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RESUMEN:

El higado de cerdo es considerado un co-producto en las industrias céarnicas
representando aproximadamente el 3% del peso de la canal. Actualmente, el
aprovechamiento del higado para consumo es muy bajo debido principalmente a su aroma
y textura a pesar de que contiene un elevado contenido de proteinas (20% base htimeda)
de alto valor biologico. El aislamiento de la proteina del higado de cerdo puede
considerarse un aprovechamiento muy interesante ya que pueden utilizarse como
sustitutas de otras proteinas altamente alergénicas en la formulacion de alimentos.

El objetivo de este trabajo es analizar el efecto de la aplicacion de ultrasonidos de
potencia y pulsos eléctricos de alta intensidad en el rendimiento de la extraccion de
proteinas del higado de cerdo, asi como en las propiedades tecno-funcionales de los
aislados proteicos.

Para alcanzar este objetivo, se analiz6 la influencia de la potencia ultrasonica
aplicada (0, 50, 100 W), del tiempo (10, 15, 20 min), y de la temperatura (20, 30, 40 °C)
durante la solubilizacion alcalina de las proteinas. Ademas, se realizaron pre-tratamientos
con pulsos eléctricos de alta intensidad (0,12 y 24 kJ/kg) previo a la extraccion de
proteinas. A continuacion, los asilados proteicos se obtuvieron por precipitacion acida y
se liofilizaron. Posteriormente, se determino el rendimiento de extraccion de proteinas, el
contenido de proteina del aislado proteico y sus propiedades tecnologicas que incluyen la
capacidad de retencion de agua (WHC), la capacidad de retencion de aceite (OHC), asi
como la capacidad y estabilidad emulsionante (EA y ES).

La aplicacion de ultrasonidos de potencia tuvo un rendimiento significativo en la
extraccion de proteinas. Esta influyo de modo que a medida que se aument6 la potencia
se mejoro las propiedades tecnofuncionales, asi las cinéticas de secado a 100 W fueron
1,5 veces mas rapidas que las de 0 W. La temperatura influy6 en la obtencion de mejores
propiedades funcionales, siendo la de 30 °C la mas optima y la de 40 °C la mas
desfavorable. La aplicacion de pulsos eléctricos y el tiempo de aplicacion de los
ultrasonidos no fueron factores significativos

PALABRAS CLAVE: Higado de cerdo; proteina, nuevas tecnologias, ultrasonidos de
potencia, Pulsos eléctricos de alta intensidad, propiedades tecno-funcionales.



Pig liver is considered a co-product in the meat industry, representing approximately 3%
of the carcass weight. Currently, the utilisation of liver for consumption is very low,
mainly due to its aroma and texture, despite the fact that it contains a high protein content
(20% wet basis) of high biological value. The isolation of pork liver protein can be
considered a very interesting use as it can be used as a substitute for other highly
allergenic proteins in feed formulation.

The aim of this work is to analyse the effect of the application of power ultrasound and
high intensity electrical pulses on the protein extraction yield of pig liver, as well as on
the techno-functional properties of the protein isolates.

To achieve this objective, the influence of the applied ultrasonic power (0, 50, 100 W),
time (10, 15, 20 min), and temperature (20, 30, 40 °C) during the alkaline solubilisation
of proteins was analysed. In addition, pre-treatments with pulsed electric fields, (0.12 and
24 kJ/kg) were performed prior to protein extraction. Afterwards, the protein isolates were
obtained by acid precipitation and freeze-dried. Subsequently, the protein extraction
yield, the protein content of the protein isolate and its technological properties including
water holding capacity (WHC), oil holding capacity (OHC), as well as the emulsifying
capacity and stability of the protein isolate were determined.

The application of power ultrasound had a significant performance in protein extraction.
This was influenced by the fact that as the power was increased the techno-functional
properties improved, so that the drying kinetics at 100 W were 1.5 times faster than those
at 0 W. Temperature influenced the achievement of better functional properties, with 30°C
being the most optimal and 40°C the most unfavourable. The application of electrical
pulses and the time of ultrasound application were not significant factors.

KEY WORDS: Pig liver; protein, new technologies, power ultrasound, pulsed electric
fields, techno-functional properties.



El fetge de porc és considerat un co-producte en les industries carnies representant
aproximadament el 3% del pes de la canal. Actualment, l'aprofitament del fetge per a
consum ¢€s molt baix degut principalment a la seua aroma i textura a pesar que conté un
elevat contingut de proteines (20% base humida) d'alt valor biologic. L'aillament de la
proteina del fetge de porc pot considerar-se un aprofitament molt interessant ja poden
utilitzar-se com a substitutes d'altres proteines altament al-lergdgenes en la formulacid
d'aliments

L'objectiu d'este treball és analitzar 1'efecte de 'aplicacié d'ultrasons de poténcia i polsos
electrics d'alta intensitat en el rendiment de 'extraccid de proteines del fetge de porc, aixi
com en les propietats tecno-funcionals dels aillats proteics.

Per a aconseguir este objectiu, es va analitzar la influéncia de la poténcia ultrasonica
aplicada (0, 50, 100 W), del temps (10, 15, 20 min), 1 de la temperatura (20, 30, 40 °C)
durant la solubilitzaci6 alcalina de les proteines. A més, es van realitzar pre-tractaments
amb polsos electrics d'alta intensitat (0,12 1 24 kJ/kg) previ a l'extraccid de proteines. A
continuacio, els asilats proteics es van obtindre per precipitacié acida i es van liofilitzar.
Posteriorment, es va determinar el rendiment d'extraccid de proteines, el contingut de
proteina de l'aillat proteic 1 les seues propietats tecnologiques que inclouen la capacitat
de retencid d'aigua (WHC), la capacitat de retencid d'oli (OHC), aixi com la capacitat i
estabilitat emulsionant (EA i ES)

L'aplicacio d'ultrasons de poténcia va tindre un rendiment significatiu en I'extracci6 de
proteines. Esta influisc de manera que a mesura que es va augmentar la poténcia es va
millorar les propietats tecnofuncionales, aixi les cinetiques d'assecat a 100 W van ser 1,5
vegades més rapides que les de 0 W. La temperatura va influir en l'obtencié de millors
propietats funcionals, sent la de 30 °C la més optima 1 la de 40 °C la més desfavorable.
L'aplicacio de polsos electrics 1 el temps d'aplicacié dels ultrasons no van ser factors
significatius

PARAULES CLAU: Fetge de porc; proteina, noves tecnologies, ultrasons de poténcia,
Polsos electrics d'alta intensitat, propietats tecno-funcionals



Anejo |. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de
la agenda 2030 Anexo al Trabajo de Final de Master

A. Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Alto Medio Bajo No procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad
ODS 5. Igualdad de género
ODS 6. Agua limpia y saneamiento
ODS 7. Energia asequible y no contaminante
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico
ODS 9. Industria, innovacidn e infraestructuras X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles
ODS 12. Produccion y consumo responsables X
ODS 13. Accion por el clima
ODS 14. Vida submarina
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sdlidas
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

> X X X X X

>

X X X X X

B. Descripcion breve de la alineacidn del TFM con los ODS, marcados en la tabla anterior, con un grado
alto.

ODS 3 Salud y bienestar: El aprovechamiento del higado de cerdo como co-producto se relaciona con la
salud y el bienestar porque es un producto alimenticio que tiene excelentes propiedades nutricionales y
ademas presenta un alto contenido en proteinas de elevado valor bioldgico y tecno-funcional. Este aspecto
es importante ya que dichas proteinas pueden actuar como sustitutas de otras proteinas altamente
alergénicas en la formulacién de alimentos.

ODS 9 Industria, innovacidon e infraestructuras: Tecnologias existentes como los pulsos de campos
eléctricos o los ultrasonidos no han sido estudiadas con profundidad para la industria agroalimentarias.
Estas son ventajosas ya que con los avances tecnolégicos se han ido desarrollando y reduciendo asi la
relacién coste respecto a la eficiencia.

ODS 12 Produccién y consumo responsables: La utilizacién de higados de cerdo, que a menudo son
subproductos de la industria carnica, representa un uso eficiente de recursos animales. Esto no solo
contribuye a la sostenibilidad, sino que también puede ayudar a reducir el desperdicio de alimentos, un
aspecto clave para la salud global y la seguridad alimentaria.

Ademas, el uso de ultrasonidos se puede describir como produccion responsable ya que la extraccion
mediante ultrasonidos es un proceso corto y con alta reproducibilidad, reduciendo el consumo de
disolvente, por lo que simplifica aspectos como la manipulacién, la eliminacion de después del tratamiento
de las aguas residuales y el consumo de sélo una fraccién de la energia fdsil necesaria normalmente para
una extraccion convencional. También se suma el motivo de que permite realizar un proceso mas
sostenible ya que las reacciones quimicas son llevadas a cabo con disolventes y reactivos respetuosos con
el medio ambientalmente.
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1. INTRODUCCION

1.1. El higado de cerdo y la industria carnica

La industria carnica es el primer sector de la industria espanola de
alimentacion y bebidas, con una cifra de negocio de 33.218 millones de euros en
2023, que representa un 2,72% del PIB espanol, el 27,30% del PIB de la industria
alimentaria, y el 4,53% de la facturacion total de la industria espafola. Estas cifras
indican que el sector carnico del pais es uno de los mas importantes solo por
detras del energético y automovilistico y al nivel de la industria quimica y
metalurgica. Ademas, la produccion de carne de porcino tiene especial
relevancia ya que Espafa tiene una cuota del 4,8% en la produccion mundial,
siendo desde 2021 el tercer productor mundial solo por detras de China y EEUU
(34,3% y 11,7%) y el primer productor de porcino de la UE (ANICE, 2024).

En Espaia, se sacrificaron desde enero de 2023 hasta febrero de 2024
mas 5 millones de cerdos, lo que representa aproximadamente unas 550 mil
toneladas de carne y teniendo en cuenta que el higado supone un 3% del peso
de la canal, la produccion de higado supero las 16 mil toneladas (MAPAMA). Por
tanto, seria necesario buscar nuevos aprovechamientos para el higado ya que se
espera que se incremente la produccion debido a las tendencias del mercado de
nuestros dias, y esto puede agudizar el problema medioambiental para las
industrias del sector carnico que representa su eliminacion.

A lo largo de los afios el consumo de higado ha ido disminuyendo y se ha
creado un rechazo en la sociedad durante el siglo XXI. En la UE, cada afno se
producen mas de 20 millones de toneladas de subproductos animales
procedentes de mataderos, industrias que producen alimentos para consumo
humano y ganado muerto procedente de explotaciones agricolas (EFSA, 2023).
El aprovechamiento de algunos de estos subproductos, como el higado de cerdo,
podria ser una oportunidad considerable tanto nutricional como econdémica para
la sociedad.

El aprovechamiento del higado de cerdo como co-producto es interesante
ya que es un producto alimenticio que tiene excelentes propiedades
nutricionales, presenta un alto contenido en proteinas de elevado valor bioldgico
y tecno-funcional, es rico en retinol, vitaminas y minerales y, ademas, tiene un
bajo contenido en grasa, por lo que se considera un excelente producto de uso
alimentario (Seong et al., 2014). Las proteinas que contiene el higado de cerdo
pueden actuar como sustitutas de otras proteinas altamente alergénicas en la
formulacion de alimentos por lo que seria su aprovechamiento muy util para la
industria alimentaria.

A pesar de todas estas caracteristicas, el higado de cerdo tiene un rechazo
en el mercado y un bajo consumo debido a sus caracteristicas organolépticas
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como el aroma causado por los compuestos organicos volatiles (COVs) y la
textura menos tierna. Ademas, los sabores desagradables pueden volverse
intensos durante el procesamiento o almacenamiento del higado que causa la
oxidacion de acidos grasos insaturados catalizada por hierro (Imet al., 2004). Por
otro lado, el higado de cerdo es un 6rgano muy perecedero ya que tiene un alto
contenido en agua, por lo que presenta problemas de conservacion.

1.2. Aplicaciones del higado de cerdo

El higado de cerdo, como se ha mencionado anteriormente, contiene una
elevada fraccion proteica que las industrias alimentarias podrian usar como
estrategia para revalorizar dicho coproducto. Debido a su rechazo en el mercado,
el principal uso en la industria alimentaria es en el paté, pero esta produccion no
abastece la elevada produccion del higado de cerdo.

Una importante aplicacién es la elaboracién de comida para animales de
compania donde se destaca la fuente de proteinas. Otro uso seria la extraccion
de la enzima Transglutaminasa ya que esta se presenta en el higado y musculos
de los mamiferos y en ciertos tejidos vegetales (Jozami et al., 2003). Gracias a
ella se desarrollan nuevos productos como la carne reconstruida. Del higado de
cerdo también se extraen vitaminas como el niacina y la A, B6, B12 ademas de
acido folico por lo que se tiene cierta relevancia en la industria farmacéutica.

A pesar de los diferentes usos del higado por parte de la industria
alimentaria animal y como uno de los ingredientes principales en los productos
de pasta de higado, se han realizado pocos estudios sobre la caracterizacion de
las propiedades tecnofuncionales de la proteina del higado de cerdo (Liselot et
al., 2016).

En un futuro se prevé que las aplicaciones se centren en la extraccion
proteica para ser un ingrediente tecnofuncional en alimentos. Esto resultaria
interesante por motivos como dar textura por su capacidad de formar geles o por
la necesidad actual de las proteinas en la dieta para evitar carencias alimenticias.

La mayoria de los que presentan buenas propiedades espumantes (clara
de huevo, proteinas de la leche, gluten) tienden a ser alergénicos (Zayas, 1997).
Por ello encontrar proteinas alternativas como las del higado de cerdo que
poseen la capacidad de formar y estabilizar espumas es algo interesante para el
sector de las industrias agroalimentarias. El hecho de que no haya evidencias de
alergias asociadas al higado de cerdo lo hace de mayor importancia.



1.3. Ultrasonidos
1.3.1. Generalidades

El desarrollo de las nuevas tecnologias de procesado de alimentos y
desarrollo de nuevos productos con funcionalidades especificas supone un
desafio en la actualidad para la industria agroalimentaria. Es por ello que hay una
constante busqueda de tecnologias emergentes que posibiliten un procesado de
los alimentos de una manera mas sencilla y conservando sus caracteristicas y
propiedades (Ashokkumar et al., 2008). Los ultrasonidos han tenido diversas
aplicaciones ya que han demostrado ser un método eficaz y se han ido
expandiendo a distintos ambitos desde la limpieza hasta la medicina.

Se refiere a ultrasonidos el conjunto de ondas mecanicas cuya frecuencia
es superior a la que percibe el oido humano, es decir, por encima de los 20 kHz.
Dichas ondas viajan por la superficie a una velocidad determinada dependiendo
de la naturaleza del material (Knorr et al., 2004). Hay dos tipos, ultrasonidos de
sefnal, que se emplea para el controlar de procesos o productos, y ultrasonidos
de potencia, que se utilizan para intensificar o mejorar los mismos.

Las frecuencias mas usadas en la industria agroalimentaria son las de alta
frecuencia (100 kHz — 1 MHz) y las de baja potencia (<1 W cm?). Las bajas
potencias son las mas indicadas para que la muestra no sufra cambios como
deterioro o perdida de sus caracteristicas por el bajo calor que generar y su poco
efecto en la estructura de los compuestos de interés (Demirdoven & Baysal,
2008).

Las ondas ultrasonicas cuentan con los siguientes parametros: la amplitud
(altura de la onda, intensidad o volumen del sonido), la frecuencia (periodos o
ciclos que ocurren en un segundo), el periodo (tiempo empleado en completar
un ciclo), la velocidad (depende del medio a atravesar) y longitud de onda (lo que
recorre una onda en un ciclo o periodo). En la Figura 1 se pueden ver los
parametros representados en una propagacion de la onda ultrasonica.

Amplitud Longitud de onda

>

A, ‘ if / Distancia/Tiempo

L Periodo I I
I |

Figura 1.-Parametros de la onda ultrasonica.
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1.3.2. Uso de ultrasonidos en procesos de extraccion

La extraccion mediante ultrasonidos es un proceso corto y con alta
reproducibilidad, reduciendo el consumo de posibles solventes del proceso, por
lo que simplifica aspectos como la manipulacion, dar una mayor pureza del
producto final, la eliminacion de después del tratamiento de las aguas residuales
y el consumo de sdlo una fraccion de la energia fosil necesaria normalmente para
una extraccion convencional (Chemat et al., 2011)

En cuanto a lo que se refiere con las extracciones de proteina mediante
ultrasonidos, estas han sido probadas en distintos productos como la soja, el
sorgo o la colza. En el caso de este ultimo, se ha comprobado que los ultrasonidos
mejoraron significativamente en las extracciones alcalinas con precipitacion
acida en las proteinas (Dong et al., 2011). Se concluye que la extraccién
comprende una fase de calentamiento y agitacién, parte sustituible por los
ultrasonidos, debido a que la energia procedente del colapso de las burbujas de
cavitacion favorece la insercion del solvente mientras se eleva la temperatura de
la muestra y se produce una constante agitacion que mejora el intercambio de
materia. (Knorr et al., 2004).

La aplicacion de los ultrasonidos en la industria carnica no ha sido
estudiada ampliamente todavia, sin embargo, esta opcién cada vez esta cogiendo
una mayor importancia por ser economica, simple, reproducible y eficiente en
cuanto a la mejora del rendimiento en los procesos industriales de extraccion.

1.4. Pulsos eléctricos

Los pulsos eléctricos de alto voltaje o intensidad, o en inglés Pulsed
Electric Fields (PEF), son una tecnologia emergente que ofrece varias ventajas en
términos de seguridad alimentaria y calidad del producto.

La tecnologia basada en la aplicacion de pulsos eléctricos de alto voltaje
consiste en la aplicacion de voltajes intermitentes de alta intensidad en periodos
cortos de tiempo, generalmente de microsegundos, sobre un material fluido,
semifluido o sélido situado entre dos electrodos. La intensidad del tratamiento
dependera del campo eléctrico generado, el cual esta determinado por el voltaje
aplicado y la distancia entre los electrodos y de la energia aplicada (kJ/kg).

Los tratamientos térmicos muchas veces provocan perdidas de los
nutrientes esenciales y cambios en sus propiedades organolépticas, por eso, el
uso de los pulsos eléctricos ha resultado ser una alternativa de interés con



alternativa a los cambios indeseables generados por procesos como la
pasteurizacion (Knorr et al.,2001; Barroso-Espach et al., 2003).

En la industria agroalimentaria el uso de PEF permite aumentar la vida util
de los alimentos a través de la inactivacion de los microorganismos, facilita los
procesos de pelado y cortado de vegetales y frutas, y favorece los fenomenos de
transferencia de masa en procedimientos como la extraccion de aceites.
Ademas, los pulsos eléctricos son utilizados en alimentos fluidos que pueden
tolerar altas intensidades de campo, que tengan una baja conductividad eléctrica
y que no formen burbujas (IFT, 2001).

Hay varios estudios sobre los pulsos eléctricos como pre-tratamientos
para diferentes extracciones. Se conoce que incrementa el rendimiento de la
extraccion de compuestos a partir de manzana, zanahorias y cocos (Bazhal y
Vorobiev, 2000; Bazhal et al., 2001; Knorr, 2003; Fincan et al., 2004).

El interés por la aplicacion de PEF en el proceso de elaboracion de
productos carnicos ha aumentado por su potencial para inducir cambios en la
microestructura de la carne debido a las mejoras de sus propiedades funcionales
y su calidad. No obstante, este efecto es complejo de estudiar ya que depende
tanto de los parametros de tratamiento como de las propiedades de la carne y de
las condiciones de la carne en el pre y postratamiento (Alahakoon et al., 2016).

En cuanto a lo que se refiere con las extracciones de proteina, hay estudios
que afirman que la mayoria de estas se pueden extraer con éxito cuando se usa
campos eléctricos de alta intensidad y a medida que aumenta el campo eléctrico
y la energia aplicada (Meglic et al., 2015).



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue analizar la aplicacion de nuevas
tecnologias en la extraccion de proteinas del higado de cerdo, asi como en las
propiedades tecno-funcionales de los aislados proteicos. En concreto, se abordd
el analisis de #1 estudiar la influencia de la aplicacién de ultrasonidos durante la
etapa de solubilizacion de las proteinas y #2 evaluar la viabilidad de un
pretratamiento con PEF antes de la etapa de solubilizacion.

Para alcanzar ambos objetivos generales se plantearon los siguientes
objetivos particulares:

e Determinar el rendimiento de extraccién de proteinas a partir del higado
de cerdo.
e Cuantificar el contenido de proteinas del aislado proteico.

e Evaluar las distintas propiedades tecnoldgicas del aislado proteico:
capacidad de retencién de agua (WHC), capacidad de retencion de aceite
(OHC), actividad emulsionante (EA) y estabilidad emulsionante (ES).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materia prima

En este trabajo experimental se utilizaron higados de cerdo frescos,
(Figura 2), que fueron adquiridos en un mercado local (Cabanal, Valencia). El
higado se envaso a vacio y posteriormente, se congelo (-18°C) hasta el inicio de
las experiencias.

Figura 2.-Higado de cerdo envasado al vacio.

3.2. Proceso de extraccion y aislamiento de proteinas.

Para llevar a cabo la extraccion de proteinas del higado de cerdo, se siguid
el procedimiento que sera descrito en el presente trabajo. En primer lugar, para
la preparacion de las muestras se trituraron 40 g de higado y se mezcld en una
proporcion 1:10 con agua destilada (40g/400mL). Posteriormente, se
homogeneizé usando un ultra-Turrax (IKA, modelo yellowline DI 25), a una
velocidad de 11.500 rpm durante 1 min. Las condiciones alcalinas ayudan a
obtener una alta solubilizacién de las proteinas (Feliu-Alsina N. et al., 2023). Por
ello, se necesita que las proteinas tengan un pH de 8,5 por lo que se usara
Hidroxido de Sodio (NaOH) de 2 mol.

El siguiente paso es el de la solubilizacion que depende en la que se
modificaron el tiempo (10, 15, 20 min), la temperatura (20, 30, 40 °C) de
extraccion y la potencia de ultrasonidos (0, 50, 100 W).

En el caso de las experiencias de extraccion convencional sin ultrasonidos
(0 W), la muestra se colocé en un vaso de precipitados de x mL dentro de un
bano con temperatura controlada (Termostato de inmersion Termotronic 100)
(Figura 3) mientras la muestra era agitada (Heidolph al nivel 5 de agitacion) para
conseguir un proceso de calentamiento homogéneo.
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Figura 3-. Montaje experimental para la extraccion convencional de proteinas.

En las experiencias con aplicacion de ultrasonidos (US), la muestra
disuelta en agua era colocada un vaso de precipitados donde se colocaba debajo
del equipo de ultrasonidos (UP400St Hielscher, Alemania) (Figura 4). En este
caso, la temperatura de la muestra se controlaba mediante un protocolo de
control ON-OFF actuando sobre una bomba que recirculaba agua glicolada a
0°C por la camisa del vaso de precipitados y que permitia que esta fuera
constante. Se realizaron experiencias modificando la potencia eléctrica aplicada
(50y 100 W).

Figura 4.- Montaje experimental para la extraccion con ultrasonidos
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Una vez realizada la solubilizacion, el liquido obtenido se separ6 en 4
alicuotas que se centrifugaron (Digicen 21 R, Ortoalresa) durante 15 min a una
velocidad de 5000 rpm con una temperatura de 2°C para separar el precipitado.
Una vez finalizada la centrifugacion, se filtran el sobrenadante para obtener la
parte sobrenadante, la parte de interés, como se ve en la Figura 5.

Figura 5.-Filtracion del sobrenadante de la centrifugacion.

El punto isoeléctrico de las proteinas de higado de cerdo es 4,5 (Feliu-
Alsina et al., 2023), por lo que, una vez obtenido el sobrenadante filtrado, se
cambia el pH hasta 4,5 con acido clorhidrico 2 M. De esta forma, se precipitan
las proteinas del resto de componentes solubles en la disolucion acida. Este
proceso se realiza en refrigeracion (4 °C) durante 24 h. El precipitado de aislado
proteico de la proteina de higado de cerdo se muestra en la Figura 6.

Figura 6.- Aspecto de la muestra tras la precipitacion acida.

Una vez centrifugada la muestra nuevamente, se puede observar el aislado
proteico en cada alicuota. Por tanto, para obtener solo esa parte se debe realizar
una ultima filtraciéon donde el liquido sera desechado. La parte solida sera
congelada en las mismas condiciones que la materia prima.
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Finalmente, el aislado proteico se liofilizd (LyoMicron, Coolvacuum)
durante 24 h a una temperatura del condesador de -80,3 °C y un vacio de 998,21
mbar. (Figura 7). El procedimiento de la liofilizadora consiste en el secado cuyo
principio es la sublimacion del hielo de un producto congelado (Mayer et al,
2006). Este proceso se hace esencialmente para eliminar el agua convirtiéndola
de solido a gas. El aislado proteico liofilizado se muestra en la Figura 8.

Figura 7.-Liofilizador.

Figura 8.- Aislado proteico liofilizado.

En cada condicién experimental ensayada, el proceso de obtencion de
aislado proteico se realizd para obtener la cantidad necesaria para analizar sus
propiedades tecnoldgicos y contenido de nitrogeno.
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3.3. Pretratamiento con pulsos eléctricos de alta intensidad.

Respecto al proceso de extraccion de proteina con la combinaciéon de
pulsos eléctricos y ultrasonidos se siguid un proceso de extraccion similar
exceptuando la parte previa a la trituracidén del higado de cerdo. Para realizar el
tratamiento PEF, el higado se cortaba en fragmentos de 40 gramos y se colocaba
en la camara de tratamiento junto con 400 mL de agua de la red publica (Figura
9). Se aplicaron pulsos cuadrados monopolares (Energy Pulse Systems, Portugal)
de 10 kV de amplitud, anchura 25 pus a una frecuencia de 10 Hz (Figura 10). Se
realizaron dos tratamientos modificando el numero de pulsos aplicados, 250 y
500, lo que incide en la energia aplicada a la muestra 12 y 24 kJ/kg.

Figura 9.-Higado de cerdo tras tratamiento de PEF.

En la Figura 10 se observa como el tratamiento PEF conlleva una salida de
solutos del interior celular debido al efecto de electroporacion que provoca.
Finalizado el tratamiento PEF, se siguid el proceso de extraccion de proteina
explicado en la seccién 3.2. “Proceso de extraccion y aislamiento de proteinas.”

Figura 10.- Montaje experimental del sistema PEF: Generador y camara de
seguridad para la realizacion del tratamiento
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3.4. Diseno experimental.

Mediante el programa Statgraphics se obtuvieron 2 disefos
experimentales: extraccion con ultrasonidos y combinado ultrasonidos y PEF. En
la Tabla 1 se pueden ver las 15 experiencias realizas y sus condiciones para la
comparativa del uso de ultrasonidos o su ausencia.

El disefio experimental de la Tabla 1 (solo US) se denomina Box-Behnken
con 3 factores: ultrasonidos (US), tiempo (t) y Temperatura (T) y a 3 niveles: US:
0,50y 100 W; t: 10, 15y 20 min; T: 20, 30 y 40 °C.

Tabla 1. Experiencias con ultrasonidos

Experiencias
us (W) t (min) T (°C)

50 20 20
100 15 20
0 15 20
50 20 40
0 15 40
100 10 30
50 10 20
100 20 30
100 15 40
0 20 30
50 10 40
0 10 30
50 15 30
50 15 30
50 15 30

Por otro lado, en la Tabla 2 se observan las 12 experiencias que se
realizaron para poder comparar el uso de los ultrasonidos o la ausencia de estos
y los pulsos eléctricos. En todas las experiencias la temperatura y el tiempo de
los ultrasonidos fue constante: 30°C y 15 minutos. El disefio experimental de la
Tabla 2 se realizd considerando 2 factores: pulsos eléctricos (PEF) y US y 2
niveles: PEF: 250 y 500 pulsos; US: 0y 100 W.
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Tabla 2.-Experiencias con ultrasonidos y PEF

Experiencias

PEF US(W)  t(min) T (20)
250 0 15 30
250 100 15 30
500 0 15 30
500 100 15 30
250 0 15 30
250 100 15 30
500 0 15 30
500 100 15 30
250 0 15 30
250 100 15 30
500 0 15 30
500 100 15 30

3.5. Analisis del contenido en proteina y rendimiento.

El analisis del contenido de proteina se realizé en el laboratorio de
Espectroscopia Atomica y Molecular del Servicio de Apoyo a la Investigacion
(SCSIE) de la Universitat de Valencia. Se determiné el porcentaje en peso de los
elementos CHNS a través de un analizador elemental. Esta técnica es
fundamental en la quimica organica y en el andlisis elemental de diversos
compuestos, incluyendo alimentos (Cachola., 2022). El analisis de CHNS requiere
una combustion a alta temperatura en un ambiente rico en oxigeno y se basa en
el método clasico de Pregl-Dumas. Esta combustion se puede llevar a cabo tanto
en condiciones estaticas o dinamicas. En dicha combustion el nitrégeno se
transforma en gas nitrogeno/6xidos de nitrégeno y estos son arrastrados fuera
de la camara mediante un gas portador inerte pasados sobre una superficie de
cobre caliente para eliminar el oxigeno no consumido en la combustion inicial y
convertir los 6xidos de nitrégeno en gas nitrégeno. En la Figura 11, se muestran
la muestra (0.02 g) de aislado proteico liofilizado que se mandé al SCSIE, para
cada condicién experimental se mando una unica muestra.
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Figura 11.-Portamuestras con aislado proteico

Una vez obtenido el porcentaje de N de la muestra, éste se debe multiplicar
por un valor dependiente del tipo de muestra (REF) para calcular la masa de
proteina. En este caso, se utilizd el valor de 6.25 debido a que este factor de
conversion esta tabulado para cada grupo de alimentos. Esto significa que 1
gramo de nitrogeno corresponde a 6.25 gramos de proteina.

Para calcular el rendimiento del aislado, se realizd una relacidn
proporcional de la cantidad de aislado proteico y el porcentaje de proteinas cada
100 gramos (Ecuacién 1):

Gramos de aislado proteico  Porcentaje de proteinas en la muestra
100 gramos de higado ~~ Porcentaje de proteinas en 100 gramos

(Ecuacion 1)

Los resultados obtenidos del laboratorio, siendo transformados
previamente por el factor 6,25, son el porcentaje de proteinas en 100 gramos
segun la experiencia. Por tanto, para calcular el porcentaje de proteinas de la
muestra se debe de despejar esta expresion matematica para cada una de las
experiencias realizadas.

Para obtener el contenido de proteinas en el aislado de cada una de las
experiencias, se debe realizar otra expresion matematica que relacione
nuevamente los gramos de higado de cada una de ellas. Se toma como valor
medio de proteinas de 100 de higado fresco el valor calculado en el utilizado en
el presente trabajo (18%) para hacer los calculos:

Gramos de higado fresco de la experiencia  Contenido de proteinas

100 gramos de higado fresco ~ Proteinas en 100 gramos

(Ecuacion 2)
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Para obtener el rendimiento de la extraccion se relaciona el porcentaje de
las proteinas de extracto proteico de cada experiencia con la cantidad de
proteinas totales que habia inicialmente en el higado fresco en cada una. Este
resultado se pasara a porcentaje.

Porcentaje de proteinas en el extracto proteico

Porcentaje de proteinas en el higado fresco

(Ecuacion 3)

3.6. Propiedades tecnofuncionales.

Una vez obtenido el aislado proteico de las diferentes experiencias, se
estudio las diferentes propiedades tecnoldgicas que incluyen la capacidad de
retencién de agua (WHC), la capacidad de retencion de aceite (OHC), asi como
la capacidad y estabilidad emulsionante (EA y ES).

3.6.1. Capacidad de retencion de agua (WHC).

La capacidad de retencion de agua, (Water-holding capacity), definida
como la cantidad de agua retenida por la muestra sin ser sometida a ningun tipo
de estrés (Rodriguez et al.,, 2015). Se determind colocando 0,5 g de aislado
proteico en un tubo de centrifuga previamente pesado al que se agregaron 7,5
mL de tampon fosfato para obtener un pH similar a la carne al mezclarse.
Posteriormente, se agitd en un vortex durante un minuto mas tres agitaciones
manuales cada 10 min a temperatura ambiente (Figura 12).

— —-—Ib

Figura 12.-Tubos agitados de la prueba WHC

A continuacion, se centrifugé a 7000 rpm durante 15 min para separar el
sobrenadante que se descartd. Mientras que el solido fue secado durante 25 min
a 50°C siguiendo el protocolo descrito por Mesias et al., (2017).
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g agua ) Wf —-Wwi
H =
WHC (g aislado Ws

(Ecuacion 4)
Donde,
Wi: peso seco inicial (g)
WI: peso final (g)
Ws: peso del aislado (g)

3.6.2. Capacidad de retencion de aceite (OHC).

La capacidad de retencion de aceite (Oil-holding capacity), es la habilidad
de un material, como proteinas o fibras, para absorber y retener aceite, afectando
la textura y calidad de productos alimentarios. Se determin6é colocando 0,5
gramos de la muestra en un tubo de centrifuga previamente pesado al que se
agregaron 3 mL de aceite de maiz. Esta mezcla fue agitada en el vortex durante
un minuto mas tres agitaciones manuales cada 10 min a temperatura ambiente
para que las proteinas sigan reteniendo aceite. A continuacién, se centrifugoé a
5000 rpm durante 25 min para separar la fase la sélida con el aceite como se ve

en la Figura 13.
\l-. |

Figura 13.-Fase solida separada del aceite no absorbido.

Por ultimo, se vertié el aceite no absorbido en una probeta para leer el
volumen de este y poder usarlo en la siguiente férmula para obtener los
resultados.

it Vi-V
0HC<ga.C€le)=(l f)*p
g aislado Wi

(Ecuacion 5)
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Donde,

Vi: volumen del aceite afiadido (mL)
Vf: volumen del aceite libre. (mL)

p: densidad del aceite (g/mL)

Wi: cantidad de proteina afiadida (g)

3.6.3. Actividad emulsionante (EA).

La actividad emulsionante (emulsifying activity) se refiere a la eficiencia de
un agente emulsionante para reducir la tension superficial entre dos fases
inmiscibles, como el aceite y el agua, permitiendo la formacion de una emulsion.
Esta tiene un papel importante relacionado con sus aplicaciones como
ingredientes alimentarios. Las proteinas por su naturaleza son buenos agentes
emulsionantes en alimentos, actuan como surfactantes, pero esto depende de su
capacidad para formar peliculas que puedan rodear los globulos con la finalidad
de disminuir la tensién en la interfase de los liquidos aceite-agua (Stone et al.,
2015).

La actividad emulsionante y la estabilidad emulsionante fue determinada
por el método de Yasumatsu et al. 1972. Para la fase acuosa se usara la mezcla
del aislado proteico (0,7 g) con 10,5 mL de tampodn de pH 8 para solubilizar y
aceite de soja (Figura 14), con otros 10,5 mL por experiencia, para la fase grasa.
Se usé NaOH para subir el pH de las proteinas y el tampodn hasta pH 8,5 para
tener una maxima solubilidad. Se utilizaron tubos eppendorf para centrifuga con
medidas ya que se necesita saber el volumen de cada fase.

£

Figura 14.-Material para EA y ES
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El procedimiento consistio en agitar la mezcla durante 20 min para
solubilizar las proteinas con la fase acuosa y a continuacion anadir el aceite de
soja para mezclarlo con ayuda del Ultra-Turrax. Una vez homogeneizada la
muestra, esta se centrifugo a 1300 rpm durante 5 min a 20°C para tener ambas
fases separadas como se ve en la Figura 15.

Figura 15.-Fases separadas de la emulsion.

Se midieron ambas fases y su total para saber el resultado de la actividad
emulsionante mediante la Ecuaciéon 6 que comprende una division entre la
emulsion y la altura total de la mezcla (Yasumatsu et al.,1972).

altura de la emulsion

EA% =
altura total

(Ecuacion 6)

3.6.4. Estabilidad emulsionante (ES).

La estabilidad de la emulsion, o en inglés, emulsion stability (ES) depende
de la capacidad de las gotas emulsionadas de permanecer en una fase dispersa
sin separarse por la floculacién o coalescencia. Si la carga neta es mas alta de
una proteina en la interfase aceite-agua la repulsion entre gotas sera mayor por
lo que se mejorara la estabilidad de la emulsion formada (Lean et al., 2017).

Para la estabilidad emulsionante se calentaron las mismas muestras que
se usaron en el apartado anterior a 80°C mediante un bano durante 30 min
(Figura 16). Inmediatamente después se enfriaron con agua fria durante 5 min y
se llevaron nuevamente a la centrifuga, con las condiciones anteriormente
descritas, donde se podra ver el nuevo resultado con las alturas de ambas fases.
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Figura 16.-Tubos eppendorf en bario.

Se aplica la Ecuacion 7 (Yasumatsu et al.,1972) con las nuevas alturas de
las fases en el tubo.

Nueva altura de la emulsion

0 =
ES% Altura total

(Ecuacion 7)

3.7. Analisis Estadistico

Para analizar la influencia de los ultrasonidos y su combinacion con el PEF
en los parametros cinéticos se empled el analisis de varianza multifactorial:
ANOVA y se han establecido los grupos homogéneos respecto de la media
mediante los intervalos LSD (Least Significant Difference) de Fisher, con un nivel
de confianza del 95%. Se consider6é un p-valor de 0,05 para la significacion
estadistica, realizandose el analisis estadistico en el softare Statgraphics
Centurion XIX (Statgraphics Technologies Inc., VA, USA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Rendimiento de extraccion de proteinas

Los datos experimentales obtenidos de la primera parte, la extraccion de
proteinas solo con ultrasonidos, se muestra en la Tabla 3, donde se encuentra el
peso del higado fresco (g), el nombre asignado a cada experiencia, las
condiciones y la proteina extraida. Se observa que la experiencia con mayor
cantidad de proteina extraida en polvo es la U5, seguida de la U1 y U8. Ambas
con ultrasonidos, por lo que se puede relacionar este hecho con que el uso de
estos aumente la extraccion de las proteinas.

Tabla 3.-Valores de la extraccion de proteinas con ultrasonidos.

Experiencias Resultado
Peso (g) Ne US(W) t(min) T (°C) Proteina (g)
40,40 A4 0 15 20 6,44
40,10 A5 0 20 30 6,28
40,15 A6 0 15 40 5,75
40,40 A7 0 10 30 6,03
40,47 ul 100 15 20 7,18
40,37 u2 50 10 20 6,68
40,31 u3 100 20 30 6,72
40,36 U4 100 10 30 6,72
40,54 us 50 10 40 7,56
40,08 ué6 50 20 20 6,75
40,18 u7 50 15 30 6,85
40,50 us 50 15 30 7,00
39,96 U9 50 15 30 6,95
40,29 u10 50 20 40 6,11
40,01 ull 100 15 40 5,76

Por otra parte, se han obtenido los resultados de la combinacion de
ultrasonidos y pulsos eléctricos y de igual manera se ha realizado una tabla para
su comparacion, con las mismas columnas que en la anterior, pero con los dos
unicos factores de PEF y US ya que la temperatura y el tiempo fueron constantes.
La experiencia con mayor cantidad de proteina extraida en polvo es la P4, como
se observa en la Tabla 4, seguida de P12 y P10, todas ellas comparten
nuevamente el hecho de usar ultrasonidos en su proceso.

23



Tabla 4.- Valores de la extraccion de proteinas con ultrasonidos y pulsos eléctricos.

Experiencias Resultado
Peso (g) N@ PEF us (W) Proteinas (g)
40,9 P1 250 0 3,26
43,5 P2 250 100 5,08
40,68 P3 500 0 2,87
45,43 P4 500 100 5,74
40,87 P5 250 0 3,05
45,3 P6 250 100 5,42
40,96 P7 500 0 2,64
43,5 P8 500 100 5,49
40,8 P9 250 0 3,63
43,5 P10 250 100 5,55
40,37 P11 500 0 3,24
42,67 P12 500 100 5,58

4.2. Contenido de proteina en el aislado proteico.

En el estudio realizado en el presente trabajo, se relacioné la extraccion
de proteinas con el uso de ultrasonidos y la combinacién de ultrasonidos y PEF.
Los resultados obtenidos del primer analisis, el contenido de proteinas, dieron los
resultados expuestos en las Tablas 5 y 6. Cada experiencia tiene dos valores ya
que se realizd dos pruebas para cada una.

En la Tabla 5 se aprecia que los valores mas altos son para las experiencias
U9 (65%), A5 (64,19%) y A6 (64,13%). La experiencia U9 es la unica que cuenta
con ultrasonidos.

Tabla 5.-Influencia de la potencia ultrasénica para el contenido de proteinas.

Porcentaje de proteinas
en la muestra

Ne 1 2
A4 61,38 63,75
A5 63,75 64,19
A6 61,88 64,13
A7 63,63 62,94
Ul 60,88 61,81
U2 62,19 62,44
U3 62,81 62,88
U4 62,94 63,06
U5 62,13 61,63
U6 62,56 62,13
vy 62,31 63,00
us 61,75 62,69
U9 65,00 64,44
u10 63,00 61,88
Uil 63,06 61,75
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Por otro lado, en la Tabla 6, los valores mas elevados del porcentaje de
proteina estan en P5 (76,13%), P7 (75,5%) y P1 (74,25%). Los tres tienen en
comun que no se usa ultrasonidos en la extraccién, ademas de que P1 y P5
cuentan un numero de pulsos aplicados de 250.

Tabla 6.- Influencia de la potencia ultrasénica y pulsos eléctricos para el contenido de
proteinas.

Porcentaje de proteinas
en la muestra

Ne 1 2
P1 73,19 74,25
P2 61,38 61,81
P3 75,31 75,19
P4 59,69 59,94
P5 76,13 74,81
P6 66,19 66,38
P7 74,88 75,50
P8 65,38 66,94
P9 70,31 70,94
P10 63,63 63,88
P11 68,50 68,06
P12 65,06 64,56

En cuanto al porcentaje de proteina en el aislado proteico, el efecto de
ultrasonidos es estadisticamente significativo (p<0,05), por lo que hay diferencias
entre los diferentes niveles de ultrasonidos. El grupo con US (W) = 100 tiene una
media (25,55) y una desviacion estandar (1,58) significativamente mas alta en
comparacion con los grupos con US (W) = 0 y 50. Los intervalos de confianza no
se superponen completamente, indicando diferencias significativas entre los
niveles (Figura 17).
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Figura 17.- Influencia de la potencia ultrasénica aplicada en las proteinas del
aislado obtenido. Se muestra los valores medio e intervalos LSD.
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Por otro lado, aunque los otros dos factores no sean significativos en el
Analisis de la Varianza, se observo que el tiempo de tratamiento de 10 minutos
tiene la media (23,56) mas alta en comparacion con 15 y 20 minutos. Los
intervalos de confianza para 10 minutos no se superponen con los intervalos de
confianza para 20 minutos, lo que sugiere que el tiempo de tratamiento puede
tener un efecto, aunque no sea significativo, en el porcentaje de proteinas. Por
otra parte, la temperatura de 30°C muestra la media mas alta, mientras que 40°C
muestra la mas baja.

En las Tabla 7 y 8 se exponen la media de los dos resultados de la
aplicacién de las Ecuaciones 1y 2y la relacién entre ambas como resultado de
la cantidad de proteinas extraidas, Ecuacion 3. La Tabla 7 es referida a las
experiencias con 3 factores: US, tiempo y temperatura.

Tabla 7.-Valores finales de las extracciones ultrasonidos, Temperatura y tiempo.

Media y desviacion estandar

Ne Proteinas del aislado proteico (g) Rendimiento (%)
A4 4,03 +£0,08 55,40+ 1,05
A5 4,02 +£0,01 55,66+ 0,19
A6 3,62+0,05 50,12+0,9
A7 3,81+0,02 52,47 £ 0,29
Ul 4,41 +0,02 60,46 £ 0,46
U2 4,16 £ 0,01 57,28+ 0,11
(VE 4,22 +0,01 58,20+ 0,06
u4 4,23 +0,03 58,28 £ 0,06
us 4,68 £ 0,01 64,10+ 0,26
ue 4,21 +0,01 58,33+0,2
u7 4,29+ 0,02 59,14+ 0,45
us 4,36 £ 0,02 59,74 £ 0,45
U9 4,5+0,01 62,53+0,27
u1o0 3,82+ 0,02 52,60+ 0,47
uUll 3,59+0,04 49,91 £ 0,52

En el caso de las experiencias con distintas combinaciones de

ultrasonidos, tiempo y temperatura, se observa que, ademas de los ultrasonidos,
la temperatura también tiene un impacto estadisticamente significativo en el
rendimiento y este es mayor a temperaturas de 20°C y 30°C, mientras que
disminuye significativamente a 40°C (Figura 18). Temperaturas mas bajas son
ventajosas porque reduce los costes de fabricacion. En un estudio de extraccion
de proteina de frijol se encontrd que el rendimiento mejord con el incremento de
la temperatura hasta 30 °C y decrecio a partir de esa temperatura (Wang et al.
2011). En otro estudio con proteina de mani el rendimiento de extraccion fue
dependiente de la temperatura con 6ptimos rendimientos a 40°C, mientras que
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mas altas temperaturas, registraron mas bajos rendimientos siendo mas
acentuado el descenso cuando la temperatura se incremento a 70°C (Kain et al.
2009). En un estudio con proteina de soja se reporta una tendencia decreciente
en el rendimiento en el rango de temperatura desde 30°C hasta 50°C,
acentuandose esta tendencia hasta 70°C (Rosenthal et al. 1998).
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Figura 18.- Influencia de la temperatura aplicada en el rendimiento de aislado
proteico. Se muestran los valores medios e intervalos LSD.

Respecto al tiempo, este no es significativo estadisticamente (p>0,05), sin
embargo, el rendimiento disminuye ligeramente a medida que aumenta el tiempo,
con el mayor rendimiento a los 10 minutos y el menor a los 20 minutos. El hecho
de que no sea significativo concuerda con estudios anteriores donde se observa
que el rendimiento de la extraccidon de las proteinas no aumenta si la extraccion
se prolongara durante mas tiempo (Rosenthal et al. 1998).

Volviendo a los ultrasonidos, en la Figura 19, el nivel 50 W (media de 58,88)
muestra un rendimiento significativamente mayor comparado con 0 y 100 W
debido a que sus intervalos de confianza no se solapan tanto, lo cual sugiere una
diferencia significativa estadistica (p<0,05).

61

; {
: |
-

51

Rendimiento

ow 100 W 50 W

Ultrasonidos

Figura 19.- Influencia de la potencia ultrasdnica aplicada en el rendimiento de
aislado proteico. Se muestran los valores medios e intervalos LSD
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En la Tabla 8 se muestran la media y la desviacion estandar de los 2
factores: US y PEF.

Tabla 8.-Valores finales de las extracciones US y PEF

Media y desviacién estandar

N2 Proteinas del aislado proteico (g) Rendimiento (%)
P1 2,40 £ 0,02 32,64+ 0,24
P2 3,13+0,01 39,96 £ 0,14
P3 2,16 £ 0,00 29,49 + 0,02
P4 3,43+0,01 41,98 + 0,09
P5 2,30+0,02 31,29+0,27
P6 3,5910,01 44,06 + 0,06
P7 1,99 + 0,01 26,92+ 0,11
P8 3,63+0,04 46,39 £ 0,55
P9 2,561+0,01 34,91+0,15
P10 3,54+0,01 45,19 £ 0,09
P11 2,21+0,01 30,45+0,10
P12 3,62+0,01 47,09+ 0,18

En el caso de las experiencias con PEF y ultrasonidos, este primero no es
significativo estadisticamente. En cambio, el nivel de 100 W (media de 44,12)
tiene un rendimiento significativamente mayor en comparaciéon con 0 W (media
de 30,95), como se indica por los intervalos de confianza no superpuestos (Figura
20).

Estudios previos con ultrasonidos afirman que el uso de ultrasonidos
mejora el rendimiento de la extraccion (Acufia A., 2017) concordando asi con el
presente analisis estadistico.
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Figura 20.- Influencia de la potencia ultrasénica aplicada y PEF en el
rendimiento de aislado proteico. Se muestran los valores medios e intervalos LSD.
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4.3. Propiedades tecnofuncionales.
4.3.1. Capacidad de retencion de agua (WHC).

Para las pruebas tecnofuncionales de la capacidad de retencion del agua
de las proteinas se obtuvieron los resultados expuestos en las Tablas 9y 10.

Tabla 9.-Media y desviacion estandar de los valores obtenidos en la WHC de
ultrasonidos, tiempo y temperatura.

Ne Media y desviacion estandar
A4 1,98 £+ 0,03
A5 1,94+0,04
A6 2,21 +£0,07
A7 1,82 £ 0,02
(U 2,13+0,03
u2 1,87 +0,01
u3 2,20+ 0,03
ua 2,01 +0,06
us 2,44+ 0,16
U6 2,14+ 0,02
uz7 2,10+ 0,01
us 2,06 £ 0,03
U9 1,88+ 0,01
u10 2,30+ 0,08
U1l 2,50 + 0,09

Se observo que los factores significativos en la capacidad de retencion de
agua de los aislados proteicos fueron los ultrasonidos y la temperatura, siendo
100 W y 40°C los de mayor interés respecto a la mejora de la capacidad de
retencion de agua. Esta temperatura también ha sido previamente observada
como un efecto significativo (p<0,01) sobre la retencion de agua en harina de
trigo sarraceno (Gallego et al., 2019). En estudios previos con ultrasonidos sobre
las caracteristicas funcionales del aislado de proteina de higado animal se
concluyé que el uso de ultrasonidos mejoraba la capacidad de retencion de
agua/aceite. (Zou et al., 2017). También se han encontrado evidencias en un
estudio sobre la combinacién de ultrasonidos y pulsos eléctricos en carne de
pechuga de pollo (Roobab et al., 2024) donde se afirma que un pretratamiento
con US mejora la capacidad de retenciéon de agua. Ambos estudios concuerdan
con los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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Figura 21.-. Influencia de la temperatura aplicada en la propiedad tecnofuncional
WHC. Se muestran los valores medios e intervalo LSD.

Los resultados obtenidos respecto a las pruebas realizadas con el
pretratamiento con pulsos eléctricos de alta intensidad se exponen en la Tabla 10.

Tabla 10.- Media y desviacion estandar de los valores obtenidos en la WHC para

ultrasonidos y PEF.
Ne Media y desviacion estandar
P1 2,05+0,40
P2 1,91+0,01
P3 2,16 £ 0,06
P4 2,21+0,04
P5 1,83+0,13
P6 2,07+0,19
P7 2,07+0,12
P8 1,99+ 0,07
P9 1,97 £0,01
P10 1,97 £ 0,04
P11 2,04 +£0,01
P12 2,15+ 0,08

El unico factor significativo estadisticamente (p<0,05), es el uso del PEF,
siendo el nivel 500 el que tiene una media significativamente mas alta en
comparacion con el nivel 250 (Figura 22). Los intervalos de confianza no se
superponen, indicando que la diferencia entre los niveles 250 y 500 es
estadisticamente significativa (p<0,05).

El tratamiento de PEF provoca un impacto en la microestructura de la
carne debido a la electroporacion de las membranas celulares. Esta tiene un
papel importante en la sintesis de componentes biolégicos como proteinas y
nucleotidos. Se ha informado que la electroporaciéon en las membranas celulares
también aparece en la superficie de la fibra muscular. Estudios previos
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(Alahakoon et al., 2016) indican que los cambios en las fibras musculares pueden
tener un efecto en varios parametros de calidad de la carne, siendo uno de estos
la capacidad de retencion de agua. Segun algunos autores, el uso de electricidad
sobre carne de pollo mejora la capacidad de retencion de agua (Xu et al., 2023).

2,2
2,15
2,1

1,85
250 500

PEF

Figura 22.- Influencia de los pulsos eléctricos aplicados en la propiedad tecnofuncional
WHC. Se muestran los valores medios e intervalo LSD.

4.3.2. Capacidad de retencion de aceite (OHC).

Para las pruebas tecnofuncionales de la capacidad de retencion del aceite
del aislado proteico se obtuvieron los resultados mostrados en las Tablas 11y 12.

Tabla 11.- Media y desviacién estandar de los valores obtenidos en la OHC de
ultrasonidos, tiempo y temperatura.

Ne Media y desviacién estandar
A4 2,77 £0,03
A5 2,57+0,25
A6 2,53+0,19
A7 4,21+0,04
Ul 4,51+0,20
U2 3,19+0,43
u3 3,80+0,24
ua 4,82 +0,14
us 3,03+0,70
(8] 3,76 £ 0,09
uz7 3,76 £ 0,09
us 3,60+0,03
U9 2,80+0,79
u10 4,36 £ 0,08
Uil 3,12+0,04
u12 3,16 £ 0,08
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Tabla 12.- Media y desviacion estandar de los valores obtenidos en la OHC para

ultrasonidos y PEF.
Ne Media y desviacion estandar
P1 3,30+ 0,05
P2 3,55+0,01
P3 3,59+0,00
P4 3,07+0,01
P5 2,92 +£0,04
P6 2,98 +£0,18
P7 2,82 0,39
P8 2,81+0,04
P9 2,19+0,02
P10 2,54+0,31
P11 2,34+0,16
P12 2,58 £ 0,05

En el analisis estadistico realizado para la Tabla 11 se observd que los
factores significativos son de nuevo los ultrasonidos y la temperatura. Se observa
un aumento gradual en las medias de OHC a medida que aumenta el nivel de los
ultrasonidos (0, 50, 100 W), Figura 23. Esto puede deberse a que el uso de los
ultrasonidos rompe las moléculas para producir péptidos mas pequefios (Beltran
et al., 2023) y estos aumenta su area superficial, lo que favorece la interaccion
con el agua y el aceite. La mejora de propiedades funcionales de la proteina
original como absorcion de agua o aceite se debe al menor tamano de los
péptidos, incremento de grupos NH4 y COO- y exposicidn de grupos hidrofobos
(Vioque y Millan, 2005).

Por otro lado, 30°C proporciona el mayor valor para OHC (3,76) y es
significativamente mejor en comparacion con 40°C. Las diferencias entre 20°C y
30°C, asi como entre 20°C y 40°C, no son significativas.
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Figura 23.- Influencia de la potencia ultrasénica aplicada en la propiedad
tecnofuncional OHC. Se muestran los valores medios e intervalo LSD.
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4.3.3. Actividad emulsionante (EA).

Los resultados de

las pruebas tecnofuncionales de

la actividad

emulsionante para los dos tipos de experiencias se exponen en las Tablas 13 y

14.

Tabla 13.- Media y desviacion estandar de los valores obtenidos en la EA de

ultrasonidos, tiempo y temperatura.

N2
A4
A5
A6
A7
Ul
U2
(VE]
U4
us
(V]
u7
us
U9

u10

Uil

ui2

Media y desviacion estandar

13,0 £ 0,00
13,5+ 1,00
12,5+ 0,00

12,75 + 0,25

14,25 + 0,75

12,50 + 0,00
14,5 + 1,50
14,5 + 0,00

10,75 + 0,25

13,25 + 0,25

14,00 + 0,00

13,50 + 0,00

13,50 + 0,00

11,00 + 0,00

10,25 + 0,03

11,25 + 1,25

Tabla 14.- Media y desviacion estandar de los valores obtenidos en la EA para

N¢
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P12

ultrasonidos y PEF.

Media y desviacion estandar

11,00+ 0,00
11,25+0,25
2,50+0,00
11,75+0,25
10,00+ 0,00
10,5+0,25
10,5+ 0,00
11,75+0,75
11,90+ 0,05
10,75+0,25
12,00+ 0,00
11,00+ 0,00
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Se concluyé que la temperatura mas optima para la actividad emulsionante
es la de 30 °C, ya que presento la media significativa mas alta (13,77) en
comparacion con los otros dos factores (Figura 24).
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Figura 24.- Influencia de la temperatura aplicada en la propiedad tecnofuncional
EA. Se muestran los valores medios e intervalo LSD.

4.3.4. Estabilidad emulsionante (ES).

Por ultimo, la prueba de estabilidad emulsionante, cuyos resultados se
exponen en las Tablas 15 y 16 con sus correspondientes factores.

Tabla 15.- Media y desviacion estandar de los valores obtenidos en la ES de
ultrasonidos, tiempo y temperatura.

N2  Maediay desviacidn estandar
A4 10,75 £ 0,25
A5 10,25+ 0,25
A6 11,00 £ 0,50
A7 12,00+ 0,50
Ul 11,50 + 1,00
U2 11,50 £ 0,00
u3 13,75 +1,75
ua 12,00 £ 0,00
us 9,75+0,25
(8] 11,25 +0,25
U7 12,25 +0,25
us 11,50 £ 0,00
U9 12,25 +0,25
u10 10,50 + 0,00
Uil 10,50 + 0,00
u12 11,25+1,25
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Tabla 16.- Media y desviacion estandar de los valores obtenidos en la ES para

ultrasonidos y PEF.
Ne Media y desviacion estandar
P1 10,0 £ 0,00
P2 9,25+0,25
P3 2,00 +£0,00
P4 10,75+ 1,25
P5 12,50+ 0,00
P6 9,75+0,25
P7 9,50+ 0,00
P8 12,25+0,75
P9 12,35+0,05
P10 9,95+ 00,5
P11 10,00 £ 0,00
P12 9,95+ 0,05

Como en el anterior apartado, los resultados estadisticos en ambas tablas
son similares respecto a su significancia, siendo el unico factor de interés la
temperatura en la Tabla 15, siendo 30°C significativamente mejor en
comparacion. Que esta temperatura sea la misma para las tres anteriores
pruebas (OHC, EAy ES) es debido a que estan relacionadas ya que la capacidad
de retencién del aceite se parte para saber si una proteina es adecuada para la
formacion de la emulsion (Mares et al., 2023). Este hecho también ocurre en los
factores significativos estadisticamente para ultrasonidos y PEF ya que ninguna
de estas pruebas tecnofuncionales tienen significancia (p<0,05).

35



5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo se muestran a
continuacion:

1.

Para el rendimiento del aislado proteico el uso de la potencia
ultrasonica aplicada de 100 W es estadisticamente significativo
(p<0,05) ya que se ha obtenido la media mas alta (25,55) respecto a 50
W (21,11) y 0 W (18,55). Ademas, se observd que, a cuanta mas
potencia ultrasonica, mejor era el rendimiento.

Respecto a las propiedades tecnofuncionales, la temperatura mas
optima para obtener mejores resultados es la de 30°C. Este hecho
puede ser beneficioso en aspectos como el ahorro energético y la
reduccion del riego de la desnaturalizacion de las proteinas. El uso de
ultrasonidos es eficiente para la capacidad de retencién de agua y
aceite, por lo que su uso es conveniente en aquellas pruebas que
requieran de ello. Respecto al uso de pulsos eléctricos, este es
significante (p<0,05) en la capacidad de absorcién del agua, por lo que
este método se puede utilizar si se requiere potenciar esta
caracteristica en los alimentos

3. El tiempo no ha mostrado diferencias significativas (p>0,05) por lo
que se pueden usar menores tiempos ofreciendo asi ventajas como
mayor produccién, menor uso de energia y disminucion de costos. El
uso de pulsos eléctricos de alta intensidad tampoco ha mostrado
diferencias significativas, por tanto, como normalmente un aumento en
el numero de pulsos provoca un aumento en el tiempo de tratamiento
se podra acelerar el tratamiento ya que el tratamiento de PEF no sera
necesario.
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