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RESUMEN

Se estudié el comportamiento térmico por microcalorimetria de barrido diferencial de las
fracciones proteinicas del musculo de bovino Psoas major. Las fracciones se extrajeron con
una solucién amortiguadora de lavado (B: pH 7.0; | = 0.3 mol/L) y una solucién de Ringer
modificada (R: pH 5.7; | = 0.2 mol/L). La fraccién soluble esta constituida por proteinas
sarcoplasmicas y la insoluble principalmente por las proteinas miofibrilares miosina y actina.
Los rendimientos de extraccion de las proteinas sarcoplasmicas con B y R fueron 61.1y
52.5 %, respectivamente. Se determind la presencia de transiciones térmicas irreversibles de
las proteinas solubles e insolubles de 20 a 95 °C. Independientemente de la extraccién con B
0 R, la fraccion soluble, la cual contiene varias proteinas de peso molecular entre 11 y 97
kDa, mostré dos transiciones principales, una exotérmica y otra endotérmica. Algunas
proteinas sarcoplasmicas parecen ser agregadas facilmente a 50 y 54 °C, como lo muestra
la transicidon exotérmica con una energia de activacion de 243.8 kJ/mol. Los agregados,
observados por microscopia confocal, fueron densos, continuos y desordenados y mostraron
zonas hidrofobicas expuestas al solvente. Asimismo, se observo otra transicion endotérmica
en 63 y 65 °C con una energia de activacién de 591.6 kJ/mol. Se determind el efecto de la
concentracién de las proteinas solubles sobre la temperatura maxima y entalpia de las
transiciones y se establecié una relacion de proporcionalidad inversa entre la concentraciéon
de proteinas solubles y su temperatura y entalpia de transicion.

Las proteinas de la fraccion insoluble mostraron transiciones endotérmicas en 54 y 62 °C
para la miosina y 68 y 70 °C para la actina, con energias de activacion de 604.7 y 359.0
kJ/mol, respectivamente, atribuidas a su desnaturalizacién. La extraccidon con B tuvo un
efecto significativo sobre las transiciones endotérmicas de la miosina y la actina; la
disminucion de las entalpias de sus transiciones fue de 4 y 87%, respectivamente, en
comparacion con las entalpias de las transiciones obtenidas con R.

Al disminuir la velocidad de calentamiento de 1.2 a 0.6 °C/min, la entalpia de la transicion
exotérmica de la fraccidon soluble disminuyé 80%. Un efecto similar se observé en las
entalpias de las transiciones endotérmicas de la miosina y actina de la fraccién insoluble,
que disminuyeron 7 y 11%, respectivamente. La desnaturalizacion de las proteinas carnicas
depende de la velocidad de calentamiento, por lo tanto, esta gobernada cinéticamente. La
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE por sus
siglas en inglés) con el sistema Tris-tricina, mostré que la mayor proporcion de las proteinas
sarcoplasmicas tiene pesos moleculares entre 35 y 45 kDa y que basicamente se extraen las

mismas proteinas con B que con R.



ABSTRACT

The thermal behavior of the protein fractions of the bovine muscle Psoas major was studied
by differential scanning microcalorimetry. The fractions were extracted with rinse buffer (B:
pH 7.0; | = 0.3 mol/L) and modified Ringer’s solution (R: pH 5.7; | = 0.2 mol/L). The soluble
fraction is constituted by sarcoplasmic proteins and the insoluble one mainly by the
myofibrilar proteins, myosin and actin. Extraction yields for sarcoplasmic proteins with B and
R were 61.1 and 52.5%, respectively. The presence of thermal irreversible transitions for
soluble proteins was determined from 20 to 95 °C. Regardless of the extraction solvent, the
soluble fraction, which contains several proteins with molecular weights in the range of 11 to
97 kDa, showed an exothermic and an endothermic transition. Some sarcoplasmic proteins
seem to be easily aggregated at 50 and 54 °C, as shown by the exothermic transition with
activation energy of 243.8 kJ/mol. Dense, continuous and disordered aggregates, observed
under confocal microscopy, showed the presence of hydrophobic zones exposed to the
solvent. Another endothermic peak was observed from 63 to 65 °C with activation energy of
591.6 kJ/mol. The effect of soluble proteins concentration on peak temperature and transition
enthalpies was examined and a relationship of inverse proportionality between soluble
proteins concentration and their transition temperature and enthalpy was observed.

Proteins of the insoluble fraction exhibited endothermic transitions from 54 to 62 °C for
myosin and 68 to 70 °C for actin, with activation energies of 604.7 and 359.0 kJ/mol,
respectively, attributed to denaturation. Extraction with B had a significant effect on the
endothermic transitions of myosin and actin; the decrease in their transition enthalpies was 4
and 87%, respectively, in comparison to the transition enthalpies obtained with R.

A decrease in heating rate from 1.2 to 0.6 °C/min resulted in 80% decrease of the exothermic
transition enthalpy. A similar effect was observed for the endothermic transition enthalpies of
the insoluble fraction; 7 and 11% for myosin and actin transitions, respectively. Denaturation
of bovine meat proteins is kinetically controlled.

Sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) with the Tris-Tricine
system showed a major proportion of sarcoplasmic proteins with molecular weights from 35

to 45 kDa with basically the same proteins extracted by B and R.



INTRODUCCION

La carne es la porcion comestible de animales sanos destinados para el consumo humano.
Esta constituida primordialmente por tejido muscular y cantidades variables de tejido
conectivo, epitelial, nervioso y adiposo, segun la localizacion anatomica, edad, género y
especie animal. La relacion de estos tejidos se refleja en las caracteristicas de calidad y
consecuentemente en el costo de la carne (Ponce Alquicira, 2006). El musculo de bovino
Psoas mayor, comercialmente llamado filete, es uno de los cortes mas caros y tiene una
composicion variada y compleja de fracciones de proteinas. Para estudiar el comportamiento
térmico de las proteinas carnicas se hace necesario desarrollar métodos de separacion para
aislarlas y caracterizar sus transiciones térmicas por microcalorimetria de barrido diferencial
(UDSC por sus siglas en inglés). Las transiciones son el resultado de eventos de
desnaturalizacion y agregacion de las proteinas carnicas. Otras técnicas usadas para
corroborar los resultados obtenidos por uDSC incluyen la microscopia confocal de barrido
laser (CLSM por sus siglas en inglés), por medio de la cual es posible observar la agregacion
de las proteinas sarcoplasmicas, que se produce por efecto del tratamiento térmico y la
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE por sus
siglas en inglés), sistema Tris-tricina, que permite obtener el perfil electroforético de las
proteinas extraidas. Las proteinas sarcoplasmicas y las miofibrilares, actina y miosina, son
los constituyentes mayoritarios en el musculo, aunque no son las unicas. Aparte de tener una
funcion fisioldgica, son ademas las principales responsables de importantes propiedades
funcionales como la capacidad de retencion de agua, la capacidad emulsionante, la
formacion de geles en la carne y en varios productos carnicos. Se han desarrollado
numerosos métodos para aislar las proteinas carnicas, dependiendo del objetivo de la
investigaciones, la mayoria de las cuales, se ocupan de la miosina y de la actina, mientras
que, aquellas relacionadas con las propiedades térmicas de las proteinas sarcoplasmicas de
la carne de bovino son escasas. Asimismo, resulta importante conocer la temperatura a la
cual las proteinas sarcoplasmicas se desnaturalizan por efecto del calentamiento debido a
que en recientes investigaciones se ha demostrado que estas proteinas, en estado nativo,
tienen capacidad antioxidante (Fernandez et.al., 2006). Esto es significativo, ya que supone
la oportunidad potencial para que sean aprovechados los fluidos residuales provenientes de
los procesadores de carne para generar antioxidantes naturales de gran utilidad para
alimentos funcionales (Di Bernardini et. al., 2011). Uno de los objetivos de este estudio fue
investigar de qué manera, el método de extraccién de las proteinas sarcoplasmicas del

musculo de bovino Psoas mayor, tiene influencia sobre el comportamiento térmico de las
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proteinas sarcoplasmicas y las miofibrilares. Ademas, determinar el efecto de la
concentracién de las proteinas sarcoplasmicas sobre la temperatura maxima y la entalpia de
transicion correspondientes a la desnaturalizacion y la agregacion, inducidas por el
calentamiento de estas proteinas. Con este propoésito, se usaron dos soluciones extractoras,
que fueron seleccionadas, considerando que extrajeran la maxima cantidad de proteinas
solubles de la carne, sin alterar la integridad estructural de las proteinas miofibrilares. Las
soluciones extractoras basicamente contienen sales que son usadas como aditivos en el
procesamiento de los productos de la carne como el cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de magnesio, (Barbut y Mittal, 1988; Kijowski y Mast, 1988 citado en Barbut y Findlay,
1991) y el EDTA que protege la actividad de la enzimas. Los resultados obtenidos en esta
investigacion se usaran para seleccionar el método y las condiciones mas adecuadas de
extraccién para la separacion sistematica de los componentes proteinicos del filete y estudiar
su comportamiento térmico individual asi como su contribucién a las sefiales térmicas
completas. En forma global, todo esto servira de base para estudiar posteriormente, el
efecto de las altas presiones hidrostaticas comprendidas entre 100 y 1000 MPa (Herrero y
Romero de Avila, 2006), sobre la estabilidad de las proteinas carnicas, y evaluar su posible
uso como metodo de conservacion, alternativo a la congelacion, para cortes de carne de
bovino de alto costo y demanda. En un ensayo previo, se presurizaron muestras de filete a
172, 310, 483 y 621 MPa, durante un minuto. Las diferencias en la apariencia entre las

muestras presurizadas fueron notables a simple vista, como se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Muestras de filete presurizadas a: a) 172, b) 310, c) 483 y d) 621 MPa, durante un
minuto.

Marcos et.al., (2010) proponen que los cambios inducidos por alta presion hidrostatica en
proteinas sarcoplasmicas de carne de bovino, confirman una relacién entre la modificacion
de la fraccién proteinica soluble y la alteracion de las caracteristicas de calidad de la carne,

por tanto, estas modificaciones podrian ser usadas como indicadores de calidad.



OBJETIVOS

General
Caracterizar el comportamiento térmico de las fracciones solubles e insolubles de proteinas
del musculo de bovino Psoas major extraidas con dos soluciones diferentes para determinar

la influencia de la extraccion sobre dicho comportamiento.

Especificos

Determinar el efecto de dos soluciones extractoras: amortiguadora de lavado que contiene
0.1 M Tris-HCl en 20 mM EDTA y de Ringer modificada que contiene 0.15 M NaCl, 3 mM KCI
y 3 mM MgCl,, sobre las curvas calorimétricas de las fracciones solubles e insolubles de la
proteinas del musculo de bovino y el perfil electroforético de la fraccion soluble para
seleccionar aquella que permita una mayor extraccion de proteinas sarcoplasmicas, sin

alterar la integridad de las proteinas miofibrilares.

Evidenciar de manera cualitativa por medio de microscopia confocal de barrido laser, la
formacion de agregados, inducidos por el calentamiento de las proteinas sarcoplasmicas

para determinar su microestructura.

Determinar el efecto de la variacion de la concentraciéon de proteinas sarcoplasmicas sobre
la temperatura maxima y entalpia de la transiciéon térmica para encontrar la concentracion

minima detectable y cuantificable en el uDSC.

Establecer el efecto de la velocidad de calentamiento sobre las transiciones de las fracciones
solubles e insolubles de las proteinas del musculo de bovino para determinar los parametros

cinéticos de desnaturalizacion.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

I. 1 Composiciéon y estructura de las proteinas de la carne

El musculo contiene 75% de agua, 20% de proteina total, 3% de grasa y 2% de sustancias
solubles no proteinicas. El 2% correspondiente a las sustancias solubles no proteinicas esta
formado por 3% de metales y vitaminas, 45% de sustancias que contienen nitrégeno no
proteinico, 34% de carbohidratos y 18% de compuestos inorganicos (Tornberg, 2005). Las
proteinas desempefan un papel fundamental en la funcién biolégica del musculo in vivo, asi

como en los procesos postmortem y se clasifican en tres grupos.

1.1.1 Proteinas sarcoplasmicas

Este tipo constituye 35% del total de las proteinas carnicas, son solubles en agua y se
encuentran en el citoplasma celular. Alrededor de 100 diferentes proteinas estan presentes
dentro de este grupo que en su mayoria son globulinas de bajo peso molecular y albuminas,
que constituyen el sistema enzimatico que modula el metabolismo de la célula. Dentro de las
proteinas sarcoplasmicas se encuentran ademas las catepsinas, la creatinquinasa,

citocromos, fosforilasa b, mioglobina y flavoproteinas (Tornberg, 2005).

1.1.2 Proteinas miofibrilares o fibrosas

Este tipo constituye 50% del total de las proteinas de la carne, forman la estructura del
musculo y el sistema contractil. Estas proteinas no sélo son responsables de la
transformacion de energia quimica en energia cinética sino también de procesos de
emulsion y gelificacion. Las proteinas miofibrilares se dividen en tres subclases: las proteinas
fibrosas miofilamentosas miosina y actina que constituyen la estructura miofibrilar, las
proteinas reguladoras que incluyen el complejo tropomiosina-troponina, a y B-actina, M-
proteina y C-proteina y por ultimo las proteinas de andamio, es decir, las que se ocupan de
mantener el armazon estructural en el que funcionan las proteinas musculares, tales como la
titina (filamentos de Gap), nebulina (linea N2), vimentina y sinemina (linea Z). La titina o
conectina es la proteina presente mayoritariamente en el citoesqueleto y es la tercera mas
abundante del musculo (8-10%), es una proteina de gran peso molecular y presenta

propiedades elasticas (Varnam y Sutherland, 1995; Robson et. al., 1997).



1.1.2.1 Miosina

De acuerdo con la Figura 2, el sarcomero, que es la unidad de contraccion del musculo, es la
region entre dos lineas Z adyacentes que se repite a lo largo de las miofibrillas. Las
miofibrillas estan constituidas por dos tipos de filamentos; los filamentos gruesos formados
principalmente por miosina, la cual se localiza a lo largo de la banda A, y los filamentos
delgados que corresponden a la actina, los cuales estan anclados a la linea Z formando la
banda | (Ponce Alquicira, 2006).

Figura 2. Modelo de la organizacién de la fibra muscular y las miofibrillas en el que se
muestran las bandas |, la banda A y la linea Z, el sarcémero y los filamentos de actina y
miosina  (http://magisnef.files.wordpress.com/2007/04/organizacion.jpg. Consultada en
Octubre del 2010).

La miosina es la principal proteina de los filamentos gruesos, se encuentra en mayor
concentracién en el tejido muscular en comparacién con la actina, constituye el 55% de las
proteinas miofibrilares. La miosina es una molécula muy grande de 540 kDa
aproximadamente. Contiene dos cadenas pesadas idénticas de 230 kDa cada una y cuatro
cadenas ligeras de unos 20 kDa cada una. Las micrografias electrénicas muestran que la
miosina consta de una regién globular en forma de doble cabeza, unida a una cola (bastén)
que esta formada por un a-hélice de dos hebras, a su vez enrolladas en super hélice, que

corresponde a las cadenas pesadas. La miosina se puede dividir enzimaticamente en dos
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fragmentos denominados meromiosina ligera y merimiosina pesada (Stryer, 1995), como se

muestra en la Figura 3.

: Cabeza de miosina : Cola (bastén) H
i : >
. "_\ [} :
: L)
H Meromiosina pesada :
i > a
: L :
\ Subfragmento 1 | Subfragmento 2 i Meromiosina ligera i

] I I

Figura 3. Localizacién de la meromiosina pesada y ligera (Fenema, 1993).

1.1.2.2 Actina

La actina es la proteina principal de los filamentos delgados y forma el 20% del total de las
proteina miofibrilares del musculo. La actina esta unida a la estructura del musculo con
mucho mas fuerza que la miosina. La forma de la actina puede ser descrita como dos
dominios en forma de cacahuate, de igual tamano situados uno al lado del otro. Los
monomeros de actina llamados actina globular se ensamblan en una doble estructura
helicoidal denominada actina fibrilar que constituye la porcién principal del filamento delgado.
La actina globular tiene una masa molecular de 42 a 48 kDa. Es estable en agua donde
puede existir tambien como dimero. Los filamentos de la actina fibrilar interaccionan con la
porcion de cabeza de la miosina, se ensamblan con polaridades opuestas en relacion con la
unién con miosina, en cada lado de la linea Z, lo cual permite que los filamentos gruesos de

los sarcémeros adyacentes se desplacen hacia la linea Z (Fenema, 1993).

1.1.3 Proteinas del estroma
Estas proteinas constituyen el 15% del total de las proteinas del musculo y forman el tejido

conectivo. Dentro de este grupo se encuentran el colageno, la elastina y la reticulina. Son



parte integral de las membranas del epimisio, endomisio y perimisio que ayudan a mantener

la forma y dar soporte a los musculos y fibras musculares (Ponce Alquicira, 2006).

1.2 Ciclo de contraccion y de relajacion muscular

La contraccion muscular se inicia por un impulso nervioso y consiste en la formacion y
ruptura del complejo actomiosina entre la cabeza de la miosina y los filamentos de F-actina.
La union de estas dos proteinas se debe a la sucesion de multiples etapas que en conjunto
se denominan ciclo de contraccién y relajaciéon muscular, el cual comprende un cambio de
conformacion de la cabeza de miosina, hidrélisis de ATP y el desplazamiento de los
filamentos de actina sobre los filamentos de miosina. Todo esto genera un golpe de fuerza
que finalmente origina el movimiento (Yuri etal, 1998; Murray, 1997 citado en Ponce
Alquicira, 2006). La energia necesaria para la contraccion muscular procede de la hidrélisis
de ATP catalizada por la ATPasa de las cabezas de miosina. La relajacion se produce por la
eliminacion de calcio y la desactivacion de la actividad ATPasica de la miosina, provocando
la disociacién del complejo actomiosina. Tan pronto como se reduce la concentracion de
iones Ca®" y se desactiva la miosina-ATPasa, se forma el complejo ATP-magnesio que relaja
y flexibiliza la estructura contractil. El reticulo sarcoplasmico consiste en una red de sacos
que en su interior retiene iones Ca* unido a una proteina llamada calsecuestrina. La
concentracién de calcio en el sarcoplasma del musculo en reposo es de 107 a 10® M, debido
a que el calcio es bombeado al interior del reticulo sarcoplasmico a través de un sistema de
transporte activo llamado Ca?-ATPasa. Cuando el sarcolema se excita por el impulso
nervioso, la sefal se transmite hacia el sistema de tubulos T, el cual es una extension de la
membrana celular y posteriormente al conducto liberador de Ca?* del reticulo sarcoplasmico
que permite la salida del ion hacia el sarcoplasma y da inicio al proceso de contraccion

muscular (Ponce Alquicira, 2006).

1.3 Solubilidad de las proteinas

Las proteinas no forman disoluciones en el sentido estricto sino suspensiones o soles. La
solubilidad de la proteina esta determinada por los aminoacidos presentes en la superficie de
la molécula y el balance entre las interacciones energéticas dentro de la proteina, asi como

entre la proteina y el disolvente (Totosaus y Guerrero, 2006).



1.3.1 Interacciones proteina-agua

El agua es un componente esencial de toda la materia viva y por supuesto, también de los
alimentos. La estructura nativa de una proteina, es una consecuencia de las interacciones
entre la proteina y el disolvente agua, por tanto, la funcion de la proteina en un alimento esta
intimamente relacionado con sus interacciones con el agua. Las moléculas de agua se unen
a grupos polares y apolares (hidratacién hidrofobica) presentes en las proteinas via
interacciones dipolo-dipolo, ion-dipolo y dipolo-dipolo inducido. Debido a que la mayoria de
residuos de aminoacidos no polares y un numero significativo de grupos polares (e.g.,
residuos de glutamina y asparagina) son enterrados en el interior de una proteina plegada, el
cual no es hidratado, la capacidad de hidratacién de las proteinas puede ser el resultado,
predominantemente, de los enlaces del agua con los residuos de los aminoacidos presentes

en la superficie de la proteina (Damodaran y Paraf, 1997).

1.4 Efecto del calentamiento sobre las proteinas de la carne

Una proteina esta formada por una larga cadena polimérica de aminoacidos, llamada cadena
polipeptidica, que constituye la estructura primaria. Las distintas cadenas laterales dan a
cada proteina su caracteristica distintiva. Existen tres categorias generales de cadenas
laterales: no polares, polares no cargadas y polares cargadas (Dickerson y Geis, 1969). Esta
cadena polipeptidica adopta conformaciones especificas en soluciones, llamadas estructura
secundaria, por ejemplo: a-hélice, B-hoja plegada o hebra aleatoria (random coil). Las
estructuras terciaria y cuaternaria de las proteinas se refieren a la estructura en tres
dimensiones y a la asociacion de las entidades de proteina en solucién, respectivamente. La
estabilizacion de estas estructuras depende sobre todo de las interacciones no covalentes
como puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, interacciones electrostaticas e
hidrofébicas. La formacion de proteinas globulares es un ejemplo tipico de cémo las
interacciones hidrofobicas estabilizan este tipo de estructura terciaria. La mioglobina, que da
el color a la carne, es un ejemplo de proteina globular.

Otra estructura de las proteinas, la cual prevalece entre las proteinas de la carne, es la forma
fibrosa. La actina, la miosina y el colageno son ejemplos representativos de proteinas
fibrosas. Estas proteinas estan constituidas por tres estructuras principales llamadas a-hélice
(miosina), hojas antiparalelas B-extendidas y triple hélice; esta ultima solamente en el caso
del colageno. Los puentes de hidrogeno son los que frecuentemente estabilizan estas
estructuras (Dickerson y Geis, 1969). Al aumentar la temperatura, las cadenas laterales

hidrofébicas, por razones entrépicas, pueden quedar expuestas al medio acuoso y en el caso

10



de las proteinas globulares, dan lugar a una expansion y un despliegue parcial. La gran
cantidad de puentes de hidroégeno e interacciones electrostaticas que mantienen extendidas
a las proteinas fibrosas, se rompen con el calentamiento. Esto da lugar a que las proteinas
tengan una mayor libertad para adoptar una configuracion al azar impulsada por la entropia
del sistema. Dado que las proteinas estan relativamente extendidas en la forma fibrosa, las
proteinas fibrosas se contraen en la coccion en contraste con las proteinas globulares, las
cuales se expanden (Tornberg, 2005). Ademas, el calentamiento de la carne es acompafiado
de cambios estructurales en el tejido y fibras del musculo, dependiendo de los parametros de
calentamiento y de su composicion. El encogimiento transversal y longitudinal de las fibras
empieza cerca de 40 °C y se incrementa como funcion de la temperatura, mientras que, el

tejido conectivo comienza a encogerse alrededor de 60 °C (Tornberg, E. et.al, 1997).

1.5 Desnaturalizacion térmica de proteinas

Se entiende por desnaturalizacion proteinica a cualquier modificacion de la conformacion
terciaria o cuaternaria debida esencialmente a la ruptura de enlaces no covalentes, que
provoque pérdida de la funcidén de la proteina. Los cambios inducidos en proteinas de
alimentos por tratamientos térmicos a menudo producen desnaturalizacion, la cual es un
fendmeno complejo en el que aparece una nueva conformacion o cambio parcial. Un cambio
en el grado de estructuracion con respecto a la estructura nativa se considera también como
una forma de desnaturalizacién (Lupano y Anén, 1986; Tornberg, 2005; Damodaran y Paraf,
1997). Una definicion mas estricta de la desnaturalizacion involucra la pérdida de una o mas
de las propiedades de la proteina, por ejemplo pérdida de solubilidad, actividad enzimatica o
cambios en el peso molecular. Dependiendo de las condiciones, la desnaturalizacion puede
ser parcial (solo en una regién) o total (en toda la proteina). Las proteinas generalmente
poseen una estructura unica y bien definida en su estado nativo, después de la
desnaturalizaciéon la misma proteina tiene diferentes estructuras no especificas y con
organizacion al azar esto depende del tipo y grado de desnaturalizacién como se muestra en

la Figura 4 (Damodarany Paraf, 1997; Fenema, 1993).
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Figura 4. Proceso de desnaturalizacion de una proteina.

Por ejemplo, las proteinas globulares toman una conformacién simple en su estado nativo,
cuando se aumenta la temperatura hay un rompimiento de interacciones, las cadenas se
abren y una vez abiertas se asocian entre si debido a las interacciones hidrofébicas. Puede
estar presente el estado globulo fundido, que se conoce como una conformacion intermedia

entre las formas nativa y totalmente desnaturalizada (Figura 5).

Figura 5. Diagrama de la desnaturalizacién proteinica y formacion del glébulo fundido.
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El estado glébulo fundido se describe como una conformacion proteinica intermedia
compacta que contiene una estructura secundaria igual que en el estado nativo, pero con
una pobremente definida estructura terciaria. El término “glébulo” hace referencia a la
compacidad nativa y “fundido” hace referencia al incremento de la entalpia y entropia en la
transicion desde la estructura nativa al nuevo estado. El estado glébulo fundido es un fuerte
candidato para explicar la conformacion molecular de alimentos proteinicos funcionales
(Damodaran y Paraf, 1997).

1.5.1 Consideraciones termodinamicas

En términos termodinamicos, la desnaturalizacién puede ser descrita como la transicién
reversible entre dos estados; Nativo (N) y Desnaturalizado (D). Para un conjunto de
condiciones ambientales definidas como temperatura, presién y concentracion de solutos es
posible determinar la relacion de estas dos poblaciones en equilibrio. Durante la
desnaturalizaciéon se pierde la estructura compacta de la proteina, el interior no polar se
expone al disolvente y en consecuencia las moléculas de agua se estructuran de tal manera
que solvatan a estos grupos, por lo que en la proteina desnaturalizada se requiere de una
energia extra para romper las interacciones dipolo inducido-dipolo formadas entre los grupos
no polares y el agua (Damodaran y Paraf, 1997; Fenema, 1993). El desdoblamiento de las
proteinas generalmente incrementa la exposicion de los grupos reactivos especialmente los
hidrofobicos de las proteinas globulares, por lo que se favorecen las interacciones
hidrofobicas entre proteinas favoreciendo su agregacion. El entrecruzamiento de los
agregados proteinicos, seguido de la desnaturalizacion, involucra uno o mas de los
siguientes mecanismos:

1. Reacciones de oxidacion quimica de las proteinas como resultado de la interaccion
covalente de sus grupos funcionales.

2. Entrecruzamiento de proteinas por agentes polifuncionales (incluyendo iones metalicos)
en solucion.

3. Disminucion de la solubilidad porque se favorecen las interacciones hidrofébicas y la
consecuente modificacién en la estructura proteinica.

Los puentes de hidrogeno, asi como puentes disulfuro e interacciones ionicas, estan
involucrados en el entrecruzamiento de agregados de proteinas desnaturalizadas
(Damodaran y Paraf, 1997). En alimentos, la desnaturalizacion es normalmente irreversible,
debido a la agregacion posterior de las moléculas desdobladas. La susceptibilidad de las

proteinas a la desnaturalizacion por calor depende de numerosos factores, como la
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naturaleza de la proteina, su concentracion, la actividad de agua, el pH, la fuerza iénica y la
naturaleza de los iones presentes. Al hablar de agregacion térmica de proteinas es necesario
diferenciar dos términos; la coagulacion y la gelificacion térmica. La coagulacion térmica es
la interaccién al azar de las moléculas de proteinas por tratamiento térmico, liderado por la
formacion de agregados que pueden ser tanto solubles como insolubles (precipitados). Por
otra parte, la gelificacion térmica es la formacion de una red tridimensional que exhibe cierto
grado de orden.

El anion 1-anilino-8-naftalensulfonato (ANS) convencionalmente se considera que se une a
superficies hidrofobicas (no polares) preexistentes de proteinas, a través de su grupo no
polar anilinonaftalen. Tal uniéon es seguida por un incremento de la intensidad de la
fluorescencia del ANS. En general se supone que ni la carga negativa del grupo sulfonato del
ANS, ni las cargas positivas de la proteina, participan significativamente en las interacciones
ANS-proteina. Sin embargo, la calorimetria de titulacién ha demostrado que la mayoria de
uniones de ANS con las proteinas se produce a través de fuerzas electrostaticas, en el que
los pares de iones son formados entre grupos sulfonato del ANS y grupos catidnicos de las
proteinas, a pH bajos. Es por tal motivo que el anion ANS es considerado como un

“explorador hidrofobico” para proteinas, membranas, etc. (Matulis et.al., 1999).

1.6 Procesos de equilibrio

La informacién que se puede obtener de un termograma de DSC es diferente cuando el
proceso de desnaturalizacién de la proteina esta en equilibrio durante el barrido de
temperatura (transicion reversible), en comparacion con un proceso que esta gobernado
cinéticamente (transicion irreversible). En los casos de reversibilidad en la desnaturalizacion
seguidas por DSC, se acepta, por lo general, la aplicacion de la termodinamica de equilibrio
para el analisis de datos. La desnaturalizacion mas simple es aquella en la que solamente
los estados nativo y desnaturalizado estan poblados significativamente y sus cantidades
relativas a una temperatura dada estan determinadas por el valor de la constante de
equilibrio de desnaturalizacion. Para este proceso, el calor absorbido a una temperatura
establecida es proporcional al avance de la reaccion. Por lo tanto, la constante de equilibrio
del proceso (Kp) a cada temperatura se puede obtener facilmente a partir de la curva
calorimétrica y de la ecuacién de van’t Hoff se puede calcular el cambio de entalpia (AH"")

correspondiente al proceso N <= D, segun:
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dinK, AH™
dT  RT?

Si este proceso es, como se ha supuesto, un equilibrio de dos estados (N) y (D), los valores
de AH™ y AH® (entalpia total de la transicién o entalpia calorimétrica) deben ser iguales
(Beldarrain, 2001).

1.7 Equilibrio entre mas de dos estados

Si AH"™ < AH®® entonces el proceso no es de dos estados ya que existen intermediarios
estables termodinamicamente (Privalov, 1980). Esto ocurre generalmente cuando ciertas
regiones de la proteina, o dominios cooperativos, se desnaturalizan mas o menos
independiente el uno del otro. El modelo mas frecuentemente usado para explicar estos
casos es el modelo secuencial, el cual consiste en varios estados consecutivos durante el
proceso de desnaturalizacién, como se muestra en la Figura 6, en la cual se ilustra el caso
de la transicion térmica de la Estreptoquinasa recombinante (rSk) a pH neutro analizado con

este modelo.

Figura 6. Curvas de capacidad calorifica contra temperatura de rSk en fosfato de sodio 10
mM pH 7.5. La linea continua corresponde a los datos experimentales. La linea discontinua
(corta) representa la suma de las cuatro transiciones individuales (lineas discontinuas
largas).

1.8 Procesos de no equilibrio
Los equilibrios descritos anteriormente no se cumplen para muchas proteinas solubles y para
ninguna de las proteinas de membrana estudiadas. Es por ello que los parametros

termodinamicos que se obtienen con los criterios descritos anteriormente pueden ser
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incorrectos, excepto el area bajo la curva que sigue representando la entalpia calorimétrica
de desnaturalizacion. La desnaturalizacion térmica irreversible es atribuida en forma general
a alteraciones en el estado final, como la autdlisis, las agregaciones, las alteraciones
quimicas de los residuos de los aminodacidos, entre otros, que impiden que la proteina
adopte su estructura nativa. Estas alteraciones irreversibles son fundamentalmente procesos
cinéticos que se pueden describir a través de ecuaciones de velocidad. Para los procesos
irreversibles, la dependencia de las transiciones calorimétricas con la velocidad de barrido ha
sido en muchos casos analizada exitosamente en términos de un modelo cinético que
considera dos estados, originalmente desarrollado por Sanchez-Ruiz et.al. (1988). Este
modelo supone que una transicion calorimétrica puede ser representada como N — F,
donde N es el estado nativo, F el estado final con una cinética de primer orden y una
constante de velocidad k. Este modelo ha dado lugar a varias formas para analizar las
curvas calorimétricas, generando cuatro métodos diferentes para el calculo de la energia de
activacion E,, del proceso cinético (Davoodi et. al., 1998).

1. El primer método relaciona la dependencia con la temperatura de la constante de

velocidad, k, que puede ser obtenida con las siguientes ecuaciones:

_ VAC,
~ AH-(AH)

k= Aexp(— :_if‘l_J

Donde v (K/min) es la velocidad de calentamiento, ACp es la capacidad calorifica en exceso,
AH es el calor total del proceso (proporcional al area bajo la curva del termograma), (AH) es

el calor desarrollado a una temperatura dada (el area total bajo el termograma entre la

temperatura inicial y una temperatura dada, T) y E, es la energia de activacion.

2. El segundo método muestra la dependencia de la temperatura con el calor desarrollado y
esta dada por la ecuacion:

AH E,(1 1
Infin| —||=2& ——-=
AH—<AH> R [T TJ

m

Donde T,, es la temperatura en el maximo de la transicién y R es la constante universal de

los gases (Kreimer et. al., 1995).
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3. El efecto de la velocidad de calentamiento, v, sobre la temperatura maxima de la
transicion (T,) del estado nativo al desnaturalizado, estad dada por la siguiente ecuacion:
Vv AR_Eia

In—2= n—
T, E. T,

Donde A es el factor pre-exponencial de la ecuacion de Arrhenius, por lo que, a partir de un

grafico del In %_2 en funcién del reciproco de la temperatura, se obtendra una linea recta y

m

con el valor de la pendiente se calcula E, (Tello-Solis y Arroyo-Reyna, 2002).

4. La energia de activacion, E,, puede ser directamente calculada a partir de la ecuacién:
_ eRC]'T2
2 AH

Donde Cpm es la capacidad calorifica en el maximo de la curva y e representa la base de los

logaritmos naturales y tiene un valor de 2.7182.

En los procesos de no equilibrio las transiciones dependen en gran medida de la velocidad
de barrido (Beldarrain, 2001).
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CAPITULOIII
ESTUDIOS PREVIOS

1.1 Andlisis térmico de la carne

El comportamiento térmico de las proteinas puras es generalmente observado en
condiciones de dilucion extrema, en ambientes en los que las interacciones proteina-proteina
son minimas. Los investigadores en el campo de alimentos requieren informacion
fundamental acerca de las reacciones de las proteinas en mezclas complejas y en altas
concentraciones, condiciones encontradas en los alimentos. En la ciencia de alimentos, la
DSC ha sido usada para estudiar comportamientos polimérficos de los lipidos, la
gelatinizacién del almidén y el comportamiento térmico de numerosas proteinas. Una curva
tipica de las transiciones térmicas observadas en la carne se muestra en la Figura 7. La

senal esta compuesta por tres zonas principales: A, By C.

ENDOTHERMIC HEAT FLOW

50 60 70 80
TEMPERATURE ©C

Figura 7. Sefial tipica del musculo compuesto de tres principales zonas: A, subunidades de
miosina; B, proteinas sarcoplasmicas y colageno y C, actina (Findlay et. al., 1989).

Un resumen de las investigaciones de varios autores se muestra en la Tabla 1. Si bien se
acepta que las transiciones alrededor de 55 y 80 °C corresponden a la miosina y a la actina,
respectivamente, la transicion alrededor de 67 °C puede ser debida a las proteinas
sarcoplasmicas, el tejido conectivo o meromiosina pesada y es probablemente la
contribucién de todas ellas. Wright et. al. (1977) demostraron que la desnaturalizacién de las

18



proteinas de la carne calentadas entre 7 a 107 °C con una velocidad de calentamiento de 10

°C/min es irreversible.

Tabla 1. Temperaturas maximas (°C) de las transiciones en DSC para algunos musculos
(Findlay & Barbut, 1990)

Condiciones del musculo T T2 T3

Musculo de bovino sternomandibularis 57.0 67.0 80.0
Musculo de lomo y pierna de conejo

Musculo completo 60.0 67.0 80.0

Miofibrillas 62.0 67.0 80.0

Sarcoplasma 67.0

Actomiosina 54.0 64.0 80.0

Actina 83.5

F-actina 92.0
Semimembranas de musculo de bovino

Meromiosina ligera pH 5.5 58.0

Meromiosina ligera pH 8.7 61.0

Meromiosina pesada pH 5.5 65.0

Meromiosina pesada pH 8.7 52.0

Sarcoplasma pH 5.4 55.0 66.0

Sarcoplasma pH 6.1 55.0 71.0

Coldgeno pH 5.4y 6.1 67.0

G-actinapH 5.4y 6.1 77.0
Musculo de bovino sternomandibularis pH 5.4

4 dias postmortem

Sarcémero lonfitud 1.4 xm 57.0 66.1 82.4

Sarcémero longitud 2.4 um 55.6 66.6 82.9

1.9 um longitud del sarcomero

2 dias postmortem 57.8 66.3 81.8

8 dias postmortem 55.2 67.0 83.2
Miosina de conejo pH 5.5

KCI (0.012 M) 53.8 67.0

KCI (0.212 M) 51.7 58.9

KCI (0.962 M) 48.6 63.6

1.2 Proteinas del musculo

Después del agua, las proteinas forman el mayor componente del musculo. La respuesta
producida por la naturaleza compleja de la textura de la carne puede obtenerse
considerando que cada proteina individual responde a cambios en su entorno y sabiendo

como interactian unas con otras. Para poder entender la importancia relativa de las
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proteinas musculares individuales, es util conocer su proporcién relativa y su relacién dentro

del mecanismo contractil como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién proteinica del musculo post-rigor del musculo de bovino (Findlay &

Barbut, 19902

Componente % Peso molecular (kDa)

Agua 75.0

Proteinas 19.0

(a) Miofibrilares 11.5
Miosina 6.50
Cadena Pesada 200
Cadena Ligera 1 21
Cadena Ligera 2 17
Cadena Ligera DTNB 19
Actina 2.50 42
Tropomiosina 1.50 35
Troponinas 0.40
C 18
I 21
N 31
alfa-actina 0.40 103
Proteina-M 0.20 160
Proteina Lineal-N 0.30 600
Conectina 1.40 1000

(b) Sarcoplasmicas 5.50
G-3-PD 1.20 35
Aldolasa 0.60 40
Enolasa 0.50 41
Creatina-quinasa 0.50 40
LDH 0.40 35
Piruvato-quinasa 0.30 60
Fosforilasa 0.25 90
Mioglobina 0.20 17
Proteinas adicionales menores 1.55

(c) Estromales 2.00
Colageno 1.00 180
Elastina 0.05 1000
Organelos insolubles 0.95

I1.2.1 Proteinas miofibrilares
Las principales proteinas miofibrilares son la miosina y la actina. Las dos subunidades

principales de la miosina son la meromiosina ligera (LMM) y la meromiosina pesada (HMM).
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La LMM es relativamente estable en el intervalo de pH de 5.5 a 8.7. Los dominios globulares
de la HMM generan una doble cabeza (S1y S,). La cabeza globular S es sensible a cambios
de pH y fuerza iénica. In vivo, la G-actina es polimerizada en una doble hélice llamada F-
actina. EI comportamiento de las tres formas en que se presenta la actina que son G-actina,
F-actina y actomiosina es totalmente diferente. La G-actina es estable apHde 54 a 6.1y la
transicion térmica aparece alrededor de 77 °C. La F-actina es mas estable y tiene su
transicion cerca de 92 °C. En la actomiosina la transicién de la actina es alrededor de 81 °C.
La tropomiosina se asemeja a la LMM, por ello tienen temperaturas de transicion térmica
cercanas. Las troponinas C, | y N que son proteinas reguladoras estan localizadas en los
filamentos delgados de la actina y se ha reportado que aisladas muestran una temperatura
maxima de transicion a 70 °C. Las actininas estan asociadas con cualquiera de los extremos
de los filamentos delgados de la actina. La a-actina que sirve de ancla entre los filamentos
delgados de actina y la linea Z, es relativamente estable al calor mientras que la p-actina que
actua limitando la polimerizacién de la G-actina, se desnaturaliza alrededor de 50 °C. Las
propiedades térmicas del resto de las proteinas miofibrilares aisladas todavia no han sido

estudiadas.

1.2.2 Proteinas sarcoplasmicas

Las proteinas solubles del sarcoplasma estan compuestas por moléculas enzimaticas y de
transporte. Constituyen 5.5% del musculo magro. Las 5 proteinas mas abundantes son
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G-3-PD), aldolasa, enolasa, creatin-quinasa vy
lactosa deshidrogenasa (LDH), las cuales tiene pesos moleculares altos entre 35 y 41 kDa.
Su similitud en tamafo y solubilidad sugiere que pueden responder de manera similar al
calentamiento. Las evidencias sugieren que las proteinas sarcoplasmicas sufren una
transicion térmica entre 65 y 68 °C. Las proteinas sarcoplasmicas no tienen un papel
estructural, su impacto en la terneza de la carne puede ser en la pérdida de su capacidad de
retencion de agua junto a la desnaturalizacion, con la tendencia de agregarse en los
filamentos adyacentes. Existen algunas evidencias de que a medida que aumenta la
temperatura, la actividad proteolitica se incrementa, hasta el punto de desnaturalizacion de
las enzimas responsables. La terneza de la carne “cocida lentamente” es atribuida a la

ruptura de las proteinas estructurales causadas por este efecto.
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11.2.3 Proteinas del estroma

Las proteinas del estroma son las mas resistentes quimicamente de todas las proteinas
musculares. En el nivel celular ellas componen el endomisio que contiene a las fibras
musculares. El tejido conectivo perimisio y epimisio provee el entorno estructural de los
paquetes musculares y el musculo, respectivamente. El endomisio junto con el reticulo
sarcoplasmico envuelve a la fibra muscular, el endomisio estd compuesto principalmente de
colageno. Se ha demostrado que el colageno se encoge alrededor de 67 °C. Es interesante
mencionar que a la misma temperatura que el colageno se encoge, la elastina se ablanda.
Esto es atribuido a la disminucion de la fuerza de las interacciones hidrofébicas (Findlay y
Barbut, 1990).

1.3 Factores que influyen en la estabilidad térmica de las proteinas

1.3.1 pH y sales

La concentracién de sales y el pH pueden ser controlados para aumentar o disminuir la
estabilidad de las proteinas. El pH de la carne roja normal es cercano a 5.4, el cual esta en la
vecindad del punto isoeléctrico de la mayoria de las proteinas presentes en el musculo
(aproximadamente 5.5). Se ha reportado que independientemente del pH natural de la carne
post rigor, el acondicionamiento en una solucion amortiguadora puede inducir las mismas
transiciones térmicas que las observadas en el mismo pH logrado naturalmente. Otro factor
en la desnaturalizacion de las proteinas es la proporcion de agua libre en el sistema. La
reducciéon de agua libre tiende a desplazar la temperatura de desnaturalizacién hacia
temperaturas mayores con una reduccion de la entalpia de transicion (Findlay y Barbut
1990).

Wrigth y Wilding (1984) estudiaron la influencia del pH y la fuerza iénica sobre la respuesta
térmica de la miosina del musculo de conejo, usando un buffer de fosfatos. Las diferencias
dramaticas particularmente entre los extremos de pH y los niveles de sales, demuestran la
susceptibilidad de la miosina.

Wagner y Afon (1985) usaron la solucion de Ringer modificada que contiene bajas
concentraciones de NaCl, KCl y MgCl, para obtener proteinas miofibrilares empobrecidas de
proteinas sarcoplasmicas. Ellos observaron tres transiciones térmicas y sugieren que los
filamentos gruesos formados en su mayoria de miosina corresponden al pico | y Il que
aparecieron entre 57 y 64 °C, y son mas sensibles al calentamiento que los filamentos

delgados formados por la actina y las proteinas menores que corresponden al pico lll (73 a
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74 °C). La transicion de desnaturalizacion, correspondiente al pico |, se observa mas
facilmente a pH 5.4 a 5.6 que para valores altos de pH. El efecto opuesto se observa en la
desnaturalizaron de los picos Il y Ill.

Quinn et. al., (1980) observaron que la presencia de NaCl en altas concentraciones (2 % p/v)
alter6 drasticamente la estabilidad de las proteinas de carne de bovino durante su
procesamiento, reduciendo la temperatura de desnaturalizacién. Ellos también revelan la
complejidad de los sistemas carnicos en términos de su respuesta térmica.

Otros investigadores demostraron que incrementos en la concentracién de NaCl resultan en
un descenso de la temperatura (T4) y la entalpia (AH4) de transicion de la miosina. La
temperatura de desnaturalizacién de las proteinas sarcoplasmicas y el colageno (T,) se
incrementan significativamente por encima del control (carne de bovino sin adicién de las
soluciones salinas), cuando se agrega una solucion de NaCl 1.25% (p/v), pero las
temperaturas fueron las mismas que en el control cuando se us6 soluciones de 2.5y 5.0%
(p/v). La temperatura de desnaturalizacion de la actina (T3) tiende a incrementarse cuando se
agrega NaCl, pero la entalpia (AH3) decrece. ElI KCI mostré efectos similares sobre T4, T,
AH; y AH; que el NaCl. El incremento en la concentracion de MgCl, tuvo efectos mas
pronunciados sobre la disminucién de la segunda entalpia comparado con las sales
monovalentes. Con una solucion de MgCl, 5% (p/v), T4 se incrementd significativamente
(Barbut y Findlay, 1991).

Por otro lado, los termogramas de DSC de las proteinas sarcoplasmicas aisladas del bagre
rayado (Pangasius hypophthalmus), tratadas de pH 7 a 9, exhibieron dos picos principales;
exotérmico y endotérmico como se muestra en la Figura 8. Algunas proteinas
sarcoplasmicas parecen agregarse facilmente, como lo demuestra la transicion exotérmica
en 53.6 °C, el cual representa un valor neto de reacciones endotérmicas y exotérmicas.
Ademas, se observaron transiciones endotérmicas a 67.7 y 85.8 °C, indicando que las
proteinas sarcoplasmicas se desnaturalizaron a una temperatura relativamente mas alta que
para la miosina de pescado, la cual aparecié a una temperatura cercana a 35 °C
(Yongsawatdigul y Park, 2003). La estructura de “gldbulo fundido” de las proteinas
sarcoplasmicas a pH de 5 a 9 promueve la agregacion a través de interacciones hidrofébicas
y puentes disulfuro. Las proteinas sarcoplasmicas poseen una carga neta practicamente nula
en el punto isoeléctrico, lo que les permite agregarse facilmente a bajas temperaturas.
Cuando se desplazé el pH a valores alcalinos, las proteinas tuvieron carga neta negativa,
requiriendo mayor temperatura para superar las repulsiones electrostaticas e inducir las

interacciones proteina-proteina.
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Figura 8. Termogramas de DSC de las proteinas sarcoplasmicas aisladas del bagre rayado
(15 mg/mL proteina) para varios pHs durante el calentamiento de 10 a 100 °C a 1 °C/min
(Tadpitchayangkoon et al. 2010).

1.4 Perfil electroforético de las proteinas sarcoplasmicas extraidas del masculo

En otras investigaciones en musculo porcino se usaron buffers para aislar las fracciones
proteinicas que usualmente contienen EDTA (acido etilendiaminotetracético) o EGTA (acido
etilenglicol-bis(2-aminoetilen)-N,N,N',N'-tetracético) para eliminar los metales pesados y
proteger la actividad enzimatica de las proteinas. Se usé una soluciéon amortiguadora de
lavado (Tris-HCI con EDTA, pH 7) para extraer las proteinas sarcoplasmicas. La mayoria de
las proteinas sarcoplasmicas fueron eliminadas en el primer lavado, la concentracion de
proteinas extraidas fue de 18.4 mg/mL, en el segundo y tercer lavados el contenido de
proteinas fue de 8.7 y 2.8 mg/mL, respectivamente. Los pesos moleculares de la mayoria de
proteinas sarcoplasmicas se observaron en el intervalo de 31 a 97 kDa (Pérez-Juan et al.,
2007).

Tadpitchayangkoon et al. (2010) estudiaron los cambios de conformacion y las propiedades
reolégicas de las proteinas sarcoplasmicas aisladas de bagre rayado (Pangasius
hypophthalmus), tratado a varios pHs (2 a 12) para las cuales se determind que el punto
isoeléctrico fue a pH 5. La mayoria de las proteinas sarcoplasmicas, independientemente del

tratamiento con distinto pH, tuvieron una masa molecular alrededor de 43 kDa (Figura 9).
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE
por sus siglas en inglés) que muestra los patrones de las proteinas sarcoplasmicas solubles
tratadas a varios pHs (Tadpitchayangkoon et al., 2010).

1.5 Microscopia confocal de barrido laser

La microscopia confocal de barrido de laser (CSLM por sus siglas en inglés) tiene varias
aplicaciones en el estudio de la microestructura de alimentos y productos alimenticios. La
CSLM ofrece numerosas ventajas sobre las técnicas convencionales en estudios en los que
se busca relacionar la composicion, el procesamiento y las propiedades finales de estos
sistemas. La preparacién de las muestras es facil y disminuye la creacién o aparicion de
efectos espurios, imperfecciones o distorsiones artificiales impropias de la muestra. El gran
potencial de la CSLM en estudios de microestructura de alimentos fue demostrado con la
observacién simultanea en tres dimensiones de proteinas y lipidos de varios tipos de grasas
para untar y quesos (Blonk y van Aalst, 1993). Otros investigadores demostraron que la
CSLM es una herramienta util para obtener informacién acerca de las propiedades de las
proteinas y las redes de almiddn de productos de trigo (Durrenberg et al., 2001).

El microscopio confocal trabaja con muestras que absorben y emiten fluorescencia, la cual
es una propiedad que tienen ciertas moléculas de absorber luz de una determinada longitud
de onda y emitir luz en una longitud de onda superior. Existen dos tipos de fluorescencia, la
primaria, i.e. auto fluorescencia y la secundaria, i.e. fluorocromos. De esta ultima existen los

tipos directos y conjugados. Algunos investigadores han usado marcadores fluorescentes
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extrinsecos no covalentes en varios campos del analisis de proteinas. Por ejemplo, en la
caracterizaciéon de intermediarios de plegamiento, medicién de superficie hidrofébica y
deteccion de agregacion o fibrilacion. En estos ultimos tiempos se ha incrementado el uso de
marcadores fluorescentes extrinsecos como el ANS, debido a su versatilidad y sensibilidad
(Hawe et al., 2007).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

Se utilizé carne de bovino del musculo Psoas major, llamado comercialmente filete, nombre
que se utiliza de aqui en adelante, adquirida en el Sistema de Tiendas de Autoservicio de la
Universidad Nacional Auténoma de México, ubicada dentro del campus de Cuidad
Universitaria. La grasa y el tejido conectivo fueron removidos cuidadosamente en forma
manual y la carne fue cortada en pequenos trozos con un tamafo aproximado de 2 x 2 x 1
cm. Aproximadamente 30 g de carne picada se empacaron a vacio en bolsas de polietileno y
las muestras fueron almacenadas en congelacion a -18 °C. Se adquirié un lote de carne de
500 g por mes, con el fin de evitar almacenar la carne por mas tiempo y con ello introducir el

tiempo de almacenamiento como variable.

lll.1 Analisis de la composicion de la carne

Se hizo el analisis quimico proximal del filete de acuerdo con las técnicas de la Asociacion
Oficial de Quimicos Analiticos (A.O.A.C. por sus siglas en inglés, 1995):

Determinacién del contenido de humedad en carne: método oficial 950.46.

Determinacién del contenido de cenizas en carne: método oficial 920.153.

Determinacién del contenido de nitrégeno total en carne: método oficial 928.08.

El contenido de grasa se determind usando la metodologia reportada por Bligh y Dyer, 1959.

lll.2 Fuerza idnica de las soluciones extractoras
La fuerza idnica de las soluciones extractoras de las proteinas sarcoplasmicas; solucién

amortiguadora de lavado y de Ringer modificada, se calculd usando la expresion:
1
I= 5Zmizi2 donde m; es la concentracion del elemento i (mol/L) y z es la carga del elemento

i. La fuerza idénica de la solucién de Ringer modificada (0.15 M NaCl, 3 mM KCl y 3 mM
MgCl,) y de la solucion amortiguadora de lavado (0.1 M Tris-HCl en 20 mM EDTA) fueron 0.2

mol/L y 0.3 mol/L respectivamente.

Las etapas experimentales llevadas a cabo en este trabajo se muestran en la Figura 10.
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Musculo de bovino Psoas major (filete)
empacado a vacio y congelado a -18 °C

Extraccion sélido-liquido

A 4

Solucién amortiguadora de lavado (B):
0.1 M Tris-HCI en 20 mM EDTA, pH 7.0

\ 4 A 4

A 4

Solucién de Ringer modificada (R): 0.15 M
NaCl, 3 mM KCly 3 mM MgCl, pH 5.7

A 4 A 4

Fraccion sélida FS-B Fraccion liquida FL-B

A

y

Fraccion liquida FL-R Fraccion sélida FS-R

Cuantificacion de proteinas solubles y grupo
sulfhidrilo. Perfil electroforético. Microscopia
confocal de barrido laser usando ANS para
observar morfologia de agregados de las
proteinas sarcoplasmicas

A 4 A\ 4

A 4 A 4

Microcalorimetria de barrido diferencial (WuDSC): Estudio térmico de las proteinas sarcoplasmicas y
miofibrilares. Efecto de la velocidad de calentamiento sobre las fracciones liquida y solida. Efecto
de la concentracion de proteina soluble en la fraccion liquida sobre la T,, y AH de transicion

Figura 10. Diagrama con las etapas del trabajo experimental.
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lll.3 Extraccion de las proteinas sarcoplasmicas del filete

En esta etapa se usaron dos soluciones extractoras: amortiguadora de lavado (B) y Ringer
modificada (R), para separar las proteinas sarcoplasmicas del filete y obtener las fracciones
proteinicas solubles e insolubles respectivas. En primera instancia se optimizaron los
factores que afectan la extraccion tales como: a) la relacibn muestra-extractor; b) el tiempo
de agitacién magnética de la mezcla muestra/extractor y c) la temperatura de extraccion.
Luego de realizar ensayos previos se establecié que la relacién en peso muestra-extractor,
adecuada fue de 1:3, el tiempo de agitacion y la temperatura de extraccion se mencionan en

los apartados 111.3.1 y 111.3.2.

ll.3.1 Solucién amortiguadora de lavado (B); 0.1 M Tris-HCI en 20 mM EDTA, pH 7
(Pérez-Juan et al., 2007).

Se pesaron 5 g de filete, cortado en trozos finos, se retiré cuidadosamente el tejido conectivo
y la grasa. Se adicionaron 15 g de B, se agitd6 magnéticamente por 10 minutos, se centrifugé
(H-1650 Centrifuge Labtronic Scientific, USA) a 12000 rpm por 30 minutos, se obtuvo la
fraccion liquida (FL-B-1) y se registro el peso. La fraccion solida resultante se secd durante
10 min a temperatura ambiente, con ayuda de papel filtro y se registrd el peso. Se repitio el
procedimiento anterior de extraccion y secado dos veces mas para obtener las fracciones
liquidas FL-B-2 y FL-B-3 y una unica fraccion sdlida final FS-B-3, después de los tres
lavados. Para otro ensayo, en el cual se demostro, el efecto del proceso de lavado sobre las
transiciones de las fracciones sélidas, se usaron 3 muestras de 5 g de filete cada una. A la
primera muestra se realizé un solo lavado con B, se obtuvieron las fracciones FL-B-1y FS-B-
1. A la segunda muestra se realizaron dos lavados con B y se obtuvieron las fracciones FL-
B-1y FL-B-2 y FS-B-2. A la tercera muestra se realizaron tres lavados con B y se obtuvieron
las fracciones FL-B-1, FL-B-2, FL-B-3 y FS-B-3.

1ll.3.2 Solucién de Ringer modificada (R); 0.15 M NaCl, 3mM KCIl y 3 mM MgCl,, pH 5.7
(Wagner y Anon, 1985).

Se pesaron 5 g de filete, cortado en pequefos trozos, se retird cuidadosamente el tejido
conectivo y la grasa. Se adicionaron 15 g de R, se agité magnéticamente por 4 horas a 4 °C.
Pasado este tiempo se almacend la mezcla en refrigeracion por una noche, se centrifugd (H-
1650 Centrifuge Labtronic Scientific, USA) a 11000 rpm por 10 minutos, se obtuvo la fraccion

liquida (FL-R) y se registré el peso. La fraccion sélida resultante (FS-R) se sec6 por 10 min a
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temperatura ambiente con ayuda de papel filtro y se registré su peso. Se realiz6 el balance

de masa.

lll.4 Cuantificaciéon de proteinas solubles

Se determiné la concentracién de proteinas solubles en las fracciones liquidas FL-R, FL-B-1,
FL-B-2 y FL-B-3, por el método de Lowry et. al. (1951). La concentracion de proteinas se
obtuvo interpolando en una curva patrén preparada con albumina bovina sérica con
concentraciones de 10 a 100 ug/mL, tratada de la misma forma que las muestras. La
absorbancia fue medida en un espectrofotometro (Perkin EImer UV/Vis Spectro-photometer
Lambda 3B, USA). Para cuantificar las proteinas solubles en las muestras fue necesario
diluir en la solucion extractora respectiva. Para la fraccion FL-R, la dilucién fue de 1 mL en
150 mL de R; para las fracciones FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3 las diluciones fueron de 1 mL en
150, 30 y 10 mL de B, respectivamente.

lll.5 Cuantificaciéon de grupo sulfhidrilo (Soottawat et.al., 1997)

Se agregdé 1 mL de la suspension de proteinas solubles en un tubo de ensayo, se mezclo
con 9 mL de solucion amortiguadora Tris-HCI pH 6.8 que contenia 8 M de urea, 2% (p/v)
sulfato dodecil de sodio (SDS) y 10 mM de EDTA,; de esta mezcla se tomé una alicuota de 4
mL y se hizo reaccionar con 0.4 mL de disolucion 0.1% (p/v) de 5,5-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico), la mezcla resultante se incubé en un bafo a 40°C, durante 25 minutos.
Finalmente se midi6 la absorbancia del color desarrollado a una longitud de onda de 412 nm
en un espectrofotdmetro (Perkin Elmer UV/Vis Spectro-photometer Lambda 3B, USA). La
concentracién de grupo sulfhidrilo se obtuvo interpolando en una curva patrén preparada con
L-cisteina con concentraciones de 10 a 100 ug/mL, tratada de la misma forma que las

muestras.

11l.6 pH de las fracciones liquidas

Antes de realizar las mediciones se calibré el pH-metro (Model 420 A, Orion, Espafna) con
tres soluciones amortiguadoras de pH 4, 7 y 10. Se midi6 el pH del agua desionizada que se
usé para preparar las soluciones extractoras, de las soluciones extractoras y de las
fracciones liquidas FL-R, FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3.
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lll.7 Calorimetria de barrido diferencial

Las caracteristicas térmicas de las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares (miosina vy
actina) fueron analizadas usando un microcalorimetro de barrido diferencial (uDSC7 evo,
Setaram, Francia). Se hicieron varios ensayos para determinar la cantidad de muestra de la
fraccién soluble y de la fraccién insoluble, que se obtuvieron con cada método de extraccion,
la seleccion de la sustancia de referencia para las respectivas fracciones, la velocidad de
calentamiento y el intervalo de temperatura para las rampas de calentamiento y enfriamiento,
que permitieron obtener termogramas definidos y claros. La capacidad de las celdas de
muestra y referencia del microcalorimetro es de 1 mL. Para muestras liquidas no es
recomendable llenar las celdas completamente, se deja suficiente espacio por encima del
liguido para permitir la dilatacién sin presion interna excesiva. En la practica, el peso de la
muestra y referencia no debe ser mayor de 850 mg (Setaram, 2010). El peso de la muestra 'y
la referencia seleccionado fue 838 mg, las sustancias de referencia fueron agua desionizada
para las muestras de filete, solucion de Ringer modificada para las fracciones FL-Ry FS-R'y
solucion amortiguadora de lavado para las fracciones FL-B-1, FL-B-2, FL-B-3, FS-B-2, FS-B-
3. La velocidad de calentamiento y enfriamiento fue de 1.2 °C/min, el tratamiento térmico
incluyé una isoterma de 5 minutos a 20 °C seguida de calentamiento de 20 a 95 °C y
posterior enfriamiento de 95 a 20 °C. Cada vez que se encendié el microcalorimetro, se
procedid a purgarlo con nitrégeno gas a una presién de 300 kPa por 3 horas, para los
ensayos con las muestras se trabajé con una presion de nitrégeno gas de 100 kPa. La
Figura 11 muestra un esquema de la forma y ubicacién en el uDSC, de las celdas de

referencia y de muestra.
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Figura 11. Esquema de las celdas de referencia y muestra del microcalorimetro de barrido
diferencial. (http://www.setaram.com/microDSC7-evo.htm. Consultada en Marzo del 2011).

La designacion de las transiciones, que aparecieron en las curvas calorimétricas, a las
principales proteinas carnicas, se fundamenté en la gran cantidad de resultados publicados
en afos anteriores, como se menciond en el Capitulo Il. El uso de proteinas carnicas
aisladas y purificadas, como sustancias control para la designacion de las transiciones
térmicas de la carne de bovino, seria el caso ideal, no obstante, el alto costo que tienen
algunas de las proteinas carnicas como la miosina y actina, cuyos precios se muestran en la
Tabla 3, o la no existencia de otras como las sarcoplasmicas a nivel comercial, hacen que

esta opcidn no sea viable. Por otro lado, realizar la separacién de las principales proteinas
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miofibrilares en el laboratorio involucra métodos de aislamiento y purificacién largos y

tediosos (Pérez-Juan et.al., 2007).

Tabla 3. Costos* de proteinas miofibrilares aisladas y purificadas a nivel comercial.

Cantidad Precio (Pesos

Reactivo Caracteristicas

(mg) Mexicanos)
Miosina de musculo de solucion de
. 1700 19890 aproximadamente 5-15
conejo
mg/mL
Actina de musculo de bovino 10 12850 polvo liofilizado

*(http://www.sigmaaldrich.com/technical-service-home/product-catalog.html. Consultada en
Marzo del 2011)

lll.7.1 Ensayos cinéticos

111.7.1.1 Efecto de la velocidad de calentamiento

Para determinar el efecto de la velocidad de calentamiento sobre la temperatura maxima y la
entalpia de transicion de las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares, se calenté a
velocidades programadas de 0.6, 0.9 y 1.2 °C/min, a las fracciones liquida FL-B-1 y sdlida

FL-B-3, obtenidas con el procedimiento 111.3.1.

1ll.7.1.2 Estudios de reversibilidad
Se programaron dos rampas consecutivas de calentamiento-enfriamiento en el ensayo con la
fraccion liquida FL-R obtenida con el procedimiento 111.3.2, para establecer la presencia de

transiciones en el enfriamiento o en el recalentamiento de la muestra.

11l.7.1.3 Efecto de la concentracion de proteinas solubles sobre la temperatura maxima
y la entalpia de transicion

Para determinar el efecto de la concentracidon de proteinas solubles sobre la temperatura
maxima y la entalpia de las transiciones de las proteinas sarcoplasmicas de las fracciones
liquidas FL-R y FL-B-1, se hicieron diferentes diluciones empleando las soluciones de Ringer
modificada y solucién amortiguadora de lavado, respectivamente. Para la FL-B-1, se
utilizaron concentraciones dentro del intervalo de 0.45 a 11.16 mg/mL, mientras que para la
FL-R se emplearon concentraciones dentro del intervalo de 0.43 a 10.67 mg/mL. La

concentracion esta expresada en mg de proteina soluble por mL de fraccién liquida.
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11l.8 Microscopia confocal de barrido laser (Diirrenberg et al., 2001)

Para observar la formacion de agregados debida al tratamiento térmico de las proteinas
sarcoplasmicas, se mezcld la FL-B-1 con una solucion 0.5% (p/v) de fluorocromo acido 8-
anilino-1-naftalen sulfénico (ANS) que se excita y emite a 364 y 450 nm, respectivamente, en
una relacion en volumen extracto-fluorocromo de 100:1.50. La mezcla se calent6é de 20 a 95
°C en el uDSC a una velocidad de calentamiento de 1.2 °C/min. Se preparé una placa para
microscopia con el contenido de la celda de muestra después del ciclo calentamiento-
enfriamiento; la placa se observé con un objetivo de 40X (zoom 1.8 y 3.5) en un microscopio
confocal de barrido con un laser de argén-criptén de inmersién en aceite (FV1000 Olympus,
Japoén). Se repitié el mismo procedimiento con la FL-R. El contenido de la celda de muestra
donde se encontraron los agregados en medio acuoso, se vertié en un Eppendorf de 1 mL y
se centrifugd en una micro centrifuga (IEC Centra-Mcentrifuge, USA) por 1 minuto a 13000
rom. Con ello, se obtuvieron un sobrenadante FL-B-D y un sdélido correspondiente a los
agregados libres del disolvente al que se denomind Agr-B. Para el caso de los agregados de
las proteinas sarcoplasmicas extraidas con solucion de Ringer modificada se obtuvieron las
fracciones FL-R-D y Agr-R. En las fracciones FL-B-D y FL-R-D también se determiné la
concentracién de proteinas solubles por el método de Lowry y el contenido de grupo

sulfhidrilo.

.9 Perfil electroforético de las proteinas sarcoplasmicas (Schagger y von Jagow,
1987).

Mediante la electroforesis es posible separar moléculas bioldgicas dependiendo
fundamentalmente de su carga bajo la influencia de un campo eléctrico. Esta técnica permite
estimar el peso molecular (PM) de una proteina o el perfil electroforético de una mezcla de
ellas, comparando su movilidad electroforética con la de proteinas de PM conocido
(marcadores). Estas determinaciones poseen un margen de error de aproximadamente 10%.

Las soluciones que se prepararon se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Soluciones preparadas para electroforesis Tri-tricina-SDS-PAGE.

Concentracion

Solucién Reactivo . Condiciones
o cantidad
Tris-base 100 mM
Amortiguadora Tricina 100 mM
de catodo SDS 0.1% (p/v)
Agua destilada aforar 500mL
Amortiguadora Tris-base 200 mM
de anado Agua destilada aforar 500mL, ajustar el pH 8.9
Amortiquadora Tris-base 200 mM
guad aforar 100mL, ajustar el pH
de gel (Tris- Agua destilada 8.45
HCI/SDS) '
SDS 0.3% (p/v)
Tris-HCI 1.0M ajustar el pH 6.8
Amortiquad Glicerol 2.4 mL
mortiguadora
de muestra SDS 08g
Comassie G-250 2.0 mg
Agua destilada aforar 10mL
Acrilamida Acrilamida 371¢
ilami
(37.5:1)* Bis-acrilamida 0.38¢

Agua destilada aforar 100mL

Glicerol diluido Glicerol 80% (p/p)
Persulfato de o
Persulfato amonio 10% (p/v)

*%T = 37.5 representa el porcentaje en peso de acrilamida (mondmero lineal) y %C =
1 representa el porcentaje de bis-acrilamina (mondémero de entrecruzamiento)

Los geles concentrador y separador se prepararon con las cantidades de reactivos
mostradas en la Tabla 5. Una vez que los geles polimerizaron y los pocillos estuvieron
formados, éstos se montaron en una camara MINIPROTEAN Il de BioRad. En el reservorio
interior se coloco la solucion amortiguadora de catodo hasta cubrir los pocillos y en el
reservorio exterior se coloco la del anodo hasta llegar a una tercera parte del volumen de la
camara. Los estandares de peso molecular incluyeron: (3-galactosidasa (116 kDa), albumina
bovina sérica (66.2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), lactato deshidrogenasa (35 kDa), REase
Bsp98l (25 kDa), B-lactoglobulina (18.4 kDa) y lisozima (14.4 kDa).
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Tabla 5. Preparacion de geles concentrador y separador para electroforesis Tris-tricina-SDS-
PAGE.

Reactivo Gel Separador Gel Concentrador
Acrilamida 1.63 mL 324 uL
Amortiguadora de gel (Tris

HCI/SDS) 1.66 mL 0.62 mL

Agua destilada 1.17 mL 1.56 mL
Glicerol 0.53 mL
Persulfato* 25 uL 13.3 L
Tretametiletilendiamino
(TEMED) 3.33 uL 3.0 uL

*Se preparo el mismo dia que se uso

La muestra se preparé mezclando 17 uL de FL-B-1, que contiene 3 mg/mL de proteinas
solubles, con 3 uL de solucion amortiguadora de muestra. Los geles se cargaron con 20 uL
de mezcla muestra/amortiguadora y en el caso del estandar de alto peso molecular se cargé
con 5 uL. Las muestras se corrieron a un voltaje constante de 100 V hasta que el frente azul
de Comassie llego casi al borde inferior del gel (45-60 min) (Lomonte, 1985). El gel se retiré
de la camara cuidadosamente con ayuda de un bisturi, se coloco en un frasco de plastico de
boca ancha con tapa y se agregaron 100 mL de solucion de tefido formada por 100 mL de
acido acético glacial, 900 mL metanol:agua en una relacion 1:1 y 1 g de Comassie G-250, y
se dejo en reposo una noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente el gel se coloco en
100 mL de solucién destefiidora formada por 100 mL de acido acético glacial y 900 mL
metanol:agua en una relacién en volumen de 1:1, y cada tres horas se cambi6 la solucion

destefidora hasta observar bandas claras.

Ill. 10 Analisis estadistico

Para el anadlisis estadistico de los resultados se utilizé el programa estadistico
STATGRAPHICS PLUS 5.1 (www.statgraphics.com). Se realizé la prueba F de Snedecor
para la comparacién de dos varianzas y el ensayo de Barlett para mas de dos varianzas para
verificar la homogeneidad de los resultados. Para determinar diferencias significativas entre
dos medias se uso la prueba t-student, mientras que, para mas de dos medias se realizo el
andlisis de varianza (ANOVA). Cuando se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el ANOVA se usé la prueba de multiples rangos de Tukey al 5%.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

IV.1 Composiciéon

La composicion del musculo de bovino Psoas mayor se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion del musculo de bovino Psoas mayor (corte filete).

Lote N° Humedad (g/100 g de Proteina Lipidos Cenizas
muestra) (9/100g de muestra humeda)
1 72.65° + 0.51 23.24° + 1.00 0.85° + 0.01 1.02° + 0.02
2 75.97° + 0.49 23.07* + 1.15 1.01° + 0.02 1.09° + 0.05
3 73.70° + 1.25 23.44* + 0.07 0.62° £+ 0.01 1.12* + 0.03

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de tres repeticiones para un coeficiente de variacion
(CV) menor de 5%. Los promedios con letras distintas son estadisticamente diferentes con un riesgo o grado de

error (a) de 0.05 de acuerdo a la prueba de intervalos multiples de Tukey (a = 0.05) realizada por columnas.

El porcentaje de humedad del lote 2 fue diferente estadisticamente del de los lotes 1 y 3. El
contenido de proteina total de los tres lotes analizados fue homogéneo estadisticamente. En
el contenido de grasa de los tres lotes analizados se observaron diferencias
estadisticamente significativas. Finalmente en el porcentaje de ceniza, el lote 2 resulté ser
estadisticamente diferente a los lotes 1 y 3. Los resultados de la Tabla 5 muestran que el
filete es pobre en lipidos (1%) y rico en proteina total (23%) en relacion con otros cortes de
bovino como el Rib eye, New York y Chuleta (Ramirez Orejel, 2009). Estas y otras
caracteristicas del filete como su terneza, suavidad y jugosidad, hacen de este corte uno de
los de mayor precio y alta demanda. El alto porcentaje de humedad en el filete,
aproximadamente 75%, permitié seleccionar el agua desionizada como la sustancia de

referencia para los ensayos en el microcalorimetro.
IV.2 Extraccion de las proteinas sarcoplasmicas del filete

IV.2.1 Solucién amortiguadora de lavado

El color fue una caracteristica importante de las fracciones liquidas y sélidas observada a
simple vista. El color de la fraccion liquida FL-B-1 obtenida en el primer lavado del filete con
solucién amortiguadora de lavado fue rojo intenso. El color de la fracciéon FL-B-2 producto del

segundo lavado fue rosado. Finalmente, la fraccion liquida FL-B-3 tuvo una tonalidad
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amarillenta ligera. Las tres fracciones liquidas obtenidas fueron traslucidas (Figura 12).

Figura 12. Fracciones liquidas obtenidas en la extraccién de las proteinas sarcoplasmicas
del filete con la solucién solucién amortiguadora de lavado. a) FL-B-1; b) FL-B-2 y ¢) FL-B-3.

Dentro del conjunto de proteinas solubles extraidas de la carne de bovino se encuentra la
mioglobina, que le da el color rojo caracteristico (Tornberg, 2005). Esta proteina fue
removida del filete en su mayoria en el primer lavado, como se observa en la Figura 12. Por
otra parte, el color de las fracciones sélidas FS-B-1, FS-B-2 y FS-B-3 obtenidas en cada
lavado se modific6 de rosado ligero a amarillo palido. Estas fracciones sodlidas son
empobrecidas en proteinas sarcoplasmicas en cada lavado, quedando en la fraccion FS-B-3

casi exclusivamente las proteinas miofibrilares.

IV.2.2 Solucién de Ringer modificada

En la extraccion con la solucién de Ringer modificada se obtuvieron dos fracciones, una
liquida (FL-R), correspondiente a las proteinas sarcoplasmicas de color rojo no traslucido
con particulas que sedimentaban con facilidad cuando no se refrigeraba inmediatamente al
extracto, y otra solida (FS-R), de color rosado ligero, correspondiente a las proteinas
miofibrilares. La solubilidad de las proteinas sarcoplasmicas fue favorecida por las sales
presentes en bajas concentraciones en las soluciones extractoras. Las sales afectan la
solubilidad de las proteinas de dos diferentes maneras dependiendo de las caracteristicas
fisicoquimicas de la superficie de las proteinas. Generalmente, para una fuerza iénica baja (<
0.5 M) la solubilidad de las proteinas con un gran numero de sitios hidrofébicos expuestos
decrece (salting-out), mientras que, con el aumento de la fuerza idnica la solubilidad de las
proteinas con una alta incidencia de grupos hidrofilicos en la superficie (salting-in) se
incrementa (Damodaran y Paraf, 1997). A bajas concentraciones (< 0.2 M), las sales
aumentan la capacidad de fijacion de agua de las proteinas debido a que los iones salino
hidratados se fijan, aunque débilmente, a los grupos cargados de las proteinas. A estas

concentraciones, la fijacion de los iones a las proteinas no afecta la capa de hidratacion de
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sus grupos cargados y el incremento en la capacidad de fijacion de agua se debe
fundamentalmente a la asociada con los iones ligados (Fenema, 1993). La concentracién de
sales en las soluciones Ringer modificada y solucién amortiguadora de lavado fue baja (I <
0.5 M); cuando esto ocurre los efectos estabilizadores durante la desnaturalizacion de
proteinas por calor se han atribuido a una respuesta electrostatica (Damodaran y Paraf,
1997).

IV.3 pH
Los valores de pH de las soluciones extractoras asi como de las fracciones liquidas FL-R,
FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3, se muestran enla Tabla 7.

Tabla 7. pHs de las soluciones extractoras y fracciones liquidas obtenidas en la extraccion

de las proteinas sarcoplasmicas del corte filete con R y B.

Muestras pH CV(%) n
Agua desionizada 559° + 0.03 0.51 5

Soluciones 'Iiing?tr mogificaga 569° + 0.04 0.66
extractoras mortiguadora de 6.98" + 0.03 0.41 4

lavado

FL-R 550° + 003 048 7
Fracciones FL-B-1 596° + 002 034 9
liquidas FL-B-2 6.62° + 005 072 9
FL-B-3 6.95 + 001 010 g

Los datos representan los promedios + desviacién estandar de n repeticiones para un CV menor de 5%. Los
promedios con letras distintas son estadisticamente diferentes con a = 0.05 de acuerdo a la prueba de intervalos

multiples de Tukey (a = 0.05) realizado por columnas.

La solucion de Ringer modificada tuvo un pH ligeramente acido de 5.69. El pH de la fraccion
liquida FL-R fue 5.50; este valor fue menor estadisticamente que el pH del agua desionizada.
Los pHs de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3 fueron diferentes
estadisticamente entre ellos (Anexo A). La fraccién liquida del primer lavado tuvo un pH de
5.96, con el segundo y tercer lavados el pH se incrementé en 0.66 y 0.33 unidades
respectivamente. Incluso se observd que el pH de la solucion extractora B y la fraccion
liquida FL-B-3 fueron iguales estadisticamente. Para explicar el pH ligeramente acido que
presentaron las fracciones liquidas, se debe recordar que en el musculo del animal vivo el
pH se encuentra cerca de 7.0 y con la muerte, por falta de oxigeno se activa la glucdlisis

anaerodbica produciéndose acido lactico que provoca el descenso del pH muscular hasta un
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valor promedio de 5.5 (Lawrie, 1982 citado en Hui et al., 2006). En soluciones acuosas, los
efectos del pH y de la temperatura sobre la desnaturalizacién de proteinas estan conectados
tan estrechamente que la desnaturalizacién raramente puede ser considerada solo como un
proceso puramente térmico. En una investigacion anterior se encontré que el punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas sarcoplasmicas del bagre rayado fue a pH 5.0. La
solubilidad se incrementa gradualmente a medida que el pH se aleja del pl. Las fuerzas
repulsivas electrostaticas de las moléculas de proteinas son extremadamente bajas en su pl
y con ello disminuyen las interacciones agua-molécula de proteina produciendo una minima
solubilidad y su precipitacion (Tadpitchayangkoon et al., 2010). Considerando lo anterior, las
proteinas contenidas en la fraccién liquida FL-R precipitaron con facilidad a temperatura
ambiente, debido posiblemente a que el pH de dicha fraccién estuvo préximo al pl de las
proteinas sarcoplasmicas. El efecto del pH sobre la estabilidad térmica de las proteinas

sarcoplasmicas se analiza mas adelante.

IV.4 Proteina soluble
La Tabla 8 muestra el contenido de proteinas solubles de las fracciones liquidas FL-R, FL-B-
1, FL-B-2 y FL-B-3.

Tabla 8. Concentracion de proteinas solubles de las fracciones liquidas obtenidas en las
extracciones con Ry B.

Fracciones mg/mL CV(%)
FL-R 1067 + 030 282
FL-B-1 11.16 * 0.12 1.12
FL-B-2 0.79 + 0.03 4.01
FL-B-3 048 + 0.03 5.80

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de tres repeticiones.

Estadisticamente el contenido de proteinas solubles en la fracciéon liquida FL-R es menor
que en la FL-B-1 con un riesgo de error de 0.05, es decir, que con la solucién amortiguadora
de lavado se extrae mas cantidad de proteinas solubles del filete que con la solucién de
Ringer modificada. La mayoria de proteinas sarcoplasmicas (PS) fueron extraidas en el
primer lavado (FL-B-1), cuya concentracion de proteinas solubles fue de 11.16 mg/mL, esto
concuerda con la intensidad de color observado en esta fraccion. El contenido de proteinas
solubles en la fraccion FL-B-2 es mayor estadisticamente a el de la fraccién FL-B-3 con un

riesgo de 0.05. Para ambas comparaciones de las medias, se observé que las varianzas
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fueron homogéneas (Anexo B). Los rendimientos de extraccién de PS del filete obtenidos
con ambas soluciones extractoras, se presentan en la Tabla 9. Para realizar los calculos de
los mg tedricos PS, se consideré que un 35% del contenido total de proteinas de la carne
corresponde a las PS (Tornberg, 2005) que son las proteinas solubles extraidas con las
soluciones antes mencionadas. La cantidad tedrica de PS fue de 406.70 mg contenidos en
5 g de filete.

Tabla 9. Rendimientos de las extracciones de las proteinas sarcoplasmicas contenidas en el

filete usando las soluciones de Ringer modificada y solucion amortiguadora de lavado.

Fracciones Cantlfiad de PS %CV  %Rendimiento %CV
extraidas (mg)

FL-R 213.33 + 6.01 282 5245 =+ 147 2.81
FL-B-1 22313 + 250 1.12
FL-B-2 15.87 + 064 401 6112 + 123 201
FL-B-3 9.57 + 055 5.80

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de tres repeticiones. * Cantidad en mg de PS

contenidas en 5 g de filete.

La mayor extraccidn de las proteinas sarcoplasmicas con el solucidn amortiguadora de
lavado podria deberse a que la solubilidad de la proteinas sarcoplasmicas a pH 7 se
incrementa, pues este valor se aleja del punto isoeléctrico de las proteinas sarcoplasmicas

(Tadpitchayangkoon et al., 2010).

IV.5 Analisis térmico

La DSC puede ser usada en mezclas complejas con altas concentraciones de proteinas,
como es el caso de la carne. El termograma que se obtuvo para el filete concuerda con los
reportados previamente (Ojeda et al., 2001; Tornberg, 2005; Skipnes et al., 2007; Ramirez
Orejel, 2009). En la Figura 13 se muestran los termogramas obtenidos para el filete

almacenado 2 y 30 dias en congelacién a -18°C.
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o —— Filete congelado 2 dias | -
— —- Filete congelado 30 dias

TmwW

Flujo de calor (mW)
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Figura 13. Termogramas de filete congelado a -18 °C por 2 y 30. Velocidad de calentamiento
1.2 °C/min.

Se observaron tres transiciones endotérmicas a las que se denomind A, By C. En el Anexo
C se muestran los valores de la temperatura inicial (T;), final (T;) y maxima (T,,) asi como las
entalpias de las transiciones endotérmicas A, B y C del filete. Para obtener estos resultados,
se consideraron 7 lotes correspondientes a los 6 meses de experimentacion en calorimetria.
De acuerdo con la Figura 13, durante un intervalo aproximado de un mes, las tres
transiciones caracteristicas de la carne de bovino no sufrieron cambios significativos, motivo
por el cual, en la presente investigacion se trabajo con lotes de filete almacenados hasta un
mes en congelacion, para evitar introducir el tiempo de congelacién de las muestras como
una variable de trabajo. La primera transicion muestra su maximo entre 52.8 y 55.2 °C y se
atribuye a la miosina, la segunda transicion, que ocurre entre 60.9 y 62.6 °C, fue asignada al
colageno y a las proteinas sarcoplasmicas y la tercera transicion que ocurrio entre 74.5 y
75.7 °C, fue asignada a la actina (Martens y Vold, 1976; Wright et al., 1977; Stabursvik y
Martens, 1980 citado en Tornberg, 2005). Los intervalos de temperatura mencionados
anteriormente para las tres endotermas, fueron calculados con la media y la desviacién
estandar de las repeticiones. Se ha reportado que la entalpia de desnaturalizacion térmica
de la miosina depende del pH y de la fuerza iénica (Wrigth y Wilding, 1984). Otros autores
(Ojeda et al., 2001) reportan que las tres principales transiciones endotérmicas pueden
atribuirse a la desnaturalizacién de las cabezas de miosina (transicién A), a la miosina, el
tejido conectivo y las proteinas sarcoplasmicas (transicion B) y a la actina con la contribucion

de otras proteinas del filamento delgado (transicion C). Se observd que los coeficientes de
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variacion de las temperaturas T;, T; y T, fueron menores de 5%, para las repeticiones, pero
no sucede lo mismo con las entalpias para las cuales los coeficientes de variacién son
mayores de 10%, sobre todo para la transicion de la miosina (CV = 39%), se ha reportado
que la miosina es muy susceptible a los cambios de pH (Wrigth y Wilding, 1984) inclusive si
estos son menores de una unidad (Wagner y Afion, 1985). Otro factor, que posiblemente
contribuy6é a que los valores de entalpias presenten altos coeficientes de variacion, fue la
incertidumbre en el proceso de integracion del area bajo la curva calorimétrica
especificamente al delimitar la temperatura inicial y final de la transicion. El criterio para
establecer la temperatura inicial y final (T; y T;) para la integracién del area bajo las curvas
calorimétricas, fue usar el trazo de la derivada de la curva de flujo de calor con respecto al
tiempo, los puntos donde la curva es cero, son considerados como puntos criticos o
singulares que ayudaron a colocar los limites de integracion (Skipnes et. al., 2007). Dos

ejemplos de como se realizd los procesos de integracion se muestran en las Figuras 14 y 15.

Figura 14. Termograma de la fraccion liquida FL-R (linea continua azul) que contiene a las
proteinas sarcoplasmicas del filete. Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min. Las letras
indican la posicién de las dos transiciones. La curva continua de color marrén corresponde a
la derivada de la curva de flujo de calor que es usada para establecer la posicién de las
transiciones. Los 6valos rojos representan la incertidumbre en la asignacion de puntos
iniciales y finales de integracion. Las lineas punteadas verticales indican los limites para
cada transicion.
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Figura 15. Termograma de la fraccidon solida FS-R (linea continua azul) que contiene a las
proteinas miofibrilares del filete. Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min. Las letras indican la
posicion de las dos transiciones. La curva continua de color marréon corresponde a la
derivada de la curva de flujo de calor que es usada para establecer la posicion de las
transiciones. Los évalos rojos representan la incertidumbre en la asignacién de puntos
iniciales y finales de integracion. Las lineas punteadas verticales indican los limites para
cada transicion.

El céalculo de los coeficientes de variacion de las temperaturas maximas y entalpias de las
transiciones de las fracciones FL-R y FS-R (cuya interpretacion se analiza en la seccion
IV.5.1), al integrar las areas bajo las curva, considerando los puntos iniciales y finales dentro

del intervalo sefalado por los 6valos rojos en las Figuras 14 y 15, se muestran en la Tabla
10.

Tabla 10. Variacion en la temperatura maxima y entalpia de las transiciones de las
fracciones FL-R y FS-R, considerando varios puntos iniciales y finales para la integracion del

area ba'!o la curva.

Fracciones Transicion Tm %CV AH %CV n

FL-R a 529 + 00 0.0 -0.077 =+ 0.001 -1.426 5
b 648 <+ 0.0 0.0 0.056 + 0.002 3.677
c* 483 + 59 121 0.144 + 0.020 14.047

FS-R c 615 + 38 6.2 0.131 £ 0.070 53.323 4
d 700 + 0.0 0.0 0.240 + 0.040 16.798

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de n repeticiones.
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Las entalpias de las transiciones de la fraccion liquida FL-R, tuvieron coeficientes de
variacion (CV) de -1.426 y 3.377 % para a y b respectivamente, lo que evidencia, que la
posicion de los puntos iniciales y finales de integracién afectan el valor de la entalpia. Los CV
de las T,, de ambas transiciones muestran que sin importar los limites de integracién las
temperaturas maximas, permanecen invariables. Los CV de las entalpias de las tres
transiciones de la fraccion FS-R, son altos, mayores al 10%, sobre todo para la transicion de
la miosina (c). Los coeficientes de variacion de las T, son menores al 10%, a excepcion al

de la transicion c*.

IV.5.1 Perfiles térmicos de las fracciones liquidas y sélidas extraidas de la carne

En la Figura 16 se muestran los perfiles calorimétricos de las fracciones liquidas FL-B-1 y
FL-R obtenidas de la extraccién de proteinas sarcoplasmicas con los extractores del filete B
y R.

T
L s FL-B1 | A
L [ 0.2mw / : LR |
a .

Flujo de calor (mW)

30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 16. Transiciones exotérmica y endotérmica en las fracciones liquidas FL-B-1 y FL-R
extraidas con solucion amortiguadora de lavado y solucién de Ringer modificada del filete.
Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min.

Para la fraccién liquida, independientemente del método de extraccion, se observd una
transicion exotérmica (a) a una temperatura de 50.7 y 53.7 °C para las fracciones FL-R y FL-
B-1 respectivamente, que se puede atribuir a la agregacion de las algunas proteinas
sarcoplasmicas y que representa el valor neto de los cambios endotérmicos y exotérmicos
(Skipnes et.al., 2007; Tadpitchayangkoon et al., 2010). Ademas, se observo una transicion
endotérmica (b) en un intervalo de temperatura de 64.8 a 64.6 °C para FL-R y FL-B-1,
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respectivamente. La mayoria de los investigadores han encontrado que las proteinas
sarcoplasmicas, solubles en agua o en soluciones de baja fuerza idnica, se agregan entre 40
y 60 °C (Hamm, 1997, citado en Tornberg, 2005). Davey y Gilbert (1974) encontraron que en
el musculo del cuello de toro, la agregacion por calentamiento de las proteinas
sarcoplasmicas puede extenderse hasta 90 °C. Ellos fueron los primeros en sugerir que las
proteinas sarcoplasmicas pueden tener un papel en la consistencia de la carne cocida de tal
manera que un agregado inducido por calentamiento puede formar un gel entre los
elementos estructurales de la carne y de este modo quedar ligados entre ellos. En este punto
cabe mencionar que cuando se siguio el protocolo del apartado 111.3.1, se notd que durante la
centrifugacién la temperatura del contenido de los tubos de la centrifuga aumenté 2 °C sobre
la temperatura ambiente (23 °C) una vez completo el tiempo programado (30 min). El
incremento de dos grados Celsius se registré en los siguientes lavados. De esta forma la
temperatura de la fraccion liquida FL-B-2 fue 27 °C y 29 °C en la fraccion FL-B-3. Para
descartar el efecto de estos incrementos de temperatura sobre el comportamiento térmico de
las proteinas sarcoplasmicas se realizé un ensayo en el que se programo una temperatura

de centrifugacién constan

0.4 mwW

Flujo de calor (mW)

30 40 50 60 70 80 90
T(°C)

Figura 17. Termogramas de las fracciones liquidas FL-B-1 con temperaturas de
centrifugacion de 5y 25 °C. Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min.

La temperatura de la transicion exotérmica en ambas curvas fue similar. Por ello se decidio
trabajar el resto de la experimentacion con una temperatura de centrifugacién de 25 °C. No
obstante, se percibié una ligera diferencia en las transiciones endotérmicas de las curvas a 5

y 25 °C. A 5 °C se observa que, ademas de la transicion endotérmico b, se presentd otro
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pico b* que aparece a una temperatura mayor. Las temperaturas de ambas transiciones
fueron 65.9 y 74.2 °C y las entalpias fueron 0.026 y 0.005 J/g muestra, respectivamente. La
suma de ambas entalpias es 0.031J/g. A 25 °C el pico b aparecié a una temperatura de
65.50 °C y su entalpia fue 0.040J/g. Para confirmar que, la transicién exotérmica
correspondiera a dos eventos, el de desnaturalizacion y agregacién, de una parte de la
proteinas sarcoplasmicas, se realizé un ensayo, en el cual, se usaron 3 muestras de 5 mL
de FL-B-1 cada una. La primera muestra se calenté hasta 54 °C, la segunda hasta 60 °C y la
tercera hasta 64°C, en un bafo térmico con una velocidad de calentamiento de 1.2°C/min.
En las tres muestras se observaron la presencia de agregados en el fondo del tubo de
ensayo. Se procedid a centrifugar el contenido de los tres tubos a 12000rpm por 10 minutos.
A las 3 fracciones liquidas (libres de agregados de proteinas) resultantes, se les denominé
FL-B-54°C, FL-B-60°C Y o 1la Figura 18.

s |
£ \
= i
S |
| Y
o i .
° \
S T FL-B-54°
£l . T R
L e Ve i
~~~~~~ ' \‘_! i FL-B-60°C
\". (CCTTTTTTT T
o - W FLBesC -
R S —— = =,
Exo N
1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
40 50 60 70 80 9

Temperatura (°C)

Figura 18. Termogramas de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-B-54°C, FL-B-60°C Y FL-B-
64°C. Velocidad de calentamiento 1.2°C/min.

La curva calorimétrica de la fraccion FL-B-1, representa el control en este experimento, en
base a ella se observd, que las transiciones exotérmicas en los termogramas de las
fracciones liquidas FL-B-54°C, FL-B-60°C Y FL-B-64°C, persisten acompafadas de un
desplazamiento de la T,, a temperaturas mas altas. Como se muestra en la Tabla 11, a
medida que se incremento la temperatura del tratamiento en las muestras, la concentracion

de proteinas solubles disminuyo. Las evidencias mostradas respaldan el hecho de que las
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transiciones exotérmicas son la suma de dos eventos, la desnaturalizacion y agregaciéon de
las proteinas sarcoplasmicas.

Tabla 11. Contenidos de proteinas solubles en fracciones liquidas FL-B-1, FL-B-54°C, FL-B-
60°C Y FL-B-64°C.

Fracciones mg/mL %CV

FL-B-1 10.50 = 0.01 0.08
FL-B-54°C 789 + 0.02 0.23
FL-B-60°C 599 + 0.02 0.32
FL-B-64°C 404 + 0.03 0.72

Los datos representan los promedios * desviacién estandar de 3 repeticiones.

Por otro lado, los perfiles calorimétricos de las fracciones sélidas FS-R y FS-B-3 obtenidas
en los procesos de extraccidn de proteinas sarcoplasmicas con los extractores B y R del

filete se muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Transiciones endotérmicas de las fracciones soélidas FS-R y FS-B-3 extraidas con
solucion amortiguadora de lavado y la solucién de Ringer modificada del filete. Velocidad de
calentamiento 1.2°C/min.

Los perfiles calorimétricos de las fracciones solidas extraidas del filete dependieron del
método de extraccion. Para la fraccion solida FS-B-1 las temperaturas de las transiciones c y
d son de 62 y 68 °C, respectivamente. En cambio, para la FS-R las temperaturas se

registran en 54 y 70 °C. En los termogramas de musculo de bovino empobrecido de
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proteinas sarcoplasmicas y tejido conectivo, las transiciones ¢ y d son atribuidos casi
exclusivamente a la miosina y a la actina, respectivamente, ya que son las principales
proteinas de las miofibrillas aunque no son las unicas (Wagner y Afon, 1985). La
desnaturalizacion de proteinas menores como tropomiosina, troponina y actinina, puede
contribuir a los endotermas totales (Wagner y Afion, 1985). Ademas, se observa que el
proceso de lavado del fil ne un efecto notable

sobre la transicion de la

Flujo de calor (mW)

40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Figura 20. Termogramas de las fracciones sodlidas FS-B-1, FS-B-2 y FS-B-3
correspondientes al primero, segundo y tercer lavado del filete con B. Velocidad de
calentamiento 1.2°C/min.

En cada etapa de lavado las temperaturas y las entalpias de las transiciones endotérmicas,
picos ¢ y d, sufren modificaciones como se muestra en el Anexo D. En el segundo lavado
existe una reduccién en la entalpia de las transiciones ¢ y d de 11 y 55%, respectivamente.
En el tercer lavado la disminucion fue de 5 y 77% para las transiciones mencionadas. La
Figura 21 muestra los termogramas de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3,

obtenidas en el proceso de lavado del filete con B.
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Figura 21. Termogramas de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3
correspondientes al primero, segundo y tercer lavado del filete con B. Velocidad de
calentamiento 1.2 °C/min.

Los valores de las temperaturas y entalpias de las transiciones se muestran en el Anexo D.
Las T,, de las transiciones a de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3 fueron 54.0,
64.5 y 76.9 °C, respectivamente. Se relaciond la concentracion de las fracciones liquidas
11.16, 0.79 y 0.48 mg/mL con sus respectivas entalpias -0.078, -0.107 y -0.045 J/g y no se
observd proporcionalidad entre ellas. En el segundo lavado, la entalpia de la transicién
exotérmica aumentdé 37% en comparacion con la fraccion del primer lavado mientras que en
el tercer lavado la entalpia de la fraccion FL-B-3 disminuyd 58% en comparacién con la
fraccion del segundo lavado. Estos resultados se confirman mas adelante cuando se analiza
el efecto de la concentracion sobre la temperatura méaxima y la entalpia de transicion.

Regresando al analisis de las fracciones sdlidas obtenidas con la solucién amortiguadora de
lavado, la transicion endotérmica de la actina en los termogramas sufre una disminucion
drastica de la entalpia que podria deberse a varios factores que afectan la desnaturalizaciéon
de las proteinas como son el pH y la fuerza idnica. En este trabajo otras variables son el
método de extraccion de las proteinas sarcoplasmicas, la presencia del EDTA en la solucion
amortiguadora de lavado y el pH de las soluciones extractoras. Para descartar el efecto de
los métodos, mas no el efecto de las soluciones extractoras, se realizé una nueva extraccion
de proteinas sarcoplasmicas con solucion de Ringer modificada pero con la metodologia
indicada en el numeral [11.3.1, i.e. lavando el filete tres veces. A esta extraccion se le

denomind método de lavado con la que se obtuvieron las fracciones FS-R-1. FS-R-2 y FS-R-
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3 y a la metodologia indicada en el numeral 111.3.2 se le denominé método de Ringer con la

que se obtuvo la fraccién 122.

FS-R (Método Ringer)

FS-R-1 (Método de lavado)
—————— FS-R-2 (Método de lavado)
—— —-+ FS-R-3 (Método de lavado)

Flujo de calor (mW)

30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Figura 22. Termogramas de las fracciones sdlidas empobrecidas de proteinas
sarcoplasmicas usando la solucion extractora de Ringer modificada con dos metodologias
distintas (método de Ringer y método de lavado). Velocidad de calentamiento 1.2 °C.

En las dos primeras endotermas (lineas continua y punteada) que corresponden a las
fracciones FS-R y FS-R-1 no existe una diferencia significativa; las temperaturas de
transicion son independientes del método de extraccién (Ringer o de lavado). Se observé
que las transiciones de las fracciones FS-R-2 y FS-R-3 (obtenidas al lavar por dos veces a
la fraccién FS-R-1 con la solucién de Ringer modificada) ocasionan unicamente que la T, de
la transicion d sufra desplazamientos de aproximadamente una unidad por cada lavado,
hacia temperaturas mas bajas, la T, de la transiciéon ¢ practicamente permanecié constante
durante el proceso de lavado. Ademas, se observa que en los termogramas de la Figura 22
aparece una transicion a una temperatura de 48.0 a 51.0 °C, denominada c¢*, que se puede
atribuir a la desnaturalizacion de la cabeza globular de la miosina (Ojeda et.al., 2001).

El efecto del EDTA sobre las endotermas de las fracciones sélidas, se muestra en la Figura
23.
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Figura 23. Efecto del EDTA sobre las endotermas de las fracciones sdlidas. Velocidad de
calentamiento 1.2°C/min.

El grupo de curvas con lineas continuas representan las fracciones sélidas obtenidas con las
solucién de Ringer que no contiene EDTA, mientras que, el grupo de curvas con lineas
semicontinuas representan a las fracciones sélidas obtenidas con la solucién amortiguadora
de lavado que contiene EDTA, en ambos casos se us6 la misma metodologia. Se aprecia
claramente que la presencia de EDTA provoca modificaciones drasticas en la actina durante
el proceso de extraccién. El EDTA posiblemente acompleje a los iones divalentes, e.g. Ca®,
que participan en el proceso de contraccion y relajacibn muscular, lo que provoque el
debilitamiento de los filamentos delgados de la actina provocando que su desnaturalizacion
ocurra a temperaturas mas bajas.

Para descartar el efecto del pH de las soluciones extractoras sobre las transiciones de las
fracciones liquidas y sélidas, se realizdé un ensayo cambiando el pH de la solucién de Ringer
modificada llevandolo a un valor de 7.0, el mismo pH de la solucion amortiguadora de
lavado, y se compard con el termograma obtenido con la solucién de Ringer modificada para
pH 5.7. La metodologia fue la misma para las soluciones de Ringer modificada a pH 5.7y 7.0
y se indica en el apartado 111.3.2. Los termogramas para las fracciones sdlidas y liquidas que
resultaron de la extraccion de proteinas sarcoplasmicas del filete se muestran en las Figuras
24 y 25.
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Figura 24. Efecto del pH de la solucién de Ringer modificada sobre las transiciones de las
fracciones sdlidas. Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min.
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Figura 25. Efecto del pH de la solucion de Ringer modificada sobre las transiciones de las
fracciones liquidas. Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min.

El pH de las dos soluciones de Ringer modificada (pH 5.7 y 7.0) preparadas para este
experimento no afecté de manera significativa las temperaturas de las transiciones
endotérmicas de las fracciones sdlidas. Por ello el pH no es el factor que provoca la

reduccion drastica en la entalpia de la actina. Al comparar las transiciones de las fracciones
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liquidas, el ensanchamiento del pico exotérmico de la fraccién liquida obtenida a pH 7 y la

entalpia de esta transicion disminuyd 8% en relacion con la fraccién obtenida a pH 5.7.

IV.5.2 Reversibilidad de la desnaturalizacion y la agregacion de las proteinas
sarcoplasmicas

Para la fraccion liquida FL-R obtenida a con la solucion de Ringer modificada a pH 7 se
demostré que la agregacion de las proteinas sarcoplasmicas fue irreversible. Cuando se
calentd la muestra de 20 a 95 °C aparecieron las transiciones exo y endotérmicas
esperadas, pero en el enfriamiento no se observd ninguna transicion. Cuando la misma
muestra se calentd y se enfri6 nuevamente no se registré ninguna sefial, como se muestra
en la Figura 26. La irreversibilidad calorimétrica, sugiere que la transicion puede ser
cinéticamente distorsionada en extensiones significativas, es decir, que la transicion térmica
puede perder simetria debido a cambios en la velocidad de calentamiento o en la
concentraciéon de soluto (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2006). Para confirmar la afirmacién
anterior se examinaron muestras en el yDSC a diferentes velocidades de calentamiento
cuyos resultados se analizan mas adelante. Es importante revisar la reversibilidad pues los
andlisis de equilibrio termodinamico no se pueden aplicar a muestras con transiciones

irreversibles como es el p

Flujo de calor (mW)

30 40 50 60 70 80 90
T(°C)

Figura 26. Termograma que muestra la irreversibilidad de las transiciones exotérmica y
endotérmica de la fraccidon liquida FL-R, realizada con dos rampas de calentamiento-
enfriamiento de 20 - 95 °C consecutivas. Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min.
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IV.5.3 Ensayos cinéticos

IV.5.1.1 Efecto de la velocidad de calentamiento

La velocidad maxima de calentamiento recomendada para el microcalorimetro que se usé en
este trabajo es de 1.2 °C/min. Se analizaron muestras de FL-B-1 y FS-B-3a 1.2, 09y 0.6
°C/min en un intervalo de temperatura de 20 a 95 °C. Los termogramas que muestran el
efecto de la velocidad de calentamiento sobre las temperaturas maximas y las entalpias de
las transiciones exotérmicas y endotérmicas, para la fraccion liquida FL-B-1 se muestran en
la Figura 27 y los valores de temperaturas maximas y entalpias de las transiciones se
muestran en el Anexo E. Cuando aumenta la velocidad de calentamiento, la T, de la
transicidon exotérmica también se incrementa, existiendo una relacion proporcional entre
ambas. Esta dependencia muestra que el cambio de conformacién esta gobernado
cinéticamente, es decir, cuando se calienta a una velocidad baja, el cambio de conformacién
de las proteinas se produce a temperaturas mas bajas. Lo mismo sucede con la T, de la
transicion endotérmica. La reduccion de la velocidad de calentamiento de 1.2 °C/min a 0.6
°C/min provoco la disminucion en 80 y 25% de la entalpia de las transiciones a y b
respectivamente. Posiblemente esta reduccidon, en ambos casos, se deba a que a
velocidades de calentamiento mayores se incrementa la frecuencia de colisiones entre las
moléculas de las proteinas sarcoplasmicas y con ello, se incremente, la probabilidad de

desnaturalizaciéon y agre

T T T T T
F A
I
L h i
"l
- (to.zmw :\ a
B i ]
I
— | - !
z L T 0 1.2°Clmin |
1S SN \\ b
\: | ~s N e m———
e} S //'
8 5 ~- 0.9°C/min T
[0}
8 .
o
S L J
T
__TEXO 0.6°C/min |
" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 27. Efecto de la velocidad de calentamiento sobre la temperatura maxima y la entalpia
de transiciones de la fraccion FL-B-1.
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Se realizd el calculo del valor de la energia de activacion del procesos de agregacion
(transicion a) y de desnaturalizacion (transicion b) por los cuatro métodos mencionados en

el apartado 1.8, los resultados se muestran en las Tablas 12 'y 13.

Tabla 12. Energia de activacién (E,) de la transicion exotérmica (a) de las proteinas
sarcoplasmicas, calculada por cuatro métodos.

Método E. (kJ/mol) %CV

1 1182.6 + 1472 125
2 15261 + 1022 6.7
3* 243.9

4 8715 + 2425 27.8
Los datos representan los promedios + desviacion estandar, considerando 3 velocidades de barrido. *El método 3

+

involucra las 3 velocidades de calentamiento para el calculo de la E,, por tal motivo Unicamente aparece un solo

valor.

Tabla 13. Energia de activacion (E,) de la transicién endotérmica (b) de las proteinas
sarcoplasmicas, calculada por cuatro métodos.

Método E. (kJ/mol) %CV

1 360.6 * 258 7.2
2 935.0 = 1133 12.1
3* 591.6

4 2886 + 93.8 325
Los datos representan los promedios + desviacion estandar, considerando 3 velocidades de barrido. *El método 3
involucra las 3 velocidades de calentamiento para el calculo de la E,, por tal motivo unicamente aparece un solo

valor.

La validez de las ecuaciones del apartado 1.8 requiere la existencia de una relacion lineal del

AH v i A
Ink y InLInL /AH—<AH>JJ con 1/Ty In ﬁf] con 1/T,,. Las relaciones de los métodos 1y 2

no son lineales, unicamente la relacién del método 3 cumple con el criterio de linealidad,
para ambas transiciones a y b. Para continuar con los calculos usando los métodos 1y 2 se
eliminé la parte no lineal y con el resto de datos se realizé la regresion lineal (Davoodi et al.,
1998) como se muestra en el Anexo F. Las energias de activacion estimadas para la
transicion a, con los cuatro métodos son distintas, sus valores estan dentro del intervalo de

243.9 y 1526.1 kd/mol. Se estima que el valor mas adecuado es 243.9 kJ/mol, debido a que
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fue calculado con un método que unicamente requiere de la velocidad de barrido y de la
temperatura maxima de la transicion T, es decir, con un método directo donde el grado de
incertidumbre fue menor en comparaciéon con los métodos 1, 2 y 4. En estos ultimos se
requiere calcular la entalpia acumulada o aparente y la capacidad calorifica a una
temperatura T, para lo cual se realizaron integraciones acumuladas a una temperatura T,
cuyo punto inicial lo estimé la investigadora. Otro factor que incrementé la incertidumbre en
los calculos con los métodos 1, 2 y 4 fue la ausencia de lineas base claras, horizontales,
previas a la transicion y posteriores a la transicion, lo que dificultd la integracién. La energia
de activacion para la transicion b fue 591.6 kJ/mol, valor seleccionado haciendo el mismo
analisis anterior. Las regresiones que se realizaron con los métodos 1, 2 y 3, para la
transicion b de las proteinas sarcoplasmicas se muestran en el Anexo G. Con el calculo de la
energia de activacion se tiene la posibilidad de fundamentar cuantitativamente el hecho de
que la transicion de desnaturalizacion y agregacion de una parte de las proteinas
sarcoplasmicas (a) haya ocurrido a una temperatura menor en comparacién con la
desnaturalizacion y agregacion del resto de ellas (b), pues la barrera energética que se
sobrepasd para que ocurriera la transicion a fue menor a la que se requiri6 para que
sucediera la transicion b.

El efecto de la velocidad de calentamiento sobre la temperatura y la entalpia de las
transiciones endotérmicas de la fraccion sdlida FS-B-3, se muestra en la Figura 28 y sus

valores se incluyen en el /

Seme—e 1.2 °C/min
2mwW N N

/
\ s~/ 0.9°C/min

Flujo de calor (mW)
T

0.6 °C/min

30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C)

Figura 28. Efecto de la velocidad de calentamiento sobre la temperatura maxima y entalpia
de las transiciones endotérmicas de la fraccién FS-B-3.
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La tendencia observada en las transiciones de la fraccion liquida FL-B-1 con respecto a la
entalpia se repite para la fraccion sélida FS-B-3, es decir, al incrementar la velocidad de
calentamiento de 0.6 °C/min a 1.2°C/min, las entalpias de las transiciones endotérmicas ¢ y
d aumentan en 7 y 11%, respectivamente. Cuando se calent6 a bajas velocidades, la T, de
la transicion ¢ se desplazo hacia menores temperaturas. Por ello, la desnaturalizaciéon de las
proteinas miofibrilares estd gobernada también cinéticamente. Se realizd el calculo de la
energia de activacién de la desnaturalizacion de la miosina (¢) por los cuatro métodos

mencionados en el apartado 1.8, los resultados se muestran en las Tablas 14.
Tabla 14. Energia de activacion de la miosina calculada por cuatro métodos
e —

Método E. (kJ/mol) %CV

1 1023.0 = 276.3 27.0
2 1151.7 = 176.2 153
3* 604.7

4 6724 + 1412 21.0
Los datos representan los promedios + desviacion estandar, considerando 3 velocidades de barrido. *El método 3

+

involucra las 3 velocidades de calentamiento para el calculo de la E,, por tal motivo Unicamente aparece un solo

valor.

Los valores de las energias de activacion para la miosina calculados con los métodos 1, 2 y
4, cuyas regresiones se muestran en el Anexo |, tuvieron diferencias notables entre si.
Considerando el mismo criterio de seleccion que para las proteinas sarcoplasmicas, se
estima que 604.7 kdJ/mol es la energia de activacibn mas adecuada, pues se aproxima al
valor reportado de 483.5 kJ/mol por Wagner y Afon, 1985. Para el caso de la actina, debido
a la forma de su transicion, unicamente se pudo calcular la energia de activacién por el
método 3, el valor fue 359.0 kJ/mol, cercano al reportado de 379.3 kdJ/mol por Wagner y
ARon, 1985.

IV.5.1.2 Efecto de la concentracion de proteina soluble sobre la temperatura y la
entalpia de transicién

La Figura 29 resume los termogramas de un conjunto de suspensiones de proteinas
sarcoplasmicas preparadas en la solucion amortiguadora de lavado con diferentes
concentraciones expresadas en mg de proteina soluble por mL de suspensién. A medida que
la concentracién se redujo, la temperatura maxima de la transicion exotérmica (T,,) aumenté

al igual que la entalpia de transicion. Esta evidencia nos confirma que la desnaturalizacion y
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agregacion de las proteinas sarcoplasmicas estan gobernadas cinéticamente. Posiblemente
la disminucidn de la concentracion provoca el descenso de la velocidad de agregacion,
debido a que se reduce la frecuencia de la colisiones entre las moléculas de la proteinas,
haciendo que la transi

T T T T T T T T T T T
a (11 mg/mL)
B s b (6 mg/mL) 1
—————— ¢ (56 mg/mL)
©d(

d (3 mg/mL)
— ——- e (1mg/mL)

f (0.6 mg/mL)
————— g (0.4 mg/mL) | 7

1 mw

Flujo de calor (mW)
[

—_——

30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Figura 29. Efecto de la concentracién de proteinas solubles en las suspensiones preparadas
a partir de la FL-B sobre la T,, de la transicion exotérmica y su entalpia. Velocidad de
calentamiento 1.2 °C/min.

Las temperaturas y las entalpias de las transiciones de todas las suspensiones de proteinas
sarcoplasmicas que se prepararon a partir de la fraccion FL-B-1, en un intervalo de 0.4 a
11mg/mL, se muestran en el Anexo J. Considerando la transicion exotérmica, cuando la
concentracién se redujo a la mitad (5.56 mg/mL) la entalpia aumentd 13% en relacién con la
suspension mas concentrada (11 mg/mL), mientras que la entalpia correspondiente a la
concentracibn mas baja (0.4 mg/mL) disminuyé 57% en comparacién con la misma
suspension. La Figura 30 muestra la tendencia que tienen las diferencias T4-T, en funcién de
la concentracion, T4 es la T, de la transicidon exotérmica correspondiente a las suspensiones
con concentraciones dentro del intervalo de 0.45 a 10.04 mg/mL; es un valor variable,
mientras que T, es la T, de la transicidon exotérmica de la suspension mas concentrada (11
mg/mL); es un valor constante.
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Figura 30. Relacién entre las diferencias de las temperaturas de los picos exotérmicos T4-T»
y la concentracion.

Dentro del intervalo de concentraciones de 5.58 a 10.04 mg/mL, las diferencias de las
temperaturas no fueron mayores de 5 °C. Para las concentraciones de 3.35 a 4.46 mg/mL la
diferencia fue de 6 °C para ambos casos y fue para el intervalo de 0.45 a 2.23 mg/mL que la
diferencia se incrementd drasticamente llegando hasta un valor de 27 °C. Cuando las
suspensiones se examinaron en el intervalo de concentraciones de 5 a 11 mg /mL, se
detecto el posible traslape de sefales de la transicidén a (sefial negativa) con la transicion b
(senal positiva) que se muestra en la Figura 31. A juzgar por el aumento de las areas bajo
las transiciones a, a medida que se reduce la concentracion, la energia de transicion b se

sumo¢ a la energia de a.
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Figura 31. Efecto de la concentracién de proteinas solubles en el traslape de la transicion
exotérmica con la endotérmica de las proteinas sarcoplasmicas del corte filete. Velocidad de
calentamiento 1.2°C/min.

Con todos los resultados obtenidos de los ensayos con diferentes suspensiones de proteinas
preparadas a partir de la fraccién liquida FL-B-1 en solucion amortiguadora de lavado, se
trazaron graficas que relacionan las temperaturas y entalpias de las transiciones exotérmicas

con Ia COnCGntraC'én (mglml Vv lam tAanAAnAiAn aA mitAantran AR las Cimn r3s 32 y 33
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Figura 32. Relacion de la temperatura maxima T,, de la transicion exotérmica en funcion de
la concentracion de proteinas solubles (mg/mL) extraidas con solucion amortiguadora de
lavado.
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Figura 33. Relacion de la entalpia (AH) de la transicion exotérmica en funcién de
concentracion de proteinas solubles (mg/mL) extraidas con solucién amortiguadora de
lavado del corte filete.

La relacion de la T, de la transicion exotérmica en funcién de la concentracion de proteinas
solubles no es lineal, sino que decae de manera exponencial pues a medida que disminuye
la concentracion se incrementa la T,,. Esta tendencia impide calcular los limites de deteccion
y cuantificacion para estas proteinas en el microcalorimetro, pues para ello se requiere una
tendencia lineal entre las variables, pero observando los coeficientes de variacién mayores
de 20% en los valores de la entalpia de la transicidén exotérmica para concentraciones bajas,
se recomienda no trabajar a concentraciones menores de 3 mg/mL.

La Figura 33 muestra que la relacién de la entalpia con la concentracion no sigue una
tendencia clara, sobretodo en el intervalo de concentraciones de 11 a 5 mg/mL, en el cual los
valores varian dentro de un intervalo de -0.071 a -0.093 J/g muestra.

En la Figura 34 se presentan los termogramas obtenidos al analizar un conjunto de
suspensiones de proteinas preparadas a partir de la FL-R con la solucion de Ringer
modificada. Las concentraciones variaron dentro del intervalo de 0.4 a 10.7 mg/mL. Los
valores de las temperaturas maximas y entalpias de las transiciones se muestran en el
Anexo K. La tendencia que se observo es similar a la obtenida con las proteinas solubles
extraidas con solucion amortiguadora de lavado; a medida que la concentracion se reduce,
la temperatura maxima (T,) de la transicion exotérmica se incrementa. En la entalpia de las

transiciones exotérmicas la tendencia no fue clara.
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Figura 34. Efecto de la concentracion de proteina soluble de las suspensiones preparadas a
partir de la FL-R sobre la temperatura maxima (T,) y la entalpia (AH) de ftransicion
exotérmica. Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min.

Considerando la transicion exotérmica, se observa que la entalpia aumenta 20% cuando la
concentracion se reduce a la mitad (5.3 mg/mL) y disminuye 72% con la concentracién mas
baja (0.4 mg/mL) en comparacién con la suspension mas concentrada (10.7 mg/mL). Con los
resultados obtenidos de los ensayos con las diferentes suspensiones de proteinas
preparadas a partir de la fraccion liquida FL-R en solucion de Ringer modificada, se
graficaron las T, y entalpias de los transiciones exotérmicas en funciéon de la concentracion
de las suspensiones (mg/mL) y las tendencias se muestran en las Figuras 35 y 36. A medida
que disminuye la concentracién se incrementa la temperatura de la transicion exotérmica.
Esta tendencia es similar a la observada en las proteinas sarcoplasmicas extraidas con la
solucion amortiguadora de lavado. La relacion entre la entalpia y la concentraciéon no sigue
una tendencia clara, sobretodo en el intervalo de concentraciones de 10.7 a 3.2 mg/mL, en el

cual los valores varian dentro de un intervalo de -0.065 a -0.096 J/g muestra.
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Figura 35. Relacién de la temperatura maxima de la transicién exotérmica en funcion de
concentracién de proteinas solubles (mg/mL) extraidas con solucién de Ringer modificada.
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Figura 36. Relacion de la entalpia (AH) de la transicion exotérmica en funcién de
concentracién de proteinas solubles (mg/mL) extraidas con soluciéon de Ringer modificada.

IV.6 Balance de masa en la extraccion de las proteinas sarcoplasmicas del filete

Con los pesos de las fracciones liquidas FL-R, FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3 y de las fracciones
sélidas FS-R, FS-B-1, FS-B-2 y FS-B-3, obtenidos al seguir los procedimientos I11.3.1 y

[11.3.2, se construyeron los diagramas del balance de masa que se muestran en las Figuras

37y 38.
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La cantidad de proteinas miofibrilares que se obtuvo de 5 g de filete después de la extraccion
de las proteinas sarcoplasmicas con R, fue de 4.0 g, por tanto, por diferencia de pesos, la
cantidad de proteinas solubles extraidas fue de 1.0 g. En el proceso de extraccion se perdié
un total de 2.7 g debido al secado de la fraccion solida para llevarla al calorimetro, mientras
que, con la solucion amortiguadora de lavado la cantidad total de proteinas sarcoplasmicas
extraidas en los 3 lavados 1.3 g. Se observaron pérdidas de 2.6, 3.7 y 3.1 g en cada lavado.
Estos resultados corroboran los obtenidos en la determinacion de la concentracién de
proteinas solubles y en el calculo de rendimientos de extraccién, y muestran que con el
solucion amortiguadora de lavado se extraen mas cantidad de proteinas solubles (11.16

mg/mL) que con la solucién de Ringer modificada (10.67 mg/mL).

15. 0 g extractor R

5.0 g filete Extraccion de proteina soluble con agitacion
— 3| magnética por 4 horas a 5 °C y una noche en
reposo a la misma temperatura

Mezcla 20.0 g
A
Centrifugacion 11000
«— . —>
rpm por 10 min
4.0gFSR 13.3 g FL-R

Pe’rdida = (200-1 73) g

Pérdida = 2.7 9

Figura 37. Extraccion de las proteinas sarcoplasmicas del filete con la solucién de Ringer
modificada.
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Figura 38. Extraccion en tres etapas de las proteinas sarcoplasmicas del filete con la solucion amortiguadora de lavado.
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IV.7 Microscopia confocal de barrido laser

Se recolectd una secuencia de cortes Opticos de las fracciones liquidas FL-B-1 y FL-R, como
lote de imagenes y su posterior procesamiento digital se realizé con el programa FV10-ASW
1.7 Viewer-Olympus. Se incremento el contraste mediante valores umbral, extensién de
contraste lineal y la correccién gama; curva del valor de intensidad de la imagen frente a la
representacion grafica de la intensidad de la fuente. Las micrografias obtenidas se muestran

en las Figuras 39.

Z2.30 pm

Z-550 ym

Figura 39. (a) Micrografia de la red de agregados Agr-B-1 formados por el tratamiento
térmico que sufrio la fraccion FL-B-1 marcada con ANS (objetivo 40X, zoom 1.8). (b)
Micrografia de la morfologia de los agregados de Agr-B-1 de las proteinas sarcoplasmicas
(objetivo 40X, zoom 3.5).

Con la fraccién FL-R se obtuvieron micrografias similares. El tipo de edicidon que se utilizd en
las imagenes no incrementa su calidad, sin embargo, permite mejorarlas y facilitar su
interpretacion cualitativa. En la micrografia de la Figura 39 (a) se observd, la forma
desordenada en que se agregan las proteinas sarcoplasmicas por el tratamiento térmico
mostrando la formaciéon de un coagulo. La Figura 39 (b) muestra una ampliacién de los
agregados los cuales formaron una fase densa y continua. En el caso de que, las proteinas
sarcoplasmicas sean utilizadas como indicadores, del efecto de las altas presiones
hidrostaticas sobre la integridad de las proteinas del filete, la microestructura de los
agregados inducidos por calentamiento de las proteinas sarcoplasmicas, podria verse
alterada, como lo reportado, para el caso de los agregados de las proteinas de la leche,
inducidas por calentamiento, cuya microestructura fue mucho mas densa y continua en

comparacion con agregados inducidos por presiones de 600 MPa, por 15 min (Needs et.al.,
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2000). En la Figura 40 se muestra el efecto del ANS sobre las transiciones de las proteinas

sarcoplasmicas extraida
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Figura 40. Efecto del ANS en la T,, de desnaturalizacion y agregacion de las proteinas
sarcoplasmicas extraidas con la solucién amortiguadora de lavado y Ringer modificada.
Velocidad de calentamiento 1.2 °C/min.

Los valores de las T, y entalpias de los termogramas de la Figura 40 se muestran en el
Anexo L. La presencia de ANS en la fraccion liquida FL-B-1, durante el proceso de
calentamiento, no muestra un efecto significativo en la T, y en la entalpia la transicién
exotérmica, pero si en la entalpia de la transicion endotérmica, la cual disminuy6 en un 71%.
El efecto del ANS sobre la transicién exotérmica de la fraccion FL-R es mas evidente, la T,
se desplaza a temperaturas mayores, el incremento fue de dos unidades aproximadamente.
Douglas y Woody (2001) reportaron que el ANS no actua como un “explorador hidrofébico”
para detectar especies parcialmente desdobladas de proteinas, mas bien induce a tales
especies. Estudios con dicroismo circular (ultravioleta cercano) sugieren que el ANS se une
a la proteina en una conformacion especifica, lo que posiblemente le proporcione cierta
estabilidad a pH ligeramente acidos.

Por otro lado, después de calentar las fracciones liquidas FL-B-1y FL-R en el calorimetro, se
separd el contenido de la celda de muestra en dos fracciones: una con los agregados
formados Agr-B-1 y Agr-R y otra con la fraccion liquida FL-B-1-D y FL-R-D, respectivamente.
En las fracciones liquidas FL-B-1, FL-R, FL-B-1-D y FL-R-D se determind el contenido de
proteinas solubles y el grupo sulfhidrilo cuyos valores se muestran en las Tablas 15y 16

respectivamente.
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Tabla 15. Contenido de proteinas solubles (mg/mL) de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-R,
FL-B-1-D y FL-R-D.

Fracciones mg/mL %CV
FL-B-1 1290 + 0.32 248
FL-B-D 1.03 + 0.18 17.20
FL.R 10.70 + 011 1.07
FL-R-D 1.78 + 0.39 22.00

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de tres repeticiones.

Tabla 16. Contenido de grupo sulfhidrilo (umol SH/mL) de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-
R, FL-B-1-D y FL-R-D.

Fracciones pmol SH/mL  %CV

FL-B-1 792 + 059 8.19

FL-B-D No cuantificable
FL.R 569 + 0.24 3.96
FL-R-D No cuantificable

Los datos representan los promedios * desviacion estandar de tres repeticiones.

La concentracion de proteinas solubles de la fraccion FL-R-D se redujo un 83%, en
comparacion con la de la fraccion FL-R, mientras que, la reduccion fue de 92% comparando
la concentracion de proteinas solubles en las fracciones FL-B-1 y FL-B-1-D. El contenido de
grupo sulfhidrilo en las fracciones liquidas FL-B-1 y FL-R fueron de 7.92 y 5.69 pmol SH/mL
respectivamente, estos grupos reactivos de las proteinas participan en el proceso de
agregacion formando puentes disulfuro, motivo por el cual, después del tratamiento térmico,
el contenido de grupo sulfhidrilo no es cuantificable.

Por otro lado, se estimé el peso en gramos de los agregados Agr-B-1 y Agr-R, los resultados

se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Peso de los agregados formados por las proteinas sarcoplasmicas extraidas con la
solucion amortiguadora de lavado y Ringer modificada.

Muestra Agregados (mg) CV (%)

Agr-B-1 77.8 9.40 12.1
Agr-R 63.4 7.14 10.9

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de tres repeticiones.

+
+
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La cantidad de agregados Agr-B-1 es mayor que los agregados Agr-R. Estos resultados
concuerdan con el contenido de proteinas solubles y grupo sulfhidrilo, en sus

correspondientes fracciones liquidas FL-B-1-D y FL-R-D.

IV.8 Perfil electroforético de las proteinas sarcoplasmicas del filete SDS-PAGE con el
sistema Tris-tricina

Se determiné el perfil electroforético de las proteinas presentes en las fracciones liquidas FL-
R, FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3, como se muestra en la Figura 41, comparando su movilidad

electroforética con la de proteinas de peso molecular conocido.

kDa

35 T/

25

\

184 ——>

144 —>
M  FL-B3; FL-B2; FL-B1; FL-R
Figura 41. Perfil electroforético de las proteinas sarcoplasmicas solubles extraidas con la

solucion amortiguadora de lavado y Ringer modificada (M es el marcador, con bandas de
pesos moleculares conocidos).

En forma general, con la solucién amortiguadora de lavado y con la solucién de Ringer
modificada se extrajeron las mismas proteinas sarcoplasmicas pues las bandas que
presentan son similares en intensidad. Para todas las muestras, las principales proteinas
sarcoplasmicas solubles claramente exhiben pesos moleculares de 11, 17, 27k Da y en
mayor intensidad se observan bandas dentro del intervalo de 35 a 45 kDa y las bandas en 97
kDa también son muy claras. La mioglobina de peso molecular 17 kDa tuvo una banda clara
cuya intensidad disminuy6 en la fraccién liquida del tercer lavado FL-B-3 con la solucion

amortiguadora de lavado. Dentro del intervalo de 35 a 45 kDa se encuentran proteinas como
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G-3-PD, aldolasa, enolasa, creatin-quinasa y LDH que tienen pesos moleculares de 35, 40,
41, 40 y 35, respectivamente (Findlay y Barbut, 1990). En un estudio de proteinas
sarcoplasmicas de pescado se reporté que aquellas con pesos moleculares de 26, 40 y 94
kDa contribuyen a la formacién de geles (Morioka y Shimizu, 1993 citado en
Tadpitchayangkoon et al., 2010). El perfil electroforético de las fracciones liquidas también
se usd para descartar la posibilidad de que las proteasas, tales como las catepsinas y
calpainas, que forman parte de las proteinas sarcoplasmicas, hayan degradado al resto de
proteinas favoreciendo al proceso de agregacion la cual se evidencio por la presencia de la
transicion exotérmica en los termogramas. Si las proteasas hubiesen degradado al resto
proteinas sarcoplasmicas, en el perfil electroforético hubiesen aparecido la mayoria de las
bandas a bajos pesos moleculares, posiblemente a pesos menores a 45 kDa, lo que no

ocurrio.
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CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones de extraccién de las proteinas sarcoplasmicas del filete con
dos soluciones extractoras: amortiguadora de lavado y Ringer modificada y se establecié que
con ambas se extraen las mismas proteinas sarcoplasmicas, la mayor cantidad de ellas tuvo
un peso molecular dentro del intervalo de 35 a 45 kDa.

Para obtener termogramas claros y definidos en uyDSC, la concentracion de proteinas
sarcoplasmicas debe estar en un intervalo de 3 a 10 mg/mL; concentraciones menores de 3
mg/mL no proporcionan resultados repetibles. La velocidad de calentamiento adecuada para
los ensayos en uyDSC es de 1.2 °C/min.

Independientemente del método de extraccion, las proteinas sarcoplasmicas exhibieron dos
transiciones principales una exotérmica y otra endotérmica, atribuidas a los fenbmenos de
desnaturalizacion y agregacion de estas proteinas.

La curva calorimétrica de desnaturalizacion y agregacién de las proteinas sarcoplasmicas
fue gobernada cinéticamente y el proceso global fue irreversible.

Los parametros térmicos de desnaturalizacion y agregaciéon de las proteinas sarcoplasmicas
fueron sensibles al contenido de agua del sistema indicando que los grupos polares y
apolares contribuyen a la estabilizacion de la estructuras de estas proteinas.

Los agregados de las proteinas sarcoplasmicas inducidos por calentamiento fueron
desordenados, densos, continuos y de aspecto similar con ambos métodos de extraccion.
Las transiciones endotérmicas de la fraccion soélida empobrecida en proteinas
sarcoplasmicas del filete, se atribuyen a la desnaturalizacién de las proteinas miofibrilares,
miosina y actina principalmente, dependieron del método de extraccion utilizado; con la
solucion de Ringer modificado se mantuvo la integridad estructural de las proteinas
miofibrilares.

Se selecciona al método de Ringer modificado como el mas adecuado para continuar con la
separacion sistematica del resto de componentes proteinicos del filete para su respectivo

tratamiento con altas presiones hidrostaticas y su caracterizacion térmica.
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RECOMENDACIONES

Para disminuir el numero de variables en la investigacion, y conocer el factor que esta
contribuyendo al comportamiento térmico que presentaron las proteinas miofibrilares del
filete, se recomienda trabajar unicamente con una sola solucién extractora e ir modificando

los factores como pH, concentracién de las sales y fuerza idnica.

Para conocer el efecto neto del EDTA sobre las transiciones de las proteinas miofibrilares,
realizar un ensayo en el cual, se extraigan las proteinas sarcoplasmicas del filete Unicamente
con agua desionizada, usando la metodologia de la solucién amortiguadora de lavado y

comparar los resultados.

Cuando se analice la imagen en el microscopio confocal, realizar cortes no
sobremuestreados en el eje axial, para realizar la medicion del area de fluorescencia y tener
la posibilidad de medir la superficie hidrofébica expuesta de las proteinas sarcoplasmicas
desnaturalizadas por efecto térmico y realizar la reconstruccién en 3 dimensiones de los

agregados formados.
Considerar para el reporte de los resultados, el alto grado de variacion que presentaron las

entalpias de las transiciones de la miosina, provocado por la ubicacion de los puntos iniciales

y finales de integracién del area bajo la curva calorimétrica.
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ANEXO A

pH de las soluciones extractoras B y R y de las fracciones liquidas FL-R, FL-B-1, FL-B-
2yFL-B-3

Antes de realizar el ANOVA se verifica la homogeneidad de los datos a través del ensayo de
Barlett.

Estadistico de Barlett Valor-P

1.74 0.00108

El estadistico de Barlett para series normales permite contrastar la hipotesis de que las
varianzas son iguales. Junto al valor del estadistico aparece el nivel critico o probabilidad de
obtener valores como el obtenido o mayores. Puesto que el nivel critico (Valor-P) es menor
que 0.05 se rechaza la hipotesis de igualdad de varianzas. Para realizar el analisis
estadistico de los resultados se utilizdé el programa STATGRAPHICS PLUS. El analisis de
varianza ANOVA sirve para comparar las medias de varios grupos en una variable
cuantitativa. Para utilizar el ANOVA de forma satisfactoria deben cumplirse dos hipdtesis,
aunque se aceptan ligeras desviaciones de las condiciones ideales: (a) Los resultados
obtenidos para cada conjunto deben seguir una distribucién normal y (b) Las varianzas de
cada conjunto de datos no deben diferir de forma significativa. EI ANOVA nos proporciona el
valor del estadistico F que es el cociente entre dos estimadores diferentes de la varianza
poblacional. Uno de los estimadores se obtiene a partir de la variacion existente entre las
medias de los grupos (variacion inter-grupos). El otro estimador se obtiene a partir de la
variacion dentro de cada grupo (variacion intra-grupos). La tabla de ANOVA recoge una
cuantificacién de ambas fuentes de variacion (suma de cuadrados), los grados de libertad
asociados a cada suma de cuadrados (gl) y el valor concreto adoptado por cada estimador
de varianza poblacional (medias de los cuadrados). El cociente entre las dos medias de
cuadrados nos proporciona el valor del estadistico F, el cual aparece acompafiado de su
correspondiente nivel critico o nivel de significacion observado (Valor-P), es decir, de la
probabilidad de obtener valores iguales o mayores bajo la hipotesis de igualdad de medias.
Si el valor del critico es menor que 0.05, rechazamos la hipétesis de igualdad de medias y

concluimos que las poblaciones son diferentes estadisticamente. Asumiendo varianzas
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iguales, se procede a calcular el ANOVA y la Prueba de Multiples Rangos de Tukey con un a
= 0.05 (Tabla A.1).
Tabla A.1. Andlisis de Varianza (ANOVA) de las mediciones de pH

Grados

Fuente de Suma de Media de
. e de F-calculada Valor-P
variacion cuadrados . cuadrados
libertad
Entre muestras 16.7 6 2.77 298.1 0.0000
Dentro de muestras 0.04 43 9 x10*
Total 16.7 49

Puesto que el valor del nivel critico Valor-P es menor que 0.05 se rechaza la hipétesis de
igualdad de las medias y se concluye que las muestras tienen diferencia significativa

estadisticamente.
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ANEXO B

Pruebas estadisticas de los resultados de la cuantificacion de proteinas solubles en

las fracciones liquidas obtenidas en la extraccion de proteinas sarcoplasmicas del

filete

Tabla B.1. Prueba t-student para comparar las medias de las fracciones liquidas FL-R y FL-

B-1.

Hipotesis sobre las medias, comparacién entre dos medias

media estimada de FL-R 106666667
media estimada de FL-B-1 11.16625
Ho: py = po , nesgo o= (.05
Posibles hipétesis alternas: |t de Student|t de tablas | Resultado: |Decision:
Hytpy < pp| -2.60709092| -2.13184678 inferior Rechazar Ho,con riesgo a= 0.02980097|

Tabla B.2. Prueba F de Snedecor para comparar las varianzas de las fracciones liquidas FL-

Ry FL-B-1.
Hipotesis sobre las variancias, comparacion entre dos variancias
variancia estimada de FLR 0.09016927
variancia estimada de FL-B-1 0.015625
Ho: o = op? , Tiesgo o= 0.05
Posibles hipdtesis alternas]f de Snedecor |F de tablas | Resultado: [Decisién:
Hi: 612 = 022
Hi: o1 > ao?| 5.770833333 19| igual  |Aceptar Ho
Hi: o® 2o 5.770833333 39 igual Aceptar Ho

Tabla B.3. Prueba t-student para comparar las medias de las fracciones liquidas FL-B-2 y

FL-B-3.

Hipotesis sobre las medias, comparacion entre dos medias

media estimada de FL-B-2 079340278
media estimada de FL-B-3 0.47647222
Ho: py = pe , nesgo o= 0.05
Posibles hipotesis alternas:|t de Student|t de tablas | Resultado: |Decision:
Hip < o
Hitpy = pp| 12.9202804| 2.13184678 mayor Rechazar Ho,con riesgo a= 0.00010349|

Tabla B.4. Prueba F de Snedecor para comparar las varianzas de las fracciones liquidas FL-

B-2 y FL-B-3.

Hipotesis sobre las variancias, comparacion entre dos variancias

variancia estimada de FL-B-2 0.00101273
variancia estimada de FL-B-3 0.00076968
Ho: oy’ = oo” , riesgo o= 0.05
Posibles hipétesis alternas]F de Snedecor |~ de tablas | Resultado: |Decision:
Hi: 012 < 022
Hii 62 = of| 1.315789474 19 igual Aceptar Ho
Hit o =os| 1.315789474 39 igual Aceptar Ho
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ANEXO C

Parametros de calorimetria de las transiciones térmicas de las proteinas del filete

Tabla C.1. Temperatura inicial (T;), final (T;), maxima (T,), y entalpia (AH) de las transiciones

endotérmicas correspondientes a la desnaturalizacion de las proteinas del filete.

Promedio * Desviacion

Parametro Transicién . CV (%)
estandar
A 46.4 t 14 2.9
T (°C) B 57.0 + 1.2 2.0
C 71.2 + 0.5 0.7
A 54.0 * 1.2 2.2
T: (°C) B 68.0 * 0.6 0.9
C 78.0 + 0.6 0.7
A 50.7 * 0.9 1.8
Tm (°C) B 61.8 * 0.8 14
C 75.1 * 0.6 0.8
A 0.065 ¢ 0.025 39.09
AH (J/9 muestra) B 0.417 t 0.047 11.39
C 0.393 * 0.040 10.19

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de resultados de 7 repeticiones.
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ANEXO D

Parametros de calorimetria de las transiciones térmicas de las fracciones sélidas y

liquidas extraidas del filete usando la solucién amortiguadora de lavado

Tabla D.1. Temperatura inicial (T;), final (T;), maxima (T,), y entalpia (AH) de las transiciones
endotérmicas correspondientes a la desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares (FS-B-1,
FS-B-2 y FS-B-3) y de las proteinas sarcoplasmicas (FL-B-1, FL-B-2 y FL-B-3) obtenidas en

los tres lavados del filete con solucion amortiguadora de lavado.

Fraccion Transicion Tm (°C) CV (%) AH (J/Gmuestra) CV(%) n
FS-B-1 c 62.7 0.438 1
d 72.9 0.385
FS-B-2 c 627 + 0.0 0.1 0390 + 004 112 3
d 69.7 * 0.2 0.3 0.174 £ 0.01 7.38
FS-B-3 c 621 + 0.2 0.3 0.372 + 0.01 247 2
d 686 + 0.2 04 0.040 + 0.01 21.2
FL-B-1 a 54.0 -0.078 1
b 66.0 0.050
FL-B-2 a 645 + 27 42 -0.107 £ 0.01 -730 2
FL-B-3 a 769 + 0.0 0.0 -0.045 £+ 0.01 -143 2

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de resultados de n repeticiones.
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ANEXO E

Parametros de calorimetria de las transiciones térmicas de las proteinas

sarcoplasmicas, variando la velocidad de calentamiento

Tabla E.1. Temperatura inicial (T;), final (T¢), maxima (T.,), y entalpia (AH) de las transiciones

de la fraccion liquida FL-B-1 barrida a velocidades de calentamiento de 0.6, 0.9 y 1.2 °C/min.

Vcalentamiento . icisn T, (°C) T (°C) Tm(°C)  AH (J/g muestra)

(°C/min)
0.6 a 50.4 53.6 52.0 -0.016
0.9 a 52.1 54.8 53.2 -0.041
1.2 a 53.1 56.6 54.5 -0.083
0.6 b 58.1 67.4 63.6 0.029
0.9 b 57.8 68.6 64.3 0.036
1.2 b 61.9 69.1 64.5 0.039
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ANEXO F

Métodos propuestos para el calculo de la E, para un proceso de no equilibrio,
aplicados a* T oo o >plasmicas

In k
o

21 4

4 F L] 4

In[In(AH/AH-[AH])]
»
(o]

B

-8 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
3.04 3.05 3.06 3.07 3.08 3.09 3.10

11T x 103 (1/K)

Figura F.1. A: Regresiones lineales del In k vs 1/T. B: Regresiones lineales del

Il n Ay vs 1/T. Ambas gréaficas se obtuvieron con las transiciones a diferentes
AH-(AH)

velocidades de calentamiento, los simbolos A, oy m corresponden a 1.2, 0.9 y 0.6 °C/min.
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1

®

-12.2 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
3.05 3.06 3.06 3.07 3.07 3.07 3.08

1T, x 103 (1/K)

Figura F.2. Regresion lineal In %_2 vs 1/T, obtenida de las transiciones a diferentes

m
velocidades de calentamiento, 1.2, 0.9 y 0.6 °C/min. La linea punteada corresponde a la
regresion lineal.
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ANEXO G

Métodos propuestos para el calculo de la E, para un proceso de no equilibrio,
aplicados a la transicion endotérmica (b) de proteinas sarcoplasmicas

1F A J
m
A ]
m
2F A -
a =
=
A . o m
4 [}
c 3T 4 " T
A .
A o ®
A
4k i
o
o
5L A i
| 1 | T
A
A
A
A
0 - -
A "
= A =
i A &
5 4 o
I A =
2 -2F o .
£ ]
c
= o
]
o™
4k i
B o
M 1 2 1 2 1 2 1 2
2.92 2.94 2.96 2.98 3.00 3.02

11T x 103(1/K)

Figura G.1. A: Regresiones lineales del In k vs 1/T. B: Regresiones lineales del

lnLInLA%H—@H}JJ vs 1/T. Ambas graficas se obtuvieron con las transiciones a diferentes

velocidades de calentamiento, los simbolos A, o y m corresponden a 1.2, 0.9 y 0.6 °C/min.
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o
-11.8 -
Iny2
Tm
-12.0 -
R
122+ -
1 " 1 " 1 " 1 " 1

296 296 296 297 297 297 2097
1T x 103 (1/K)

Figura G.2. Regresion lineal In%_2 vs 1/T,, obtenida de las transiciones a diferentes
m

velocidades de calentamiento, 1.2, 0.9 y 0.6 °C/min. La linea punteada corresponde a la

regresion lineal.
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ANEXO H

Parametros de calorimetria de las transiciones térmicas de las proteinas miofibrilares

del filete, variando la velocidad de calentamiento

Tabla H.1. Temperatura inicial (T;), final (T¢), maxima (T,,) y entalpias (AH) de las transiciones

de la fraccion sdlida FS-B-3 barrida a velocidades de calentamiento de 0.6, 0.9 y 1.2 °C/min.

V calentamiento (°C/min) Transicién T (°C) T: (°C) Tm (°C) mﬁ:St(r‘g)g
0.6 c 59.7 63.0 61.5 0.411
0.9 c 58.8 64.3 61.7 0477
1.2 c 59.7 64.9 62.4 0.443
0.6 d 65.1 68.8 66.9 0.084
0.9 d 65.1 69.3 67.1 0.074
1.2 d 66.3 70.8 68.5 0.094
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ANEXO |

Métodos propuestos para el calculo de la E, para un proceso de no equilibrio, aplicados
a la transicion endotérmica (c) de la miosina (fraccién sélida)

]
o
1F -
]
[
A o
0 A [ ] -
A ]
X
£ A O
1k A " 4
A [ ]
o
2k [o] -
[ ]
A
| T 1
]
1F 4
]
Py 0 [~ ‘ o . .
z a
£ o °
g 4 u
T T A ]
< o
£ A m
£
2 F A o a .
A o
3k -
B n
o
4 N 1 L 1 s 1 s
2.97 2.98 2.99 3.00 3.01

1T x 103 (1/K)
Figura 1.1. A: Regresiones lineales del In k vs 1/T. B: Regresiones lineales del

InLIn[A%H_ < AH}JJ vs 1/T. Ambas graficas se obtuvieron con las transiciones a diferentes

velocidades de calentamiento, los simbolos A, o y m corresponden a 1.2, 0.9 y 0.6 °C/min.
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2.925 2.930 2.935 2.940 2.945

1T_ x 103 (1/K)

Figura |.2. Regresion lineal In %2 vs 1/T,, obtenida de las transiciones a diferentes velocidades
m

de calentamiento, 1.2, 0.9 y 0.6 °C/min. La linea punteada corresponde a la regresion lineal.
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liquida FL-B-1 con el soluciéon amortiguadora de lavado.

ANEXO J

Tabla J.1. Temperatura inicial (T;), final (T¢), maxima (T,) y entalpia (AH) de las suspensiones preparadas a partir de la fraccion

Transicién Ti (°C) CV (%) T¢ (°C) CV (%) Tm (°C) CV (%)  AH(J/g muesta)  CV(%) n mg/mL
a 522 + 02 04 558 + 04 07 537 + 03 06 -0077 £ 0011 -13810 7 11.16
b 504 + 07 12 693 + 21 30 646 + 06 10 0051 = 0011 21.381
a 52.8 56.3 54.3 -0.081 1 10.04
b 65.6 71.0 65.6 0.045
a 52.9 56.0 54.4 -0.071 1 082
b 59.5 70.1 65.8 0.063
a 53.2 56.7 54.6 -0.080 1 949
b 64.6 69.1 66.8 0.009
a 55.1 58.4 56.4 -0.071 1 8093
b 65.2 69.1 67.3 0.009
a 533 + 09 17 500 + 18 3.1 561 + 14 25 -0093 + 0010 -10.839 3 .70
b 633 + 10 16 699 + 06 09 667 + 06 09 0009 + 0002 20.661
a 56.3 59.6 57.6 -0.085 1 614
b 65.1 70.0 67.3 0.007
a 57.2 60.5 58.5 -0.079 1 591
b 64.2 70.1 67.2 0.010
a 554 + 28 50 505 + 17 29 572 £ 21 36 -0088 + 0010 -11249 2 558
b 647 + 24 37 687 + 16 24 668 + 01 02 0008 + 0000 4.136
a 582 + 17 3.0 629 + 01 0.1 600 + 12 19 -0102 + 0012 -11.843 2 446
b 665 + 16 24 7170 + 02 04 681 + 03 04 0004 <+ 0001 13.004
a 574+ 09 16 638 + 02 03 602 + 03 06 -0.103 + 0004 -3449 2 335
a 603 + 11 19 667 + 17 25 631 + 07 11  -0102 £ 0021 -20203 2 223
a 629 + 20 32 703 + 34 49 668 + 28 41  -009 + 0017 -18856 2 112
a 686 + 23 3.3 728 + 17 24 706 + 15 21  -0070 + 0034 -48255 3 (.89
a 688 + 11 17 759 + 18 24 727 £ 12 16  -0050 £ 0007 -14.142 2 067
a 762 + 16 2.1 847 + 25 29 808 + 25 31  -0033 + 0010 -29998 2 045

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de resultados de n repeticiones.
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ANEXO K

Tabla K.1. Temperatura inicial (T;), final (Tf), maxima (T,) y entalpia (AH) de las suspensiones preparadas a partir del FL-R con

solucion de Ringer modificada.

Transicion Ti (°C) CV (%) T: (°C) CV (%) Tm (°C) CV (%) AH (J/g muestra) CV(%) n mg/mL
a 488 + 2.0 4.1 528 = 1.6 3.0 50.7 £ 1.6 3.2 -0.065 £ 0.011 -16.52 4 10.67
b 640 = 1.6 2.5 684 = 15 2.2 648 £ 0.1 0.2 0.014 £ 0.001 9.15
a 52.1 55.8 53.6 -0.089 1 8.54
b 62.9 68.5 64.8 0.008
a 52.9 56.7 54.4 -0.080 1 747
b 61.0 67.7 64.2 0.011
a 533 + 1.0 1.8 56.1 + 05 0.8 55.0 £ 1.2 2.1 -0.082 + 0.003 -3.45 2 5.34
b 637 * 26 4.0 658 + 04 0.7 651 + 0.6 0.9 0.005 + 0.002 44.10
a 56.0 61.5 58.5 -0.096 1 3.20
a 63.1 70.9 68.2 -0.063 1 1.07
a 794 + 43 54 815 = 1.9 2.4 806 £ 2.6 3.3 -0.018 £ 0.001 -7.86 2 0.43

Los datos representan los promedios + desviacion estandar de resultados de n repeticiones.
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ANEXO L

Tabla L.1. Temperatura maxima (T,) y entalpia (AH) de las fracciones liquidas FL-B-1, FL-B-1 +

ANS, FL-RyFL-R + ANS.

Fracciones Transicion
a
FL-B-1
b
a
FL-B-1 + ANS b
a
FL-R
b
a
FL-R + ANS b

Tm (°C)

53.7
64.6
53.6
66.1
50.7
64.8
53.4
64.8

+ + + + + H+ 4+

H+

0.3
0.6
0.4
0.5
1.6
0.1
0.9
0.5

%CV

0.6
1.0
0.7
0.7
3.2
0.2
1.7
0.8

AH (J/Q muestra)

-0.077
0.051

-0.079
0.015
-0.065
0.014
-0.096
0.011

+H + H+ H+ H+ H+ H+ +

0.011
0.011
0.001
0.002
0.011
0.001
0.008
0.001

%CV

-13.810
21.381
-0.901
14.630
-16.520
9.150
-8.839
12.856

Los datos representan los promedios * desviacion estandar de resultados de n repeticiones.
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