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Composicién quimica del huevo de
tortuga lora (Lepidochelys olivacea) y
evaluacién de su calidad fisica y
microblolégica durante su alma-
cenamiento

Se determiné la composicién quimica de los
huevos de tortuga lora (Lepidochelys
ofivacea) y se evalud su calidad fisica y
microbicldgica durante el almacenamiento
a5 °Cy 25°Cyauna humedad relativa de
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Percepcion y uso de fecha de duracién minima en los

alimentos preenvasados

Ciento cincuenta y ocho
consumidores y treinta y
cuatro técnicos fueron
encuestados para evaluar su

percepcion y su uso de la
fecha de duracién minima en
los productos preenvasados.
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Evaluacion de la estabilidad del surimi elaborado con
FACA sometido a ciclos sucesivos de congelacidn-

descongelacién

Se evalud el efecto de ciclos
repetitivos de congelacidn-
descongelacién sobre la
calidad del surimi elaborado
con fauna acompanante del
camardn blanco o rosado, a

reologicas:

compresion,
penetracid, deformacidn,
fluido expresible y doblado.
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Efecto de la luz, el oxigeno, el tiempo de
reaccién y el pH en el proceso de
obtencidn de nitrosil hemocromo a partir
de la sangre de res

El propdsito de esle trabajo fue definir las
candiciones de establizacidn quimica de la
sangre y evaluar el efecto de la luz, el oxigens,
el pH y el tiempo de reaccidn en el proceso
de obtencidn de nitrosil hemocromo a partir
de la sangre del ganado vacuno de la raza

Brahman.
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EFECTO DE LA LUZ, EL OXIGENO, EL TIEMPO DE REACCION Y EL pH EN EL
PROCESO DE OBTENCION DE NITROSIL HEMOCROMO A PARTIR DE LA
SANGRE DE RES

e e e

Susanne ARTINANO-HANGEN (*) y Carlos H. HERRERA-RAMIREZ (**)

ABSTRACT

EFFECT OF LIGHT, OXYGEN, REACTION
TIME AND pH IN THE SYNTHESIS OF
NITROSYLFERROHEMOCHROME FROM
BOVINE BLOOD

The purpose of this research was to establish the
conditions for chemical stabilization of bovine blood
and to evaluate the effect of light, oxygen, pH and
reaction time in the synthesis of
g:gggwmrmhsmochrome from Brahman bovine

A solution of sodium citrate (0,5%; wfv) and
sodium chloride (0,9%; w/v) in a ratio of 9:1
(blood:solution) was suitable to collect and slabllize
blood. Average content of hemoglobin and red cells
inbovine blood was 13 £ 1 g/dL and 34 = 2% (w/w)
resgeclively.

he experimental design was a factorial
arrangement of 2x2x2x2x5, with four independent
variables: light (presencel/absence), oxygen
presencefabsence), pH {5.0.!’6.(:!) and reaction time
15/30 min); in two levels, with five replications for
he  dependent variable:  vyield of
monenitrosylferrochrome. .

Because of the excess of reducing agent
(ascorbic acid), the yield of the process is not
affecled significantly by light or oxygen; however it
is affected by pH and reaction time. Reducing pH
from 6,0 to 5,0 and reaction time from 30 min to
15 min, increased the process yield significantly.
Around pH 5,0 mioglobin and hemoglobin were able
to react with nitrite faster than at other pH values.
Moreover, mononitrosylferrochrome was insoluble
in water at pH 5,0, facilitating its extracticn.

Best conditions for the synthesis of
mononitrosylferrochrome were pH 5,0, 15 min
reaction time, in the presence of light and oxygen.

(*}  LUcanciada en Tecnologia de Alimentos. Escueta de Tecnologia de
Alimanios. UCA.

{**) M. Sc. Quimica de Alimenlos, Escuela de Quimica. UCR.

RESUMEN

E| propdsito de-este trabajo fue definir las
condiciones de estabilizacién guimica de la sangre
y evaluar el efecto de la luz, el oxigeno, el pH y &l
tiempo de reaccion en el proceso de obtencidn de
nitrosil hemocromo a partir de la sangre del ganado
vacuno de la raza Brahman.

Se encontrd que el uso de una disolucidn
anticoagulante de cilrato de sodio (0,5%; m/v) y
cloruro de sodic (0,8%; m/v) en proporcion 9:1
(sangre:anticoagulante) es apropiada para la
recoleccidn y estabilizacién de la sangre de res. El
contenido promedio de hernoglobina v glébulos rojos
enlasangrederes fuedede 13+ 1 g/dLy 34 £2%
{m/m) respectivamente.

El disefic experimental consistio en un arreglo
factorial de 2x2x2x2x5 con cuatro variables
independientes: luz (presencia o ausencia), oxigeno
(presencia o ausencia), pH (5,0 & 6,0) y tiempo da
reaccidn (15 & 30 min), en dos niveles con cinco
repeticiones para la variable dependiente:
rendimiento de reaccion.

La luz y el oxigeno no tienen un efecto
significativo (nivel de significancia del 1%) en el
rendimiento del proceso; debido al exceso de agente
reducter en el medio de reaccién. El cambio de pH
de 5,0 a 6,0 disminuye significativamente el
rendimiento de la reaccion, ya que a un pH cercano
a 5.0, la mioglobina reacciona mas rapido con el
nitrite y ademas el mononitrosilhemocromo se
insolubiliza en agua, facilitando su extraccidn. La
cantidad de mononitrosilhemocromo obtenida a un
liempo de reaccion de 15 min, es significativamente
mayor que la obtenida a tiempos de reaccién
mayares,

Se concluye que de las condiciones de reaccidn
analizadas, las mejores por rendimiento y
comodidad son: pH 5,0, un tiempo de reaccion de

15 min, en presencia.de luz y de oxigeno,
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INTRODUCCION

Actualmente en Costa Rica, la principal aplicacidn
de la sangre obtenida como subproducto en la
matanza de la res es la obtencidn de harina para
consumo animal (Miranda, 1996). Como tal, tiena
un bajo valor nutricional debido al prolongado
tratamiento térmico al que se la somete para evitar
la transmisién de enfermedades. Algunos mataderos
no procesan la sangre sino gue la desechan,
causando graves problemas de contaminacion. Es
por lo tanto importante investigar ofras alternativas
de aplicacidn de este subproducto de la matanza.
Una reciente alternativa de utilizacidn de la sangre
de res, propuesta por Shahidi y Pegg (1991b), es la
produccién de nitrosil hemocromo, un pigmento para
embutidos, obtenido a partir de la hemoglobina.
Dicho pigmento es responsable del color rosado
caracleristico de las carnes curadas con nitritos
(Badui, 1990).

El volumen de sangre de grado alimenticio
producido en nuestro pais anualmente puede
eslimarse tomando como referencia la matanza total
de reses para consumao local y exportacion durante
el ano de 1994, la cual alcanzo los 174 672 millones
de kg peso en pie (Pérez, 1995). Sabiendo que el
volumen sanguineo promedio del ganado vacuno
es de 63 ml'kg (Dalton y Fisher, 1961 citado por
Schalm et al., 1981) y considerando como sangre
de grado alimenticio el 50% del total de la sangra
obtenida como subproducto (Piske, 1982); se
obtiene un volumen anual de sangre utilizable con
fines alimenticios de 5 502 m?.

Al emplear la sangre para sintelizar nitrosil
hemocromo, se contribuye a disminuir los problemas
de contaminacion provocados por su desecho y se
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aumentaria su valor agregado respecto al cbtenido
actualmente. Por otra parte, la adicion del nitrosil
hemocromo a los productos carnicos evitaria el uso
de los nitratos y nitritos (Shahidi y Pegg, 1991a, b;
O'Boyle et al., 1992; Sweet, 1975), compuestos
capaces de reaccionar con aminas presentes en la
carne, para producir nitrosaminas (Hotchkiss y
Cassens, 1987; Badui, 1990; Ydfera, 1979),
reconocidas como agentes carcinogénicos y
mutagénicos en animales de laboratorio (Balley y
Williams, 1993). Al agregar el nitrosil hemocromo
(sdlido, disuelto o emulsificado en una matriz lipidica)
se evitaria la adicién de sangre liguida (como se
hace en la actualidad) a los embutidos elaborados
con pastas de pollo y de pescado; la cual se
considera un foco polencial de contaminacion
(Miranda, 1896; Rust, 1975; Mielnik y Slinde, 1983).
Ademas, al agregar el pigmento ya formado a la
emulsién, se podria observar y controlar el calor del
producto antes de su coccion.

Existen diversos factores que pueden afectar e
rendimiento del proceso de obtencidn del nitrosil
hemocromo bajo las condiciones descritas por
Shahidi y Pegg (1991b) tales como, el pH del medio,
la presencia o ausencia de luz y oxigeno y el tiempo
de reaccién. Debido a que en nuestro pais no
existen precedentes en la cbtencion y utilizacion del
nitrosil hemocromao, un primer paso es esludiar los
factores que influyen en la sintesis del pigmento.
Por lo tanto, en esta investigacion se evalud el efecto
de los factores antes mencionados en el rendimiento
del proceso de obtencidn del nitrosil hemocromo a
partir de sangre de res, descrito por Shahidi y Pegg
{1991b).
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MATERIALES Y METODOS
Recoleccidn y tratamiento de la sangre

La recoleccidn de sangre se llevd a cabo por
guintuplicado en el matadaro de El Arreo, S.A. en
San Antonio de Belén, Heredia, Costa Rica, durante
los meses de setiembre y noviembre de 1996. Se
recolectaron tres muestras de 2 L de sangre de res
de la raza Brahman (cada muesira fue de una res
diferente) y se estabilizaron con una disolucién de
citrato de sodio (0,5 %: m/v) y de cloruro de sodio
(0,9 %; miv), en proporcién 9:1 (sangre:
anticoagulante) (Chdves, 1996). Las muestras de
sangre se tomaron directamente de la yugular
{después del degollamiento del animal), en
recipientes pasticos individuales, previamente
lavados con agua caliente y enjuagados con la
disclucidon anticoagulante. Las muestras se
almacenaron en neveras con hielo (mientras se
esperaba la inspeccidn velerinaria de las visceras;
Robinson, 1996). Se mezclaron y homogenizaron
las tres muestras y se almacenaron a 4 °C, por no
mds de 24 h (Caldironi y Ockerman, 1882).

Determinacién del contenido de hemoglobina

Se tomaron cinco muestras de 10,0 mL de la mezcla
de sangre, para la determinacion de hemoglobina,
segun el método descrito por Sdenz ef al. (1987).
Se calculd el promedio del contenido de
hemoglobina, su respectiva desviacién estandar y
sus limites de confianza para un nivel de
significancia del 1 % (Gonzalez, 1998).

Separacién de la sangre

Se pesaron 16 muestras de sangre
(aproximadamente 35 mL en cada tubo) en tubos
secos de 50 mL para ultracentrifuga. Los glébulos
rojos se separaron del plasma por centrifugacidn
por 10 min a 7000 rpm a 4 °C, en una ultracentrifuga
Beckman L7-35, con rotor 28 (Caldironi y Ockerman,
15982). Se decantd el plasma. Se pesd cada tubo
para calcular el porcentaje masa en masa de
gldbulos rojos. Se caleuld el promedio del contenido
de gldbulos rojos (36; m/m), su desviacion estandar
y sus limites de confianza para un nivel de

significancia del 1 % (Gonzdlez, 1996).

Obtencién del nitrosilhemocromo

Se realizaron diferentes ensayos bajo las
condiciones descritas en el Cuadro 1. Los ensayos
realizados en ausencia de oxigeno se llevaron a
cabo bajo corriente de nitrégeno y agquellos en
ausencia de luz, en equipo recubierto con papel de
aluminio. El resto del proceso fue igual al descrito

por Shahidi v Pegg (1991b).
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Cuadro 1. Disefio factorial de 2x2x2x2x5 con
cuatro variables independientes (luz, oxigeno,
tiempo de reaccién y pH) y una variable
dependiente (rendimiento del proceso)

Ensayo Luz Oxigeno Tiempo de pH
reaccidn

15 min 30 min =0

-
]

PLPO15-5
PLPO15-6
PLPO30-5
PLPO30-6
ALAD15-5
ALAO15-6
ALADA0-5
ALADSI0-6
PLAD15-5
PLAO15-6
PLAC30-5
PLAC30-6
ALPO15-5
ALPO15-6
ALPO30-5
ALPO30-6

Yok
L -
IR
Woog ) e g

ekt
e R A
S N v O
O N R

+
L e e R

Mota: El cédigo se compona de cuatro partes: las primeras dos
letras significan presencia (PL) o ausencia (AL) de luz, las
siguientes dos lefras significan prasencia (FO) o ausencia (AC)
de oxigeno, el primer par da digilos se rofiere a tiempos de
reaccidn da 15 & 30 min, y el dftimo digito simbeliza el pH al
que se acidificd (5,0 & 8,0).

Se agregaron 225 mL de una disolucién de NaCH
0,2 M con acido ascdrbico en razon molar 10:1 (acido
ascorbicochema), a 25 000 g de los glébulos rojos.
Se calentd la mezcla de reaccidn a 85 °C vy se
agregd nitrito de sodio en una razén molar de 10:1
(nitrito de sodio: hemo) manteniendo la temperatura
y agitacidén constantes. A tiempos de reaccion de
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15 min y 30 min, se tomaron muestras duplicadas
de 50,00 mL; se enfriaron a temperatura ambiente
en un bafio de hielo y se acidificaron con dcido citrico
0,1 M hasta de pH 5,0 & 6,0. Las muestras se
centrifugaron por 10 min a 3 000 rpm, &n una
centrifuga Sizel C50, se descartd el sobrenadante
y se extrajo el pigmento (tres veces, en forma
consecutiva) con una disolucién de acetona:agua
{4:1), con &cido ascérbico como agente reductor
disuelto en el agua en una razén molar 10:1 (dcido
ascérbicochemo). Cada muestra se aford a
250,0 mL con el disclvente indicado. Se midié la
absorbancia de cada muestra a '540,0 nm, en un
espectrofotometro Shimadzu UV-160, para
determinar la cantidad de nitrosilhemocremo
producido. Se calculd dicha cantidad usando el
coeficiente de extincién del nitrosilhemocromo
(Hornsey, 1956) y los factores de dilucidn
pertinentes. El rendimiento porcentual (m/m) del
proceso se determind al comparar la cantidad de
pigmento obtenido con la cantidad de pigmento que
tedricamente se debid formar con el total de
hemoglobina medida. Se calculé el promedio de los
porcentajes de rendimiento del proceso obtenidos
para cada combinacién de condiciones, su
respectiva desviacién estandar y sus limites de
confianza para un nivel de significancia de 1 %
(Gonzdlez, 1996).
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Anélisis estadistico de los porcentajes de
rendimiento

El disefio experimental empleado fue un arreglo
factorial de 2x2x2x2x5 con cuatro variables
independientes (luz, oxigeno, pH y tiempo de
reaccion), en dos niveles con cinco repeticiones para
una variable dependiente (rendimiento del procesa).

A los rendimientos obtenidos se les hizo un
analisis de variancia para observar diferencias
significalivas (nivel de significancia de 1 %) de la
variable dependiente con respecto a las variables
independientes. En las interacciones dobles, donde
se encontré diferencia significativa (nivel de
significancia de 1 %), se calcularon los promedios
para una variable independiente segln la otra
variable para determinar el origen de la significancia
(Wong, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccion y tratamiento de la sangre

Los diversos ensayos preliminares realizados
mostraron gue el sistema anticoagulante mas eficaz,
consiste de una mezcla de 0,5 mL de una disclucién
0,5% (miv) citrato de sodio, 0,9% (m/v) cloruro de
sodio y 4,5 mL de sangre. El sistema indicado
permitié la obtencién de una mayor cantidad de
glébulos rojos durante la centrifugacidn y una buena
separacion de los mismos y el plasma. El citrato de
sodio forma un complejo con el ién calcio, evitando
la activacién de diversos factores en el proceso de
coagulacion de la sangre. La disolucién de cloruro
de sodio es capaz de disolver o mantener en
disolucién las proteinas tipo “globulina®
(hemoglobina) de la sangre (Chaves, 1986; Guyton,
1986, Caldironi y Ockerman, 1982; De Vuono et al.,
1979; Tybor at al., 1975).

Contenido de hemoglobina y hematocrito en la
sangre

En el Cuadro 2 se muestra el conlenido de
hemoglobina (g/dL) en las muestras de sangre de
ganade vacuno analizadas. La variabilidad
observada es normal, ya que el contenido de
hemoglobina depende de diferentes factores, tales
como la edad, el sexo, raza y estado fisiolégico del
animal, la altura y humedad relativa de la zona de
crianza y desarrollo y del tipo de alimentacidn
(Brenes, 1996; Schalm ef al., 1981). Sin embargo,
el contenido de hemoglobina promedio es mayor
que el reportado en la literatura, para la raza
Brahman (11,1 + 1,5 g/dL) (Meneses et al., 1991).
Esto puede deberse al estricto control de calidad
aplicado a los animales gue ingresan al matadero
El Arreo, SA, el cual garantiza el sacrificio de
animales sanos y bien alimentados.

Cuadro 2. Contenido de hemoglobina (g/dL) y
de glébulos rojos (%, m/m) en las diferentes
muestras de sangre recolectadas

Muestra Contenido de
hemoglobina gldbulos rojos
(g/dL) (%, m/m)
| 13,2 331
] 11,7 34,0
1l 11,8 31.9
v 12,6 34,7
v 14,0 a7.0
Promedio 13 34
Desviacién estdndar 1 2
Limite de confianza (1%:) 1 e
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El contenido de glébulos rojos (hematocrito)
obtenido por la técnica de cenlrifugacion se muesira
en el Cuadro 2 y es similar al reportado en la
literatura (35,0 + 3,9 %) para la raza Brahman
(Meneses ef al.,1991). La variabilidad en el
hematocrito de la sangre estd determinada por los
mismaos factores responsables de la variacion en el
confenido de hemoglobina.

Efecto de la luz, el oxigeno, el pH y el tiempo de
reaccién en el proceso de obtencidon del
nitrosilhemocromo

El espectro de absorcion del nitrosilhemocramo
se muestra en la Figura 1. Las longitudes de onda
de maxima absorcion y las de minima absorcidn son
idénticas a las descritas por Shahidi y Pegg (1991b),
comprobando la presencia del compuesto
mononitrosilhemocromo.

El rendimiento porcentual (m/m) del proceso de
obtencidn del manonitrosilhemocromo para cada
ensayo y sus promedios se muestran en el
Cuadro 3. El analisis de variancia (nivel de
significancia del 1%) de los resultados mostro que
la obtencidn del mononitrosilhemocromo depende
significativamente del pH del medio y del tiempo de
reaccion. Los rendimientos promedios del proceso
en funcién del pH y del tiempo de reaccion se
presentan en forma separada en el Cuadro 4. El
proceso de obtencion del mononitrosilhemocromo
es favorecido por un pH de 5,0 en el medio de
reaccion, ya que los rendimientos obtenidos son
significativamente mayores, que los
correspondientes a un pH de 6,0, lo cual concuerda
con lo obtenido por Reith y Szakaly (1967a) quienes
reportan que la reaccidn entre la mioglobina y el
nitrito se lleva a cabo mas rapido en un ambito de
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pH comprendido entre 50 y 5,5. Ademas, el
mananitresilhemocromo se torna insoluble en agua
a un pH cercano a 5,0, ya que sus grupos carboxilo
tienen un pKa cercano a 4,9; por lo cual se facilita
su extraccion y disminuyen las pérdidas del mismo
durante la decantacion del supernatante
(Fessenden y Fessenden, 1983). En el Cuadro 4,
se puede observar gque a pH 5,0 y con un liempo
de reaccidn de 15 min, la obtencién del
mononitrosilhemocromo es significativamente
superior que a los 30 min. Sin embargo, apH 6,0y
a tiempos de reaccion de 15 y 30 min, no se
observan diferencias significativas entre los
rendimiantos del proceso.

La presencia o ausencia de oxigeno en el medio
de reaccién no fue significativa (nivel de
significancia del 1%) en el rendimiento de la
reaccion, debido al exceso de agente reductor
{4cido ascérbico) en el medio de reaccitn. El acido
ascarbico promueve la formacién de hemoglobina
y nitrosilhemoglobina, reduciendo la formacion de
metahemoglobina, oxihemoglobina y la oxidacion
del ¢xido nitrico a nitrito o nitrato. El nitrosil
hemocromo es inestable en ausencia de dxido
nitrico y en medios libres de agentes reductores
{Jankiewicz et al., 1994), debido a gue el atomo de
hierro en el nitrasil hemocromo, en su forma
reducida (Fe I}, tiende a oxidarse rdpidamente al
estar en contacto con el oxigeno del aire (Killday
et al., 1988; Fox, 1966,

Algunas reacciones de oxidacién pueden ser
catalizadas porla luz (Brown y LeMay, 1987). En
este caso la luz cataliza la reaccién de oxidacién
del agente reductor (&cido ascérbico) y como el
tiempo de reaccion no es lo suficientemente
prolongado para que se agote el exceso de éste,
no se pudo observar tal efecto (nivel de significancia
del 1%). El tiempo de reaccidn puede afectar el
rendimiento del proceso; si es muy corto, la reaccion
no se lleva a cabo al maximo. Por otro lado si es
muy prolongado, el agente reductor se puede
agotar permitiendo que &l exigeno del aire oxide el
producto.



Cuadro 3. Rendimiento de la reaccion (% m/m) Figura 1. Espectro de absorcién del

d il h
& obtencién del nitrosil hemocromo anonifoalbatactoma

Rendimisnto de la resccldn (%, mim)  Promedic DE Limites
Ensayo I ] 1] (] 1%
PLPOISS| 36 % 44 2 5n 36 5 [ 2o . " ;
PLPO1S-6 a 19 20 13 25 22 7 B
PLPOOG-S| 29 3z 36 25 28 o 5 B
PLPOGO-E| 18 22 2 1T 24 | 3 4 ra
ALADIE-S | a7 36 25 - & M [ ] (1] R ]
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