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RESUMEN. Se estudié el efecto de distintos tratamientos de
esterilizaci6n sobre la calidad nutricional expresada como retencién
de tiamina y sobre la pérdida de color en conservas de salmén (Salmo
salar). En la materia prima y en las conservas se determing el
contenido de tiamina mediante HPLC y la variacién de color
mediante colorimetro triestimulo Hunter. Las conservas se elaboraron
en envase salmonero y se esterilizaron hasta alcanzar el valor Fo=6
min. El valor nutricional representado por la tiamina se vio afectado
por las altas temperaturas y por el tiempo de exposicion al calor. La
mayor retencién de tiamina fue de 19,2% vy se obtuvo en las conservas
que se procesaron a 114°C por 89 min. El color de las conservas de
salmén vari$ significativamente respecto a la materia prima, con
pérdida de coloraci6n roja y mayqr claridad de la carne.
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INTRODUCCION

Los alimentos marinos son conocidos por su alto contenido
en importantes constituyentes para la nutricién en la dieta
humana. Los pescados aportan proteinas, vitaminas del
complejo B, minerales esenciales. Las especies de alto
contenido graso como el salmén, contienen dcidos grasos
omega 3 que son esenciales para el desarrollo normal de los
nifios, y disminuyen el riesgo de enfermedades del corazén
en adultos (1).

En Chile, la especie Salmén es la mds pujante y con
mayores perspectivas en el rubro de exportaciones, siendo sus
principales mercados Japén con un 47% y Estados Unidos
con un 36%, donde el 44% de estas exportaciones corresponde
a Salmén Atlantico (2).

Desde los inicios de la conserveria una de sus principales
preocupaciones ha sido la determinacién de los tiempos de
proceso adecuados para asegurar la estabilidad de las
conservas. La aplicacién de calor sobre los alimentos no
solamente reduce substancialmente su carga microbiana, sino
que también actda sobre el resto de sus propiedades (3).

La esterilizacién comercial requiere de un tratamiento
térmico severo para destruir células vegetativas y esporas de
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bacterias termoresistentes y se controla mediante el valor
esterilizante “F”, el cual se evalia mediante anélisis
microbiolégico de esterilidad comercial. Con el fin de calcular
el tratamiento térmico necesario para su conservacién, aquella
porcién que se calienta con mayor lentitud es la mis
conflictiva, de aqui que se deban determinar los cambios de
temperatura de esa porcion que generalmente esta préxima al
centro del contenido del recipiente cuando se trata de alimentos
que se calientan por conduccién (3- 5).

La esterilizacién por el calor produce reacciones
intermoleculares que pueden comprometer la
biodisponibilidad o modificar la estructura quimica de los
nutrientes de los alimentos ademds de inactivacion de enzimas.
Como consecuencia del tratamiento térmico disminuye el
contenido de muchos nutrientes, lo mismo que el nimero de
microorganismos viables (3,4,6- 8). Aunque el efecto negativo
del proceso térmico no puede evitarse, éste si puede
minimizarse. Después de la identificacién del propésito del
proceso, es posible optimizar las condiciones del mismo ).
Actualmente, el principal objetivo de cualquier optimizacién
son las condiciones del procesamiento térmico para maximizar
la calidad nutricional y/o sensorial del producto. La calidad
nutricional, tal como el contenido vitaminico, es importante
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en algunos productos especificos y para sectores de piiblico
bien entendido, sin embargo, la percepcién del consumidor
comiin va dirigida a los atributos sensoriales tales como textura,
color y sabor (10).

La intensidad de degradacién de las vitaminas depende de
la especie de pescado y de su contenido en grasa, asi como de
los pardmetros de esterilizacién aplicados (7). La vitamina B
o tiamina, se destruye con relativa facilidad con el calor en
medios no 4cidos por lo cual ha sido motivo de estudios desde
el punto de vista de la cinética de deterioro. Debido a su
termolabilidad, esta vitamina se ha considerado como un indice
de destruccion de nutrientes en procesos térmicos (11).

Existen varios autores que han propuesto la determinacién
de tiamina por HPLC (12-15), todos se basan en el mismo
principio bdsico, con modificaciones en la extraccién,
purificacién y condiciones cromatograficas. Valls y cols. (14)
sugiere un método de deteccién por HPLC con detector de
fluorescencia, ya que reduce el rango de interferentes,
aumentando la reproducibilidad y sensibilidad. Para la
determinaci6n se debe convertir la tiamina a tiocromo ya que
este compuesto posee las propiedades fluorescentes.

Estabilidad de los nutrientes frente al calor

En los alimentos, Ia mayorfa de los microorganismos,
vitaminas, enzimas y factores de calidad presentan una cinética
de destruccién de orden uno con respecto al tiempo:

dN/dt =-K/N
reordenando los términos e integrando la ecuacién:
Janmn = x fat
Ln(N/N)) = -Kt

donde K es la constante cinética de muerte a una temperatura
T. Si se expresa la ecuacidn en log  , se tiene:

100 =e?

donde x representa el logaritmo en base 10 y z el logaritmo
neperiano. Si se toma el logaritmo decimal a ambos lados, se
tiene:

xlog , 10 =zlog e
x =2(0,434)
z=2.303x

la expresion anterior se sustituye en la ecuacién resultante de
la integracién y se tiene:

2,303 log,, N - 2,303 log , N, =-Kt

finalmente, la ecuacién puede expresarse como:
log,, N =-(K/2,303) t + log N,

si se representa la ecuacidn en un eje cartesiano, la pendiente
sera:

(log,, N, —log  N,)/ At

si se reduce un solo ciclo logaritmico, el tiempo At se conoce
como D_; es decir, el tiempo necesario, a una temperatura T,
que se requiere para reducir en un 90% o en un ciclo
logaritmico la poblacién de microorganismos en estudio. Por
lo tanto la ecuacién quedaria:

log ,N=-(1/D,) t +log N,

la letalidad que se aplica en el proceso se despeja de la
ecuacién anterior y finalmente se obtiene la ecuacién:

t=D,(log,N,-log,,N)

donde t es el tiempo a una temperatura letal, Ny N son
nimero de bacterias o indice de calidad en el tiempo O y tiempo
trespectivamente, y D es el tiempo requerido a temperatura T
para destruir el 90% de las esporas o células vegetativas o
indice de calidad (3,10,16,17).

El valor Fo, corresponde al tiempo en minutos -a la
temperatura de 250°F y valor de z = 18- requeridos para
alcanzar el criterio de esterilizacién previamente establecido
(18). La razén de letalidad (Fo) esta definida como:

Fo = [10™% d

donde T es la temperatura en el punto de interés, To es la
temperatura de referencia y z corresponde a los grados de
temperatura requeridos para atravesar un ciclo logaritmico
en la curva de tiempo de muerte térmica (TDT) (3,5).

El valor de F determinado para cualquier proceso depende
del valor z aplicado en el célculo. El valor z empleado es
aquel, que caracteriza la curva de destruccién térmica del
organismo en el proceso. La curva TDT refleja los tiempos
de muerte térmica de las bacterias a diferentes temperaturas
letales. El valor z empleado en los célculos de proceso
proporciona informacién de la resistencia relativa de
microorganismos a diferentes temperaturas letales (18).

Cambios en las propiedades organolépticas
La esterilizacién por el calor también produce cambios
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en la textura y otras caracteristicas organolépticas de los
alimentos (aspecto, color, olor). Asi, el calor modifica la
capacidad de la carne de reflejar y dispersar la luz (7).

El método de colorimetria triestimulo de Hunter es el mas
usado en el campo de los alimentos, donde se define un espacio
cartesiano en el que L* corresponde a la claridad
(luminosidad), a y b a la cromaticidad. Concretamente a*
(rojos-verdes) y b* (amarillos-azul) (19). El color de los
filetes de salmén Atlantico ha sido medidos por Skjervold y
cols. (20) donde fueron calculados H®  (tinte) y C*
(cromaticidad) como:

H°, = arctan (b*/a*)
C* = Va** +b*?

Los rangos de H°,, son de un rojo total (H®, =0) a amarillo
total (H°  =90), y el color mas intenso corresponde a un valor
de C* alto (20).

El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de
distintos tratamientos térmicos (procesos de letalidad
equivalente) sobre el valor nutritivo expresado en pérdida de
tiamina y color en conservas de carne de salmén.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se utiliz4 la especie de la familia salmonidea Salmén
Atlantico (Salmo salar), proveniente de la Regién de Los Lagos
(X Regién) ubicada en el sur de Chile. Se trabaj6 con 10 kg
de la especie al estado congelado. El pescado se recibié
eviscerado y fileteado. En estas condiciones el peso promedio
individual fue de 1,3 -1,5 kg con un tamatfio promedio de 40 —
60 cm.

Muestreo :

Para cada tratamiento térmico, el contenido de tres envases
se homogeneizé y se extrajeron muestras en duplicado para
determinacién de tiamina por HPLC y andlisis de color por
Hunter. Diez envases se destinaron para anélisis
microbioldgico.

Elaboracidon de las conservas

Los filetes de salmén se prepararon para la elaboracién de
conservas envasandolos en tarros de hojalata con barniz
interior epoxifendlico, de formato salmonero 76 x 113 mm,
los que se llenaron con 320 g de carne desmenuzada de salmén
sin medio de empaque para asegurar una transferencia de calor
por conduccién. No se produjo adhesién de la carne en la
pared interna de la hojalata ya que se encontraba desmenuzada.

Se aplicaron 4 tratamientos térmicos diferentes en cuanto
a temperatura y tiempo de proceso térmico, alcanzando en
todos ellos el valor esterilizante Fo = 6 min, valor esterilizante
recomendado para obtener un moderado a alto grado de
seguridad (21) para inhibir microorganismos patégenos y
alteradores. En la Tabla 1 se presentan los tratamientos
térmicos aplicados. Las conservas se elaboraron de acuerdo
al diagrama presentado en la Figura 1.

_ TABLA 1
Tratamientos térmicos aplicados en conservas de salmén

Conserva T® de proceso (Tr)  Tiempo de proceso (min)
1 110 °C 135
2 114 °C 89
3 118 °C 69
4 121 °C 62
FIGURA 1
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Mediante termopares Ecklund se realizé un seguimiento
de la temperatura en el punto de calentamiento més frio de las
conservas cada un minuto. El procedimiento de esterilizacién
se realiz6 en un autoclave vertical, hasta alcanzar el valor de
Fo = 6 min.

Métodos de andlisis

Determinacién de Humedad.: Por desecacién a 105°C hasta
peso constante (22).

Determinacién del Contenido de Materia Grasa.: segiin el
método Bligh and Dyer (23).

Determinacién de Proteinas: Por método Kjeldhal (22).

Determinacion de Cenizas: Por calcinacién en mufla a
550°C (22). '

Determinacién de tiamina por HPLC

Equipamiento

Se usé un Cromatégrafo liquido de alta resolucién (HPLC)
equipado con bomba L-6200A. Merck-Hitachi (Merck,
Darmstadt, Germany), inyector Rheodyne 7725i con loop de
20 ul, detector de fluorescencia F-1050 longitud de onda de
excitacién 360 nm y emisién 430 nm e integrador D-2500
ambos Merck- Hitachi. Columna pbonda pak C 3.9 x 150
mm, 5 um (Waters, Milford, M.A.), fase mGvil metanol: agua
(35:65), flujo 0,95 ml/min.

Preparacion de las muestras

La tiamina fue extraida por el método modificado de Valls
y cols. (14). Se tomé 10 g de muestra homogeneizada y se
llevé a matraces erlenmeyer de 250 ml. Se agregé 60 ml de
HCI 0,1N, con agitacién. Las muestras se autoclavaron a 120°C
por 30 min (22), luego se enfriaron a temperatura ambiente y
se ajustd el pH a 4,0-4,5 con acetato de sodio 2.5 M. Se agregd
10 ml de solucién enzimdtica de diastasa (10% p/v))
recientemente preparada, las muestras se incubaron a 37°C
por 4 h (24). Al precipitado de proteinas, se agregé 2 ml de
4cido tricloroacetico 50% (p/v) y se calenté a 90°C por 15
min. Los matraces se enfriaron a temperatura ambiente y se
llevaron a 100 ml con agua MilliQ. Se filtré por papel
Wattmann N2y los filtrados se refrigeraron para ser utilizados
al dia siguiente.

Para oxidar la tiamina al derivado fluorescente, tiocromo,
se agregé a 10 ml del extracto filtrado del dia anterior Sml de
ferricianuro de potasio al 1% en 15% NaOH (22). Se agit6 por
90 segundos y se dej6 reposar por 1 min, se agregé 1 ml de
H,PO, concentrado para minimizar la formacién de tiamina
bisulfito (25). El extracto oxidado se pasé a través de una
columna Sep-Pak C, (Waters, Milford, M.A.) activada
previamente con 3 ml de metanol y 2 ml de agua. Las sustancias
interferentes se removieron con 3 ml de solucién 5% metanol/
95% buffer fosfato 5SmM a pH 7.0. La tiamina se eluyé con 3

ml de metanol y se llev6 a un volumen final de 5 ml con
metanol, se filtré con filtro Millipore (0,22 m) y se inyectaron
20 ul de la solucién al HPLC.

La cuantificacién se realiz6 con una curva de calibracién
con solucién estindar de tiamina (Merck Darmstadt,
Germany) en un rango de concentracién de 0,025 - 0,2 pl/ml.

Para el test de recuperacién se adiciond cantidades
conocidas de estandar de tiamina a la materia prima salmén
crudo y se trabajé de igual forma que las muestras.

Esterilidad comercial

De acuerdo al Reglamento Sanitario de los Alimentos (26)
sobre el control de esterilidad comercial para conservas, a
partir de conservas tratadas térmicamente, se incubaron 5
unidades a 35°C por 10 dfas y 5 unidades a 55°C por 5 dias.
Se sembraron las muestras por el método de ensayo de
mésofilos y termdfilos aerobios y anaerobios de la FDA —
BAM (27), utilizando como medios Caldo dextrosa purpura
de bromocresol (DPB) y Caldo higado triturado. Se incubaron
3 unidades durante 14 dias a 35°C (mésofilos) y 3 unidades
durante 7 dias a 55 °C (termdfilos). La incubacién se realizé
en cdmara de flujo laminar u otro ambiente de contaminacion
controlada. Luego de la incubacién se observé el desarrollo
de microorganismo por presencia de turbidez y cambio de
color de los caldos.

Determinacién de color

Para determinar el color se utilizé un colorimetro
triestimulo Hunter Lab. Las muestras de salmén se colocaron
en la cubeta de vidrio de aproximadamente 3 ¢cm de didmetro.
La cubeta de vidrio se colocé debajo del ojo del colorimetro
y se realizé la lectura utilizando el sistema de color oponente
de Hunter donde L* mide las tonalidades de blanco [100]
hasta negro [0], a* las tonalidades de rojo [+] hasta verde [-]
y b* las de amarillo [+] hasta azul {-] (20). Donde para salmén
Atlantico los rangos de  H° = igual a O fueron para el rojo
total y el valor de 90 para el amarillo total, mayor valor de
C* indica mayor intensidad de color (28).

Los resultados se analizaron por andlisis de varianza con
el Programa Stats Graphics 2.0 plus.

DISCUSION

La Figura 2 presenta la letalidad medida cada un minuto
en las conservas de salmén elaboradas a diferentes
temperaturas y tiempos de proceso, y se observa que a medida
que la temperatura de proceso térmico (Tr) es mayor, la curva
es mas alta y aguda, como se visualiza en la curva de Tr =
121°C, mientras que al disminuir la temperatura de proceso
térmico la curva se presenta més baja y aplanada.
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FIGURA 2
Letalidad de conservas de salmén
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LaFigura 3 presenta la letalidad acumulada alcanzada por
las cuatro conservas elaboradas, se observa que todas las
conservas alcanzaron el valor esterilizante Fo = 6 min, y las
conservas tratadas con temperaturas de proceso mds altas lo
lograron en menor tiempo.

FIGURA 3
Letalidad acumulada en conservas de salmén
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La Tabla 2 presenta la composicién proximal para la carne
de salmén Atldntico. Al igual que otras especies marinas
presenta alto contenido proteico y su clasificacién segin
contenido lipidico corresponde a un pez semigraso de acuerdo
a Jacquot (29).

TABLA?2
Andlisis proximal de muestras de salmén (Salmo salar)

Andlisis 2/100g parte comestible
Humedad 69,0 + 0,5
Proteinas (N x 6.25) 21,6 +2,1
Lipidos 4,7 + 0,09
Cenizas 1,1 +0,02
EN.N 3,6+07

Valores son reportados como promedio + desviacién estindar (n =
3)

Dentro de los organismos patégenos y mds resistente a las
temperaturas estd el Clostridiun botulinum, un microorganismo
anaerébico mesdfilo esporulado, su toxina puede llegar a ser
letal para el ser humano (17). El Reglamento Sanitario de los
Alimentos (26) establece para conservas la esterilidad
comercial que asegura la destruccién de formas viables de
microorganismos patégenos y de otros microorganismos
capaces de alterar el producto, especificando como nimero
méximo de unidades de muestras contaminadas cero para que
el alimento sea aceptable.

El anélisis microbiolégico realizado en las muestras para
comprobar la esterilidad comercial indicé que no hubo
desarrollo de microorganismos aerobios y anaerobios
mesdfilos y terméfilos viables, como se presenta en la Tabla
3.

TABLA3
Anilisis microbiolégico en conservas de salmén

Tamaiio Microorganismos
de muestra mesoéfilos aerobios
y anaerobios

Microorganismos
terméfilos aerobios
y anaerobios

Muestras

Conserva 1
(Tr=110°C) 5 negativo negativo
Conserva 2
(Tr=114°C) 5 negativo negativo
Conserva 3
(Tr=118°C) 5 negativo negativo
Conserva 4
(Tr=121°C) 5 negativo negativo

Tr: temperatura de proceso.
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Para lograr una extraccion satisfactoria de la vitamina B,,
fue necesario disgregar en HCI y luego calentar las muestras.
Esto garantizé a hidrdlisis de los complejos vitamina-proteina
ya que en forma natural las vitaminas se encuentran en muy
pequeiia cantidad en forma libre (30). :

La Tabla 4 presenta el contenido de tiamina en la materia
prima y en las conservas elaboradas a distintas temperaturas y
tiempos de proceso, asf como su porcentaje de retencién. A
pesar de la presente perdida de tiamina por efecto del calor
con respecto a la carne fresca (diferencias significativas a nivel
del 0,05), se puede observar en la Tabla 4 que el
comportamiento del porcentaje de retencién de tiamina es
menor a medida que aumenta la temperatura excepto en la
conserva de 110°C. Las pérdidas de tiamina durante el proceso
de enlatado pueden ser elevadas, en la industria pueden variar
significativamente entre 20 a 70% para conservas de carne y
pescado (11). Aubourg (31) describe una pérdida de vitamina
B, o tiamina en conservas de albacora, para una esterilizacién
a 121 °C por 95 min de alrededor de 94,2% (retencidén
equivalente a 6%) y a 115 °C por 120 min de alrededor de
95,2% (retencién equivalente a 5%).

TABLA 4
Contenido de tiamina en muestras de salmén.
Materia prima y conservas

Tiamina (mg/100g muestra)

Muestra Desviacién Retencién
Promedio estindar tiamina %

Materia prima 0,0919 0,0043

Conserval (Tr=110°C) 0,0114 0,00062 12,50

Conserva2 (Tr=114°C) 0,0176 0,00025 19,2

Conserva 3 (Tr=118°C)  0,0163 0,00060 17,7%

Conserva4 (Tr=121°C) 0,0139 0,00042 15,10

Diferencia significativa a nivel de 0,05 a: con materia prima; b: con
conserva de 110 °C.
Tr: temperatura de proceso.

La molécula de tiamina se compone de un anillo
pirimidinico y otro tiazdélico unidos por un puente metileno
Figura 4 (32). La pérdida de actividad biolégica resulta de

una degradacién térmica que ha sido estudiada extensivamente

(7,33), al respecto, se han propuesto dos mecanismos de
reaccién para explicar la degradacién térmica de tiamina:

- Uno que involucra la ruptura del enlace metilénico
dejando una mitad pirimidinica y otra tiazdlica.

- Otro que considera la apertura del anillo tiazol con la
produccién de sulfuro de hidrégeno (34).

FIGURA 4
Estructura de la molécula de tiamina
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Otros factores, que afectan la degradaci6n de la tiamina
esta relacionada con componentes propios del alimento como
forma de combinacién de la vitamina (libre o ligada),
complejos metalicos, pH, carbohidratos y enzimas presentes
en bajas concentraciones (tiaminasas), protefnas y
aminodcidos, estos Gltimos en condiciones alcalinas degradan
la tiamina desulfurdndola (35,36). Briozzo y cols. (37)
determinaron experimentalmente que la retencién de tiamina
aumentaba en conservas de carne de cerdo y de higado de
vacuno al acidificar el medio.

El andlisis de varianza indicé que sélo hubo diferencias
significativas a nivel de 0,05 entre los tratamiento a 110°C y
114°C, y los tratamiento a 110°C y 118°C. Para los
tratamientos de 114°C, 118°C y 121°C, no hubo diferencias
significativas en la pérdida de tiamina. El mayor porcentaje
de retencidn de tiamina se produjo en las conservas procesadas
a 114°C y 89 minutos. Texeira y cols. (38) indicaron que al
aumentar la temperatura de proceso térmico y disminuir los
tiempos no se obtienen los resultados mds 6ptimos en cuanto
a retencién de nutrientes, lo que se comprueba
experimentalmente en este estudio.

Para el pardmetro L* en las conservas tratadas a diferentes
temperaturas de esterilizacién no se observaron diferencias
significativas a nivel de 0,05, pero sf se presentaron diferencias
con respecto a la materia prima. En la Tabla 5 se presentan
los datos de los pardmetros de color en la materia prima y en
las conservas tratadas a diferentes temperaturas. El valor del
pardmetro luminosidad (L*) nos informa que las muestras
sometidas a esterilizacién son mucho m4s blancas, con valores
mas cercanos a 100. La muestra que presenta mayor
luminosidad es la muestra procesada a 114°C, mientras que
la muestra menos afectada es la muestra que corresponde a
las conservas procesadas a 110°C, como se observa en la
Figura 5.
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TABLAS
Pardmetros de color segtin Hunter para materia prima
y conservas de salmén

Muestras
L a¥ b* H°, C*
Materia prima 56,52 31,53 34,59 47,65 46,80
Conserva 1
(Tr=110°C) 70,38 14,15 26,38 61,80 29,94
Conserva 2
(Tr=114°C)y 71,72 13,07 24,63 61,19 27,88
Conserva 3
(Tr=118°C) 71,08 13,27 25,41 62,42 28,67
Conserva 4
(Tr=121°C) 70,71 13,53 2446 61,63 27,93
FIGURA S
Luminosidad “L” en conservas de salmén
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Para el pardmetro a* no se encontraron diferencias a nivel
de significacién de 0,05 entre las conservas, pero si hubo
diferencias entre éstas con respecto a la muestra sin
tratamiento. En el salmén sin tratamiento el valor de a*
correspondié a su coloracién tipica. Este pardmetro
experimentd una disminucién importante en las muestras
esterilizadas, presentando pérdida de coloracién roja por
efecto de la temperatura, siendo la menor pérdida en las
conservas tratadas a 110°C. Para el pardmetro b* se encontrd
diferencias significativas a nivel de un 5% entre los
tratamientos térmicos a 110°C y 121°C, Figura 6.

Los valores de H® | y C* obtenidos en las conservas tratadas
a diferentes temperaturas de esterilizacién no presentaron
diferencias significativas a nivel de un 5%. El valor H°  en
las conservas presentd valores superiores al de la materia
prima, este pardmetro dio cuenta de una mayor tonalidad
amarilla, valores mas cercanos a 90 (28). A pesar de no existir
diferencias significativas en los pardmetros mas importantes

en las conservas tratadas a distintas temperaturas de proceso
que son H° , L* , a* y C*, el proceso que presenté mejor
comportamiento 0 que experimenté menor pérdida de
coloracién fue el de 110 °C, mientras que el proceso que mostré
menor pérdida de tiamina fue el de 114°C.

FIGURA 6
Valores de “a*” y “b*” en conservas de salmén
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