad del enzima o la temperatura.

* Extraido de: http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/LabTutorials/HIV/DrugStrategies.html
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De acuerdo con Hendrickx y col (1998), los efectos de la AAPH sobre los
enzimas pueden agruparse en dos. Presiones relativamente bajas, del orden de
100 MPa, pueden activar algunos enzimas, fundamentalmente de tipo
monomeérico, que son mas resistentes a la presion (Masson, 1992). Presiones

superiores provocan la inactivacion enzimatica.

Tabla 1. Efecto de la presurizacion en diferentes enzimas.

Como ejemplo de la diferente sensibilidad de los enzimas a la presion en funcion
del alimento en el que se encuentren estan los enzimas peroxidasas. Las
peroxidasas constituyen un grupo de proteinas termoestables que oxidan
substratos, entre ellos monofendlicos o difendlicos, utilizando H,0,
(Eisenmenger y Reyes—De—Corcuera, 2009). En frambuesa se encontré que
presurizando entre 400 y 600 MPa durante 15 min no se producia la inactivacion

del enzima(Garcia—Palazon, Suthanthangjai, Kajda y Zabetakis, 2004). Ademas,
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en zanahoria y manzana las peroxidasas mostraron resistencia a presiones
inferiores a 900 MPa durante 1 min (Eisenmenger y Reyes—De—Corcuera, 2009).
Sin embargo, en puré de fresa tratado a 400 MPa a 32 °C durante 15 min, este

enzima perdio el 50 % de su actividad (Cano, Hernandez y Ancos, 1997).

La presurizacion también puede producir variaciones en la concentracion del
substrato en los alimentos. El enzima mirosinasa, que cataliza la conversion de
los glucosinolatos a compuestos bioactivos que pueden ser beneficiosos para la
salud, presenta una cierta resistencia a la presion (100—400 MPa). Al aumentar la
presion, se ha sugerido que se produce un aumento en la permeabilizacion de las
células, permitiendo el contacto entre glucosinolatos y enzima (Van Eylen y col,
2009). De acuerdo con esto, en un estudio previo se ha observado un incremento

en la hidrélisis de los glucosinolatos con la presion (Van Eylen y col, 2009).

En enzimas de una misma familia, como es el caso de las nucleotidasas, la
sensibilidad del enzima a la presion puede variar entre ellas. Asi, el enzima
adenosina monofosfato nucleotidasa, que cataliza la conversion de adenosina
monofosfato a adenosina, disminuy6 su actividad a partir de 200 MPa. Sin
embargo, el enzima inosina monofosfato nucleotidasa, que cataliza la conversion
de inosina monofosfato a inosina, mantuvo su actividad a esta presion (Mori,

Yokoyama y col., 2007).

1.2.4. Hidratos de carbono *

Existen pocos trabajos acerca del efecto de la
AAPH sobre los hidratos de carbono, aunque se
afirma que los azlcares simples no resultan

afectados por el tratamiento (Cheftel, 1992). Sin

* Extraido de: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/cc ons/c/c3/Cellulose_strand.jpg
Extraido de: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/common 3/Cellulo trand.jpg
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embargo, las reacciones de condensacion de Maillard son inhibidas con presiones
entre 50 y 200 MPa, inhibiendo asi el desarrollo del sabor y color que producen

(Sangronis, Pothakamury, Ramos, Ibarz, Barbosa—Canovas y Swanson, 1997).

El efecto de la presion se ha estudiado en la transicion sol—gel de los
polisacaridos. Del mismo modo que la presion forma agregados de proteinas
diferentes a los producidos por el tratamiento térmico, los geles formados por los
polisacaridos con la presion también son diferentes. La gelatinizacion por
presion del almidon requiere temperaturas inferiores a las empleadas
normalmente. Para el almidon proveniente del arroz se requiere una temperatura
de gelatinizacion de 60 °, mientras que con el empleo de AAPH a 500 MPa la
gelatinizacion se da a 10 ° (Oh, Hemar, Anema, Wong y Pinder, 2008); ademas,
la presurizacion hace que los granos de almidoén se hinchen modificando su
estructura en menor grado que con el empleo de temperatura (Rubens,

Snauwaert, Heremans y Stute, 1999).

1.2.5. Lipidos

La temperatura de fusion de los lipidos aumenta
de manera reversible, mas de 10°C cada
100 MPa (Cheftel, 1995). El aumento de la
temperatura de fusion de los lipidos produce un
mayor ordenamiento de la bicapa lipidica, esto
se traduce en una disminucion de la fluidez de la biomembrana, induciendo a la
rotura de la membrana y a la destruccion de la bicapa (Kato y Hayashi, 1999).
Ademas, el componente lipidico principal de las membranas son los fosfolipidos,
que contienen un alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados. De acuerdo

con la mayor oxidacion encontrada en el 4cido linoleico que en el oleico

* Extraido de: http://www.bioteach.ubc.ca/Bio—industry/Inex



presurizando a 600 MPa a 4 °C (Ludwig y Macdonald, 2005), los acidos grasos
poliinsaturados son mas susceptibles a la oxidacion con la AAPH. La ruptura de
la membrana también puede contribuir a esta mayor susceptibilidad, ya que
puede dejar a los acidos grasos poliinsaturados expuestos a los catalizadores
endogenos y al oxigeno activado, incrementando su oxidacion (Beltran, Pla,

Yuste y Mor—Mur, 2003; Orlien y col, 2000).

Estudios en carne de pavo o de cerdo picada han demostrado que la presurizacion
puede disminuir la estabilidad oxidativa (Cheah y Ledward, 1996; Dissing,
Bruun—Jensen y Skibsted, 1997; Orlien y col, 2000). La iniciacion de la
oxidacion lipidica inducida por la presion en carnes se ha relacionado con
diversos factores como la liberacion de hierro de las hemoproteinas o el dafo en
la membrana celular (Cheah y Ledward, 1996). Sin embargo Orlien y col (2000)
no detectaron un aumento en la liberacion de iones de hierro tras presurizar
pechuga de pollo entre 500 y 800 MPa, indicando que la liberacion de hierro no
era responsable de la oxidacion lipidica inducida por la presion. Asi, la oxidacion
lipidica podria estar causada por la destruccion de la membrana. El mecanismo
de accion se cree que transcurre via formacion de radicales libres, a raiz de la
destruccion de la membrana. Esta rotura facilita el contacto tanto de los enzimas
responsables de la oxidacion de los acidos grasos como de otras especies
oxidantes con su substrato (Mariutti, Orlien, Bragagnolo y Skibsted, 2008).
Branagnolo y col (2006) presurizaron pechuga de pollo entre 200 y 1000 MPa, y
midieron los radicales libres mediante la espectroscopia de resonancia del spin
electronico (ESR). Estos autores observaron que la sefial correspondiente a la
formacion de radicales aumentaba tanto con la presion como con el tiempo de
tratamiento. Igualmente, Andrés y col (2004a) midieron la formacion de
radicales libres tras presurizar jamén curado entre 200 y 800 MPa, encontrando

que el tratamiento a 200 MPa aumentaba la formacion de radicales, pero
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presiones entre 400 y 600 MPa no los incrementaron. Andrés y col. (2004a)
sugirieron que esta pérdida de radicales libres era debida a la destruccion de los

componentes primarios de la oxidacion por su intervencion en otras reacciones.

La oxidacion lipidica promovida por la presurizacion también se ha relacionado
con el oxigeno disuelto y con la desnaturalizacion de las proteinas (Cheah y

Ledward, 1996), aunque los resultados hasta ahora no han sido concluyentes.

1.2.6. Vitaminas

La alta presion afecta a enlaces no covalentes,
siendo algunos muy sensibles Esto sugiere que
componentes con un bajo peso molecular, como
las vitaminas, no estin muy afectados por la

AAPH (Tewari, Jayas y Holley, 1999).

En un estudio sobre la bioequivalencia entre
productos carnicos tratados o no tratados con altas presiones (600 MPa), se
observd que la presurizacion no causaba diferencias en los contenidos de
vitaminas del grupo B (Hugas y col, 2002). De manera similar, en frutas y
vegetales se ha observado que la AAPH no afecta a las vitaminas By, B,, B¢ ni a
la niacina (Oey y col, 2008a). Sin embargo los folatos (vitamina By) pueden
oxidarse o verse transformados por la AAPH, sufriendo conversiones hacia
estructuras que tengan un menor volumen molar y sean mas estables a la presion

(Oey y col., 2008a).

La sensibilidad a la presion de la vitamina C depende de la relacion molar de la
vitamina y de la concentracion de oxigeno disuelto. Asi, cuando se elimina la
mayor parte del oxigeno, la presurizacion tiene poco o nulo efecto sobre la

* Extraido de: http://zulliesikawati.files.wordpress.com/2008/11/ist2_647593 5—vitamin—s—table—with—food—icons.jpg
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concentracion de vitamina C. La matriz alimentaria también juega un papel
importante en la estabilizacion de la vitamina C frente a la presion (Oey y col,
2008a). En diversos estudios se comprobd que esta estabilidad era mayor en
frutas que en hortalizas (Oey y col, 2008a). En puré de tomate se redujo en un
40 % la concentracion de acido ascorbico tras presurizar a 400 MPa a 25 °C
durante 15 min (Sanchez—Moreno, Plaza, de Ancos y Cano, 2006). Mientras que
en zumo de naranja la AAPH a 400 MPa a 40 °C durante 1 min supuso una
reduccion del 9 % (Sanchez—Moreno y col, 2006). De manera similar, en puré
de guayaba presiones entre 400 y 600 MPa durante 15 min no modificaron las

concentraciones iniciales de acido ascorbico (Yen y Lin, 1996).

El efecto de la presion en la vitamina E, componente integrante de las
membranas celulares con propiedades estabilizadoras y con un gran poder
antioxidante, se ha estudiado en jamon ibérico. En esta matriz se observo que la
presurizacion a 400 MPa producia una disminucion en la concentracion de la
vitamina E a la par que aumentaba la oxidacion lipidica (Andrés, Adamsen,
Moller, Ruiz y Skibsted, 2006). Se ha encontrado poca bibliografia al respecto de
otras vitaminas liposolubles. Tauscher (1999) presurizd6 una disolucion de
vitamina K; a 650 MPa a 70 °C durante 3 horas y observo que una pequefia parte
de la vitamina se isomerizaba. Los autores también presurizaron entre 400 y
600 MPa una disoluciéon de vitamina A en etanol, obteniendo una reduccion
significativa en la concentracion de esta vitamina. Aunque es necesario realizar
mas estudios sobre el efecto de la presion en estas vitaminas, de acuerdo con el
efecto en la vitamina E, las demdas vitaminas liposolubles también podrian verse

afectadas por la presion.



1.2.7. Antioxidantes

* Las plantas y los animales mantienen complejos
sistemas de multiples tipos de antioxidantes, tales
como glutation, vitamina C y vitamina E. Ademas,
pueden presentar enzimas antioxidantes como la
catalasa, superoxido dismutasa, glutation

deshidrogenasa y varias peroxidasas. También se encuentran, sobre todo en el

mundo vegetal, especies antioxidantes, entre ellas los polifenoles, o los

flavonoides.

De manera similar a las vitaminas, las especies antioxidantes son compuestos de
bajo peso molecular, que pueden presentar cierta barorresistencia. Anteriores
estudios han demostrado que la AAPH a presiones medias (200—600 MPa), a
temperatura ambiente y durante cortos periodos de tiempo, tiene poco efecto en
el poder antioxidante de los alimentos (Andrés y col, 2006; Oey y col, 2008a;
Serra y col, 2007a). Aunque la matriz de estudio puede tener un papel clave en

el mantenimiento del poder antioxidante (Oey y col, 2008a).

* Extraido de: http://www.healthfruit.com/images/antioxidant02.jpg



1.3. Efecto de la alta presion en los microorganismos

La inactivacion microbiana es el objetivo prioritario de la AAPH. La extension
de esta inactivacion depende de ciertas variables como la presion, el tiempo y la
temperatura del tratamiento, la composicion del alimento y el tipo de
microorganismo involucrado (Sangronis, Pothakamury, Ramos, Ibarz,

Barbosa—Canovas y Swanson, 1997).

Desde el punto de vista microbioldgico, la membrana celular esta considerada la
mas afectada por la presurizacion. Se acepta de manera general que la pérdida de
constituyentes intracelulares a través de la permeabilizacion de la membrana
celular es la primera razon para la inactivacion microbiana inducida por la alta
presion (Pothakamury, Barbosa—Canovas, Swanson y Meyer, 1995). Aunque
esta inactivacion es probablemente consecuencia de dafios multiples o
acumulativos en el interior de la célula (Simpson y Gilmour, 1997). Entre estos
factores se encuentran la inhibicion de las reacciones productoras de energia y la
desnaturalizacion de los enzimas clave para la supervivencia de los

microorganismos (Pothakamury y col, 1995).

El efecto de la AAPH en la inactivacion de microorganismos depende del
microorganismo en estudio. Asi, la efectividad de la AAPH es: mohos y
levaduras > bacterias Gram negativo > virus con envoltura > bacterias Gram
positivo > virus sin envoltura > esporas. La sensibilidad a la presion también
depende de la fase vegetativa en la que se encuentren los microorganismos. En
general, las células en fase de crecimiento exponencial son mas sensibles a las
altas presiones que las que se encuentran en fase estacionaria (Smelt, Hellemons

y Patterson, 2002).

Otro factor que influye en la inactivaciéon microbiana es la composicion de los

alimentos. De acuerdo con anteriores estudios, la baja actividad de agua protege



a las células de la alta presion (Cheftel y Culioli, 1997; Garriga y col, 2004),
aunque una vez dafiado el microorganismo por la AAPH, éste se torna mas
sensible a las bajas actividades de agua (Rubio, Martinez, Gonzdlez—Fernandez,
Garcia—Cachan, Rovira y Jaime, 2006). El pH del medio, que puede variar con la
presion, también influye, ya que los microorganismos son mas sensibles a la

presion a pH bajo (Linton, McClements y Patterson, 1999).

La AAPH no es efectiva eliminando las esporas. Ademas, puede producir daios
subletales en las células, pudiendo crecer los microorganismos durante el
almacenamiento. Asi, es necesario el almacenamiento en refrigeracion de los
alimentos presurizados (Garriga y col., 2004; Ruiz—Capillas, Carballo y Jiménez

Colmenero, 2007).



1.4. Efecto de las altas presiones en la calidad sensorial de

los alimentos

Los compuestos relacionados con el gusto y el aroma, o los compuestos
responsables del color suelen tener un bajo peso molecular, mostrandose poco

sensibles a la AAPH (T¢éllez—Luis y col, 2001).

En frutas y hortalizas con altos contenidos en pigmentos como la clorofila, los
carotenoides o las antocianinas, la presurizacion no produce modificaciones del
color (Oey y col, 2008b). Sin embargo, en vegetales con baja concertacion de
pigmentos la presurizacion puede desencadenar reacciones que produzcan
variaciones en el color (Oey y col, 2008b). Asi, en champifiones la presurizacion
produce un cambio de color del blanco al marron (Matser, Knott, Teunissen y
Bartels, 2000), y en peras la presion produce un oscurecimiento (Asaka y
Hayaszhi, 1991); todo ello causado por la accion de los enzimas

polifenoloxidasas.

En la carne cruda se ha observado que la presurizacion causa decoloracion
(Carlez, Veciana—Nogues y Cheftel, 1995; Cheftel y Culioli, 1997). Esto ocurre
porque la oximioglobina, responsable del color rojo brillante en la superficie de
la carne, se oxida a metamioglobina, que posee color marrén; ademas, la
extractabilidad de la mioglobina se reduce, provocando todo ello la decoloracion
en la carne presurizada (Carlez y col, 1995). Esta decoloracion puede
disminuirse o suprimirse con el uso de nitritos, cociendo previamente la carne o

usando carnes blancas (Campus, 2010; Cheftel y Culioli, 1997).

El efecto de la presion en la textura ha sido muy diverso. Por un lado, este efecto
es dependiente de la presion aplicada. Al presurizar pechuga de pavo a 150 MPa
durante 0,1 seg se observo una disminucion de la dureza y gomosidad de la carne

(Villacis, Rastogi y Balasubramaniam, 2008). Los autores sugirieron que podria



deberse a la pérdida de estructura de la miosina a presiones inferiores a 200 MPa.
Sin embargo, al aplicar presiones superiores a 150 MPa se obtuvo un aumento en
la dureza y gomosidad de la pechuga de pavo (Villacis y col, 2008). Los autores
lo relacionaron con un aumento en la estabilidad de la estructura mediante
puentes de hidrégeno, que produciria una mayor cohesion y por ello un aumento
en la dureza. Este aumento en la dureza tras la AAPH también se ha relacionado
con una disminucidon en la capacidad de retencion de agua (Angsupanich y
Ledward, 1998). Aunque la accién de enzimas, como lisosomales o calpainas,
junto a un aumento de substratos en el medio por la destruccion de las
membranas, también pueden influir en los cambios de textura inducidos por la
presion (Campus, 2010; Homma y col, 1994). Por otro lado, la composicion de
los alimentos también puede influir en la modificacion de la textura causada por
la AAPH. Asi, presurizando embutidos con poca grasa a 300 MPa se observo
una tendencia hacia el incremento de la dureza; sin embargo en los embutidos
que contenian mucha grasa disminuy6 la dureza (Jiménez—Colmenero, Carballo,

Fernandez, Barreto y Solas, 1997).

Las modificaciones de textura en hortalizas y frutas se relacionan en su mayoria
con transformaciones en los polimeros de la pared celular por reacciones
enzimaticas o no enzimaticas (Sila y col, 2008). Las modificaciones celulares
causadas por la AAPH facilitan las reacciones enzimaticas y no enzimaticas,
favoreciendo el contacto entre los substratos, iones y enzimas (Oey y col,
2008b). Aparte de esto, la presurizacion también puede modificar la actividad de
los enzimas, haciéndolos mas o menos activos. Asi, los enzimas
pectinmetilesterasa o poligalacturonasa, responsables en gran medida de los
cambios de textura en frutas y hortalizas, presentan una diferente actividad en

funcion de su naturaleza y la intensidad del tratamiento (Oey y col, 2008b).

39



1.5. Aplicaciones de la AAPH

El uso mas extendido de la presurizacion es la inactivacion microbiana, aunque
dada la transformacion que produce en los diferentes componentes de los
alimentos su aplicabilidad se ha extendido a otros ambitos. A continuacion

comentamos otras aplicaciones:

« Congelado y descongelado: la AAPH puede alterar en menor medida la
calidad de los alimentos durante estos procesos ya que produce la
disminucion del punto de fusion del agua (Fig. 3), permitiendo una

nucleacion rapida y uniforme al descomprimir (Indrawati y col., 2003).

2.0 - 20 Figura 3. Diagrama de fases del
agua en el rango de
temperaturas de —-50°C a
+110 °C y presiones entre 0 y
2.200 MPa. Los numeros

romanos (I-VvII) hacen

p [GPa]

referencia a las diferentes fases
del hielo.

- s Extraido de: Smeller. 2002. Review
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Pressure—temperature phase diagram of
biomoléculas. Biochimica et Biophysica
Acta. Protein Structure and Molecular

T T T 0 Enzymology. 1595, 11-29.
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» Tenderizacién de la carne: la presurizacion causa la liberacion de enzimas

lisosomales (Cheftel y Culioli, 1997) y puede activar enzimas como las
catepsinas o las calpainas (Homma y col, 1994), provocando el
ablandamiento de las carnes. Diversos estudios se han realizado en
referencia a este efecto de la AAPH, pero todavia no se han obtenido

resultados concluyentes (Homma y col, 1994; Ichinoseki y col, 2006;
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Jung, Ghoul y de Lamballerie—Anton, 2000; Y. Ueno, Ikeuchi y Suzuki,

1999).

Gelificacion: con la alta presion se pueden obtener geles a partir de carne
picada (Yoshioka, Kage y Omura, 1992) y se puede mejorar la
coagulacion de homogeneizados de carne (Shigehisa, Ohmori, Saito, Taji
y Hayashi, 1991). En proteinas de pescado la presurizacion ha producido
geles de surimi con cualidades diferentes a las obtenidas mediante
procesos térmicos (Gilleland, Lanier y Hamann, 1997), ya que los geles
formados mediante la AAPH son menos firmes, mas elasticos,

extensibles, lisos y brillantes (Denda y Hayashi, 1992).

Gelatinizacion del almidén: el uso del almidon en los productos
alimentarios estd muy extendido por sus propiedades gelificantes. La
presurizaciéon puede producir una gelatinizacion y dar productos con
caracteristicas diferentes a los obtenidos por tratamientos térmicos (Stute,

Heilbronn, Klingler, Boguslawski, Eshtiaghi y Knorr, 1996).

Homogeneizacién de la leche: la presurizacion en la leche produce la
desintegracion de las micelas de caseina en particulas de menor didmetro,
disminuyendo la turbidez y aumentando la viscosidad (Johnston, Austin y
Murphy, 1992). Ademas, induce la disociacion del fosfato célcico
coloidal y la desnaturalizacion de las proteinas del suero de la leche,
produciendo cambios en sus propiedades tecnologicas (Lopez—Fandifio,
Carrascosa y Olano, 1996). Todo ello tiene aplicacion en la
manufacturacion de quesos, ya que reduce las propiedades de
coagulacion del cuajo de la leche y disminuye su tiempo de curado
(Huppertz, Kelly y Fox, 2002). También mejora la textura de los yogures

procedentes de leches tratadas con alta presion (Huppertz y col., 2002).
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2. Purinas y pirimidinas

2.1. Descripcion general

os nucledtidos, monomeros de los acidos nucleicos (ADN
y ARN), tienen un papel destacado en el metabolismo, sirviendo de fuente de
energia para las reacciones quimicas, participando en las sefiales de las células o

incorporados como cofactores en las reacciones enzimaticas (Carver y Walker,

1995).
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Figura 4. Estructura molecular de algunas purinas y pirimidinas 7
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A partir de los nucleotidos se forman las purinas y pirimidinas, que engloban
tanto los nucledsidos como las bases purinicas y pirimidinicas. La Figura 5
muestra la ruta de degradacion de los nucle6tidos purinicos en la célula. A partir
de los nucleodtidos se forman los nucledsidos, y a partir de éstos, las bases
purinicas. El producto final de degradacion es el acido urico en humanos y
grandes primates; en otros animales como el cerdo el acido urico puede

degradarse a alantoina (Greife, 1984).

DNA RNA RNA DNA )
dATP ATP Ribosa—5P + ATP GTP dGTP » Nucleétidos
Y ¢ ﬂ \Y V4
Q N4 1 2 3 Y ¥
AMMP ———— > IMP=—— > XMP —— > GMP J
e IC le ja
Adenosina Inosina Xantosina Guanosina }NUCIeéSidOS

5 ﬁ 5 ﬁ 5 ﬁ 5
Adenina——)> Hipoxantina™—>Xantina <.——= Guanina
6 8 g 7 Bases

Acido urico

Figura 5. Ruta de degradacion de los nucledtidos purinicos. dATP:
deoxiadenosina trifosfato, ATP: adenosina trifosfato, AMP: adenosina
monofosfato, dGTP: deoxiguanosina trifosfato, GTP: guanosina trifosfato,
GMP: guanosina monofosfato, IMP: inosina monofosfato, XMP: xantosina
monofosfato; 1: AMP desaminasa, 2: IMP dehidrogenasa, 3: GMP sintasa, 4:
5’—nucleotidasa, 5: nucledsido purinico fosforilasa, 6: adenina deaminasa, 7:
guanina deaminasa, 8: xantina oxidasa.

La ruta de degradacion de los nucleotidos pirimidinicos se muestra en la Figura
6. A partir de los nucledtidos pirimidinicos citidina monofosfato, timidina
monofosfato y uridina monofosfato se forman los nucledsidos pirimidinicos

citidina, timidina y uridina, respectivamente (Fig. 6). En el metabolismo de las
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pirimidinas los productos finales son el aminoacido P—alanina y el acido

—amino isobutirico (Greife, 1984).

Como puede verse en la Figura 4, los nucledsidos (adenosina, guanosina, inosina
o uridina) son compuestos organicos formados por una base heterociclica unida a
una ribosa. Los nucledsidos pirimidinicos tienen un heterociclo aromatico,
mientras los purinicos tienen un anillo imidazol unido al heterociclo aromatico.
Las purinas (hipoxantina, xantina y 4cido urico) estan compuestas por el
heterociclo aromatico y el anillo imidazol, diferencidndose entre si por los

diferentes sustituyentes en la base heterociclica.
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Figura 6. Ruta de degradacion de los nucledtidos pirimidinicos. dCTP:
deoxicitidina trifosfato, CTP: citidina trifosfato, CMP: citidina
monofosfato, UTP: uridina monofosfato, UMP: uridina monofosfato,
dTTP: deoxitimidina trifosfato, dTMP: deoxitimidina monofosfato; 1:
5’—nucleotidasa, 2: citidina deaminasa, 3: nucleosidasa ribosilpirimidina,
4: uridina nucleosidasa, 5: timidina fosforilasa, 6: citosina deaminasa.
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2.2. Propiedades de las purinas y pirimidinas

Las purinas y las pirimidinas no son compuestos esenciales, pero se encuentran
implicados en diferentes rutas metabolicas. Carver y Walter (1995) encontraron
indicios sobre el efecto de los nucledtidos de la dieta en el mantenimiento del
sistema inmune. El nucleésido inosina y sus metabolitos (hipoxantina, xantina y
acido urico) pueden producir un aumento en la absorcion de hierro en ratas
(Faelli y Esposito, 1970); mientras el nucledsido adenosina posee propiedades
como vasodilatador (Berne, Knabb, Ely y Rubio, 1983). Por el contrario, el
nucledsido pirimidinico uridina ha mostrado efecto vasoconstrictor en ratas
(Macdonald, Assef, Guiffre y Lo, 1984). El producto final de degradacion de las
purinas en humanos, el acido trico, es poco soluble y puede formar cristales de
urato sodico, que al acumularse en las articulaciones producen una parte de los
sintomas de la enfermedad de la gota (Carver y Walker, 1995). Por otro lado, el
acido urico posee actividad antioxidante, eliminando radicales “in vitro”
(Aruoma y Halliwell, 1989), y puede prevenir la oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad en el plasma, y de acidos grasos poliinsaturados “in vitro’

(Schlotte, Sevanian, Hochstein y Weithmann, 1998).

Uno de los aspectos mas relevantes en el estudio de purinas y pirimidinas, tanto
en su vertiente clinica como en la referente a la composicion de los alimentos es
su relacion con la enfermedad de la gota. En los paises desarrollados cerca del
20 % de la poblacion adulta sufre hiperucemia, convirtiéndose en gota en un 5 6
10 % de los casos (Jonas y col, 2001). El nivel sérico del acido urico esta
relacionado con un alto consumo de 4cidos nucleicos en la dieta (Carver y
Walker, 1995). Se ha observado que el consumo de ARN es mas uricogénico que
el consumo de ADN (Zollner, 1982). Ademas, la administracion oral de

hipoxantina o adenina producen un incremento mayor del acido trico sérico que
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el consumo de xantina o guanina (Clifford y col, 1976). En vista del diferente
efecto de las purinas en el organismo, la cuantificacion detallada de cada uno de
estos compuestos puede proporcionar una informacion adicional sobre el efecto
uricogénico de los alimentos. Por otro lado, todavia no se sabe como influye el
incremento de los niveles séricos de uridina en el organismo, aunque su
determinacion en los alimentos puede contribuir a un mayor conocimiento en

este campo.

El estudio de las purinas y pirimidinas también ha tenido relevancia en los
analisis clinicos (Safranow y Machoy, 2005) o en la composicion de alimentos
(Lou, 1998). Las purinas y pirimidinas se han utilizado como indice de frescura
en pescado (Veciana—Nogues, Izquierdo—Pulido y Vidal-Carou, 1997). En carne
se han relacionado con el desarrollo de sabores (Cambero y col, 2000), o como
indices de maduracion (Tikk y col, 2006; Yano, Kataho, Watanabe, Nakamura y
Asano, 1995). En harina se han empleado como evidencia del deterioro
microbiologico (Ghaedian y Wehling, 1996). Clinicamente, las purinas y
pirimidinas se han estudiado en fluidos biolodgicos humanos como plasma u orina
como biomarcadores de algunas enfermedades o desoérdenes metabdlicos como el

sindrome de Lesch—Nyhan o la xantinuria (Seegmiller, Laster y Howell, 1963).
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2.3. Técnicas analiticas empleadas en la determinacion

El proceso de extraccion de las purinas y pirimidinas puede ser poco eficiente
dependiendo del pH de la solucion extractante (Safranow y Machoy, 2005).
Aunque la extraccion con soluciones acidas ha sido ampliamente empleada en
estudios previos (Cheng, Lee y Chen, 2004; Clifford y Story, 1976; Terzuoli y
col., 1999), la degradacion de los nucledsidos inosina, adenosina y guanosina en
sus bases se puede producir a pH entre 1 y 4; también en esas condiciones se
puede producir la degradacion de las bases purinicas adenina y guanina a
hipoxantina y xantina (Fan, Yang y Li, 2007; Lim, Huang, Jenner, Wang, Tang y

Halliwell, 2006).

Diversos métodos se han empleado para la deteccion de purinas y pirimidinas.
Los métodos enzimaticos se han usado para cuantificar xantina, hipoxantina y
acido urico; pero como la xantina oxidasa puede oxidar tanto a la xantina como a
la hipoxantina (Fig. 5), no era posible una determinacién especifica (Zen, Lai,
Yang y Kumar, 2002). La determinaciéon de dacido urico por métodos
colorimétricos ha sido poco sensible y el efecto de la matriz ha sido muy
importante, de modo que la repetibilidad era un punto critico (George, Dipu,
Mehra, Singh, Verma y Ramgaokar, 2006). La espectroscopia infrarroja o la
difraccion de los rayos X se han empleado para la determinacion de purinas, pero
estas técnicas no se pueden emplear en los andlisis de rutina (Safranow, Machoy
y Ciechanowski, 2000). Algunas purinas (adenina, guanina, hipoxantina, xantina
y acido trico) también se han determinado por electroforesis capilar con
deteccion electroquimica (Chen, Chu, Zhang y Ye, 2002), sin embargo esta
técnica es poco reproducible. Zen, Lai y Senthil Kumar (2002) determinaron
simultineamente hipoxantina, xantina y dacido urico mediante un sensor

multianalito basado en un electrodo de carbono recubierto con nontronita
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serigrafiada, pero so6lo era 1til para bajas concentraciones en matriz, ya que los

electrodos se podian saturar.

En la actualidad, la cromatografia liquida (HPLC) con deteccion ultravioleta
UV-DAD es la metodologia méas empleada (Lou, Chen, Hsu y Chang, 2005;
Safranow y col., 2000; Terzuoli y col., 1999). La HPLC permite realizar andlisis
relativamente rapidos, consiguiendo resolucion y sensibilidad. Ademas, la HPLC
permite obtener una buena reproducibilidad y una identificacion de los
compuestos basada en los espectros y en los tiempos de retencion de los

compuestos.

Las columnas de intercambio i6nico se han empleado para la determinacion de
las purinas y pirimidinas (Clifford y Story, 1976). Estas columnas tienen la
desventaja de tener una velocidad de transferencia de masa y una resistencia
mecanica bajas, un elevado coste y la posibilidad de presentar problemas de
eficiencia y estabilidad quimica (Gomis, 1992). Por ello, la cromatografia en fase
reversa con columnas C18 se ha empleado a menudo para el anélisis de purinas y
pirimidinas (Lou y col, 2005; Safranow y col, 2000; Terzuoli y col, 1999).
Ademas, el uso de espectrometria de masas (MS) junto con la deteccion UV ha
permitido aumentar la sensibilidad y la selectividad mediante la extraccion de
cromatogramas para valores de m/z definidos, siendo la espectrometria de masas
en tandem (MS/MS) una de las técnicas mas futiles para este fin (Catinella,
Rovatti, Hamdan, Porcelli, Frosi y Marinello, 1997). Sin embargo, la diferente
proporcion que se puede encontrar en alimentos de cada purina y pirimidina
(entre 2 y 3 ordenes de magnitud), junto con la presencia de interferentes
provenientes de la matriz, pueden dificultar la cuantificacion simultanea de las

diferentes purinas y pirimidinas (Frycak, Huskova, Adam y Lemr, 2002).
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2.4. Efecto de las altas presiones

El efecto de la alta presion en referencia a los contenidos de purinas y
pirimidinas se ha estudiado en varios alimentos. En la leche presurizada se han
utilizado como indicadores del proceso tecnoldgico (Martin y col, 2008). En
carne tratada con altas presiones se han estudiado por su relevancia en el
desarrollo de sabores (Mori y col, 2007). En pescado presurizado se han
determinado en base a su utilizacion como indice de frescura (Ortea, Rodriguez,
Tabilo—Munizaga, Pérez—Won y Aubourg, 2010). De acuerdo con estos estudios
previos, la AAPH puede producir variaciones en el contenido de purinas y
pirimidinas de los alimentos. Bien sea por una diferente extractabilidad de las
purinas y pirimidinas, o por su efecto en los enzimas implicados en su
metabolismo (Martin y col, 2008; Mori, Yokoyama y col, 2007; Ortea y col,

2010).

De acuerdo con Martin, Lorenzen, Buchheim y Schilmme (2001), la AAPH no
produjo la desfosforilacion espontanea de los nucledtidos en disolucion. Sin
embargo, en leche precalentada a 50 °C el tratamiento a 500 MPa durante 20 min
produjo tanto un incremento de citidina, uridina y adenosina, como una
disminucion de inosina (Martin y col, 2008). Cabe destacar que en leche
precalentada a 80 °C durante 5 min, el mismo tratamiento de presurizacion no
produjo diferencias en los contenidos de uridina, citidina, adenosina ni inosina
(Martin y col, 2008). De manera similar, la grasa contenida en la leche produjo
un efecto protector en la variacion de los contenidos de purinas y pirimidinas con

la presion (Martin y col., 2008).

En musculo de conejo se ha descrito que presiones entre 100 y 250 MPa no
produjeron diferencias en el contenido del nucleétido inosina monofosfato (Mori

y col, 2007). Sin embargo, presiones superiores a 300 MPa dieron lugar a la
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desnaturalizacion de los enzimas implicados en el metabolismo de purinas (Mori,
Yokoyama y col, 2007). Entre los enzimas implicados, tanto la inosina
monofosfato nucleotidasa como la adenosina monofosfato nucleotidasa perdieron
gran parte de su actividad a partir de 300 MPa (Mori, Yokoyama y col, 2007).
Por otro lado, el enzima adenosina desaminasa se desnaturalizd a partir de

300 MPa (Mori, Yokoyama y col., 2007).

En musculo de carpa presurizado entre 300 y 500 MPa se observo un aumento en
el contenido de inosina monofosfato (Shoji y Saeki, 1989). Por ello los autores
(Shoji y Saeki, 1989) sugirieron que a estos valores de presion los enzimas
involucrados en la descomposicion de la inosina monofosfato estarian
desactivados. De acuerdo con los estudios previos en pescado o carne, la AAPH
puede producir variaciones en las concentraciones de purinas. Tanto a valores
bajos de presion (100-200 MPa) por su efecto acelerador en el metabolismo
purinico (Mori y col, 2007; Ortea y col, 2010); como a valores mayores de
presion (300-500 MPa) por la posible desnaturalizacion de los enzimas (Mori,

Yokoyama y col, 2007; Ohshima, Ushio y Koizumi, 1993; Ortea y col., 2010).

50



3. Oxidos de colesterol

3.1. El colesterol

1 colesterol (colest—5—en—3B—ol) (Fig. 7) es un esterol de
gran importancia, ya que es necesario para la sintesis de hormonas sexuales,
acidos biliares y vitamina D; también es un importante componente de las
membranas bioldgicas, influyendo en su fluidez. El colesterol se encuentra en los
organismos vivos libre o esterificado con acidos grasos saturados e insaturados
en la fraccion lipidica. La biosintesis enddgena y la dieta son los dos métodos

por los cuales el organismo obtiene el colesterol.
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Figura 7. Molécula de colesterol 7
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El colesterol, al igual que los triglicéridos, es transportado por la sangre
formando parte de lipoproteinas, las cuales ademds estdn constituidas por
fosfolipidos, colesterol, proteinas y apolipoproteinas; los quilomicrones pueden
contener también triglicéridos. Aunque todos los tipos de lipoproteinas
transportan colesterol, las lipoproteinas de baja densidad, LDL, transportan dos
terceras partes del colesterol plasmético total en forma libre o esterificada desde
el higado a los tejidos. El nivel de LDL en sangre se considera un indicador de la
cantidad de colesterol que se puede depositar en las paredes arteriales (U.S.
Department of Health and Human Services, 1998). El colesterol en exceso se
acumula en depoésitos de grasa insolubles, llamados placas aterogénicas, a lo
largo de las paredes de las arterias, estrechandolas y pudiendo obturarlas,
restringiendo asi el flujo de sangre, lo que es una caracteristica de las
enfermedades vasculares, en particular de las cardiovasculares (Valenzuela,

Sanhueza y Nieto, 2003).
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3.2. Oxidacion del colesterol

El colesterol es una molécula estable, sin embargo puede sufrir un proceso
autooxidativo debido a la presencia de un doble enlace en la posicion 5 (A-5)
que posibilita la abstraccion del hidrogeno del carbono alilico (Fig. 7).
Actualmente aun no se ha establecido como se inicia la oxidacion del colesterol.
Smith (1981) sugirié que deberia proceder de manera andloga a la oxidacion de
los &cidos grasos, pudiendo ser a nivel intermolecular o a nivel intramolecular. A
nivel intermolecular, el hidrogeno del colesterol es captado por los radicales
peroxi u oxi de los acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en los
fosfolipidos de membranas vecinas. Los hidroperoxidos juegan un papel
importante facilitando la oxidaciéon del colesterol en el doble enlace A-5
(Lercker y Rodriguez—Estrada, 2002). A nivel intramolecular, en la molécula de
¢éster de colesterol, la fraccion proveniente del acido graso atacaria a la fraccion
colesteril en el carbono alilico de la misma molécula, inicidndose asi la
autooxidacion. En pruebas experimentales realizadas por Smith (1981) se
observd que la autooxidacion intramolecular del colesterol se producia mas
rapidamente en una solucion con pH>7. Pero la autooxidacion intermolecular
discurria més rapidamente con temperatura, en presencia de aire o en medio
acuoso. Los productos de la autooxidacion intermolecular son los 6xidos de
colesterol ~ 7a—hidroxicolesterol,  7p—hidroxicolesterol, = B—epoxicolesterol,

a—epoxicolesterol, 7—cetocolesterol y colestanotriol.

Se han identificado mas de 70 productos de oxidacion del colesterol, en funcion
de los diferentes procesos de oxidacion se producen diferentes productos (Smith,
1981). De todos modos, los 6xidos de colesterol mas estudiados y mayoritarios
en los alimentos son: 7o-hidroxicolesterol (5—colestene—3f3, 7a—diol),

7B-hidroxicolesterol (5—colestene—3p, 7B—diol), B—epoxicolesterol
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(5B,6B—epoxi—5Sa—colestan—3p—ol), a—epoxicolesterol (5a,6a—epoxi—50—
colestan—33—ol), 20o—hidroxicolesterol (5—colestene—3p, 200—diol),
colestanotriol ~ (5a—colestano-3p, 5,  6B—triol),  25-hidroxicolesterol
(5—colestene—3p, 250—diol) y 7—cetocolesterol (5—colesten—3—ol—7—ona) (Fig.

8).

7o—Hidroxicolesterol 7B-Hidroxicolesterol a—Epoxicolesterol
B—Epoxicolesterol 20a—Hidroxicolesterol Colestanotriol
25—Hidroxicolesterol 7—Cetocolesterol

Figura 8. Estructura molecular de los 6xidos de colesterol mas
comunes en alimentos

Dentro de los productos de oxidacion del colesterol, el 7—cetocolesterol ha sido
utilizado como indicador del nivel de oxidacion del colesterol por ser producido
en mayor cantidad en los estadios iniciales del proceso oxidativo (Penazzi y col,
1995; Rodriguez—Estrada, Penazzi, Caboni, Bertacco y Lercker, 1997; Zunin,

Evangelisti, Caboni, Penazzi, Lercker y Tiscornia, 1995).
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3.3. Factores que afectan a la oxidacion del colesterol

La oxidacion del colesterol estd considerada como un sistema dependiente por la

cantidad de oxidos de colesterol que se forman y por el hecho de que sus

cantidades relativas varian segun la temperatura, el tiempo de oxidacion, la

presencia de agua, el pH y la estructura del substrato (Kim y Nawar, 1993).

Los factores mas importantes son:

Calor: El tratamiento con calor provoca modificaciones en la estructura
celular, inactiva enzimas y libera el oxigeno de la oxihemoglobina,
facilitando las condiciones adecuadas para la produccion de perdxido de
hidrégeno y para otras reacciones. El cocinado a bajas temperaturas
durante largos periodos de tiempo puede producir la liberacion de iones
de hierro de los grupos hemo, provocando un gran aumento en el nivel de
oxidos de colesterol (Park y Addis, 1986). Por otro lado, el empleo de
altas temperaturas produce una intensa degradacion del colesterol sin un

aumento en la produccion de o6xidos de colesterol (Park y Addis, 1986).

Procesado: El cortado, picado y mezclado de la carne y de los productos
carnicos rompe la estructura muscular y aumenta la superficie expuesta al

oxigeno y a otros oxidantes (Novelli y col, 1998).

Sustancias prooxidantes: El cloruro de sodio puede tener actividad

prooxidante (Kanner, 1994) con un mecanismo no aclarado todavia.

Irradiacion: Todos los 6xidos de colesterol aumentan con la irradiacion,
excepto el colestanotriol, que se forma al abrirse el anillo epoxi de los
isomeros de a y P epoxicolesterol por un proceso cinéticamente mas
lento (Boselli, Caboni, Rodriguez—Estrada, Toschi, Daniel y Lercker,

2005).
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Contenido de 4cidos grasos: Un aumento de acidos grasos poliinsaturados
puede afectar a la oxidacion del colesterol, al favorecer la formacion de

radicales (Osada, Kodama, Yamada y Sugano, 1993).

Condiciones de almacenamiento: El grado de oxidacion del colesterol
también puede depender de las condiciones de almacenamiento (Pie,

Spahis y Seillan, 1990), tales como la temperatura, la luz y el tiempo.



3.4. Efectos nocivos de los oxidos de colesterol

Los oxidos de colesterol estan directamente relacionados con el desarrollo de
placas arteriosclerdticas y con otros efectos bioldgicos no deseables como la
citotoxicidad, la carcinogénesis y la mutagénesis (Guardiola, Codony, Addis,
Rafecas y Boatella, 1996). La absorcion de los 6xidos de colesterol en animales
se produce en el intestino (Fornas, Martinez—Sales, Camanas y Baguena, 1984;
Osada, Sasaki y Sugano, 1994). Una vez en el organismo pueden metabolizarse
rapidamente, excretdindose por las heces; o distribuirse por el organismo
transportados por las lipoproteinas (Krut, Yang, Schonfeld y Ostlund, 1997),
principalmente por las de baja densidad (Sevanian y col, 1997). Se cree que las
lipoproteinas que transportan 6xidos de colesterol pueden pasar al interior de las
arterias utilizando los mismos receptores que el colesterol, contribuyendo a la

formacion de las placas atereosclerdticas (Grundy, 1986; 1990).

Staprans, Pan, Rapp y Feingold (1998) observaron que la arteriosclerosis en
ratones alimentados diariamente con 25 mg de 6xidos de colesterol durante dos
semanas era el doble que en ratones con una dieta normal, sin adicion de 6xidos
de colesterol. Los ¢xidos de colesterol 25-hidroxicolesterol y colestanotriol
serian los principales causantes de estos efectos negativos (Addis, 1986; Kubow,

1990; Kumar y Singhal, 1991).

También se ha demostrado que el a—epoxicolesterol y el PB—epoxicolesterol
pueden ser carcinogénicos, enlazandose al DNA e induciendo su reparacion
(Blackburn, Kellard, Rashid y Thompson, 1983; Morin, Hu, Peng y Sevanian,

1991).

El 7—cetocolesterol ha mostrado efectos citotoxicos, pudiendo inducir la muerte
por apoptosis de las células endoteliales y de las del musculo liso fragmentando

su DNA (Lizard y col, 1999; Yin y col., 2000).
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3.5. Determinacion de oxidos de colesterol en alimentos

En los ultimos afios se han publicado numerosos estudios que hacen referencia a
la determinacion de oOxidos de colesterol en productos alimentarios. Se han
utilizado para ello una gran variedad de metodologias, con discrepancias en la
determinacion cualitativa y cuantitativa. Por ello, el desarrollo de métodos que
permitan una cuantificaciéon 6ptima de los 6xidos de colesterol contintia siendo
un trabajo pendiente, especialmente en alimentos con concentraciones bajas de
estos compuestos (Guardiola, Codony, Rafecas y Boatella, 1995; McCluskey y
Devery, 1993). De acuerdo con Schmarr, Gross y Shibamoto (1996), para
obtener una metodologia util para la cuantificacion de los 6xidos de colesterol en
alimentos se deben considerar ciertos aspectos problematicos, como la

concentracion en la muestra y su polaridad.

Los 6xidos de colesterol y el colesterol estan presentes conjuntamente en los
alimentos, pero asi como el colesterol presenta concentraciones de 50—200
mg/100 g o incluso superiores, los 6xidos de colesterol se encuentran en el
intervalo 10—0,1 mg/kg o en menor cantidad. Esto hace necesaria una etapa de
purificacion previa a la determinacion para eliminar la mayor cantidad posible de
colesterol y evitar su interferencia (Ulberth y Buchgraber, 2002). La
saponificacion y/o el fraccionamiento por extraccion en fase solida, SPE, de los
extractos lipidicos han sido empleados previamente con este fin
(Garcia—Regueiro y Maraschiello, 1997; Novelli y col, 1998; Petron,
Garcia—Regueiro, Martin, Muriel y Antequera, 2003; Ulberth y Buchgraber,
2002; Zanardi, Novelli, Ghiretti y Chizzolini, 2000). Este es el paso critico para
las metodologias analiticas dada la complejidad del fraccionamiento lipidico en
muchos alimentos (Guardiola y col, 1995). Ademas, la diferente polaridad de los

oxidos de colesterol puede influir en su recuperacion y analisis (Guardiola y col,
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1996). Asi, el colestanotriol, una molécula muy polar, no se recupera en la
mayoria de procedimientos (Park y Addis, 1986; Rodriguez—Estrada y col,

1997).

Los oxidos de colesterol pueden oxidarse o descomponerse durante la
preparacion de la muestra. El 7—cetocolesterol y el o—epoxicolesterol son
sensibles al pH basico y a las temperaturas elevadas. Asi, algunos tratamientos,
como la saponificacion, pueden conducir a la formacién de artefactos o a la
descomposicion de los 6xidos de colesterol (Kim y Nawar, 1993; Park y Addis,
1991; Park, Guardiola, Park y Addis, 1996). La formacion de oxidos de
colesterol por autooxidacion del colesterol se debe evitar en el proceso analitico,
lo que requiere un control exhaustivo de las condiciones operativas. La presencia
de aire, luz, peroxidos en los disolventes o tratamientos con calor durante la
purificacion pueden promover la formacion de artefactos (Rose—Sallin, Huggett,
Bosset, Tabacchi y Fay, 1995). La actividad de algunos agentes de adsorcion,
como la silica, también puede influir en la formacion de artefactos (Claude y
Beaumont, 1966), debido a la interaccion del colesterol con el acido silicico en

presencia de aire.

Los oxidos de colesterol se pueden presentar en forma libre o esterificada. En
alimentos que contienen colesterol esterificado, para estimar la concentracioén de
oxidos de colesterol es necesario hidrolizar los esteroles esterificados durante la
preparacion de la muestra (Bodin y Diczfalusy, 2002). Sin embargo, en
alimentos donde la cantidad de colesterol esterificado no es muy elevada, se
suele prescindir de la etapa de hidrolisis (Nourooz—Zadeh y Appelqvist, 1987;

Sallin, Baumann, Biitikofer, Sieber y Bosset, 1993; Zubillaga y Maerker, 1984).

Para la correcta cuantificacion de los 6xidos de colesterol se requiere un patrén
interno. En la mayoria de estudios con productos carnicos se ha utilizado el

19-hidroxicolesterol, que es un derivado diol del colesterol, tiene muchas
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caracteristicas similares a los o0xidos de colesterol y no se encuentra en los
productos carnicos (Boselli, Caboni, Rodriguez—Estrada, Toschi, Daniel y
Lercker, 2005; Garcia—Regueiro y Maraschiello, 1997; Petron y col, 2003). Su
uso es util para corregir las posibles pérdidas durante el tratamiento de la muestra

(Pie y col., 1990; Rose—Sallin y col., 1995).

La deteccion de los 6xidos de colesterol puede llevarse a cabo por cromatografia
de gases (GC) (Ahn, Nam, Du y Jo, 2001; Garcia—Regueiro y Maraschiello,
1997; Park y Addis, 1987; Saldanha, Sawaya, Eberlin y Bragagnolo, 2006;
Schmarr y col, 1996; Vestergaard y Parolari, 1999) o cromatografia liquida
(HPLC) (Baggio y Bragagnolo, 2006; Sampaio, Bastos, Soares, Queiroz y
Torres, 2006). Sin embargo, la identificacion requiere el uso de un espectrémetro
de masas (MS). Dada la posible formacion de artefactos originados durante la
etapa de purificacion y los interferentes derivados de la matriz, la identificacion
mediante MS evita errores que se pueden producir con otras técnicas (FID o
UV). El acoplamiento de un detector selectivo, que suministre informacion de la

estructura molecular, es necesario para una correcta determinacion.
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3.6. Efecto de las altas presiones en la oxidacion del

colesterol

El efecto de la AAPH en la oxidacion del colesterol ha sido poco estudiado
(Garcia—Regueiro, Sarraga, Hortos, Diaz, Valero y Rius, 2002). Aunque dado el
posible dafio en la membrana celular con la presion (Kato y Hayashi, 1999), esto
podria promover la oxidacion del colesterol. De acuerdo con Andrés, Moller,
Adamsen y Skibsted (2004a), la oxidacion en comidas basadas en carne se inicia
con la formacion de radicales libres, y la tendencia a la formacion de radicales
libres en relacion con los pardmetros de procesado deben considerarse para la
prediccion de la estabilidad oxidativa de los productos. La formacion de
radicales libres durante la presurizacion podria afectar al colesterol, mas
expuesto por la rotura de la membrana. Ademds, Bragagnolo, Danielsen y
Skibsted (2006) observaron que el uso de sal tenia un efecto prooxidante en
carne de pollo presurizada. Sugiriendo esto ultimo que el jamon, con una gran

cantidad de sal en su composicion, podria ser mas susceptible a la oxidacion.

Andrés, Moller, Adamsen y Skibsted (2004a) midieron la formacion de radicales
en jamon ibérico curado tras presurizar entre 200 y 800 MPa. Los autores
encontraron que presiones bajas (200 MPa) iniciaban la formacion de radicales
libres, pudiendo promover la peroxidacion lipidica. Aunque presiones entre 400
y 600 MPa producian una disminucion en el contenido de radicales libres;
sugiriendo los autores que estos valores de presion promovian reacciones entre
los radicales libres. Sin embargo, a una presion mayor (800 MPa) se produjo un
aumento en el contenido de radicales libres, siendo mayor la oxidaciéon que la

degradacion de los productos de oxidacion secundaria (Andrés y col, 2004a).

Como ya se ha comentado anteriormente, la oxidacion de los acidos grasos

poliinsaturados también puede promover la oxidacion del colesterol. Existe poca

61



informacion disponible sobre el efecto de la AAPH en los 4cidos grasos de la
carne, aunque si se han realizado estudios en pescado, ostras y leche. En ostras la
presurizaciéon a 500 y 800 MPa no produjo diferencias en la composicion de
acidos grasos (Cruz—Romero, Kerry y Kelly, 2008). De manera similar, en leche
de cabra, vaca y oveja presiones entre 50 y 350 MPa tampoco produjeron
variaciones en la composicion de acidos grasos (Rodriguez—Alcala, Harte y
Fontecha, 2009). En carne de ternera la presurizacion entre 200 y 400 MPa
durante 20 min a 20 y 40 °C tampoco produjo diferencias en la composicion de
acidos grasos (McArdle, Marcos, Kerry y Mullen, 2010). La oxidacién de los
lipidos produce un aumento en la concentracion de acidos grasos libres. Sin
embargo, tanto en queso de cabra como en bacalao, presiones del orden de
400 MPa durante 5 o 15 min no produjeron un aumento en acidos grasos libres,
sino que redujeron su concentracion, sugiriendo que la AAPH decelera la
lipolisis (Ohshima y col, 1993; Saldo, Ferndndez, Sendra, Butz, Tauscher y

Guamis, 2003).

La AAPH puede producir pérdida de la estabilidad oxidativa medida con los
indices de TBARS (Beltran y col, 2003; Bragagnolo, Danielsen y Skibsted,
2005; Cheah y Ledward, 1996; Cheah y Ledward, 1997; Dissing y col, 1997,
McArdle, Marcos, Ferry y Mullen, 2011; Orlien y col, 2000). Sin embargo, la
estabilidad oxidativa medida mediante la concentracion de radicales libres o la
composicion de acidos grasos hacen suponer que presiones medias, entre 200 y
600 MPa, no suponen un aumento de la oxidacion lipidica y por lo tanto tampoco

un aumento en la oxidacion del colesterol.

En un estudio previo se midieron los 6xidos de colesterol tras presurizar jamon
curado a 600 MPa durante 10 min a 30 °C (Garcia—Regueiro, Sarraga, Hortos,

Diaz, Valero y Rius, 2002). Los autores encontraron que la presion producia una
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disminucion de 6xidos de colesterol, sugiriendo que la extraccion de los 6xidos

de colesterol podia estar influenciada por la presurizacion.
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4. Jamon curado

|1 jamoén curado es un producto tradicional espafiol, que
por sus singulares cualidades organolépticas y sensoriales es apreciado en todo el
mundo. El jamoén curado es un alimento obtenido a partir de la salazon y secado
al aire de las patas traseras del cerdo blanco. Este mismo producto recibe el

nombre de paleta o paletilla cuando se obtiene de las patas delanteras.

El procesado del jamon curado comprende diversas etapas. En la etapa de salado
se cubre de sal el jamoén, la duracion tipica es de un dia por kg de peso,
permaneciendo a una temperatura de entre 1 y 5 °C y humedades relativas en
torno al 80—90 %. En esta etapa también se afladen otros aditivos como nitratos y
nitritos. En la etapa de post salado, la temperatura se mantiene por debajo de 5 °C
durante 1-2 meses, hasta que la actividad de agua se reduce por debajo de 0,96
para prevenir el crecimiento de microorganismos indeseables. Transcurrido este
tiempo, normalmente se eleva la temperatura hasta un maximo de 25 °C; esta es
la etapa de secado o deshidratacion, que dura como minimo 2 meses, y se
desarrolla el flavor tipico de este producto. Durante la etapa de maduracion, que
se realiza con temperaturas entre 12 y 20 °C durante 4—6 meses, tienen lugar las

reacciones de proteolisis, lipolisis, oxidacion lipidica, reacciones de Maillard y
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degradacion de Strecker, que juegan un papel muy importante en el desarrollo
del color, sabor y olor tipicos de este producto (Garcia, Berdagué, Antequera,

Lopez—Bote, Cérdoba y Ventanas, 1991; Toldra y Flores, 1998).

Espafia es el primer productor de jamén curado del mundo, con mas de 40
millones de jamones por afo (2008) (Jimenez—Colmenero, Ventanas y Toldra,
2010). Otros productores son Italia y Estados Unidos. Se estima que en
actualidad el consumo de este producto en nuestro pais roza los 3 kg por

habitante y afio (Gutierrez, 2008).

Los cambios en los habitos de los consumidores han hecho que la
comercializacion de jamon curado loncheado y envasado al vacio en el afio 2004
representara el 7 % del total de ventas de jamoén curado en Espafia (Frigola y
Ayuso, 2003). El jamén curado es un alimento de baja acidez, que por su baja
actividad de agua, concentracion de sal y humedad, puede permanecer largos
periodos de tiempo sin ningun tipo de tratamiento. Sin embargo, las operaciones
de deshuesado, loncheado y envasado, necesarias para producir jamoéon curado
envasado loncheado, pueden dar lugar a contaminaciones desde la superficie del
jamoén y del entorno (Garriga y col, 2004). Por ello se torna necesaria la
aplicacion de tecnologias de conservacion para evitar que durante el

almacenamiento en refrigeracion proliferen los microorganismos.
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4.1. Aplicabilidad de las altas presiones en el jamon curado

El jamon curado no puede tratarse con tratamiento térmico, ya que alteraria tanto
sus cualidades organolépticas como su estructura. El jamén curado envasado
loncheado es un alimento preparado para tomar. En este &mbito de productos la
AAPH ofrece grandes posibilidades como instrumento de descontaminacion, ya
que altera el sabor y el olor de los alimentos en menor medida que los
tratamientos térmicos. Asi, la AAPH se perfila como una tecnologia capaz de
ofrecer alimentos listos para tomar con unas caracteristicas sensoriales similares
a las de los productos frescos. En la actualidad se comercializa jamén curado
loncheado empaquetado al vacio, sobre todo en el mercado exterior (Campus,

2010).

Con anterioridad se han realizado diversos estudios sobre la AAPH en jamoén
curado. Garriga, Grebol, Aymerich, Monfort y Hugas (2004) observaron que
tratando a 600 MPa, 31 °C y durante 6 min jamon curado envasado en lonchas se
conseguian disminuir las poblaciones de bacterias totales en al menos 2 Log;
manteniendo las poblaciones de microorganismos en valores bajos, alrededor de
3 Log de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de producto,
durante el almacenamiento en refrigeracion (120 dias). Los autores concluyeron
que la AAPH en las condiciones estudiadas era un método efectivo para retrasar

el crecimiento de microorganismos en este producto.

La presurizacion (400—600 MPa) durante el procesado del jamén o en el
producto final ha dado pocas diferencias en las caracteristicas de flavor del
producto final, con pequenas variaciones en la textura y en el color (Serra y col,
2007b). En este mismo estudio (Serra y col, 2007a) se observo que la actividad
de los enzimas antioxidantes (catalasa, glutation peroxidasa, superdxido

dismutasa) estaba ligeramente disminuida por la AAPH, sugiriendo que la
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presurizaciéon producia un aumento en la estabilidad oxidativa. El color del
jamon curado, un factor importante en la aceptabilidad de los consumidores, de
acuerdo con Cheftel y Culioli (1997) es altamente resistente a la decoloracion
inducida por la presion en carnes. Andrés, Moller, Adamsen y Skibsted (2004a)
encontraron que tras presurizar jamon ibérico curado entre 200 y 800 MPa se
producia una decoloracion. Esta decoloracion también se encontrd en otros
estudios tras presurizar jamon curado entre 400 y 600 MPa, relacionandose el
aumento de luminosidad y la disminucion del color rojo con las modificaciones
de las proteinas inducidas por la presion (Andrés y col, 2006; Saccani, Parolari,
Tanzi y Rabbuti, 2004). Sin embargo, en otro estudio presurizando jamon curado
envasado loncheado, Cava, Ladero, Gonzalez, Carrasco y Ramirez (2009) no
encontraron pérdidas de color al presurizar entre 200 y 300 MPa durante 15 y
30 min. Serra y col (2007b) achacaron los diferentes efectos de la AAPH en el
color del jamon curado a diferencias en la composicion inicial de pigmentos del
jamon.

El efecto de la presion en la oxidacion lipidica ha sido muy variable. Este es un
punto de gran importancia ya que esta oxidacion contribuye al desarrollo de las
caracteristicas de flavor del jamoén curado (Toldra y Flores, 2006). Andrés,
Adamsen, Moller, Ruiz y Skibsted (2006) no observaron ningiin aumento en la
oxidacion lipidica, medida mediante indices de TBARS, tras presurizar jamon
ibérico a 400 MPa; sin embargo, tras 40 dias de almacenamiento en refrigeracion
con luz, las muestras tratadas presentaron un mayor nivel de oxidacion. Por otra
parte, al presurizar entre 200 y 300 MPa durante 15 o 30 min jamoén ibérico
envasado loncheado se observo un aumento en la oxidacion lipidica, pero tras 90
dias de almacenamiento en refrigeracion no hubo diferencias entre muestras
tratadas y no tratadas (Cava y col, 2009). De manera similar, la presurizacion de

jamon envasado loncheado a 400 MPa durante 10 min a 12 °C produjo un ligero
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incremento en la fraccion volatil derivada de la lipdlisis, sugiriendo este
resultado que la AAPH tenia poco efecto en la oxidacion lipidica

(Rivas—Canedo, Fernandez—Garcia y Nuiiez, 2009).

La aplicacion de altas presiones en el jamon no solo se ha estudiado por su papel
descontaminante, sino también como una alternativa para conseguir productos
mas saludables. Fulladosa, Serra, Gou y Arnau (2009) presurizaron a 600 MPa
lonchas de jamoén curado procedentes de jamones reestructurados con poco
contenido en sal. La presurizacion provocé un aumento en la percepcion de
salado, dureza, gomosidad, fibrosidad, luminosidad y de los colores rojo y
marrén. A la par que produjo una disminucion en la adhesividad, elasticidad y
capacidad de retencion de agua. A la vista de estos resultados la presurizacion
tiene una influencia en la calidad sensorial del jamon, sin embargo més estudios
son necesarios para confirmar el efecto de la AAPH en la modificacion de las

propiedades sensoriales y en las causas que provocan este efecto.

El efecto de la AAPH en otros productos curados ha sido muy positivo. En
cecina, un producto curado proveniente de la ternera, la presurizacion a 500 MPa
durante 5 min no produjo diferencias en los pardmetros fisico—quimicos ni en los
sensoriales (Rubio, Martinez, Gonzalez—Fernandez, Garcia—Cachan, Rovira y
Jaime, 2006). En lomo ibérico curado, presiones entre 200 y 300 MPa durante 15
0 30 min produjeron una ligera disminucion del color rojo, pero tras 90 dias de
almacenamiento en refrigeracion no hubo ningiin efecto de la presion en el color;
ademas, la oxidacion lipidica, medida con indices de TBARS, se redujo tras la
presurizacion (Cava y col, 2009). En este mismo producto, presiones alrededor
de 300 MPa produjeron un ligero aumento en la luminosidad y una pérdida de
rojo, pero la estabilidad oxidativa no se vio afectada (Campus, Flores, Martinez y

Toldra, 2008).

638



5. El nabo

1 nabo (Brassica napus var. napobrassica) es una
hortaliza perteneciente a la familia de las Cruciferas, que engloba 380 géneros y
unas 3.000 especies, son propias de regiones templadas o frias del hemisferio
norte (Grubben y Denton, 2004). El nabo es un cruce entre las especies Brassica
oleracea (calabaza) y Brassica rapa (similar al nabo) originarias de la zona este
del Mediterraneo y del oeste asiatico. Las primeras informaciones de este vegetal
datan del siglo XVII, aunque fue durante el siglo XVIII cuando se introdujo en
Europa (Grubben y Denton, 2004). La versatilidad del nabo hace que se puedan
emplear tanto las raices, como las semillas o las hojas. De sus semillas se extrae
el aceite de colza; en Europa tuvo cierta repercusion como aceite de uso
industrial y para iluminacion (Grubben y Denton, 2004). Tanto las raices como
las hojas del nabo tienen usos culinarios. En algunas zonas de Europa las raices
del nabo se emplean como acompafiamiento en los asados, o como ingrediente
en ensaladas en forma asada o cocida. En Espaia las raices del nabo se emplean
como ingrediente para las sopas y sus hojas, conocidas como grelos, son

ampliamente consumidas en el noroeste de la peninsula.

* Extraido de: http://www.heirloom—organics.com/images/polaroid/nonhybrid—turnip.gif
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El nabo es una hortaliza de escaso aporte caldrico, con una abundante cantidad
de agua y un bajo contenido de hidratos de carbono. Ademads, es fuente de
vitamina C y folatos, conteniendo cantidades discretas de vitaminas del grupo B
(B¢, B3, By y By). Es un vegetal rico en potasio, que también contiene calcio,
fosforo y yodo (Shibutani y Kinoshita, 1969). El nabo estd considerado como
una fuente de compuestos que presentan beneficios para la salud, entre ellos los
compuestos fenolicos o los glucosinolatos (Paul y Southgate, 1978; Podsedek,

2007).

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios de las plantas, contienen azufre y
se biosintetizan a partir de diversos aminoacidos (metionina, alanina, triptéfano o
tirosina entre otros). Los glucosinolatos forman parte del sistema de proteccion
de las plantas, generando su consumo en el ganado gastroenteritis aguda,
salivacion e irritacion de la boca (Harborne, 1993). Estos compuestos son
ademas responsables del sabor amargo o acido de la mostaza, de las coles de
Bruselas o del brécoli. La hidrolisis de los glucosinolatos por el enzima
mirosinasa produce isotiocianatos, nitrilos, epitionitrilos y oxazolidinetionas.
Tanto los glucosinolatos como sus productos de hidrdlisis poseen actividad
biologica (Mithen, 2001). Alguno de estos compuestos pueden tener efecto
quimioprotectivo, relacionado con la reduccion de la incidencia de ciertos tipos
de cancer en humanos (Fahey, Zalcmann y Talalay, 2001). Sin embargo, otros
glucosinolatos como la progoitrina han presentado actividad goitrogénica en

animales, aunque no hay evidencias de este efecto en humanos (Mithen, 2001).

Por otro lado, los vegetales de la familia Brassica poseen propiedades
antioxidantes (Podsedek, 2007). En el nabo se encuentran diversos antioxidantes,
como la vitamina C o los compuestos fendlicos; entre estos ultimos podemos
destacar el acido sinapico y el acido vanilico, que son los acidos fenolicos

mayoritarios en el nabo (Mattila, Hellstrom y Torronen, 2006).
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3.1 Aplicabilidad de las altas presiones en el nabo

Una de las posibles aplicaciones de las altas presiones hidrostaticas, como ya se
ha visto en el jamon loncheado, se encuentra en la conservacion de comida
preparada. La aplicacion de esta tecnologia ha permitido obtener ensaladas de
fruta cortada, sin necesidad de afiadir conservantes u otras sustancias quimicas, y
variando la textura, el sabor y el olor en menor medida que con los tratamientos

térmicos (Torres y Velazquez, 2005).

El efecto de las altas presiones, por la menor merma que produce en compuestos
beneficiosos, como vitaminas y antioxidantes, asi como por su minima
modificacion de la textura y del flavor, se ha estudiado previamente en hortalizas
y frutas (Oey y col, 2008a; Oey y col, 2008b). No se ha podido encontrar
bibliografia previa del efecto de la AAPH en nabo, pero si que hay estudios
sobre su aplicacion en otros vegetales de la familia de las Brassica, como brocoli
0 Brassica rapa. En zumo de brocoli se observo que la AAPH a 500 MPa durante
10 min causaba una pequefia disminucién de vitamina C en funcién de la presion
aplicada, sin embargo el contenido en sulfaranos, derivados de los glucosinolatos
con actividad antimutagénica, no se veia afectado por la presion, tampoco las
cualidades sensoriales del zumo (Houska y col, 2006). En otro estudio se
encontré6 que la presurizacion de cabezas de brocoli entre 100 y 500 MPa
favorecia la puesta en contacto entre los glucosinolatos y el enzima mirosinasa,
favoreciendo la produccion de isotiocianatos, con propiedades beneficiosas para
la salud; ademas, la presurizacion limitaba la pérdida que se da en estos
compuestos con el tratamiento térmico (Van Eylen, Oey, Hendrickx y Van Loey,
2008). La presurizacion entre 200 y 600 MPa de Brassica rapa produjo el
ennegrecimiento del vegetal durante el almacenamiento en refrigeracion (una

semana) (S. Ueno, Hayashi, Shigematsu, y Fujii, 2009). El efecto de la AAPH en
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otro tipo de vegetales ha sido muy diverso, dependiendo mayoritariamente de la

matriz de estudio (Oey y col., 2008a; Oey y col., 2008b).
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1 objetivo general del presente trabajo ha sido investigar
el efecto de la presurizacion como método de conservacion en dos alimentos, el
jamon y el nabo, focalizando este estudio en su incidencia en los procesos

oxidativos y en los compuestos antioxidantes.
Objetivos especificos.

Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

[. El desarrollo de una metodologia para la determinacion de purinas y
pirimidinas en matrices carnicas mediante cromatografia liquida de alta

resolucion con deteccion por espectrometria de masas.

[I. La optimizacion de un método para el analisis de los 6xidos de colesterol
que permitiera una mejor cuantificacion de estos compuestos, en especial

de los epoxidos y el colestanotriol, en el jamon curado loncheado.

ITII. Investigar el efecto de diferentes presiones (400, 600 y 900 MPa) y
condiciones de almacenamiento en la incidencia de procesos oxidativos en

el jamon curado loncheado, focalizados sobre todo en la oxidacion lipidica.
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IV.

76

Estudiar las modificaciones inducidas por la presurizacion durante las
diferentes condiciones de almacenamiento en la calidad sensorial del

producto.

Investigar en el nabo el efecto de diferentes valores de presion/temperatura
en el mantenimiento de sus cualidades, aporte de sustancias antioxidantes y
de otros compuestos beneficiosos, comparando este efecto con el obtenido

mediante el escaldado.



@ Desarrollo u optimizacion de metodologias

\

/.:. Purinas y pirimidinas:

1) Extraccion con bafio de agua a 100 °C.
2) Lavado con disolventes.

3) Determinacion mediante HPLC-MS.

< Oxidos de colesterol

1) Extraccion por Blight and Dyer (1959).

2) Purificacion con columnas de silica y aminopropil.

3) Derivatizacion.

4) Determinacion por G&ID y GC-MS/MS..

)

@ Tratamientos, almacenamiento y analisis

JAMON CURADO

7

.

Muestras empaquetadas comerciales de jamon curado
loncheado (Bicep femoris).

\

\_

Las diferentes presurizaciones se realizaron en )
diferentes fechas por problemas técnicos. Por ello,
para cada nivel de presion se necesitaron diferentes
muestras no tratadas o control.

J
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600 MPa

6 min

¢+ Tiempo inicial

«» 25 dias con luz a 4°C
«»» 50 dias con luz a 4°C
«» 50 dias sin luz a 4°C

Color instrumental (CIELAB L*a*b%. Minolta. \

Analisis fisicoquimicos: nitritos, nitratos, cloruro
sodico, grasa, proteinas y humedad. NIT y otros
métodos.

Estabilidad oxidativa:

— Enzimas antioxidantes: catalasa, super6xido
dismutasa y glutation peroxidasa.

— Vitamina E (no publicado). HPLC con

fluorescencia.

— Indices de TBARS. Método inducido.

— Acidos grasos: fosfolipidos, libres y totales.

GC-FID.
Analisis microbioldgicos: microorganismos totales
aerobios y enterobacterias.
Microscopia Optica (s6lo tiempo inicial).
Analisis sensorial:

— Apariencia: intensidad de color, aparicion de
iridiscencias, brillo, apariencia plastica y
cristales blancos.

— Textura: dureza, gomosidad y desmenuzabilidad.

— Flavor: intensidad de olor y salado.

Andlisis de purinas y pirimidinas (s6lo tiempo inicial).

Analisis de 6xidos de colesterol (solo tiempo iniciay




% Tiempo inicial

25 dias con luz a 4°C
50 dias con luz a 4°C
» 50 dias sin luz a 4°C

/ ¢ Color instrumental (CIELAB L*a* b% s6lo tras\

25y 50 dias con luz a 4°C). Minolta.

«» Analisis fisicoquimicos: grasa, proteinas, colageno
y humedad. NIT

++ Analisis microbiologicos: microorganismos totales

L)

X/ 7
LS X4

D

aerobios y enterobacterias (solo tras 25 y 50 dias
con luz a 4°C).
Estabilidad oxidativa:

— Enzimas antioxidantes: catalasa, superoxido

K/
L X4

dismutasa y glutation peroxidasa.
— Vitamina E. HPLC con fluorescencia.
— Indices de TBARS. Método inducido.
«» Analisis sensorial:

— Apariencia: intensidad de color, aparicion de
iridiscencias, brillo, apariencia pléstica y
cristales blancos.

— Textura: dureza, gomosidad y

desmenuzabilidad.
k — Flavor: intensidad de olor v salado. /

¢+ Tiempo inicial

«» 25 dias con luz a 4°C
«» 50 dias con luz a 4°C
«» 50 dias sin luz a 4°C

900 MPa

6 min

/ «» Analisis fisicoquimicos: grasa, proteinas, colageno y \
humedad. NIT.
«» Estabilidad oxidativa:
— Enzimas antioxidantes: catalasa, superoxido
dismutasa y glutation peroxidasa.
— Vitamina E. HPLC con fluorescencia.
— Indices de TBARS. Método inducido.
«» Analisis de purinas y pirimidinas (s6lo tiempo inicial).

\ «» Analisis de 6xidos de colesterol (s6lo tiempo inicial). /
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NABO (Brassica napus)

200 MPa 20 °C 200 MPa 40 °C
5 min 5 min

400 MPa 20 °C 400 MPa 40 °C
5 min 5 min

600 MPa 20 °C 600 MPa 40 °C

5 min 5 min

X/
X4

L)

Color instrumental (CIELAB L*a* b6%). Ultrascam
» Textura instrumental:

o2

— Test de compresion
— Test de corte
«» Humedad expresable (capacidad de retencion de
agua).
«» Compuestos antioxidantes:
— Acido ascorbico. Solo acido ascorbico por
HPLC-UV.
— Contenido fenoélico total. Follin—Ciocalteu.
— Capacidad antioxidante (TEAC). Ensayo
DPPH.
Glucosinolatos. Método aproximado por

K HPLC_IPC. /

L X4
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chromatography—tandem mass spectrometry.
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Abstract

An ultra high performance liquid chromatography—tandem mass spectrometry method
(UPLC—MS/MS) is proposed for the simultaneous quantification of inosine, adenosine,
guanosine, uridine, hypoxanthine, xanthine and uric acid in pork meat, dry-cured and
cooked ham. Samples were added with >N,-xanthine (internal standard) and extracted with
boiling water for 30 min. Supernatants were washed with hexane, added with formic acid
10% in water, methanol:acetone (1:1, v/v), evaporated to dryness under N,, and finally re-
dissolved in water prior to injection. Chromatographic separation was carried out with a HSS
T3 column with a total time of analysis of 15 min. Two specific transitions for each
compound were used for identification and quantification (with matrix matched calibration
curves). Linearity, limit of detection, repeatability and accuracy were evaluated. The method
was used to quantify the seven purines and pyrimidines in 15 commercial samples.

Keywords

Nucleosides; Oxypurines; Uric acid; Pork meat products; Tandem mass spectrometry
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Abstract

The analysis of eight cholesterol oxidation products: 7a—hydroxycholesterol, 7p—
hydroxycholesterol, a—epoxycholesterol, B—epoxycholesterol, 20a—hydroxycholesterol,
cholestanetriol, 25—-hydroxycholesterol, and 7-ketocholesterol in dry—cured shoulder was
carried out. The extraction of lipids was performed by using the Bligh and Dyer method
(1959). Interferences were removed by solid-phase extraction (SPE) in two steps with silica
and aminipropylsilica SPE columns. The separation of the eight cholesterol oxidation
products was done by gas chromatography, and the detection was performed by flame
ionization detection (FID) and mass spectrometry (MS). The results obtained from the use of
both systems of detection were compared. The results showed that gas chromatography-
mass spectrometry (GC—MS) was the most suitable technique to obtain reliable quantitative
data, and significant differences (p < 0.05) between FID and MS determining 70—
hydroxycholesterol, 20a—hydroxycholesterol, and 25-hydroxycholesterol were observed.
For the determination of cholesterol oxidation products, it was necessary to apply gas
chromatography-tandem mass spectrometry to increase the sensitivity and to avoid
interference from other compounds.

Keywords

Cholesterol oxides — GC—FID — GC—MS — GC-MS/MS — Dry—cured shoulder
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Abstract

The effect of high pressure processing at 600 MPa on sliced and vacuum packaged
commercial dry-cured ham was determined by analyzing the induced color changes, the
physicochemical characteristics, the microbiological count and the changes in sensory
attributes and also its effect on lipid oxidation measured through TBARS (thiobarbituric
reactive substances), antioxidant enzyme activities and the content of fatty acid from total,
free and phospholipid fractions. This effect was also studied during 50 days refrigerated
storage with different light conditions. The high pressure processing at 600 MPa modified
the color of dry-cured ham producing an increase in lightness L*-parameter. Many sensory
attributes were also modified resulting in an increase in hardness, chewiness, brightness,
odor intensity and saltiness, while reducing color intensity. High pressure produced a
reduction in the aerobic count. The oxidative stability of the pressurized dry-cured ham was
not altered as observed from the absence of differences in fatty acid contents and
antioxidant enzyme activities. Initially pressurization produced a decrease in TBARS levels,
however this effect was not found after 50 days of refrigerated storage.

Industrial relevance

The application of high hydrostatic pressure (HHP) in food technology is a useful tool to
combine a minimal processing that increases the shelf-life of the food products, maintaining
their safety and nutritional properties and with minimal changes in flavor or taste. This
processing technology is very important to increase the safety of the sliced foods which are
prone to the microbiological deterioration, as cured meat products and cooked ham.
Pressurization of sliced dry-cured ham at 600 MPa has been shown effective reducing
spoilage associated microorganisms. The present study was carried out to evaluate the
oxidative stability, nutritional quality, safety and sensory attributes of dry-cured ham
pressurized at 600 MPa. This is very important because the hypothesis that HHP does not
affect to sensorial characteristics needs to be confirmed in different kind of foods. Also, the
possible causes of the observed effects should be explained by the study of physic—chemical
parameters. In this way the oxidative stability is an important issue because some authors
claimed that HHP can increase oxidation in food containing lipids.



Research Highlights

P Pressurization of dry-cured ham at 600 MPa did not increase lipid oxidation. » Fatty acid
contents and antioxidant enzyme activities were not changed. » TBARS levels were
decreased at initial storage time with HPP at 600 MPa. » HPP at 600 MPa induced changes
in the color, texture and flavor of dry-cured ham. P The light storage for 50 days reduced
phospholipids and increased free fatty acids.

Keywords

High pressure processing; Dry-cured ham; Oxidative stability; Fatty acids; Sensory analysis
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Abstract

The effect of high pressure processing at 400 MPa and 900 MPa on the oxidative stability of
sliced and vacuum packaged commercial dry-cured ham was determined by analyzing the
antioxidant enzyme activities, TBARS levels (thiobarbituric acid reactive substances), vitamin
E content and physicochemical characteristics during refrigerated storage for 50 days in
different light conditions. In dry-cured ham pressurized at 400 MPa color changes and
sensory analyses were also assessed. The high pressure process at 900 MPa produced a
decrease in superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSHPx) activities and
increased vitamin E content. In contrast, pressurization at 400 MPa, increased SOD activity,
and showed no effect on vitamin E content and GSHPx activity. In general the
physicochemical parameters determined (fat, moisture and collagen) were unaffected by
pressurization. Treatment at 400 MPa increased the instrumental color measurement of
lightness (L* values, CIELAB). This level of pressure also modified the hardness, chewiness,
saltiness and color intensity. These changes of the sensory attributes in dry-cured ham were
significant, but small.

Highlights

P Pressurization at 900 MPa decreased the activity of some antioxidant enzymes. »
Vitamin E content was increased with pressurization at 900 MPa. » Pressurization at 400
and 900 MPa had not effect on physicochemical parameters. » Pressurization at 400
modified the dry-cured ham sensory attributes.

Keywords

High pressure processing; Dry-cured ham; Physicochemical parameters; Oxidative stability;
Sensory analysis
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Abstract

The effects of combined pressure/temperature treatments (200, 400 and 600 MPa, at 20 and 40 °C)
on the physical and nutritional properties of swede roots (Brassica napus var. napobrassica) were
assessed. Changes induced by high pressure processing (HPP) on the original properties of swede
samples were compared with those produced by thermal treatment (blanching). All studied
treatments altered the physical properties of swede, resulting in a loss of hardness and water
binding capacity. The strongest alteration of texture was observed after HPP at 400 MPa, while

600 MPa was the treatment that better preserved the texture properties of swede. Blanching caused
less total colour changes (AE) than HPP. Antioxidant properties of swede were measured as total
antioxidant capacity, ascorbic acid and total phenol content. All treatments caused a loss of
antioxidant capacity, which was less pronounced after HPP at 600 MPa and 20 °C and blanching.
Four glucosinolates were detected in swede roots, glucoraphanin, progoitrin, glucobrassicanapin and
glucobrassicin. Glucobrassicanapin and glucobrassicin contents were reduced with all studied
treatments. Progoitrin content was not affected by blanching and HPP at 200 MPa. HPP at higher
pressure levels (400 and 600 MPa), though, induced an increase of progoitrin levels. The results
indicated that blanching and HPP at 600 MPa and 20 °C were the treatments that better preserved
the original quality properties of swede.

Industrial relevance: Development of mild processing technologies that minimally affect the sensory
and texture of products is a challenge for the food industry. The present work has studied the effects
of combined pressure—temperature treatments on the colour, texture, antioxidant activity and
glucosinolate profile of fresh-cut swede (Brassica napus) as an alternative to traditional blanching
techniques.

Research Highlights: Pressurisation of swede at 600 MPa produced the lowest lost of original
texture. Pressurisation produced a higher colour change than mild heat treatment in swede.
Pressurisation at 600 MPa/20 2C produced the lowest loss of antioxidant properties. The
glucosinolate content varied in function of treatment and glucosinolate studied.

Keywords
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Abstract

The effect of high pressure (at 600 and 900 MPa) on the levels of purines and pyrimidines
was evaluated in dry-cured and cooked ham. Pressurization of dry-cured ham did not
modify purines and pyrimidines contents. On the contrary, treatment at 600 MPa and
900 MPa caused a decrease in guanosine and an increase in adenosine respectively.

Keywords

Purines; Pyrimidines; High pressure process; Pork meat products
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Abstract

The effect of high pressure processing (at 600 and 900 MPa) on cholesterol oxidation
products has been studied in vacuum packaged sliced dry-cured ham. Pressurisation of dry-
cured ham at 600 MPa did not show changes in the contents of cholesterol oxidation
products. However, the effect of pressurisation at 900 MPa produced a significant increase
in the contents of 7a-hydroxycholesterol, 7B-hydroxycholesterol, B-epoxycholesterol, a-
epoxycholesterol, 25-hydroxycholesterol and 7-ketocholesterol. In view of the results, at the
pressure of 900 MPa, a strong damage of membrane could be produced and the potential
production of harmful compounds in dry-cured ham as it was observed for cholesterol
oxidation products.

Highlights

» Pressurisation at 600 MPa did not increase cholesterol oxidation products content. »
Pressurisation at 900 MPa increased mainly all cholesterol oxidation products. » The effect
of 900 MPa was similar to that produced when heating meat. » The content of 7-
ketocholesterol was a good indicator of cholesterol oxidation.

Keywords

Oxidation; Cholesterol oxidation products; High pressure process; Dry-cured ham



147



148




a finalidad del presente trabajo ha sido estudiar el efecto
de la aplicacion de altas presiones en los fendémenos oxidativos o en aquellos
relacionados con la vida 1til de dos tipos de alimentos: el nabo y el jamén curado
loncheado. Los 6xidos de colesterol y las purinas y pirimidinas fueron algunos de
los compuestos escogidos por sus implicaciones en la seguridad de los alimentos
y en las rutas de oxidacion. Para poder obtener datos fiables se desarrollaron y
optimizaron los métodos de analisis de estos compuestos. En la primera parte de
esta discusion se exponen y discuten brevemente estas metodologias. También se
examinan los resultados obtenidos en su aplicacion en alimentos. En la segunda
parte se aborda el efecto de la aplicacion de diferentes valores de presion en dos
alimentos de diferente naturaleza, el nabo y el jamon curado. La eleccion de dos
alimentos de tan diferente composicion se hizo, entre otras cosas, con el fin de
obtener una vision global del efecto de la presurizacion. En esta parte de la
discusion se compara el efecto de diferentes valores de presion en la textura,
color, compuestos con actividad antioxidante y estabilidad oxidativa de los dos

alimentos estudiados.
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1. Desarrollo de nuevos métodos de

analisis

1.1. Andlisis de purinas y pirimidinas

a determinacion de estos compuestos no habia podido ser
resuelta de modo satisfactorio tanto desde el punto de vista de su extraccion
como de la separacion efectiva de algunos compuestos, como la hipoxantina,
xantina y 4cido trico. El empleo de la espectrometria de masas fue una
aproximacion para resolver esta dificultad, con ella se consigue una separacion
adicional en base a los iones de diferente masa (m/z) que permite solucionar
solapamientos producidos en la separacion cromatografica. Ademas, la obtencion
del i6n de masa molecular junto con iones especificos de fragmentacion facilita

su identificacion.

El proceso de extraccion se optimizo para obtener recuperaciones superiores al
80 % y evitar la degradacion de los compuestos de estudio. Las purinas y
pirimidinas se encuentran en la fase hidrosoluble, para extraerlas fue necesaria la
eliminacion de otros interferentes, como las proteinas. En anteriores trabajos se
habian empleado para su extraccion soluciones acidas o agua, tanto con altas

temperaturas como a temperatura ambiente (Cheng y col, 2004; Cooper,
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Khosravan, Erdmann, Fiene y Lee, 2006; Fan y col, 2006; Liu, Lin, Yan, Chen,
Hoidal y Xu, 2003; Lou, 1998; Lou y col, 2005; Mateo, Dominguez,
Aguirrezabal, y Zumalacarregui, 1996; Piiieiro—Sotelo, de Quiros,
Lopez—Hernandez y Simal—Lozano, 2002; Tikk y col, 2006). Partiendo de estos
trabajos se ensayo la recuperacion de purinas y pirimidinas con dos tipos de
extracciones: la hidrdlisis dcida y la extraccion con agua a altas temperaturas
(100 °C). Las recuperaciones obtenidas con la hidrolisis acida fueron menores
del 10 % en cuatro de los siete compuestos estudiados, inosina, guanosina,
adenosina y acido urico, relacionadas tanto con la degradacion de algunos
nucleodsidos a sus bases purinicas (Fan y col, 2007; Lim, Huang, Jenner, Wang,
Tang y Halliwell, 2006), como con la escasa solubilidad del acido urico a pH
bajo (Coolen, Arts, Swennen, Bast, Stuart y Dagnelie, 2008). Las recuperaciones
obtenidas con el empleo de agua y altas temperaturas fueron superiores al 83 %
para todos los compuestos de estudio, confirmando la ausencia de degradacion
de nucledsidos a bases. Esta extraccion habia sido empleada previamente para el
analisis de acido urico y xantina en plasma (Liu, Lin, Yan, Chen, Hoidal y Xu,
2003), asi que se modifico para adaptarla al andlisis de purinas y pirimidinas en
productos carnico. La baja solubilidad de la hipoxantina, xantina, 4cido trico y
guanosina (Tabla 2), que era aun menor en disoluciones acidas, hizo necesario el
control del pH de los extractos, ya que las recuperaciones iniciales variaban en
funcion del pH de la muestra de estudio. Es por este motivo que adicionamos
acido formico, en un intento de obtener un pH homogéneo en los diferentes

extractos (Pub. 1, sec. 2.3).

No fue posible conseguir el objetivo de obtener un método sin el empleo de
disolventes orgdnicos. Al inyectar el extracto acuoso en el sistema de
cromatografia liquida de alta resolucion, UPLC, se producia un aumento de

presion, lo que obligd a mejorar la purificacion del extracto mediante lavados
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con disolventes para eliminar los componentes mas apolares procedentes de la

matriz.

Tabla 2. Propiedades de algunas purinas y pirimidinas.

Extraido de http://www.sigmaaldrich.com, http://www.drugbank.com y The Merck Index, Susan
Budavari, Ed. Merck & Co. 1996.

En un principio, el analisis de purinas y pirimidinas se realizé por UPLC con
deteccion UV-DAD. Sin embargo, este tipo de deteccion no permitio la
deteccion y la identificacion de los compuestos debido a las interferencias
producidas por la matriz. Ademas, tanto la coelucion de los picos
cromatograficos pertenecientes al dcido urico e hipoxantina, como los diferentes
intervalos de concentraciones de los compuestos en las muestras, no permitio una
correcta cuantificacion (Pub. 1, Fig. 2). La aplicacién de la espectrometria de
masas (MS) permiti6 la determinacion simultdnea de la pirimidina uridina y de
las purinas adenosina, guanosina, inosina, xantina, hipoxantina y acido urico. De
esta manera, se obtuvo por primera vez la determinacion simultdnea de estos
compuestos sin solapamiento en productos carnicos, asi como la posibilidad de

aplicar el procedimiento a otros alimentos o muestras.

Gracias tanto al uso de la espectrometria de masas como a la extraccion con agua
a pH neutro, la presente metodologia puede seguir desarrollandose para otros
compuestos implicados en el metabolismo del ATP. Este método fue validado
para la cuantificacion de purinas y pirimidinas en diferentes matrices

alimentarias como carne magra y jamoén cocido y curado. La repetibilidad

152



intradia en el analisis de purinas y pirimidinas de las muestras de estudio fue
menor o igual al 8 % y la interdias menor del 12 % (Pub. 1, Tabla 2). La
recuperacion estuvo influenciada tanto por el analito de estudio como por la
matriz empleada, pero se obtuvieron recuperaciones mayores del 70 % en todos
los casos. También se realizaron pruebas preliminares en pescado, dando
resultados muy satisfactorios y abriendo nuevas posibilidades en este tipo de
matriz, donde los compuestos derivados del metabolismo del ATP son utilizados

como indice de frescura (Saito, Arai y Matsuyoshi, 1959).

Tabla 3. Concentraciones de purinas y pirimidinas en muestras

comerciales (expresado en pg/g peso seco).

! Se analizaron cinco muestras por triplicado para cada tipo de producto.
2 Menor que el limite de cuantificacion (LC); LC = 3*LOD.
abe. 1 as diferentes letras en una misma fila indican diferencias entre las medias a p<0.05

Al analizar el contenido de purinas y pirimidinas en diferentes productos
derivados del cerdo se encontrd que los compuestos mayoritarios eran inosina e
hipoxantina (Tabla 3). En carne magra la concentracion de inosina fue superior a
la de hipoxantina, mientras en jamoén curado el orden fue inverso. El jamoén
curado también presentd mayores concentraciones de guanosina, uridina y
xantina. Esto indica que durante el proceso de curado se degradan por accion de
enzimas endogenas tanto los nucledtidos como los nucledsidos (Dierick,
Vandekerckhove y Demeyer, 1974; Watanabe, Tsuneishi y Takimoto, 1989), y
esta degradacion se ha relacionado con el desarrollo del sabor tipico de la carne

(Spurvey, Pan y Shahidi, 1998).
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En el jamoén cocido, a diferencia del jamon curado, las concentraciones de
inosina e hipoxantina fueron similares (Tabla 3). En un estudio anterior también
se encontraron concentraciones similares de inosina e hipoxantina al calentar

carne de ternera a 95 °C (Cambero y col., 2000).
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1.2. Analisis de oxidos de colesterol

El analisis de los 6xidos de colesterol en alimentos normalmente requiere de una
metodologia larga y laboriosa y de grandes volimenes de disolventes
(Garcia—Regueiro y Maraschiello, 1997; Guardiola y col, 1995; Lai, Gray y
Zabik, 1995; Petron y col., 2003). En el presente trabajo, en base a anteriores
metodologias (Garcia—Regueiro y Maraschiello, 1997; Petron y col, 2003;
Ulberth y Rossler, 1998) se optimiz6 este proceso con el fin de aumentar tanto su
sensibilidad como su selectividad. Se parti6 de una mayor cantidad de grasa
intramuscular, 50 mg en vez de 10 mg (Petron y col, 2003), y se ajusto el
volumen de disolvente empleado. La extraccion de la grasa se realizd por el
método de Blight y Dyer (1959) con algunas modificaciones, empleando un total
de 10 ml de cloroformo y 4 ml de metanol por muestra, con un coeficiente de
variacion siempre menor del 9 %. El proceso de purificacion también requirid

optimizar el volumen de disolventes.

Finalmente, partiendo de una cantidad de grasa cinco veces mayor que la
empleada anteriormente, los volimenes de disolventes para la extraccion y
purificacion solo se incrementaron en un factor de dos (Petron y col, 2003). Al
partir de una mayor cantidad de muestra inicial, se pudieron determinar los
oxidos de colesterol 20o—hidroxicolesterol, = 25-—hidroxicolesterol 'y
colestanotriol, los cuales apenas se habian podido determinar previamente por su

baja concentracion en las muestras (Petron y col, 2003).

En una primera fase, la determinacién de los 6xidos de colesterol se realizd
mediante cromatografia de gases con deteccion de ionizaciéon de llama
(GC—FID). Esta técnica habia sido ampliamente utilizada anteriormente para el
analisis de oxidos de colesterol (Ahn y col, 2001; Careri, Mangia, Musci y

Parolari, 1998; Garcia—Regueiro y Maraschiello, 1997; Monahan y col., 1992;
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Vestergaard y Parolari, 1999). Sin embargo, los limites de deteccion obtenidos
(Pub. 2, Tabla 2) eran superiores a los valores en que algunos oOxidos de
colesterol se encontraban en el jamon curado (Petron y col, 2003; Vestergaard y
Parolari, 1999). Ademas, ante la imposibilidad de obtener una correcta
cuantificacion de los o6xidos de colesterol 7a—hidroxicolesterol 'y
25-hidroxicolesterol, debido a los interferentes de la matriz, realizamos una

segunda determinacion mediante espectrometria de masas (MS).

El espectrometro de masas se utilizé en modo “SCAN” para los compuestos que
estaban  presentes en  mayor concentracion  (7o—hidroxicolesterol,
7B—hidroxicolesterol, =~ 25—hidroxicolesterol 'y  7—cetocholesterol). La
determinacion de los compuestos que se hallaban en menor concentracion
(a—epoxicolesterol, f—epoxicolesterol, 20—hidroxicolesterol y colestanotriol) se
realizd con espectrometria de masas en tandem (MS/MS) en modo SIM
(monitorizacidon de iones seleccionados)/SCAN. Como puede observarse en la
Tabla 4 (Pub. 2), el empleo del espectrometro de masas permitié cuantificar el
25—hydroxycholesterol y reducir los limites de deteccion de los oOxidos de
colesterol que se encontraban en menor concentracion, como minimo en un
factor de diez. La repetibilidad, tanto intradia como interdias se redujo, y las
recuperaciones obtenidas fueron superiores al 90 % para todos los oxidos de
colesterol. Ademas, al comparar la deteccion FID y MS se comprobd que los
oxidos de colesterol 7a—hidroxicolesterol y 20a—hidroxicolesterol no se habian
cuantificado correctamente mediante FID debido a los interferentes derivados de

la matriz (Pub. 2, Tabla 3).

La optimizacion metodoldgica junto con la deteccion GC—MS, MS/MS permitid
determinar simultaneamente los ocho 6xidos de colesterol, 7o0—hidroxicolesterol,
7B—hidroxicolesterol, a—epoxicolesterol, B—epoxicolesterol,

20—-hidroxicolesterol, colestanotriol, 25—hidroxicolesterol y 7—cetocholesterol en
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paletilla curada (Ahn y col, 2001; Monahan y col, 1992; Petron y col, 2003;

Schmarr y col, 1996; Vestergaard y Parolari, 1999; Zanardi y col., 2000).

La determinacion de 6xidos de colesterol en paletilla curada dio resultados
similares a los descritos con anterioridad en jamoén curado, aunque algo
inferiores (Petron y col, 2003; Vestergaard y Parolari, 1999). Esta diferencia
pudo deberse a que el producto analizado era diferente, tanto en composicion
como en el tratamiento tecnoldgico (tiempo de curado, cantidad de sal, etc.). La
correcta cuantificacion de los oxidos de colesterol en diferentes productos
alimentarios, aun siendo algunos de ellos compuestos muy minoritarios, posee

relevancia por su posible toxicidad.

Tanto para los o6xidos de colesterol como para las purinas y pirimidinas, el
empleo de la espectrometria de masas permitio la determinacion de estos
compuestos en matrices complejas. La MS, en el modo de seleccion de iones,
permiti6 reducir las etapas de purificacion, reduciéndose asi los tiempos de
analisis y los volimenes de disolventes empleados. Este es un factor importante
al trabajar con matrices alimentarias, donde la heterogénea composicion puede
dificultar los analisis. Ademas, la MS permitié determinar simultaneamente

compuestos presentes a diferentes concentraciones en los alimentos.
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2. Aplicacion de altas presiones en

alimentos

a presurizacion mostrd un efecto diferente en funcion del
alimento de estudio. En el nabo, los resultados de textura instrumental mostraron
que todas las condiciones de presion y temperatura producian ablandamiento,
también se aprecidé un incremento en la elasticidad del vegetal con presiones
hasta 400 MPa (Tabla 4). Por el contrario, en el jamoéon curado el analisis
sensorial reportdé un incremento en la dureza y la gomosidad con la
presurizacion. Fulladosa, Serra, Gou y Arnau (2009) en jamén curado
presurizado a 600 MPa relacionaron los resultados de la textura instrumental con
los obtenidos mediante andlisis sensorial, siendo el incremento en dureza y
gomosidad obtenido en el anélisis sensorial equivalente al incremento en dureza
y elasticidad instrumental. En los alimentos estudiados, la presion comprime las
células del tejido (Hartmann y Delgado, 2004), produciendo desorganizacion
celular. Sin embargo, la diferente composicion, gran contenido en agua e
hidratos de carbono en el nabo y poco contenido en agua y gran porcentaje de
proteinas en el jamoén curado, contribuyeron a que para una misma accion, el

resultado fuera totalmente diferente.
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Tabla 4. Efecto de los diferentes valores de presion en la textura
instrumental del nabo y en la textura sensorial del jamén curado

loncheado.

( Datos de la fuerza de compresién del nabo, N. Pub. 5, Fig.1.

© Datos de la fuerza de corte del nabo, N. Pub. 5, Fig.2.

© Datos de la distancia de corte del nabo, mm. Pub. 5, Fig.2.

“ Datos de dureza del anélisis sensorial del jamén curado. Pub. 4, Tabla 5 y Pub. 3, Tabla 7.

G Datos de gomosidad del analisis sensorial del jamén curado. Pub. 4,Tabla 5 y Pub. 3,Tabla 7.
abe. 1 as diferentes letras en una misma fila indican diferencias entre las medias a p<0.05. En el
jamon, la comparacion se realiza entre:

© NT400 y presurizado a 400 MPa tras 50 dias de almacenamiento con o sinluz.

T'NT600 y presurizado a 600 MPa tras 50 dias de almacenamiento con o sin luz.

Tanto en el jamon presurizado entre 400 y 600 MPa, como en el nabo
presurizado entre 200 y 400 MPa, el aumento de la presion supuso una
modificacion mayor de la textura original. Sin embargo, en el nabo la
presurizacion a 600 MPa afecto la textura en menor medida que la presurizacion
a 400 MPa (Tabla 4). Se ha comentado previamente (Pub. 5, sec. 3.1) que la
desactivacion del enzima poligalacturonasa a 600 MPa podria ser la responsable
de esta recuperacion de la textura. Aunque también podria relacionarse con el
incremento de los iones H' y OH™ del agua que produce la presurizacion, dando
lugar a una reorganizacién para ocupar un menor volumen (Cheftel y Culioli,
1997). Las pectinas son un componente de la pared celular de los vegetales. La
demetilacion de las pectinas por el enzima pectina metilesterasa, PME, produce
pectinas acidas y metanol. Estas pectinas se podrian reagrupar de una manera
mas compacta a 600 MPa que a 400 MPa, por la separacion de cargas que
produce la presurizacion (Cheftel y Culioli, 1997), produciendo una textura mas

dura y menos elastica que con otros valores de presion (Tabla 4). Araya y col.
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(2007) observaron por microscopia electronica que al cortar zanahoria
presurizada a 550 MPa se producia la rotura del tejido intercelular, mientras que
en el caso del vegetal crudo la rotura era intracelular. Este aumento de las fuerzas
de unidn intracelular y el debilitamiento de las uniones intercelulares podria estar
causado por la nueva organizacion de las pectinas acidas, como se ha comentado,
ya que éstas son el componente mayoritario de la laminilla media, que es la capa

mas externa de la pared celular.

En el nabo se encontr6 que la AAPH producia una disminucion en la capacidad
de retencion de agua (Pub. 5, Fig. 3), probablemente como consecuencia de
alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares. En el presente
estudio la capacidad de retencion de agua del jamon curado no se midid. Sin
embargo, de acuerdo por un lado con la disminucién en la capacidad de retencion
de agua medida en el jamén curado presurizado en anteriores trabajos (Fulladosa
y col., 2009) y por otro lado, con el aumento en la aparicion de iridiscencias y en
la apariencia pléstica obtenida tras la presurizacion del jamon curado (Pub. 3,
Tabla 7; Pub. 4, Tabla 5), podemos sugerir que este pardmetro también
disminuye en el jamén curado con la presurizacion. A esta disminucion en la
capacidad de retencion de agua en el nabo y en el jamoén curado pueden
contribuir tanto las alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares,
permitiendo el paso de agua de dentro hacia el exterior de las células, como los
cambios de solvatacion de las moléculas inducidos por la AAPH (Messens, Van

Camp y Huyghebaert, 1997).

El efecto de la presion en el color fue diferente en funcion del alimento de
estudio, el nabo se oscurecié mientras en el jamon curado hubo un aumento de la
luminosidad o de los tonos claros (Tabla 5). Estos cambios se han relacionado
con los cambios estructurales inducidos por la presion, alterando el ratio de luz

absorbida/reflejada (Carlez y col, 1995; Oey y col., 2008b). Sin embargo, en el
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nabo el oscurecimiento también se relaciona con la accion de los enzimas
peroxidasas, que son muy abundantes y pueden ser los responsables del
desarrollo de colores de fondo en vegetales (Burnette, 1977). De acuerdo con
anteriores estudios, estos enzimas se desactivan con el escaldado, pero se
necesitan presiones del orden de los 900 MPa para inactivarlos mediante la
presion (Baardseth y Slinde, 1980; Eisenmenger y Reyes—De—Corcuera, 2009).
En otros vegetales, como las judias verdes con un gran contenido de clorofila, se
ha observado que la presurizacion intensifica el color del pigmento (Krebbers,
Koets, van den Wall, Matser, Moezelaar y Hoogerwerf, 2002). Algo similar
puede observarse en el jamon curado, donde la presurizacion a 600 MPa produjo
un incremento en los colores rojos tras 50 dias de almacenamiento (Tabla 5),
seguramente relacionado con la estabilidad del pigmento nitrosilmioglobina a la
presion que se traduce en el mantenimiento del color rojo caracteristico de las
carnes curadas tras la presurizacion (Cheftel y Culioli, 1997). Sin embargo, a
diferencia de lo observado en vegetales, donde el color puede verse afectado por
reacciones de oxidacion durante el almacenamiento (Oey y col, 2008b), en el
jamoén curado presurizado a 600 MPa se mantuvo mejor el color rojo durante el
almacenamiento que en el jamon curado no presurizado (Pub. 3, Tabla 3).

El aumento de los tonos claros (emblanquecimiento) del jamén curado con la
AAPH no se ha observado en otros tipos de carnes curadas, como la cecina,
donde la presurizacion a 500 MPa/4 min no produjo diferencias en los valores de
L* (Rubio, Martinez, Gonzalez—Fernandez, Garcia—Cachéan, Rovira y Jaime,
2006). Tampoco produjo diferencias en este parametro la presurizacion del
jamon curado entero a 400 o 600 MPa, sugiriéndose el efecto protectivo de los
largos procesos de curado en el emblanquecimiento producido por la AAPH
(Serra y col, 2007b). Tanto la cecina como los jamones con largos periodos de
curacidon comparten una caracteristica comun, una actividad de agua (0,9) menor

que la encontrada en los jamones de curacion corta (0,95-0,965) (Andrés,
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Moller, Adamsen, Ruiz y Skibsted, 2004b; Fulladosa y col, 2009; Rubio,
Martinez, Gonzalez—Fernandez, Garcia—Cachéan, Rovira y Jaime, 2006; Serra y
col., 2007a). Asi, se podria sugerir que en el emblanquecimiento producido por
la AAPH el agua libre en el alimento juega un papel muy importante; bien sea
por su posible compresion con la presion (4 % cada 100 MPa; (Cheftel y Culioli,
1997)) o por la formacién de puentes de hidrogeno que puede promover el
aumento de la presion (Cheftel, 1995), que daria como resultado cambios
estructurales en la superficie del jamon, con una potencial precipitacion de la
tirosina si la cantidad de agua se reduce. De acuerdo con esto, en anteriores
trabajos se han atribuido las modificaciones inducidas por la presurizacion en el
color a cambios en las propiedades de enlace de las proteinas con el agua (Souza

ycol,2011).

Tabla 5. Efecto de los diferentes valores de presion en el color
instrumental (CIELAB L*, a* y b*) del nabo y del jamén curado
loncheado.

Datos extraidos de las publicaciones 3,4 y 5.

abe. T as diferentes letras en una misma fila indican diferencias entre las medias a p<0.05.
En el jamon, la comparacion se realiza entre:

('NT400 y presurizado a 400 MPa tras 50 dias de almacenamiento con o sin luz.

@ NT600 y presurizado a 600 MPa tras 50 dias de almacenamiento con o sin luz.

En los dos alimentos estudiados, los cambios inducidos por la presion en el
contenido de compuestos antioxidantes o con capacidad antioxidante estarian
muy influenciados por las modificaciones conformacionales. En el nabo, la

desorganizacion celular inducida por la presion facilitaria la oxidacion de los
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compuestos mas susceptibles a la accion del oxigeno y de los enzimas
oxidativos. Asi, la presurizacion a 200 y 400 MPa produjo pérdidas tanto en el
contenido de vitamina C como de compuestos fenolicos, y por ende en la
capacidad antioxidante. Mientras que la AAPH a 600 MPa, que habia producido
una menor modificacion de la textura, solo produjo ligeras pérdidas en el

contenido de vitamina C (Tabla 6).

En el jamoén curado la presurizacion a 400 MPa produjo un aumento en la
actividad del enzima superoxido dismutasa (SOD). Este enzima forma parte del
sistema antioxidante de la carne y un aumento de su actividad se relaciona con
una pérdida en la estabilidad oxidativa. Sin embargo, a 600 MPa no se encontrd
ninguna diferencia en la actividad de este enzima, y con una presiéon de 900 MPa
disminuyo la actividad del enzima (Tabla 6). Esta reduccion de la actividad
enzimatica a 900 MPa también se produjo en otro enzima antioxidante: la
glutation peroxidasa (GSHPx). Estas medidas, como ya se ha visto en el nabo,
donde el mayor valor de presion ofrece una mejor retencion de los compuestos
con capacidad antioxidante, podrian sugerir una mejor conservacion de la
estabilidad oxidativa en el jamon curado presurizado a 900 MPa. Sin embargo, a
este valor de presion se encontrd una correlacion negativa entre la actividad del
enzima GSHPx en el tiempo inicial y la concentracion de los 6xidos de colesterol
7a—hidroxicolesterol (r = —0,96534; p<0,005), 7P—hidroxicolesterol (r =
—0,96935;  p<0,005), colestanotriol (r = -0,91907; p<0,01) 'y
25—hidroxicolesterol (r = —0,81706; p<0,05) (analisis de correlaciones Pearson
obtenidas con el paquete estadistico SAS, version 8.2, Instituto SAS Inc., Cary,
NC). Esta correlacion negativa que se observo en el jamoén curado a 900 MPa
junto al incremento de vitamina E, compuesto con accion antioxidante que forma
parte de las membranas celulares, sugeriria que a este valor de presion se produjo

la rotura de las membranas celulares, produciendo un incremento relativo de la
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concentracion de vitamina E y dejando el colesterol mas expuesto a la accion de
oxidantes. Asi, no quedd claro que una mayor desestructuracion celular
produjera un aumento en la estabilidad oxidativa del jamoén curado. En este caso,
la disminucion en la actividad enzimatica con la AAPH a 900 MPa seria debida a
cambios conformacionales en el enzima que resultarian en su parcial o total

inactivacion (Hendrickx y col, 1998).

El incremento en la actividad de la SOD a 400 MPa fue debido a un incremento
en las especies superdxido (O;)" en la matriz. Este incremento de la oxidacion
potencial se ha asociado a la desintegracion de las membranas celulares, lo que
afectaria a los 4cidos grasos poliinsaturados, mas susceptibles a la oxidacion
(Andrés y col, 2004a; Beltran y col, 2003; Carlez y col, 1995). Sin embargo, la
presurizacion de jamon curado a 600 MPa no produjo cambios en el contenido de
oxidos de colesterol ni de vitamina E (Tabla 6), tampoco en el contenido de
acidos grasos provenientes de los fosfolipidos (Pub. 3; Tabla 5), sugiriendo el
mantenimiento de la integridad de las membranas celulares. Por otro lado, en
matrices proteicas como la carne se cree que hay un efecto cooperativo de la
desnaturalizacion de las proteinas en el inicio de la oxidacion lipidica (Wada,
1992).

En el presente trabajo no se encontraron diferencias en el contenido de proteinas
totales presurizando jamon curado entre 400 y 600 MPa (Pub. 3, Tabla 2; Pub. 4,
Tablas 1-2). Aunque en el jamoén curado presurizado a 900 MPa, tras 50 dias de
almacenamiento con diferentes condiciones luminicas, se encontré un
incremento en la concentracion de proteinas (Pub. 4, Tabla 3). De acuerdo con
Carlez y col (1995), el almacenamiento en refrigeracion durante 60 dias de
jamon ibérico curado presurizado a 300 MPa/30 min produjo un incremento en la
oxidacion de las proteinas. Esta mayor oxidacién de las proteinas podria ser la

responsable del inicio de los procesos oxidativos inducidos por la presurizacion
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en jamon curado. Sin embargo, es necesario un estudio mas detallado para
comprender los procesos involucrados en el inicio de la oxidacion lipidica y
proteica inducida por la AAPH. En vista de los resultados obtenidos podemos
sugerir que los enzimas SOD y GSHPx fueron sensibles a altos valores de
presion (900 MPa), mientras el enzima catalasa mostrd una gran estabilidad.

Tabla 6. Efecto de los diferentes valores de presion en los compuestos
con actividad antioxidante en el nabo y en el jamén curado loncheado.

Datos extraidos de las publicaciones 3,4 y 5. abe. 1 as diferentes letras en una misma

' mg /100 g peso seco. fila indican diferencias entre las medias a
@ mg de acido galico/100 g peso seco. p<0.05. En el jamoén, la comparacion se
@ capacidad antioxidante de trolox realiza tras 50 dias de almacenamiento
(IC507,10x/IC50,) X 10°. con o sin luz entre:

@ nmol H,0,/min por gramo de musculo. ® NT400 y presurizado a 400 MPa.

© nmol NADPH/min por gramo de miisculo. © NT600 y presurizado a 600 MPa
©®Unidades de SOD por gramo de musculo. (9NT900 y presurizado a 900 MPa

7 g a—tocopheryl/g

La oxidacion lipidica en el jamon curado también se midid mediante los indices
de TBARS. La presurizacion a 400 MPa no produjo diferencias en los indices de
TBARS, tampoco la AAPH a 900 MPa (Pub. 4, Tablas 1-3). Aunque el efecto
global de la presurizacion en este experimento (400 y 900 MPa) resultd en un
incremento de los indices de TBARS (p<0,05), de 1,2 a 1,7 mmol MDA/mg. Al
comparar el efecto de la AAPH a 900 MPa en el tiempo inicial se encontr6 que la
presurizaciéon incrementaba los indices de TBARS, de 0,85 a 1,32 mmol
MDA/mg (p<0,005, ANOVA con el paquete estadistico SAS, version 8.2,

Instituto SAS Inc., Cary, NC) y que este incremento se correlacionaba con el
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incremento de los oOxidos de colesterol 7o—hidroxicolesterol (r = 0,94296;
p<0,005), 7p—hidroxicolesterol (r = 0,94325; p<0,005) y colestanotriol (r =
0,9526; p<0,005) (analisis de correlaciones Pearson obtenidos con el paquete
estadistico SAS, version 8.2, Instituto SAS Inc., Cary, NC); indicando que este
valor de presion disminuia la estabilidad oxidativa del jamén curado. Sin
embargo, la presion de 600 MPa produjo una reduccion en los indices de TBARS
en el jamon curado durante el almacenamiento en presencia de luz (Pub. 3, Tabla
1). Resulta dificil afirmar con los datos de TBARS la reduccion de los procesos
oxidativos a 600 MPa, debido a la ausencia de efecto de esta presion en las
actividades enzimaticas y en la concentracion de acidos grasos totales o libres
(Tabla 6; Pub. 3, Tablas 4—6), asi solo se pudo constatar que no se incrementaron
los procesos oxidativos de modo global. Ello es una evidencia de la necesidad de
mas estudios, con una aproximacion experimental alternativa, para esclarecer las
causas de la pérdida de estabilidad oxidativa por la generacion de especies
oxidantes y el efecto de la desestructuracion celular, que con los métodos
utilizados mostrd una lectura similar a la generada cuando hay una disminucion

de las especies oxidantes.

Parece importante destacar que la AAPH a 600 MPa tanto en el nabo como en el
jamon curado produjo la mejor conservacion tanto de la estabilidad oxidativa
como de los compuestos con actividad antioxidante. Esta mejor conservacion de
la estabilidad oxidativa con valores medios de presion ya se vio anteriormente en
jamon ibérico curado presurizado entre 200 y 800 MPa, relacionandola con un
incremento en las reacciones de los productos secundarios de la oxidacion
lipidica (Andrés y col, 2004a). En fresas también se encontraron resultados
similares, aunque se relacionaron con un aumento en la extractabilidad con la

presion de los compuestos con accion antioxidante (Patras y col., 2009a).
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El efecto de la AAPH en otros componentes como los glucosinolatos y las
purinas y pirimidinas es relevante por sus propiedades organolépticas y
beneficiosas para la salud. La presurizacion del nabo produjo pérdidas en el
glucosinolato  indodlico  glucobrasicina 'y el glucosinolato  alifatico
glucobrasicanapina. De acuerdo con Van Eylen y col. (2009), la disminucién de
glucosinolatos producida por la AAPH era debida a su hidrolisis por el enzima
mirosinasa en compuestos con beneficio potencial para la salud humana. Los
resultados de dureza (Tabla 4) se correlacionaron con la concentracion de estos
glucosinolatos (r= 0,744; p<0,0001 para la glucobrasicina; r= 0,766; p<0,0001
para la glucobrasicanapina). Ademds, la mirosinasa en brdocoli mantiene su
actividad por encima de los 400 MPa (Van Eylen, Oey, Hendrickx y Van Loey,
2007). Asi, una mayor ruptura celular inducida por la presiéon pondria en
contacto al enzima mirosinasa con los glucosinolatos, favoreciendo su hidrdlisis.
Sin embargo, este efecto no se observd para los otros dos glucosinolatos
alifaticos, progoitrina y glucorafanina. La concentracion de glucorafanina no se
vio afectada, mientras que la de progoitrina aumentd (Tabla 7). El efecto de la
presion en estos dos glucosinolatos podria ser debido a una combinacion de
factores. Por un lado, la desestructuracion celular inducida por la presion
produciria la liberacion de los glucosinolatos de las vacuolas, aumentando su
concentracion. Por otro lado, la presion podria estar afectando a la afinidad del
enzima mirosinasa, produciendo una menor hidrolisis de estos dos
glucosinolatos. Algo similar se ha observado previamente en el enzima
B—glucosidasa en mermeladas presurizadas (Oey y col, 2008b). Aunque sin la
medida de los compuestos de hidrolisis no podemos conjeturar mas alla, ya que
también se podria producir un aumento tanto de los glucosinolatos por la

desestructuracion celular como de sus productos de hidrolisis.
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Tabla 7. Efecto de los diferentes valores de presion en el contenido de
glucosinolatos en el nabo y de purinas y pirimidinas en el jamén curado
loncheado.

Datos extraidos de las publicaciones 5 y 6.

'mg /100 g peso seco.

@ g /g peso seco.

ab¢: Las diferentes letras en una misma fila indican diferencias entre las medias a p<0.05. En el
jamon, la comparacion se realiza tras 50 dias de almacenamiento con o sin luz entre:

G NT600 y presurizado a 600 MPa.

“#NT900 y presurizado a 900 MPa.

A diferencia de lo observado en los glucosinolatos del nabo, la AAPH entre 600
y 900 MPa no produjo diferencias en la concentracion de purinas y pirimidinas
en el jamon curado (Tabla 7). En base a las concentraciones de estos compuestos
resulta dificil discernir si los enzimas implicados en su metabolismo contintuan
activos en el producto final. Tampoco podemos saber si estos enzimas, como
hemos indicado para los enzimas antioxidantes con la AAPH a 900 MPa, se
modifican con la presion. Sin embargo, la falta de efecto de la presion mostrd
que este tratamiento en el jamoén curado no produjo un incremento en la actividad
de los enzimas implicados en el metabolismo de los compuestos relacionados
con el ATP. Esta falta de efecto de la presion en las purinas y pirimidinas
permite destacar que la presurizacion del jamoén curado, a las dos presiones

evaluadas, no supone un aumento en el poder uricogénico del alimento, como
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tampoco una disminucion de algunos de los compuestos que contribuyen al

flavor tipico de este producto.

En el nabo no fue posible realizar el andlisis sensorial, sin embargo en el jamon
curado si, y a continuaciéon discutiremos las diferencias mas relevantes en
funcién de la presion aplicada (400 o 600 MPa). Para poder comparar el efecto
de los dos valores de presion en los atributos sensoriales se utilizaron las
diferencias entre el jamén no tratado y el presurizado. Esta comparacion se
realiz6 tanto en los resultados del almacenamiento con luz como en los obtenidos

tras 50 dias de almacenamiento con o sin luz (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacion del efecto de la presurizacion a 400 y 600 MPa en
los atributos sensoriales del jamon curado loncheado.

La comparacion entre presiones, 400 y 600 MPa, se realizé con los valores A HPP400 y A HPP600 de
los atributos sensoriales mediante los procedimientos MEANS y GLM del paquete estadistico SAS
(version 8.2, Instituto SAS Inc., Cary, NC). Se realizaron dos analisis de varianza (ANOVA): uno para
los resultados de almacenamiento con luz y el otro para los resultados de diferentes condiciones
luminicas de almacenamiento tras 50 dias de refrigeracion. Los dos modelos de ANOVA (GLM)
incluyeron catador, tiempo de almacenamiento, presion y la interaccidbn presion*tiempo
almacenamiento como efectos fijos. Las diferencias fueron testadas por el Test de Tukey test (p <
0.05).

(' A HPP400: diferencia entre el valor obtenido con NT400 y presurizado a 400 MPa.

@ A HPP600: diferencia entre el valor obtenido con NT600 y presurizado a 600. MPa

G Error estandar.

@ Significancia: *, p<0.05; **, p<0.005; NS, no significante (p>0.05).

Ya hemos visto que la AAPH produjo una pérdida de color instrumental en el

jamon curado. Esta pérdida de intensidad de color también fue percibida en el
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analisis sensorial por los panelistas, siendo menos intensa a 400 MPa que a
600 MPa. Sin embargo, al comparar el efecto de los valores de presion en este
atributo tras 50 dias de almacenamiento no se encontraron diferencias entre las
presiones. Esto indicaria que la presurizacion a 400 MPa tuvo una menor
incidencia en la intensidad de color del jamon, sin embargo, con el tiempo de
almacenamiento esta diferencia se redujo y el color fue similar para las dos
presiones evaluadas. Otro factor importante en el aspecto del jamon curado es la
aparicion de iridiscencias, en este atributo no se encontr6 diferencia en funcion

de la presion aplicada.

Como ya se ha indicado, la textura del jamon curado se modificé con la AAPH.
Al comparar los valores de presion se observoé que a 600 MPa se produjo un
mayor incremento de la dureza de las lonchas de jamon en todas las condiciones
estudiadas. Esta presion también produjo un incremento mayor de la gomosidad
del jamon curado durante el almacenamiento con luz. Los cambios en la textura
del jamon curado con la AAPH se han relacionado con cambios en su estructura
interna (ordenamiento celular, compresion) (Fulladosa y col, 2009; Tanzi,
Saccani, Barbuti, Grisenti, Lori y Bolzoni, 2004). Asi, de acuerdo con la mayor
modificacion en la dureza a presiones mas elevadas, se puede considerar que las
modificaciones de la estructura interna fueron mas importantes al aumentar la
presion. El escaso efecto observado con la AAPH a 400 MPa durante el
almacenamiento con luz en estos atributos (Pub. 4, Tabla 6) se debe atribuir a
que a esta presion la modificacion fue practicamente inexistente, y no al hecho
de hacer el analisis sensorial de las muestras de 400 MPa (almacenamiento con
luz) en diferentes dias (Pub. 4, sec. 3.5). Estos datos muestran que durante el
almacenamiento con luz el efecto de la presurizacion a 400 MPa en la textura del

jamon curado fue practicamente inexistente.
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Uno de los problemas que se han encontrado al presurizar carnes curadas es el
aumento de la percepcion de salado (Fulladosa y col., 2009; Saccani y col, 2004;
Serra y col, 2007b). Durante el almacenamiento con luz la presurizacion a
400 MPa no modificé este atributo sensorial (Pub. 4, Tabla 6), sin embargo, al
comparar las dos presiones no se encontraron diferencias (Tabla 8). Esto
indicaria que debido a que el anélisis sensorial se realiz6 en diferentes dias en el
estudio de 400 MPa, este pardmetro no mostrd diferencias significativas. Aunque
tras 50 dias de almacenamiento, la AAPH a 400 MPa produjo un menor
incremento en la percepcion de salado que la presurizaciéon a 600 MPa (Tabla 8).
En el presente estudio se ha sugerido la relaciéon entre el incremento en la
percepcion de salado con la AAPH y las modificaciones estructurales (Pub. 4,
sec. 3.5). El hecho de que la modificacion de la percepcion de salado, como ya se
ha visto para la dureza y la gomosidad, sea mayor presurizando a 600 MPa que a

400 MPa tras 50 dias de almacenamiento, podria ser indicativa de esta relacion.

La presurizacion a 400 MPa modificé en menor medida la calidad sensorial del
jamon curado. Sin embargo, a esta presion la descontaminacion microbiana
obtenida fue de 0,8 Log UFC/g (medido en los dias 25 y 50 del almacenamiento
con luz, dato no mostrado en las publicaciones), mientras que a 600 MPa se
produjo una reduccion de 2,6 Log UFC/g (Pub. 3, Tabla 2). Asimismo, al obtener
con la presurizacion a 600 MPa una mejor conservacion de la estabilidad
oxidativa, pensamos que es un valor optimo de presion para la conservacion del
jamon curado loncheado. La AAPH a 600 MPa también fue para el nabo el valor
de presion que produjo una menor pérdida de los compuestos con actividad
antioxidante, ademas de modificar en menor medida la textura y color original.
Un mayor estudio de la causa de la merma en la calidad sensorial de estos dos
alimentos con la presurizacion podria ofrecer alternativas para evitarlos. Asi, la

AAPH seria para estos alimentos una técnica de conservacion viable que
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ofreciese una minima pérdida en el poder antioxidante y la estabilidad oxidativa

manteniendo todos sus atributos sensoriales.

Queremos concluir esta discusion con una reflexion surgida durante el desarrollo
de este trabajo. Se ha comentado el posible aumento en la extractabilidad de
algunos compuestos con la presurizacion. Esta afirmacion nos conduce a
considerar que las técnicas analiticas empleadas para la determinacion de los
compuestos analizados en este estudio presentan problemas de recuperacion de
los analitos, ya que no consiguen extraer todo el contenido en el alimento sin
presurizar. También induce a plantear la biodisponibilidad debido a los posibles
cambios en la conformacion de algunas biomoléculas. jPuede el tratamiento con
altas presiones aumentar o reducir la biodisponibilidad de algunos compuestos,
como proteinas o compuestos con actividad antioxidante, en los alimentos? En el
contexto del andlisis es importante poder llegar a diferenciar si las diferencias
observadas se deben al aumento de la extraccion, para ello se deben reformular
las aproximaciones experimentales para obtener una informacién mas exacta de
los fenomenos que ocurren durante el tratamiento con altas presiones. Los
cambios estructurales no se reflejan en los valores de los datos quimicos, ya que
en muchos casos éstos no son diferentes entre las muestras tratadas y las no
tratadas. Sin embargo, si que se observan cambios en las caracteristicas fisicas
del alimento con un impacto en la calidad del producto, aunque es obvio que
estas diferencias son dependientes del alimento debido a las grandes diferencias

entre los distintos tipos.
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e acuerdo con los objetivos especificos planteados en la

presente tesis y con los articulos que la componen se puede concluir que:

I

Se ha desarrollado y validado un método para la determinacién de
purinas y pirimidinas en matrices carnicas basado en una metodologia
previa para el analisis de acido urico y xantina en plasma, que se
compone de una extraccion en un bano de agua a 100 °C y del analisis
mediante cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de
masas. Las modificaciones desarrolladas se han focalizado en
incrementar el nimero de compuestos analizados, de dos a siete, en la
adaptacion a una matriz proteica, con una mayor cantidad de
interferentes, y en una precisa determinacion mediante espectrometria de
masas, ya que la coelucion de compuestos y los inferferentes derivados
de la matriz no permitieron la determinacion mediante UV. Ademas,
gracias al uso de una extraccion a pH neutro, esta metodologia se podria
seguir desarrollando para otros compuestos envueltos en el metabolismo

del ATP.
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Se ha optimizado y validado un método basado en anteriores trabajos
para la determinaciéon de 6xidos de colesterol en jamon curado. En la
actual metodologia la extraccion, por el método de Blight and Dyer
(1959) mediante cloroformo, metanol y agua, y la purificacion,
modificacion de la empleada previamente por Petron y col (2003),
primero con columnas SPE de silica y mezclas de hexano/dietil éter y
segundo con columnas SPE de aminopropil y mezclas de hexano/acetato
de etilo, se optimizaron para obtener un empleo eficiente de los
disolventes organicos. Con las mejoras obtenidas, este método ha
permitido cuantificar en jamoén curado los oOxidos de colesterol
200—hidroxicolesterol, 25—hidroxicolesterol y colestanotriol, los cuales
apenas se habian podido determinar previamente en jamoén curado.
Ademas, se ha demostrado que la determinacion de estos compuestos con
detectores de ionizacién a la llama (FID) puede dar resultados erréneos.

La aplicacién de altas presiones hidrostaticas a 400 MPa en el jamon
curado loncheado ha producido, ademés de una reduccion en el contaje
de microorganismos, la modificacion de la textura, el sabor y el color de
este alimento. Las lonchas de jamén curado presurizado han
incrementado su luminosidad, dureza y sabor salado. La estabilidad
oxidativa del jamon curado presurizado a 400 MPa, medida mediante la

actividad del enzima SOD, se ha reducido.

La presurizacion a 600 MPa ha modificado en mayor medida las
cualidades organolépticas del jamon curado, aunque también ha
producido una mayor reduccion del contaje de microorganismos.
Ademas, a esta presion se ha reducido el indice de TBARS, indicando

una mejor conservacion de la estabilidad oxidativa, sin embargo esta



I11.3

mejora no ha sido confirmada por el resto de pardmetros relacionados

con la estabilidad oxidativa.

La presurizacion a 900 MPa ha producido un incremento en la
concentracion de proteinas medidas mediante espectroscopia del
infrarrojo cercano (NIT). Este incremento junto al estudio con
microscopia optica del jamoén presurizado a 600 MPa puede indicar que
los cambios producidos por la aplicacion de altas presiones en el jamon
curado estan relacionados con una alteracion de la estructura interna

original del jamoén curado.

La aplicacion de altas presiones en el nabo (200—600 MPa/20—40 °C) ha
producido en términos generales una modificacion de la textura y del
color de este vegetal. A diferencia del ablandamiento producido por el
escaldado, la alta presion ha obtenido una textura también blanda aunque
flexible. Sin embargo, la posible falta de inactivacion de los enzimas
peroxidasas junto con la modificacion de la estructura, han producido una
gran alteracion del color del nabo. Las diferentes combinaciones de
presion/temperatura han producido una pérdida de compuestos con
actividad antioxidante, siendo la presurizacion a 600 MPa/20 °C el valor
de presion/temperatura que mejor ha mantenido las concentraciones,
incluso superior a las obtenidas mediante el escaldado. Este valor de
presion/temperatura también ha producido una menor modificacién de la
textura y del color originales del nabo. El efecto de la presurizacion en la
concentracion de glucosinolatos ha sido dependiente del glucosinolato de

estudio.
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