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RESUMEN

En el momento de su obtencion en el rastro, la carne puede contener microorganismos,
presentar lesiones, alteraciones, anomalias y defectos que la hagan inadecuada para el
consumo publico. Ademas, durante su conservacion, transporte y distribucion hasta llegar al
consumidor, la carne que fue considerada apta para el consumo puede sufrir alteraciones o
modificaciones que la transformen en no apta para su consumo. La préactica de la congelacion
de la carne para prolongar su vida util, ha sido utilizada desde hace miles de afios, este proceso
juega un papel esencial en la industria carnica para asegurar que los productos se suministren
a todas las regiones del mundo evitando su deterioro. Sin embargo, la pérdida de la cadena de
frio tiene consecuencias significativas en la calidad de la carne. Numerosos estudios han
demostrado que los ciclos de congelacién-descongelacion aceleran las reacciones de
degradacion de la carne debido a la formacion de cristales de hielo con geometrias irregulares
y escarcha en la superficie, este abuso en los cambios de temperatura contribuye a
modificaciones fisicas, quimicas, fisicoquimicas y microbioldgicas del sistema. La fluctuacion
de la temperatura ocurre generalmente durante el transporte y/o almacenamiento
especialmente en los centros donde se comercializa, a nivel doméstico o en los servicios de
alimentacion. Los ciclos de congelacion principalmente influyen en la fraccidon de agua que
puede congelarse en la carne, puesto que esta contenida dentro y entre las fibras musculares,
lo que implica consecuencias debidas al proceso aplicado. Como el agua libre se congela, la
concentracion de solutos (proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales) aumenta,
alterando de esta manera la autorregulacion en las propiedades y composicion de la carne. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del tratamiento de la carne de res sometida
a congelacién, descongelacion y recongelacion sobre las proteinas miofibrilares y
sarcoplasmicas, mediante el uso de electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE), en
condiciones desnaturalizantes y reductoras, presentando cambios de peso molecular por efecto
de los tratamientos a los que fue sometida la carne. Los resultados obtenidos se analizaron
estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA). Asimismo se realizaron
preparaciones histologicas que permitieron observar y analizar el dafio producido por efectos
de los ciclos térmicos los cuales mostraron los cambios en las fibras musculares tales como
ruptura, desprendimiento y separacion por efecto de ciclos de congelacién y descongelacion

en la carne.
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INTRODUCCION

La carne estd compuesta aproximadamente por un 75% de agua, de la cual en cuanto a su
estado fisico solo el 12% esta firmemente ligado a las proteinas musculares (agua
monomolecular), estando el resto inmovilizada por una red de membranas y filamentos de las
proteinas estructurales unidas por fuerzas electrostaticas entre cadenas peptidicas. Del total de
proteinas las miofibrilares constituyen el 56% vy las sarcoplasmicas de un 30 a 40%, estas
fracciones son las responsables de propiedades funcionales de la carne estrechamente
asociadas con la integridad estructural. Entre los factores que influyen en dicha integridad y
funcionalidad se incluyen los métodos de conservacion de la carne, siendo la congelacion el

ideal para tiempos prolongados.

Durante la congelacion de carne; el agua libre es la que se congela, formando cristales de hielo
cuya conformacién puede afectar algunas propiedades de la carne, dependiendo del tipo de
congelacién, localizacién y tamafio de los cristales; y principalmente de la velocidad de
congelacidn. Si este proceso ocurre de manera lenta se tienen, fendmenos de sublimacién que
dan lugar a la desecacion superficial, y en algunos casos, por ejemplo, los cristales de hielo
formados pueden seguir creciendo durante el almacenamiento (recristalizacion), siendo
responsable de la perdida de propiedades funcionales, ya que dan lugar a un aumento en la
concentracion de iones contribuyendo en la desnaturalizacion de proteinas viéndose reflejado
en el aumento de liquido exudado durante la descongelacién, por ello lo més recomendable es
congelar rapidamente puesto que la cristalizacion se produce casi simultdneamente dentro

(intra) y entre (inter) las fibras musculares.

En diferentes investigaciones se ha evaluado el alcance de los ciclos de congelacion-
descongelacion haciendo hincapié en el deterioro de la calidad de la carne ante dichos
procesos, estos estudios presentan resultados contradictorios, que sugieren investigacion
adicional para establecer los mecanismos que intervienen en este cambio, existen diferentes

técnicas para su evaluacion, entre ellas la electroforesis y el analisis histologico.
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CAPITULO 1
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1.1 Carne

La carne se define como “la parte muscular comestible de los animales de abasto, sacrificados
y faenados en condiciones higiénicas. Se incluyen en este concepto las porciones de grasa,
hueso, cartilago, piel, tendones, aponeurosis, nervios, vasos linfaticos y sanguineos que
normalmente acompafian al tejido muscular y que no se separan de éste en los procesos de

manipulacion, preparacion y transformacion de la carne” (Madrid, 1992).

La carne se encuentra definida en la NOM-009-ZO0-1994 de la siguiente manera:

“Estructura compuesta por fibra muscular estriada, acompafiada o no de tejido conectivo
elastico, grasa, fibras nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos, de las especies animales

autorizadas para el consumo humano”

1.1.1 Produccién y Consumo

En la actualidad la produccion de ganado en México ha ido incrementado en un 3.9% desde
2003 (Figura 1), con una practica estabilizacién de la produccién en el orden de 1, 160, 677
toneladas anuales, todo esto bajo controles zoosanitarios en el proceso productivo para el
abastecimiento del mercado nacional, procesados en plantas TIF (Tipo Inspeccion Federal),
que cuentan con altos niveles de equipamiento y tecnificacion, con estrictos niveles de higiene
y calidad, que van desde la recepcién de animales, hasta empaquetado y conservacion de

canales y piezas obtenidas.

6,400,000

5,400,000
4,400,000
3,400,000
2,400,000
1,400,000
400,000 ‘

WioniAnial| 450395 | 4998608 | 5209586 | 5207681 | 5442588 \ ....... 68 \ AR A T A T

Figura 1. Produccion nacional de carne anual en México
Fuente: AMEG, SIAP-SAGARPA, 2013.
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SAGARPA reporta que desde 2010 la produccion mensual se ha mantenido estable con un
crecimiento aproximado de 3,000 a 5,000 toneladas por mes como se muestra en la Figura 2.

170,000
165,000
160,000
155,000
150,000
145,000

140,000

135,000

130,000

125,000

Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dk

[mm=2010| 141,734 | 138,400 | 136,792 | 136,786 | 142,333 | 145305 | 148,540 | 150,546 | 147,655 | 149,326 @ 150,804 & 156,418
w2011 143,381 | 142,190 | 143,021 | 138,727 | 144,232 | 148493 | 151,959 | 152,653 | 154,949 | 157,998 160,495 165834
2012 | 184,315 | 145,951 | 188233 | 142,481 | 149,050 | 151,077 | 154,770 | 154,068 | 152,958 | 156,88 | 161,798 | 164,481

120000 ——— e ;
ol Ene feb Mar |

\—2013: 145,712 | 144,304 | 142,022 | 142,438 | 147,979 | 151,292 ‘ 154,110 |

Figura 2. Produccion mensual de carne de res
Fuente: AMEG, con datos de SIAP-SAGARPA, 2013.

En materia de comercio exterior SAGARPA reporto en el 2010 un crecimiento del 13.4%,
situando el componente externo del abasto del mercado mexicano en el 37.5% en si 649, 100
toneladas. Por su parte, las exportaciones de carne mexicana, mantienen una importante
tendencia de crecimiento situacién debida a la especificidad del mercado que atienden Corea,
Japdn y los EUA. Las ventas de carne y productos carnicos mexicanos en 2010 fueron del
orden de las 67, 800 toneladas.

El consumo nacional aparente (CNA) de carne y productos carnicos en México fue de 1, 730,
200 toneladas en 2010, manteniéndose desde entonces una participacion del 26.5% dentro del
consumo general de carne en el pais. Asi mismo, es importante resaltar que el conjunto de
preferencias del consumidor, el precio y la calidad del producto es el factor fundamental que

determina la demanda en la mayor parte de la poblacion.

(&
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1.1.2 Estructura'y Composicién

El musculo estriado esquelético es un tejido altamente organizado, compuesto por células
individuales, que estan estructurados por tejido conectivo, la organizacién de este tipo de
musculo se muestra en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.. El orden de
los componentes desglosados es 1) el muasculo 2) fasciculo muscular 3) de las fibras
musculares / célula muscular 4) miofibrillas y 5) miofilamentos.

Haz de fibras
musculares

Fasciculos

Miofibrillas i
Disco Z

Banda H
Banda A

Sarcomero

Figura 3. Estructura de un musculo, fibra muscular

Fuente: Pearce et al., 2011.

1.1.2.1 Fasciculos

La estructura fascicular de la carne esta mantenida por tejido conectivo. Las fibras de colageno
finas, a menudo ramificadas, forman una trama de endomisio alrededor de cada fibra
muscular, como se observa en la Figura 4a cuando se realiza un corte transversal a la carne las

fibras del tejido conectivo se sitian en la superficie de las fibras musculares.

Los tubos del endomisio se unen entre si formando fasciculos mediante las fibras de colageno

mas gruesas del perimisio, de un modo parecido al tabique (Figura 4b), finalmente en la
superficie del musculo, las laminas del perimisio situadas mas al exterior se van
transformando en una capa de tejido muy gruesa denominada epimisio.
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A veces el epimisio se encuentra mas engrosado dando lugar a un tendén, extendiéndose mas

alla del masculo como una lamina plana de tejido conectivo o fascia.

Figura 4. Microfotografias a) corte transversal de carne b) Fasciculos
Fuente: Swatland, 1995.

1.1.2.2 Fibras

Si se coloca una pequefia cantidad de carne debajo de un microscopio de diseccion y se
desmenuza con unas agujas, los fasciculos mas pequefios que son visibles estan compuestos de
manojos de fibras musculares. Las fibras musculares son las unidades celulares béasicas del
masculo vivo y de la carne. Son células poco habituales porque son multinucleadas y
extremadamente largas (normalmente varios centimetros). Las fibras musculares encontradas
en la mayoria de los cortes comerciales de carne rara vez recorren por completo la longitud del
musculo en el que se encuentra. Las fibras individuales dentro de un fasciculo pueden terminar
en un punto en algun lugar a lo largo de la longitud del fasciculo, asociandose en un final que
se encuentra anclado al tejido conectivo en la superficie de una fibra muscular adyacente
(Swatland, 1995).

1.1.2.3 Miofibrillas y miofilamentos
Los aspectos principales de la estructura de las fibras musculares pueden verse con un
microscopio Optico, basicamente las fibras musculares tienen una forma cilindrica y, a lo

largo de su longitud presentan muchas estriaciones transversas.
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A nivel ultraestructural, las estriaciones transversas de las miofibrillas tienen su origen en la
disposicion longitudinal regular de los grupos de filamentos gruesos (10 a 12 nm de didmetro)
y los finos (de 5 a 7 nm de diametro). En una seccién transversal a lo largo de la zona en la
que se superponen los filamentos gruesos y los delgados del sarcomero, cada filamento grueso
estd rodeado por seis filamentos finos. Para que ocurra la contraccion muscular el
deslizamiento entre los filamentos tienen origen en los cambios conformacionales de un

numero muy grande de moléculas (Swatland, 1995).

1.1.2.4 Composicion quimica

Dependiendo de la especie y de la nutricion, el masculo forma del 45 al 60% del peso total del
organismo Yy del cual el 75% es agua. Las proteinas del musculo sirven como maquinaria de
movimiento y como reserva utilizable de aminoacidos. La carne no tiene una composicion
uniforme en cada animal. En general, las de inferior categoria contienen mas agua y menos
proteinas. De forma general la carne, esta compuesta por agua, grasa, proteina, cenizas y una
pequefia proporcidn de carbohidratos. Esta composicion puede cambiar dependiendo de varios
factores como: edad del animal, alimentacién, raza, etc. En el Cuadro 1 se presenta la

composicion quimica promedio de la carne de res (Ramirez, 2006).

Cuadro 1 Composicion quimica de la carne

Componente %
Agua 71-75
Proteinas 19-24
Carbohidratos 2.5-4.5
Cenizas 1.2-1.7

Lipidos 2-5

Fuente: Ramirez, 2006.

1.1.3 Proteinas musculares

Las proteinas del musculo son trascendentales en los cambios post mortem involucrados en la
transformacion del muasculo en carne, ademéas de ser la mayor fuente de proteina de alta
calidad en la dieta humana (Ramirez, 2006). Constituyen el componente mayoritario de la
materia seca del musculo estriado. En la carne las proteinas musculares se clasifican en tres

grupos: miofibrilares, sarcoplasmicas y de tejido conectivo.
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1.1.3.1 Proteinas miofibrilares

Las proteinas miofibrilares constituyen del 55 al 60 % del total de la proteina del musculo.
Basadas en sus funciones bioldgicas, las mas importantes son la Miosina (Figura 5) y Actina
(Figura 6) las cuales estan directamente relacionadas con el ciclo de contraccion-relajacion del
musculo. La Miosina es la proteina miofibrilar més abundante, constituye méas de una tercera
parte del total, es una molécula alargada de unos 160 nm de longitud, estad formada por dos
cadenas enrolladas entre si, que presentan varias zonas a-hélice hacia uno de sus extremos, y
hacia el otro varios grupos sulfhidrilo, con un peso molecular de aproximadamente 460 kDa
y esta formada por seis subunidades, dos unidades idénticas de Miosina pesada (HM) con un
peso molecular de 200 kDa y cuatro cadenas de Miosina ligera (LM) con un peso molecular de

16 a 21 kDa aproximadamente.

Las cadenas pesadas de la Miosina tienen regiones de cabeza y cola que refleja las porciones
globular y de baston, respectivamente de las moléculas. Las fracciones helicoidales de las dos
cadenas de HM se enrollan helicoidalmente entre si formando una super hélice que
corresponde a la fraccién de cola de la Miosina, mientras que los dominios globulares generan

una doble cabeza.

A NH;*

Cadenas pesadas

950 A

LMM HMM

Figura 5. Estructura de la Miosina

Fuente: Hiu, Guerrero y Rosmini, 2006.
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La Miosina tiene seis cadenas polipeptidicas, las cuales estan ensambladas en una estructura
cuaternaria que se asemeja a un bastén (cola) con dos cabezas en forma de pera. Las cadenas
son de dos tipos: alcalinas (LM1 o LM3) y DTNB (LM2 y LM4), las primeras dos se disocian
en condiciones alcalinas y son esenciales para la actividad de ATPasa de la Miosina. Con cada
una de las secciones de la cabeza existen dos cadenas ligeras asociadas, de tal modo que

cuatro cadenas ligeras estan unidas con cada molécula de Miosina.

Las cadenas ligeras son de dos clases quimicamente diferentes. Una esta formada por cadenas
ligeras DTNB (5,5 ditiobid-2nitrobenzoico), Ilamadas asi porque el tratamiento de la Miosina
con el reactivo tidlico produce su separacion. La segunda estd formada por cadenas ligeras
alcalinas, llamadas asi porque se liberan en condiciones alcalinas (Hiu, Guerrero y Rosmini,
2006).

La actina es la proteina principal de los miofilamentos delgados y compone 20% de la proteina
miofibrilar del mdsculo. En la Figura 6 se observan los mondémeros de actina llamados
globulares, se ensamblan en una estructura helicoidal denominada actina fibrilar que
constituye la porcion principal del filamento delgado. La actina globular se compone de 374-
375 aminoéacidos y tiene un peso molecular de 42 a 48 kDa, es estable en agua donde puede

existir también como dimero (Carballo y Lopez de torre, 1991).

Complejo de
Cadena de tropomiosina troponina

l TnC

Unidades G-actina en la cadena
de F-actina

Figura 6. Estructura de Actina
Fuente: Carballo y Lépez de torre, 1991.
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También se encuentran englobadas dentro del grupo de las miofibrilares las denominadas
proteinas reguladoras de la contraccion-relajacion, entre ellas tropomiosina y Troponina

(Figura 6), proteina M, proteina C, entre otras (Cheftel y Besancon, 1980).

1.1.3.2 Proteinas sarcoplasmicas
Las proteinas sarcoplasmicas son aquellas que se encuentran en el citoplasma de las células
musculares (sarcolema), constituyen la masa fluida que rodea a las miofibrillas,

proporcionandoles de energia.

Dentro de esta categoria se encuentran proteinas con pocas propiedades funcionales para la
contraccion, pero son importantes por su actividad enzimatica, de transporte y
almacenamiento de oxigeno; desde el punto de vista de calidad de carne como alimento, las

mas importantes son Hemoglobina y Mioglobina (

Figura 7) con un peso molecular de 68 y 18 kDa respectivamente, presentes en un 30-40%
(Ranken, 2000).

Figura 7. Estructura molecular de Mioglobina (izquierda) Hemoglobina (derecha)
Fuente:www.rcsb.org/pdb/explore/structure (IMBN, 2DHB).

La mioglobina es la principal proteina responsable del color de la carne y sirve como depdsito
o transportador de oxigeno en el musculo vivo. La molécula de mioglobina consta de un grupo

proteico, la globina, y de un grupo prostético hemo, con un atomo de hierro dicho atomo de
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presenta seis enlaces de coordinacion, el quinto enlace se une a la histidina de la cadena
polipeptidica. El sexto enlace de coordinacion queda libre para unirse al oxigeno o a otras

moléculas, determinando las propiedades y el color del complejo (Bodwell y Womack, 1978).

1.1.3.3 Proteinas de tejido conectivo

Las proteinas del tejido conectivos son: colageno, elastina y reticulina. A pesar de que las
proteinas del tejido conectivo juegan un papel importante en la dureza de la carne son pocas
las observaciones indicadoras de que se alteren durante la maduracion. El tejido conectivo
tiene tres funciones principales: proporcionar fuerza mecanica a los 6rganos, mejorar la
estructura del movimiento, y promover el crecimiento y proliferacion celular, sus propiedades
fisicas estan determinadas principalmente por su composicion y organizacién macromolecular.
El colageno es la proteina de tejido conectivo mas abundante de los mamiferos, en el mdsculo
estriado esquelético constituyen el epimisio, endomisio y perimisio, cuya funcion es agrupar y

dar sostén a las fibras musculares (miofibrillas) (Carballo y Lopez de torre, 1991).

1.1.4 Clasificacion de las proteinas

Las proteinas son biomoléculas complejas formadas por carbono (C) hidrogeno (H), oxigeno
(O2) y nitrogeno (Ny). Su estructura fundamental son los aminodcidos. Las proteinas pueden

clasificarse en funcion de su forma, solubilidad y estructura.

a) De acuerdo a su estructura. Las proteinas estan caracterizadas por su secuencia de

aminoéacidos y su conformacion o estructura tridimensional:

- Estructura primaria: la posicion que ocupa cada aminoacido dentro de la cadena va
a condicionar el resto de los niveles estructurales y en ultimo término la funcion
gue desempefia la proteina (hidrofobicidad total, capacidad de formar gel, emulsion
0 espuma).

- Estructura secundaria y terciaria: ordenacion tridimensional de la cadena
polipeptidica. En la estructura secundaria el polipéptido resultante puede plegarse
en forma de a-hélice y B-laminar, y en la estructura terciaria el plegamiento ocurre

por la formacion de puentes disulfuro.
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- Estructura cuaternaria: proteina multimérica (hemoglobina), se basa en la

colocacion de varias cadenas polipeptidicas juntas.

b) De acuerdo a su forma:

- Proteinas fibrosas: las proteinas fibrosas tienen una estructura alargada, formada
por largos filamentos de proteinas, de forma cilindrica. No son solubles en agua.
Un ejemplo de proteina fibrosa es el colageno.

- Proteinas globulares: estas proteinas tienen una naturaleza mas o menos esférica.
Debido a su distribucion de aminoacidos (hidréfobo en su interior e hidréfilo en su
exterior) que son muy solubles en las soluciones acuosas. La mioglobina es un

claro ejemplo de las proteinas globulares.

c) De acuerdo a su solubilidad:

- Sarcoplasmicas (son solubles en agua y funcionalmente son enzimas)

- Miofibrilares (forman el 50-60 % de todas las proteinas carnicas, son insolubles en
agua y solubles en solucion salina 1M; por ejemplo, miosina y actina)

- Conectivas (insolubles en agua y soluciones salinas; Por ejemplo, colageno y

elastina).

1.1.4.1 Tipos de unidén quimica

Las estructuras y enlaces de las proteinas estan estabilizadas por los diferentes tipos de
uniones quimicas que se muestran en el cuadro 2; las covalentes son las responsables del
enlace peptidico y se producen como resultado de un reparto de electrones entre dos 0 mas
atomos; son de menor longitud y las de mayor energia; los puentes salinos o idnicos se crean
por atraccion coulémbica entre grupos cargados con signo opuesto, y son las uniones polares
mas fuertes que existen; los puentes de hidrogeno aun siendo mas débiles, desempefian un
papel muy importante, las fuerzas activas atractivas de Van Der Waals se establecen por la

induccion de un momento dipolar entre grupos eléctricamente apolares.

11
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En el cuadro 2 se puede observar que de todas las uniones covalentes el enlace peptidico C-N
es el mas fuerte, y que el enlace disulfuro S-S es el mas débil ya que requiere de menor
energia para su hidrolisis y ademas es el Unico que puede romperse sin causar una perdida de

la conformacidn del polimero, y por lo tanto, de su funcionalidad.

En general, las proteinas tienden a adquirir la estructura mas estable que se encuentra en los
niveles mas bajos de energia libre; se produce debido a las diferentes uniones que intervienen
y que, a su vez, se relacionan directamente con la polaridad, la hidrofobicidad, los

impedimentos estéricos de los R, etc.

Cuadro 2. Fuerzas de unién encontradas en las proteinas

Mecanismo Energia Distancia de Grupos que
(Kcal/mol) interaccion (A) interaccionan
Covalente Reparto de 30-100 1-2 C-C, C-N, C=0,
electrones C-H, S-S, C-N-C
Puente i6nico Atraccion entre 10-20 2-3 NH3+, -COO+,
grupos cargados NH+
opuestamente
Puente de El hidrogeno es 2-10 2-3 N-H-O=C OH-
hidrogeno repartido entre
dos 4tomos
electronegativos
Fuerzas atractivas  Induccién mutua 1-3 3-5 Grupos apolares
de Van der Waals  de monémeros
dipolares en
grupos apolares

Fuente: Badui, 2006.

1.1.4.2 Cuantificacion de proteinas

Existen diversos métodos para la cuantificacion de las proteinas, pero la mayoria tiene como
principio alguna reaccion quimica de los grupos alquilo o arilo de los diferentes aminoacidos,
y todos ellos se basan en algunas de sus propiedades tipicas, como pueden ser los patrones de
adsorcion de las radiaciones electromagnéticas de los grupos aromaticos, la reactividad del
enlace peptidico, su contenido de nitrégeno, etc. En el cuadro 3 se presenta un resumen de los
mas conocidos, con sus respectivas ventajas y limitaciones, de acuerdo con el alimento del que
se trate, la exactitud requerida y la disponibilidad de equipo (Herrera, Bolafos, y Lutz, 2003).

12




Ingenieria en alimentos

Cuadro 3. Métodos més empleados en la determinacion de proteinas

Principio
Absorcidn en ultravioleta (280nm)
La mayoria de las proteinas absorben
en el UV a 280nm, debido
basicamente a grupos cromofobos de
tirosina y triptéfano. Si se considera
que la cantidad de aminoacidos es
siempre constante, la absorbancia
debe ser proporcional a la
concentracién de proteina.

Ventajas
Répido
Requiere de poca cantidad
de proteina.
El sulfato de amonio no
interfiere, mientras que en
otros métodos si existe.
La muestra no se destruye.

Limitaciones
Correccion por interferencia
de acidos nucleicos.

Varia la cantidad de
aromaticos entre proteinas.

Biuret

Las sustancias que contienen dos o
mas enlaces peptidicos forman un
complejo purpura-violeta con sales
de cobre en soluciones alcalinas.

Método simple.

Pocas interferencias de otros
compuestos en el desarrollo
del color.

Se requiere de 20 a 40 mg de
muestra.

Interferencia de pigmentos
que tienen la misma
absorbancia.

El desarrollo de color es
diferente para cada proteina
Interfieren lipido e hidratos
de carbono.

Lowry
Se bhasa en el desarrollo de un color

azul debido a la reaccion de Biuret y
la reduccién del reactivo de
fosfomolibdeno-volframato. La
absorbancia se mide a 750nm (alta
sensibilidad) o a 500nm (baja
sensibilidad), la sensibilidad es de
0.2-300pg.

Es mucho mas sensible que
el método de Biuret.
Relativamente réapido (1
hora).

Requiere de muchos
cuidados en la
estandarizacion.

El color no es siempre
proporcional.
Interferencias de sacarosa,
lipidos, amortiguadores de
pH, fosfatos y
monosacaridos.

Kjendahl
Determina nitr6geno total tanto

organico (amido y amino) como
nitrbgeno no  proteico  (urea,
aminoacidos, etc.). Consiste en la
digestion de la muestra con H2S04 y
la formacién de NH3OH que es
recibido en acido para finalmente
titularlo con Alcali de una
concentracion conocida.

Determina todo el contenido
de nitrégeno del alimento.

Puede haber pérdidas de
nitrogeno debido a las altas
temperaturas.

Proceso largo.

El nitrégeno no proteico se
debe tomar en cuenta ya que
este se mide junto con el
proteico.

Bradford

Formaciéon de un compuesto de
absorcion de coloracién azul entre
los residuos de aminoacidos basicos
de las proteinas y en el color azul de
Coomassie, se absorbe a 595nm.

Muy sensible.

Interferencias con algunos
detergentes.

Fuente: Badui, 2006.
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1.1.4.3 Peso molecular

El peso molecular de las proteinas es muy variable, pero se puede considerar que va de un
minimo de aproximadamente 3550 Da, como es el caso del glucagon, hasta varios cientos de
miles o incluso millones en algunas fracciones de la soya o de las gluteninas del trigo. Para su
determinacion se puede emplear en método de Svedberg, que esta basado en que al someter a
los polimeros a una fuerza centrifuga presentan un valor y una velocidad de sedimentacion que
dependen directamente del peso molecular, la forma, la densidad, la velocidad aplicada, y la
viscosidad del disolvente empleado. Al efectuar este analisis es preciso considerar que existen
muchas proteinas con estructuras cuaternarias cuyo peso molecular varia de acuerdo con su
estado de asociacion; por ello, hay que seleccionar cuidadosamente el disolvente, ya que este
disocia los dimeros, trimeros, etc., en mondmeros sencillos. EXxisten otros métodos para el
estudio del peso molecular que incluyen la electroforesis, la presion osmética, la viscosidad y

la cromatografia de filtracion en gel (Badui, 2006).

1.1.4.4 Efecto de soluciones de extraccion

El efecto del pH y la concentracion de las diferentes soluciones de extraccion de proteinas en
carne han sido estudiados por muchos autores, Helander (1957) inicio estos estudios
utilizando fosfatos, sin embargo, pocos trabajos han tratado de explicar los problemas
asociados con la extraccion de proteinas, debido a la solubilidad de las mismas y a los cambios

bioquimicos que pueden ocurrir (Toldré et al., 1991).

La solubilidad de una proteina depende del tipo de aminoacidos que contenga, de tal manera
que aquella que posea muchos residuos hidrofébico sera menos soluble en agua que la
constituida por un elevado numero de grupos hidrofilicos (Badui, 2006). Las proteinas se
fraccionan y se clasifican de acuerdo a su solubilidad en diferentes solventes; designandolas
como: albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas), glutaminas
(solubles en alcalis diluidos), y protaminas (solubles el alcohol). Las proteinas presentes en las

distintas fracciones solubilizadas pueden ser aisladas por precipitacion isoeléctrica.

El pH del medio donde esta inmersa la proteina influye marcadamente en su solubilidad. Para
la mayoria de las proteinas la solubilidad es minima a valores de pH correspondientes a su
punto isoeléctrico y aumenta al alejarse de él. Esto se debe a que en el punto isoeléctrico se

igualan las cargas eléctricas positivas y negativas de los polimeros, lo cual favorece la
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interaccidn proteina-proteina que induce a la agregacion. Disminuyendo por consiguiente la
solubilidad (Casserly et al., 2000).

El punto isoeléctrico se refiere al valor de pH donde, por lo general, las proteinas tienen su
minima solubilidad, debido a que a ese pH la carga eléctrica neta de los polimeros es cero y en
ese caso las interacciones proteina- proteina se favorecen en mayor grado que las proteinas
solvente, lo cual induce a que ocurra la méaxima precipitacion proteica. Los puntos
isoeléctricos de las proteinas carnicas oscilan entre valores de 4.5 a 5.7; dependiendo del

solvente en el cual la proteina es extraida.

La solubilizacion es el resultado del balance entre fuerzas subyacentes proteina- proteina e
interacciones proteina — solvente; lo cual implica que se establezca una fuerte interaccion
proteina- solvente para que el material proteico se solubilice en alto grado, de lo contrario se
favorecera la asociacion proteina-proteina que disminuye la solubilidad e incluso puede
provocar la precipitacion. Este balance es afectado por cambios en el pH del medio, en la
concentracion, temperatura, naturaleza del solvente, presencia de otros componentes, etc.
(Chan, 1983).

1.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Las técnicas electroforéticas son de alta sensibilidad, poder de resolucion y versatilidad,
sirviendo asi un método de separacién de mezclas complejas de proteinas y otras
biomoléculas; creando patrones de bandeo diferenciandolas por peso molecular. Existen
diferentes matrices para llevar a cabo esta técnica entre las mas empleadas se encuentran la
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio SDS-PAGE

por sus siglas en inglés. Esta técnica fue descrita por Laemmli en 1970 (Liebler, 2002).

La electroforesis es la migraciéon de solutos idnicos bajo la influencia de un campo eléctrico;
Estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos - y +), en dependencia de una
combinacion de su carga, peso molecular y estructura tridimensional. La movilidad es

conocida como Rf es una medida convencional de la movilidad de la proteina relativa al frente
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de migracion y se define como la distancia desde el inicio del gel separador hasta el centro de
cada banda dividida entre la distancia a la que ha migrado el ion lider.

El anidn se une a las proteinas por absorcion no especifica (aproximadamente una molécula de
SDS por cada dos residuos de aminoacidos, con una relacion SDS/proteina maximo de 1,4
0/g). El SDS desnaturaliza por completo las proteinas y rompe las interacciones no covalentes
que determinan la estructura terciaria y cuaternaria. Los grupos alifaticos dodecil se colocan
en el interior, mientras que los grupos sulfato en la superficie y todos los complejos SDS-
proteina toman carga neta negativa (Figura 8jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) (que excede la carga intrinseca de las cadenas de aminoacidos). Las proteinas
reaccionan con SDS a relativamente alta concentracién, pero se ha demostrado que 0,4 % de
SDS es el nivel minimo necesario para saturar los sitios de union de la proteina, sin embargo,

se emplea 1 % para lograr un margen de seguridad (Lomonte, 2009).
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Figura 8. Electroforesis en geles de poliacrilamida
Fuente: Lomonte, 2009.

La migracion de los derivados proteina — SDS hacia al &nodo es inversamente proporcional al
logaritmo de su peso molecular (log PM). La relacion carga/masa es aproximadamente igual
para todas las proteinas de la muestra por lo que la talla de esta deriva en el factor

determinante de la separacion.
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El gel de poliacrilamida se constituye de dos porciones diferenciadas por su concentracion, la
porcion superior de menor concentracion (tamafio de poro no restrictivo) recibe el nombre de
gel compactador “apilamiento”, y en ¢l se localizan los pozos, el segundo de mayor
concentracion recibe el nombre de gel separador y en él se observa el corrimiento de las
proteinas (Figura 9). Una vez preparado el gel se dispone entre dos receptaculos
independientes que contienen solucion tampdn de electroforesis y los electrodos positivo y
negativo, de forma que la conexion eléctrica entre ambos receptaculos solo es posible a traves
del gel. Una vez que la electroforesis ha tenido lugar, el gel de poliacrilamida se puede tefiir,
documentar o incluso se puede purificar la molécula de interés cortando literalmente el

fragmento del gel (Maldonado y Jorrin, 2001).

En el gel separador, la movilidad es restringida por el tamafio del poro, el cual depende de la
concentracion de monomeros del gel. Asi, si se requiere resolver componentes de muy alto
PM, se utilizan geles al 5% o al 7,5%, mientras que los geles de poro menor, ej. 15-20% son
atiles en la separacion de péptidos y proteinas pequefias. Los geles de poro intermedio (10-
12%) proveen una separacion adecuada para proteinas de ~10,000 a 90,000 Dalton (Garcia L.
L., 2003).

L LU LT

o—— el compactador (superior)

o—— 9el separador (inferior)

Figura 9. Partes de un gel de SDS-PAGE

Fuente: Garcia, 2003.

Lo mas recomendable antes de correr el gel es conocer las variables que intervienen, por
ejemplo, la determinacion del tiempo adecuado de la corrida es muy importante pues corridas

cortas impiden que la muestra avance en el espacio necesario para su correcta migracion, se
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recomienda un tiempo de 30 a 40 minutos en un gel de 0.75mm, para geles de 1 a 1.5mm el
tiempo recomendado es de 45 a 60 minutos (Lambin, Rochu, y Fine, 1976). Otra variable
importante a considerar es el voltaje utilizado, Schmidt (1957) dedujo que se necesita un
voltaje de 100 mA en un gel de 0.75mm y 120 mA en geles entre 1 y 1.5mm (Schmidt, 1957),
sin embargo la mayoria de los investigadores de proteinas de carne han coincidido que estas
migran en el espacio necesario entre 180 y 220 mA (Duncan y Hershey, 1984).

1.2.1 Tipos de electroforesis

1.2.1.1 Nativa

La electroforesis nativa es la que somete a las proteinas a migracion sin desnaturalizacion. En
esta situacion las proteinas migran en funcion de su carga, de su tamafio y de su forma.
Ademas se mantienen en ciertos casos las interacciones entre subunidades y entre proteinas,
separandose los complejos. Los sistemas tampdn (buffer) empleados en estos caso son: tris-
glicina (intervalo de pH 8.3 a 9.5), tris-borato (intervalo de pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato
(intervalo de pH 7.2 a 8.5).

La modalidad es més sencilla, la muestra se carga directamente en el gel en el cual se va a
producir la separacion, por lo tanto, la concentracion del gel es uniforme y hay un Gnico
tampon. La PAGE se desarrolla en condiciones en las que no se altera la conformacion nativa
de las proteinas separadas, por lo que finalizada la electroforesis, pueden realizarse estudios de
funcionalidad de dichas proteinas separadas (actividad enzimatica, capacidad de union de

anticuerpos, union a receptores, etc.) (Segal y Ortega, 2005).

1.2.1.2 Desnaturalizante

Una electroforesis desnaturalizante, la mas comun, es la que somete a las proteinas a
migracidn asegurando la completa desnaturalizacién (pérdida de la estructura tridimensional).
En esta situacion la migracion es proporcional a la carga y al tamafio de la molécula pero no a
su forma. El agente desnaturalizante mas empleado es dodecil sulfato de sodio o SDS, un

detergente.
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Este tipo de electroforesis permite el calculo de parametros moleculares (al contrario que el
resto de los tipos de electroforesis), pues los complejos SDS proteina se separan estrictamente
segun su tamafio molecular. EI SDS interacciona con las proteinas formando complejos de
caracteristicas comunes independientemente de las de cada proteina. Las proteinas unen una
molécula de SDS por cada dos aminoacidos, lo que implica que las cargas propias de las
proteinas quedan enmascaradas o anuladas; asimismo, la molécula de SDS proporciona una
carga negativa, por lo que los complejos SDS-proteina estan cargados negativamente de forma
uniforme (la carga por unidad de masa es practicamente constante para todos los complejos)
(Helander, 1957).

1.2.1.3 Reductora

En presencia de algunos compuestos quimicos, las proteinas pierden su estructura nativa; tales
compuestos, llamados agentes reductores o caotrépicos, producen el desplegamiento de la
proteina que queda, asi, sin la organizacién tridimensional caracteristica de su funcionalidad
bioldgica. En algunas proteinas hay puentes disulfuro entre los residuos de Cys (para formar
cistinas) de una misma cadena polipeptidica (puentes intracatenarios) o de diferentes cadenas
(puentes intercatenarios) de algunas proteinas con estructura cuaternaria. Estos puentes se
pueden romper mediante tratamiento con determinados agentes, como por ejemplo, el R-
mercaptoetanol (3-ME) o el ditiotreitol (DTT).

Los agentes afectan a la estructura nativa de las proteinas y a las interacciones con otras
moléculas (proteinas, lipidos, etc.), ya que las interacciones hidrofobicas de las proteinas son

sustituidas por interacciones agentes-proteinas (Claeys et al., 2004).

1.3 Métodos de conservacion a bajas temperaturas

Entre los procedimientos de conservacion de los alimentos desempefian importante papel los
métodos basados en la accion de bajas temperaturas, es decir, la refrigeracion y la
conservacién por congelacion. Estas técnicas mejoran amplios campos de la comercializacién
de los alimentos cuando son aplicadas racionalmente, logrando asi, un mejor abastecimiento
del mercado, una calidad superior y una disminucion de las pérdidas del producto (Gruda,
1986).

19

(&



Ingenieria en alimentos @

1.3.1 Congelacion

Comercialmente se usa el término “congelacion de carne” para designar el proceso mediante
el cual la temperatura de la carne desciende hasta -18°C (NOM-008-ZO0-1994) vy
conservacion en congelacion, al proceso mediante el cual se dan condiciones de estabilidad
térmica, minimizando la velocidad de los cambios deteriorativos que estén sucediendo en la

carne.

La congelacion es aquella operacion unitaria en la que la temperatura del alimento se reduce
por debajo de su punto de congelacion, con lo que una porcion elevada del agua que contiene
cambia de estado formando cristales de hielo (Fellows, 1994). En estas condiciones, se inhibe
el desarrollo de microorganismos deteriorativos y patégenos, asimismo, se disminuye
considerablemente la velocidad de las reacciones tanto quimicas como enzimaticas que alteran
las caracteristicas de los alimentos a consecuencia de la transformacion del agua en hielo y de
la reduccién de la actividad acuosa del producto, disminuyendo asi la cantidad de agua
disponible para esos fendmenos. De esta manera, la congelacion permite que los alimentos
conserven en gran proporcion sus propiedades organolépticas y valor nutricional, aunque el
efecto de la congelacion en las caracteristicas del producto depende de la velocidad del

proceso (Camacho, Ramirez, y Moreno, 2005).

1.3.1.1 Fundamentos

La congelacién de los alimentos implica el retiro de cierta cantidad de calor, tanto sensible
como latente. El retiro de calor sensible antes del punto inicial de congelacion permite la
disminucion de temperatura del alimento hasta alcanzar dicho punto. Posteriormente, es
retirado calor latente, provocando el cambio de estado del agua del alimento de liquido a
solido. Después del punto de congelacion se continla retirando calor sensible hasta alcanzar la

temperatura deseada.

De esta forma, cuando se elimina calor de una masa de agua pura a una velocidad de
enfriamiento constante, su temperatura desciende hasta alcanzar los 0°C, momento en que
empieza a separarse cierta cantidad de hielo. La temperatura permanece constante hasta que

toda el agua es transformada en hielo, debido a que el calor se elimina de la masa de agua en
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forma de calor latente (Martinez, 1998). Después de la formacidn de la transformacién total de

hielo la temperatura desciende de nuevo, tal como se representa en la gréafica a de la figura 10.

La evolucion de la temperatura con el tiempo durante el proceso de congelacion es
denominada curva de congelacion. En el caso de la congelacion de alimentos dicha curva varia

de acuerdo con los siguientes factores:

-Tipo de congelacion

-Tamafio y forma del alimento

-composicion quimica y propiedades fisicas del alimento

En la grafica b de la Figura 10 se muestra el curso tipico del proceso de congelacion de un
alimento, donde la presencia de solutos disueltos cambia la curva de congelacion del agua en
un alimento con respecto al agua pura como consecuencia del descenso del punto inicial de
congelacion, presentandose asi, tres diferentes etapas que corresponden a las fases de la
congelacién. En la primera fase (A-B) se produce el enfriamiento del producto a congelar,
desde la temperatura inicial hasta el punto inicial de congelacion. EI tramo B-C corresponde a
la congelacion propiamente dicha, donde la concentracion del jugo celular aumenta al
incrementarse la cantidad de agua congelada, disminuyendo a la vez constantemente el punto
crioscopico. En el punto en gque la curva comienza bruscamente a caer (C) se inicia una nueva
fase, que es el post enfriamiento del producto congelado. En esta fase (C-D) disminuye la
temperatura del alimento congelado, pudiendo finalizar aqui el proceso tecnoldgico
(Martinez, 1998).

Temperatura Temperatura
& 1

A a)

Tiempo Tiempo

Figura 10. Curvas de congelacion a) Curva tipica de congelacion del agua, b) Curvas de

congelacion de alimentos
Fuente: Martinez, 1998.
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La mayor parte de los alimentos con fase liquida comienza a formarse hielo por debajo de -
1°C y es frecuente ademas que se produzcan fenémenos de subenfriamiento, es decir, el
descenso de la temperatura por debajo del punto de congelacion sin que se formen los cristales

de hielo correspondientes.

La curva (1) de la gréafica (b) representa el proceso de congelacién tipico de un alimento con
velocidad de congelacién lenta, mientras que la curva (2) pertenece al curso del proceso de
congelacion rapida de un alimento. Se muestra que el subenfriamiento va seguido de un ligero
aumento de temperatura, asociado a la generacion del correspondiente calor de formacion de
los primeros cristales de hielo. Por otra parte, la separacion de hielo de la fase liquida implica
un progresivo incremento en la concentracion de solutos y por tanto un progresivo descenso de
la temperatura de congelacion. Por esta razon, la curva de congelacion de un alimento (igual
que la de una disolucién) no presenta una meseta como la del agua pura, sino un tramo de
menor pendiente que corresponde a la eliminacion tanto de calor latente del hielo en
formacion como de calor sensible correspondiente al enfriamiento del agua residual necesario

para la progresiva congelacion.
1.3.1.2 Descripcion del proceso de congelacién

El agua es un componente fundamental de las materias primas y de los productos alimenticios,

cuyo contenido esta sometido a grandes oscilaciones.

En los alimentos, el agua nunca aparece en estado puro, sino en forma de soluciones; por
afiadidura una parte del agua se halla firmemente ligada en las estructuras proteicas y
polisacaridos. Estos hechos influyen esencialmente sobre las propiedades fisicas del agua y
también sobre el propio proceso de congelacion. El agua forma con estas sustancias una
solucion con dispersion de las moléculas. Esto motiva la modificacion de las peculiares
caracteristicas fisicas del agua, disminuyendo el punto inicial de congelacién, aumentando la

temperatura de ebullicién y reduciendo la tension de vapor de agua sobre la solucion.

Por otra parte, el proceso de congelacion de los sistemas biolégicos (productos animales o
vegetales) cursa de manera algo distinta a la congelacion de soluciones fisicas. La principal

diferencia resulta en la constitucion tisular de dichos productos.
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Los jugos celulares estan suspendidos e incluidos en el interior de una membrana celular que
posee propiedades especiales en estos casos el proceso de congelacion provoca la inhibicién
del desarrollo de los procesos bioldgicos, ademas de las manifestaciones normales que son

especificas de las soluciones.

Al igual que en las soluciones, el punto inicial de congelacion de los sistemas biol6gicos
depende de la concentracion del jugo celular. Esta temperatura no es constante, ni se mantiene
en un punto determinado. A medida que progresa la congelacion de una cantidad cada vez
mayor de agua y aumenta la concentracion de la solucion residual, disminuye la temperatura
crioscopica del sistema. De aqui que la temperatura en la que se inicia la cristalizacién sea mas
correcto y conveniente denominarla temperatura crioscopica inicial, o bien, punto inicial de

congelacion.

El punto inicial de congelacion de carne es de -1°C, posteriormente oscila entre -3 y -6,
siendo la temperatura inicial de cristalizacion del hielo en las células aproximadamente -4°C

inferior a la temperatura de cristalizacion de los jugos tisulares de los espacios intracelulares.

La disposicion tisular de las materias primas y las suspensiones contenidas en el seno de las
células favorecen la formacién de numerosos nucleos de cristalizacién. Por consiguiente, en el
curso de la congelacion se depositan en la superficie de los productos cristales de escarcha que
también constituyen ndcleos de cristalizacion. A partir de la cristalizacion de las capas
superficiales, las porciones profundas del alimento comienzan a cristalizar, por lo que la
congelacién de alimentos, sobre todo en aquellos de gran tamafio, debe entenderse como un
crecimiento de cristales que se inicia en la capa superficial y luego prosigue hacia el interior
(Gruda, 1986).

1.3.1.3 Influencia de la velocidad de congelacién y tamafio de los cristales de hielo

En la tecnologia de la congelacion se pueden distinguir cuatro métodos de acuerdo a la
velocidad de congelacion. En el cuadro 4 se muestra el rango de velocidades y tiempos de

congelacién para cada uno de los métodos.
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Cabe sefialar que existe diferencia entre la velocidad de congelacion expresada como el
cociente de la diferencia entre la temperatura inicial de congelacion y la temperatura final del

producto, dividiendo entre el tiempo de congelacion (°C/h) y la velocidad del frente del hielo

(cm/h), definida como la rapidez con la cual se desplaza a través del producto (Camacho,
2005).

Muy lenta <0.1 1-2°F/h >24 h

Lenta 0.1a0.5 2-20°F/h 3-72h
Rapida 05a5 1-100°F/min <30 min.
Ultra rapida >5 9-180°F/s Segundos

Fuente: (Camacho, 2005).

La formacion de cristales de hielo ocurre en dos etapas: la nucleacién y el crecimiento de
cristales. La nucleacion es la iniciacion de la congelacion e implica la presencia o formacion
de pequefios nucleos que son los centros de los cristales que se forman. El crecimiento de

cristales ocurre solo después que los nucleos se han formado y excedido un tamafio critico.

La velocidad de crecimiento de cristales aumenta moderadamente a medida que disminuye la
temperatura del producto. El desarrollo de cristales puede ocurrir a temperaturas muy
proximas al punto de fusion y la velocidad de crecimiento aumenta moderadamente al
aumentar la velocidad de remocion de calor hasta que las bajas temperaturas producen altas

viscosidades y la velocidad de crecimiento de cristales disminuye.

El tamafio del cristal estd directamente relacionado con el nimero de nucleos que se forman
durante la congelacion; la formacion de pocos nucleos da como resultado pocos cristales
grandes, mientras que el desarrollo de varios nucleos produce muchos cristales pequefios. Esto
indica que el tamafio de los cristales en un producto esta relacionado directamente con el
proceso de nucleacién, pero la nucleacion depende del grado de subenfriamiento logrado y en
consecuencia, el tamafio de los cristales obtenido se vuelve dependiente de la velocidad de

congelacion.
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De este modo, el tamafio medio de los cristales en el producto variara inversamente con el
ndmero de ndcleos; y el nimero de ndcleos puede controlarse mediante la velocidad de
remocion de calor. Asi, la calidad de los alimentos congelados se encuentra influenciada por la

velocidad con que se produce la congelacion.

Diversas caracteristicas de calidad estan relacionadas con el tamafio de los cristales el cual es
una consecuencia de la velocidad con que se produce la congelacion. El principal efecto de la
congelacion sobre la calidad de los alimentos es el dafio que ocasiona en las células el

crecimiento de los cristales de hielo.

Si la congelacién es lenta, los primeros cristales seran grandes y apareceran esencialmente en
el exterior de las células. Estos grandes cristales provocan compresion mecanica, tendiendo a
aplastar las células. Cuando la congelacion es rapida, aparece una multitud de pequefios
cristales tanto en el interior como en el exterior de las celulas (Mafart, 1994).La congelacion
de los tejidos se inicia por la cristalizacion del agua en los espacios extracelulares puesto que

la concentracion de solutos es menor que en los espacios intracelulares.

Debido a las propiedades permeables de la membrana celular, en la congelacion puede
producirse la sustraccion de agua de la célula. A partir de las células con jugo hipertonico se
difunde el agua hasta los espacios intercelulares, donde se congela. Este efecto es conocido
como crio concentracién o crio dsmosis, se introduce por un desequilibrio osmotico y
migracion de agua hacia el exterior, como consecuencia de la diferencia de la presion de vapor
de los cristales de hielo con respecto a la del interior de las células, lo que provoca la
deshidratacion progresiva de las células, la cual no es reversible al descongelar, debido a la
semipermeabilidad de las paredes celulares (Brennan, 2008).

El curso de este proceso depende de la velocidad de congelacién; cuando esta es lenta, la
deshidratacion progresa hasta la extraccion de toda agua libre, quedando solo el agua ligada
dentro de la célula; de esta forma, en un tejido congelado bajo estas condiciones, todo el hielo

aparece fuera de las células (Gruda, 1986).

25



Ingenieria en alimentos

En esta situacion se forman grandes cristales de hielo aumentando los espacios extracelulares,
mientras que las celulas disminuyen considerablemente su volumen. Este desplazamiento del
agua y la accién mecéanica de los cristales de hielo sobre las paredes celulares provocan

afectaciones en la textura y dan lugar a la aparicion de exudados durante la descongelacion.

En cambio, cuando la congelacion es rapida la cristalizacion se produce casi simultaneamente
en los espacios extracelulares e intracelulares. El desplazamiento de agua es pequefio,
produciéndose un gran numero de cristales pequefios, por lo que las afectaciones sobre el
producto resultaran considerablemente menores en comparacién con la congelacion lenta. No
obstante, las velocidades de congelacion muy elevadas pueden provocar en algunos alimentos,
tensiones internas que pueden causar el agrietamiento o rompimiento de sus tejidos (Gruda,
1986).

1.3.1.4 Dafos mecanicos

El agua pura 0°C incrementa su volumen un 9% aproximadamente al congelarse a la misma
temperatura. Por lo tanto, la formacion de hielo ira siempre acompafiada de un incremento en
el volumen ocupado en la estructura del producto congelado, que producira dafios de mayor o
menor magnitud de acuerdo con las caracteristicas del tejido que se esté congelando. Los
materiales con un elevado contenido de agua y pocos espacios intercelulares con aire son
especialmente susceptibles a este tipo de dafio, ya que no podran acomodar en sus espacios
intercelulares los cristales en crecimiento, minimizando los efectos del incremento de

volumen.

La dilatacion del agua que se produce varia considerablemente de acuerdo con los siguientes
factores:
- Contenido de agua: a mayor contenido de agua, mayor aumento de volumen

- Disposicidn celular: los tejidos poseen espacios intercelulares, que absorben los incrementos
internos de volumen sin que se aprecien cambios importantes en el volumen global.

- Concentracion de solutos: las concentraciones elevadas de solutos disminuyen el punto de
congelaciéon (Fellows, 1994).
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1.3.1.5 Desnaturalizacion proteica por aplicacion de frio

El proceso de congelacion puede provocar profundas alteraciones en las proteinas de la carne.
Estos cambios comprenden tanto la desnaturalizacion propiamente dicha, es decir, el
desdoblamiento de las moléculas, como las reacciones secundarias que se producen entre los
grupos quimicos con capacidad de reaccion de diferentes proteinas y de otros componentes, lo
que origina combinaciones diversas (enlaces cruzados) y la formacion de agregados. Las
proteinas pierden por lo menos parte de su solubilidad y pueden exhibir una actividad
enzimatica mucho mas baja (Lewin, 1974). Las proteinas pueden desnaturalizarse por la
accion catalitica del hielo y sales inorganicas, por la fijacion de &cidos grasos y productos de
la oxidacion de los lipidos, provocando enlaces cruzados y otras reacciones posibles que

Ilevan a la formacidn de nuevos enlaces covalentes en las proteinas desnaturalizadas.

La cristalizacion del hielo puede alterar las estructuras acuosas que rodean las areas de
interacciones hidrofobicas en las proteinas. También puede romper las interacciones
hidrofobicas-hidrofilicas intermediadas por el agua, que contribuyen a afianzar la
conformacién nativa de las moléculas de proteina. Aumentando la concentracion de sales en
los espacios acuosos sin congelar, puede disminuir la hidratacién de las proteinas, ya que
entonces los iones inorganicos concentrados entran en competencia por las moléculas de agua.
Los cationes divalentes son capaces de formar enlaces cruzados al reaccionar con cadenas
laterales de acidos ionizados en las proteinas. Estas interacciones se pueden favorecer por los
ligeros desvios que experimenta el pH en los productos congelados. Por adicion, las sales
inorganicas pueden participar en la desnaturalizacion por congelacion de las proteinas

catalizando la hidrolisis y autoxidacion de los lipidos (Leygonie et al., 2012).

La desnaturalizacion provoca diversos efectos en la proteina:

- Una drastica disminucion de su solubilidad, ya que los residuos hidrofobicos (que
normalmente se agrupan en el interior de la molécula) aparecen en la superficie y
provocan la agregacion y precipitacion de moléculas proteicas.

- Cambios en las propiedades hidrodindmicas de la proteina: aumenta la viscosidad y
disminuye el coeficiente de difusion.

- Pérdida de las propiedades bioldgicas: las proteinas desnaturalizadas ya no pueden
Ilevar a cabo su funcién bioldgica (Berg, 2008).
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Los cambios en la estructura de las proteinas mencionados anteriormente pueden deberse a

los efectos explicados a continuacion.

a)

b)

Efecto de la fuerza iénica: Un aumento de la fuerza ionica del medio provoca una
disminucion en el grado de hidratacion de los grupos idnicos superficiales de la
proteina, ya que los solutos compiten por el agua 'y rompen los puentes de hidrogeno o
las interacciones electrostaticas, de forma que las moléculas proteicas se agregan y
precipitan. En muchos casos, la precipitacion provocada por el aumento de la fuerza
ionica es reversible (Koolman y Réhm, 2004).

Efecto del pH: Los iones H+ y OH- del agua provocan efectos parecidos, pero ademas
de afectar a la envoltura acuosa de las proteinas también afectan a la carga eléctrica de
los grupos acidos y basicos de las cadenas laterales de los aminoacidos. Esta alteracion
de la carga superficial de las proteinas elimina las interacciones electrostaticas que
estabilizan la estructura terciaria y a menudo provoca su precipitacion. La solubilidad
de una proteina es minima en su punto isoeléctrico, ya que su carga neta es cero y
desaparece cualquier fuerza de repulsion electrostatica que pudiera dificultar la

formacion de agregados (Berg, 2008).

1.3.2 Descongelacién

Los alimentos congelados deben tratarse antes de su empleo, con objeto de prepararlos para el

consumo o para posteriores preparaciones, de acuerdo con la clase y finalidad de utilizacion y

de la naturaleza del tratamiento tecnoldgico previo a la congelacion. Estas operaciones,

denominadas muchas veces en la tecnologia frigorifica como restitucién de los de los

alimentos congelados, constituyen la Gltima fase del tratamiento de congelacion y tienen por

objeto poner a los productos en un estado lo mas cercano posible al que exhibian antes de ser

congelados (Gruda, 1986). Fundamental importancia tiene a este respecto la descongelacion,

es decir, el proceso de elevacion paulatina de la temperatura del producto congelado hasta una

temperatura superior al punto inicial de congelacion (Plank, 1978).
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La finalidad de la descongelacion es conseguir la fusion de los cristales de hielo mediante el
suministro de cierto tipo de energia al producto, de tal forma que recupere al maximo sus

caracteristicas iniciales, con un minimo de pérdida de su calidad.

Al ser la conductividad térmica del agua liquida menor que la del hielo, la trasmision de calor

externo resulta mas dificil a medida que progresa la descongelacion del alimento.

- El proceso mas largo que la congelacion; como la conductividad térmica del producto es
menor en estado descongelado que congelado, el calentamiento por el exterior es frenado y
la resistencia térmica aumenta progresivamente a medida que se propaga la fusion.

- La descongelacion es una parte importante en los procesos alimenticios; las temperaturas
usadas no deben exceder valores criticos de sensibilidad. La descongelacion es completa
cuando la temperatura en el centro del producto es de 0°C y no queda mas hielo en el
producto. Los tipos de dafios que pueden presentarse en alimentos durante la congelacion
rdpida también ocurren en la congelacion lenta; ciclos repetidos de congelacion y

descongelacion determinan considerablemente la calidad del producto.

El proceso de descongelacion consta de 3 etapas: 1) atemperado, 2) descongelacion, 3)

calentamiento al punto de temperatura final.

Si la descongelacion es lenta, existe un gradiente de concentracion que provoca migracion del
agua; llevando a la misma temperatura, las soluciones mas concentradas (ultimas en congelar)
son las primeras en descongelar. Estas se llenan mezclas eutécticas, dichas mezclas son una
solucién de una determinada composicion que congela (o descongela) y se concentra mas
debido a la separacion del hielo puro. Si la descongelacién es lenta, los constituyentes tienen
mas tiempo para estar en contacto con mezclas eutécticas concentradas y los dafios por

concentracion se intensifican.

1.3.3 Calidad

Se ha hecho hincapié en la relacion existente entre las técnicas de congelacion y
descongelacion de productos alimenticios concretos. La calidad del producto descongelada
viene determinada por su estado en el momento de la congelacién y por los diversos procesos

gue acontecen en la congelacion.
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La estabilidad y las propiedades de las macromoléculas de las células de los alimentos
dependen de la interaccion de sus grupos reactivos con la fase acuosa que los rodea, la
congelacién altera dichas interacciones y los cristales de hielo modifican la textura en los
alimentos. La rigidez de los tejidos estd determinada por la presion hidrostatica de las células,
y es la membrana la que retiene el agua y por lo tanto la que mantiene la frescura. Los
componentes de las membranas son lipoproteinas formadas por enlaces débiles (puentes de
hidrogeno y uniones hidréfobas) muy dependientes de la temperatura, lo que conlleva a su
facil disociacion y a la liberacidén de agua durante la descongelacion; esto ocasiona que los
tejidos de los alimentos pierdan su rigidez y frescura y, en ocasiones se eliminen nutrientes,

como vitaminas hidrosolubles, en el agua de descongelamiento (Badui, 2006).

En el curso de la descongelacion, las membranas de las células muertas se vuelven muy
permeables, de manera que el contenido vacuolar (sales, enzimas, pigmentos, etc.). El exudado
comienza a difundirse durante la descongelacion, reduciendo el valor alimenticio. La cantidad
exudada depende de la naturaleza del producto, de la rapidez de congelacion y

descongelacion, y del estado fisiol4gico.

Es imposible desde el punto de vista tedrico lograr una completa reversibilidad de los
fendmenos biofisico-quimicos que cursan en el producto, no obstante, se puede lograr un
grado de reversibilidad en el cual resulten insignificantes las alteraciones originadas y el
producto descongelado se diferencie muy poco del producto fresco. Asi mismo, por lo general,
no se consigue evitar durante la descongelacién la condensacion de humedad ambiental en la
superficie del producto inclusive se recomiendan aquellos métodos de descongelacién donde
se humedece la superficie; si se opta por estos procedimientos, es preciso respetar las normas

higiénicas (Fellows, 1994).
1.3.3.1 Conservacion de la cadena de frio

El concepto de conservacién por congelacion de alimentos no solo comprende el proceso de
congelacién, sino el conjunto de actividades que deben realizarse para suministrar al
consumidor un producto de calidad adecuada. Este conjunto de operaciones, que comienza en
el momento de obtenerse la materia prima y concluye con la congelacion del producto

terminado antes del consumo, recibe el nombre de cadena de frio.
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Los eslabones de esa cadena son los almacenes frigorificos de produccion, deposito y

distribucion, instalaciones frigorificas de los comercios, asi como vitrinas de congelacion y los

congeladores caseros; todos los eslabones tienen la misma importancia.

El elemento que une los eslabones de la cadena entre si es el transporte frigorifico. La
instauracion de unas condiciones de temperatura constantes en grandes redes de distribucion
de productos congelados exige una gigantesca concentracion de medios técnicos y financieros,
asi como la garantia de una eficaz colaboracion e integracion organizativa de todos los

eslabones del sistema.

Una cadena frigorifica de funcionamiento racional debe ser ininterrumpida, compleja, extensa
(tiempo y espacio), uniformemente desarrollada y adecuada a las especificaciones propias de
cada rama en particular, la interrupcion de este sistema en cualquier punto equivale a merma
de calidad o a la descomposicion del producto cuando este no se utiliza en un plazo

determinado.
1.4 Fundamentos histolégicos para el analisis de muestras carnicas

En sentido estricto la histologia es el estudio de los tejidos, es decir, de un sistema de
organizacion celular que comprende diferentes tipos de células. En la actualidad se distinguen
cuatro tejidos basicos (Figura 11) tejido epitelial, tejido conjuntivo, tejido muscular y tejido
nervioso. Todos los Grganos estan compuestos por variantes especificas de los cuatro tejidos
bésicos (Welsch, 2006).
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Figura 11. Tejidos bésicos

Fuente: www.la-carne-y-productos-carnicos-alimentos, 2009.
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Dentro de los tejidos musculares existen dos variantes, la primera de ellas denominada
musculo estriado que se subdivide en esquelético y cardiaco, la otra variante corresponde al

masculo liso.
1.4.1 Preparacion de cortes histoldgicos

1.4.1.1 Fijacién de muestras para microscopia

La fijacion es un método por el cual se preserva la muestra bioldgica lo mas cercano a las
condiciones del tejido vivo, para obtener preparados duraderos que conserven estructura y
relaciones morfoldgicas, asi como la composicion quimica de células y tejidos, permitiendo la
aplicacion de los protocolos de coloracion o identificacion de las estructuras que los
conforman. La fijacidn de tejidos y células se basa en la estabilizacion de las proteinas que los
conforman, mediante la formacion de puentes entre ellas, provocando un estado de gel muy
estable. La fijacion es el procedimiento méas importante de toda la técnica histologica, ya que
si no se realiza adecuadamente cualquier proceso aplicado posteriormente no tendra el

resultado esperado (Chavez y Angeles, 2010).

Para la adecuada fijacion de un tejido se cuenta con diferentes mecanismos, la mas empleada
corresponde a la fijacién quimica por medio de la accién de diferentes y variados reactivos

clasificados arbitrariamente de la siguiente forma:

- Oxidantes, tetradxido de osmio, bicromato de potasio bicloruro de mercurio, acido
picrico y permanganato de potasio (coagulacién).

- Reductores, aldehidos, alcoholes y acetona (precipitacién)

- Aldehidos, paraformaldehido, formaldehido y glutaraldehido (coagulacion)

- Desnaturalizantes de proteinas, acido acético y alcoholes (precipitacién)

- Promotores de puentes, carbodiimidas y microondas (coagulacion)

- Mezclas, combinaciones que aprovechan caracteristicas de sus componentes
individuales

La correcta fijacion de una muestra depende principalmente de lo que se desea observar, hacer
aparente o demostrar; el tipo de fijador mas adecuado para el objetivo que se persigue, tiempo

de fijacion y relacion volumen/volumen fijador/muestra, contraccion y endurecimiento. Para el
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fijador: la temperatura mas adecuada, osmolaridad, concentracion de iones (pH), velocidad de

penetracion, variacion de volumen y efecto mordente. La fijacion permite:

e La proteccion del ataque bacteriano o putrefaccion.

e Evitar la autolisis debida a enzimas propias.

e Insolubilizar la mayoria de los constituyentes celulares.

e Evitar artefactos como contracciones o retracciones.

e Servir como mordente para procesos posteriores de coloracion o impregnacion.

e Evitar la disolucion y pérdida de algin constituyente particular de la célula o tejido.
e Conservar funciones y propiedades quimicas.

e Mantener las caracteristicas fisicas de macromoléculas con actividad bioldgica.

Formaldehido: el formol es el fijador mas utilizado, a causa de su bajo precio y la facilidad de
su empleo. Es un fijador importante a causa de su poder coagulante y su notable capacidad de
penetracion. EI formol forma parte de gran cantidad de mezclas fijadoras y es uno de los

mejores fijadores para el sistema nervioso y para las mitocondrias.

El examen microscépico de material biolégico requiere que la muestra en estudio sea tan
delgada como para dejar pasar la luz o los electrones y, dado que los 6rganos son por lo
general muy gruesos, necesitan ser reducidos a cortes finos. Para lograrlo se requiere que los
tejidos u Organos sean sometidos a una serie de tratamientos que se describirdn enseguida
(Rangel, 2011).

1.4.1.2 Montaje de la muestra por infiltracion en parafina

Con este método se obtienen preparados permanentes (laminillas o ldminas) y es el mas

comunmente empleado en los laboratorios de histologia.

Con el fin de obtener cortes delgados para su observacion al microscopio, los tejidos deben ser
infiltrados e incluidos en una sustancia de consistencia firme que puede ser gelatina, celoidina,
parafina o resinas de tipo epdxico. La mas comudn para microscopia éptica es la parafina,
mientras que para microscopia electronica lo son las resinas epoxicas como el epon o la

araldita.
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Para que el tejido una vez fijado pueda ser infiltrado en parafina debe pasar antes por los

siguientes tratamientos:

a)

b)

c)

d)

f)

Lavado. En agua corriente para eliminar el exceso de fijador y evitar la formacién de
cristales.

Deshidratacion. El agua que contienen los tejidos es extraida de manera gradual por medio
de inmersiones en concentraciones crecientes de etanol, generalmente desde 60 6 70%
hasta el alcohol absoluto (100%).

Aclaracion. El etanol que esta ahora presente en los tejidos debe ser sustituido por un
liquido miscible tanto en el mismo alcohol como en la parafina; se realiza por medio de
inmersiones de la muestra en alguno de estos reactivos xileno, benceno o tolueno. Cuando
las muestras son embebidas en estas sustancias se vuelven traslicidas, por lo que esta
etapa recibe el nombre de aclaracion o diafanizacién. La deshidratacion y la aclaracion se
pueden lograr simultineamente con inmersiones en dioxano.

Infiltracion. Las muestras son colocadas en recipientes que contienen parafina para uso
histoldgico, a 55-60°C (su punto de fusion), por lo que, debido al calor y a la diferente
concentracion, el xileno o benceno se evaporan y los espacios ocupados por ellos lo son
ahora por la parafina, que al solidificarse confiere al tejido consistencia suficiente para ser
cortado. La deshidratacién, aclaracion e infiltracién pueden realizarse de manera manual o
mecénica en un aparato denominado histokinette o procesador automatizado de tejidos.
Inclusion. Ya que la muestra esta infiltrada, se coloca en un recipiente cubico o rectangular
(similar a los usados en la elaboracién de cubitos de hielo) que contiene parafina fundida,
dejandose solidificar a temperatura ambiente. Se obtiene de esta manera un bloque de
parafina que sirve de proteccion y soporte a la muestra de tejido y facilita ademas su
manejo. Esta etapa puede efectuarse de manera manual o con ayuda de un aparato que
recibe el nombre de dispensador de parafina.

Corte. Como la finalidad de todos estos pasos es poder observar los tejidos con el
microscopio, es necesario reducir las piezas histologicas a delgadas secciones. Las
secciones finas y parejas se obtienen con el micrétomo. Este aparato consiste basicamente
en una base pesada que soporta una superficie por la que se desliza una cuchilla, un

tornillo que acerque el material y lo ponga al alcance del filo de la navaja, de modo que
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9)

h)

siempre su avance ofrezca la misma medida del material, ideales para la observacion
histoldgica.

Montaje. Los cortes obtenidos con el micrétomo se extienden sobre agua caliente a 40°C
que contiene grenetina diluida para que los cortes se adhieran al portaobjetos. Esta etapa
se realiza con la ayuda de los aparatos llamados bafio de flotacion de tejidos y platina
térmica. Una vez realizado lo anterior, la muestra queda lista para el siguiente proceso que
es la coloracion.

Tincion: la mas empleada en microscopia es la denominada hematoxilina-eosina. La
hematoxilina colorea la mayoria de los componentes nucleares, como son la cromatina
y los nucléolos en tono purpura mientras que la eosina tifie el citoplasma en tonos rosas
(Garrido, Salinas, & Cornejo, 2003).

Conservacion. Para la conservacion de la muestra coloreada se utiliza una gota de resina
sintética, posteriormente se pone encima un cubreobjetos, haciendo presion para lograr la
distribucion uniforme de la resina, evitando asi la formacion de burbujas; finalmente, se
deja secar un minimo de 48 horas antes de observar en el microscopio éptico de campo
claro (Rangel, 2011).
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JUSTIFICACION

Las investigaciones realizadas hasta ahora, se han centrado principalmente en las
consecuencias que conllevan los repetidos ciclos de congelacion-descongelacién en la carne y
han concluido que una congelacion inadecuada influenciada principalmente por la velocidad,
el método y las fluctuaciones de temperatura, pueden dar lugar a importantes deterioros, como
dafios mecanicos causados por la formacion de grandes cristales de hielo entre las fibras
musculares provocando rupturas y desprendimiento de las mismas. Tradicionalmente se ha
pensado que la agregacion y desnaturalizacion de las proteinas podria ser resultado de dicho
procesamiento ya que debido a la eliminacion osmética de agua existe un incremento de la
concentracion de solutos debido al aumento de la fuerza idnica intracelular, ocasionando una
severa disminucion en las cualidades sensoriales como cambios en textura, jugosidad, color y

sabor.

Es por esto, que el objetivo de este estudio fue evaluar estos cambios mediante el desarrollo
de un analisis electroforético e histologico, que permitan dar una resolucion precisa de los
efectos de la congelacion-descongelacion-recongelacion, y asi establecer los mecanismos que

intervienen en el deterioro de las cualidades de la carne.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los patrones electroforéticos de las proteinas de la carne refrigerada de res sometida a
ciclos de congelacion-descongelacion por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida

PAGE y pruebas histologicas para demostrar los cambios en la microestructura.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de dos soluciones de extraccion y los patrones electroforéticos
obtenidos por SDS-PAGE de las proteinas de la carne refrigerada de res y sometida a

congelacién, descongelacion y recongelacion.

2. Evaluar el efecto del manejo de la carne de res en refrigeracion, congelacion,
descongelacion y recongelacion mediante la observacion de preparaciones

histoldgicas, al microscopio 6ptico de campo claro.

HIPOTESIS

El ciclo de congelacién-descongelacion de la carne de res afecta a las proteinas propias del
sistema, y los cambios podran evaluarse mediante sus patrones electroforéticos y sus

modificaciones histoldgicas.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA
EXPERIMENTAL
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Evaluacion de los efectos de los ciclos de congelacion-descongelacion en
carne de res mediante técnicas histoldgicas y electroforéticas

OBJETIVO GENERAL
Evaluar los patrones electroforéticos de las proteinas de la carne refrigerada de res
sometida a ciclos de congelacion-descongelacion por medio de electroforesis en geles
de poliacrilamida PAGE y pruebas histologicas para demostrar los cambios en la

microestructura.

¥

\reconnelacién.

K OBJETIVO PARTICULAR 1 \

Evaluar el efecto de dos soluciones de
extraccion y los patrones electroforéticos
obtenidos por SDS-PAGE de las proteinas
de carne de res refrigerada y sometida a
congelacion, descongelacion Y

2

/ Kcamno claro.

4 N
OBJETIVO PARTICULAR 2

Evaluar el efecto del manejo de la carne
de res en refrigeracion, congelacion,
descongelacién y recongelacion mediante
la  observacibn  de  preparaciones
histologicas al microscopio Optico de

/

2

HIPOTESIS

El ciclo de congelacién-descongelacion de la carne de res, afecta a las proteinas y los
cambios podran evaluarse mediante sus patrones electroforéticos y observaciéon de

preparaciones histologicas.
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2.1 Descripcion metodoldgica
2.1.1 Corte de carne

Se trabajé con carne de res proveniente de bovinos (F1 Charolais 50%, Angus 50%), de dos
afios de edad, alimentados con mezcla de semillas. Se recomendd al proveedor que las
condiciones de sacrificio fueran constantes y bajo la NOM-008-Z00-1994; se utilizé el
musculo longissimus dorsi entero, donde se llevo a cabo el corte de rebanadas de carne de 5
mm de espesor, en cortes transversales y longitudinales a las fibras musculares, mediante el
uso de utensilios como cuchillo, bisturi, tabla de picar, las mediciones de las geometrias se

llevaron a cabo con un vernier.

Figura 13. Corte de carne de res del masculo longissimus dorsi

Se utilizaron 6 lotes, por cada lote se cortaron un minimo de 3 rebanadas, se envasaron

individualmente en bolsas herméticas, y se sometieron a los siguientes tratamientos:

a) Refrigerada dentro de 24-h desde el sacrificio, almacenada en camara de refrigeracion a
4°C

b) Congelacion a -18°C durante 24 h en camara por conveccion forzada, descongelaciéon en
camara de refrigeracion a 4°C por 24 h.

c) Congelacion a -18°C durante 24 h en camara por conveccion forzada, descongelacion en
camara de refrigeracion a 4°C por 24 h, recongelacién a -18°C durante 24 h en cdmara por
conveccion forzada, descongelacion en camara de refrigeracion a 4°C por 24 h.

La congelacion y recongelacion de la carne se llevo a cabo en camara por conveccion forzada
Marca Frigidaire modelo FFC0923D, el descongelamiento se realiz6 en camara de
refrigeracion Marca Nieto Modelo REB-634.
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Todos los ensayos especificos se llevaron a cabo por triplicado para probar los efectos de los
ciclos de congelacidén-descongelacién; llevando a cabo un analisis de varianza (ANOVA DE

2 VIAS) para determinar la significancia de los efectos principales.

2.1.2 Extraccion de proteinas

2.1.2.1 Proteinas sarcoplasmicas

Para la extraccion de proteinas sarcoplasmicas, se pesaron 4g de carne por cada tratamiento,
utilizando una solucién extractora; se diluyeron en relacion 1:10 p/v con fosfato de sodio
0.03M con un pH de 7.4 (Anexo 1), la carne se sometié a homogenizacion con 40 mL de
solucién extractora, durante 4 minutos como se muestra en la Figura 14a, posteriormente se
distribuyd la muestra utilizando una micro pipeta Eppendorf. En tubos eppendorf de 2mL
(Figura 14b), cada tubo es colocado en una centrifuga refrigerada marca Dupont Sorvall RMC

114, durante 20 minutos a 2°C con una velocidad de 10,000 rpm (Figura 14c).

Figura 14. Extraccion de proteinas sarcoplasmicas
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El sobrenadante resultante de la centrifugacion son las proteinas sarcopldsmicas y una vez
terminada esta operacion se retird el sobrenadante como se muestra en la Figura 15 y se

conservo en refrigeracion a 4°C.

Figura 15. Recoleccion de proteinas

2.1.2.2 Proteinas miofibrilares

El sedimento resultante de la extraccion de las proteinas sarcoplasmicas se homogeneizé a

diferentes condiciones de extraccion utilizando las siguientes soluciones:

a) Condiciones reductoras: Urea 8M + B-mercaptoetanol 1% v/v pH=7
b) Condiciones desnaturalizantes: Tris/HCI 1M + sodio dodecil sulfato 1% p/v pH=7

Los homogeneizados se centrifugaron bajo refrigeracion a 2°C durante 20 minutos con una
velocidad de 10,000 rpm, los sobrenadantes contienen proteinas miofibrilares, una vez

terminado el proceso se conservan en refrigeracion a 4°C.

2.1.3 Cuantificacion de proteinas método de Bradford

Para la construccién de la curva patrén, se preparé una solucion patrén de albumina sérica
bovina (BSA) marca Bio Rad #500-0206, a partir de esta solucién se tomaron las muestras
para preparar los estandares de referencia, con dichos valores se construyd una curva patrén la
cual se compard con las muestras experimentales y se determiné la concentracion de proteina

total, siguiendo el protocolo que a continuacion se describe:
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Soluciones Concentracion de proteina (mg/mL)
Estandar BSA 1.40+2
Dilucion estandar 1:1 con agua destilada 0.70

1. Tomar una alicuota de 178 pL de la dilucion estdndar y aforar a 10 mL con agua
destilada. Stock BSA

2. En 9 tubos eppendorf de 2 pul (Figura 16a) diluir agua destilada y stock BSA como se
muestra en el Cuadro 4

3. Una vez diluidos, agregar 200 pL reactivo de Bradford azul de commasie Bio Rad
#500-0205 a 4°C y mezclar por inversion o vortex (Figura 16b)

4. De cada tubo eppendorf tomar alicuotas de 60 uL y colocarlas en celdas o cuvettes
eppendorf (Figura 16c) de plastico transparente.

5. En un biofotometro plus marca eppendorf (Figura 16d) tomar la lectura de
absorbancia a A 595 nm después de 2 minutos y antes de media hora.

Cuadro 5. Datos para curva patrén para la determinacion de proteinas

Tubo Agua Stock BSA  pg/mL
# destilada
0 800 0 0
1 650 150 1.875
2 600 200 2.5
3 500 300 3.75
4 400 400 5
5 300 500 6.25
6 200 600 7.5
7 100 700 8.75
8 0 800 10

4
o

T - :
- 3 gt 8 e S

Figura 16. Protocolo para construccion de curva patron de proteinas
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Una vez que se obtuvieron las lecturas se construyd una curva patron (Figura 17) que sirvio

para determinar la concentracion de proteina de las muestras, por interpolacion.

y=00319x+0.0224
R*=0.997%

o
s

0.35

Zad

——

o
i

(=]
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Absorbancia (nm)
[=] [=]
PR = I
o =oun

[=]

> 10 15
Concentracion de proteina (pug/mL)

Figura 17. Curva patron Bradford

2.1.4 SDS-PAGE

2.1.4.1 Polimerizacidn de geles de poliacrilamida

Para la preparacion del gel apilador se utiliz6 una concentracion del 4% y para el gel de
resolucion una concentracion del 10%, en el Cuadro 6 se observa el orden de adicion y la
cantidad necesaria de cada reactivo (Anexo 2) para cada gel, todo esto en base en el manual
Mini-PROTEAN de Bio Rad.

Cuadro 6. Formulacion de geles

Soluciones (mL) Gel apilador 4% Gel resolucién 10%

*A 2.5 -

**B - 2.5

DDI 6.1 4.1

SDS 0.1 0.1

Acrilamida 13 3.3
APS pL 50 50
TEMED pL 7 10
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DDI: agua bidestilada, *Solucién A 0.5M Tris- HCL 4 % Gel de apilador pH 6.8, **Solucion
B 1.5M Tris- HCL  10% Gel de resolucion pH 8.8, TEMED Bio Rad #161-0300, APS Bio
Rad #161-070

El procedimiento general para realizar los geles es el siguiente:

1. Revision del material, es muy importante que las placas de vidrio estén limpias y
secas.

Contar con todos los reactivos y a la concentracion requerida.

Checar el pH de las soluciones.

Identificacion de las partes del montaje (Figura 18).

Montar el soporte para el gel (Figura 19).

a e

y‘ == L soporte Platos
: A a_
J — J\ Camara de presion
—
Almohadilla de « Peine 0.1 mm
soporte y sellado .
inferior e
weeners s L

Figura 18. Partes de soporte para geles

6. Colocar en la parte inferior del soporte las almohadillas de soporte (color gris).

7. Colocar la placa espaciadora de 1 mm junto con una placa corta en la parte superior del
mismo (Figura 19a), cuidar que las dos placas entren empalmados, en la misma
posicién y al mismo tiempo.

8. Deslizar las dos placas de vidrio en las camaras de presion (Figura 19b), manteniendo
la placa corta hacia la parte delantera.

9. Enganchar ambas placas de vidrio en la posicién correcta a las cdAmaras de presion
(Figura 19d), asegurarlas y se comprobar que ambas estén al ras en la parte inferior.

10. Verificar que no se presenten fugas, llenando el espacio entre ambas placas con agua
destilada, y verterla después de comprobarlo y secar.
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11. Colocar las cAmaras de presion en el soporte, sobre las almohadillas grises, mientras
que se aseguran con la palanca (Figura 19d).

12. Preparar la solucion de gel de resolucion (10%) (Cuadro 6) en un vaso de precipitado
con todos los reactivos excepto APS y TEMED y mezclar muy bien.

13. Adicionar 50uL de APSy 10 uL de TEMED mezclar bien.

14. Verter 2.5 mL de la mezcla al 10% con una micropipeta eppendorf, o hasta la marca a
en la figura 20.

15. Verter 100 uL de agua destilada, con mucho cuidado, para favorecer la polimerizacion.

16. Dejar polimerizar el gel durante 30 minutos.

Figura 19. Ensamble del soporte y placas.

17. Retirar el agua adicionada del gel polimerizado.

18. Preparar la solucién del gel de apilamiento al 4% (Cuadro 6), repitiendo los pasos 11 al
13.

19. Verter 1 mL de la solucion 4% o hasta la segunda marca 2 de la figura 20. Una vez
vertido, colocar los peines de 1mm entre los platos de vidrio.

20. Dejar polimerizar el gel aproximadamente 20 minutos.

21. Retirar los peines cuidadosamente y lavar con agua destilada, esto con el fin de retirar
las burbujas formadas.
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Figura 20. Preparacion de geles para electroforesis

2.1.4.2 Preparacion muestras de proteinas

En tubos eppendorf de 2 mL se colocan 50 uL del extracto de proteina sarcoplasmicas o
miofibrilar respectivamente, para ambas condiciones reductoras (a) o desnaturalizantes (b) se
agrega el buffer de muestra (Laemmli marca Bio Rad #161-0737) cumpliendo la relacion 1:1

de la siguiente manera:

a) Reductoras: 50 uL de proteina + 2.5 pulL B-mercaptoetanol + 47.5 L buffer
b) Desnaturalizante: 50 uL de proteina + 50 uL. buffer

Se colocaron los tubos en rejillas y se llevaron a un bafio con agua caliente ~85°+2 °C durante

4 minutos como se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Preparacion de las proteinas carnicas extraidas
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2.1.4.3 Corrimiento de electroforesis SDS-PAGE

Para la electroforesis se utilizd el sistema Laemmli (1970) trabajando con geles de
poliacrilamida en sistema discontinuo (4/10%), las condiciones de corrida fueron a un voltaje

constante de 220 mA, durante 60 minutos.

Una vez que se tuvieron las muestras y los geles preparados, se procedié al montaje de las
celdas de electroforesis para llevar a cabo la corrida (Figura 22), mediante el siguiente

procedimiento:

1. Ensamblar los geles en la base de conjunto de electrodo como se muestra en la Figura
23a, con la méxima precaucion de no tocar los electrodos.

2. Ya ensamblados, la base se coloca en el mini tanque con los electrodos en su color
respectivo (Figura 22b).

3. Agregar aproximadamente 1L de electrodo de corrimiento (Figura 22c) a 4°C
(ANEXO 2).

Figura 22. Montaje de celdas para electroforesis

4. Colocar la guia para poder cargar las muestras en los pozos (Figura 22d).

Se ocuparon 2 bases por tanque, en cada base se colocaron dos geles. Un gel fue utilizado
para el extracto de proteinas sarcoplasmicas en condiciones reductoras, y otro gel para
condiciones desnaturalizantes, en la siguiente base se coloc6 un gel para proteinas
miofibrilares en condiciones reductoras y otro en condiciones desnaturalizantes. Una vez
montadas las celdas, se agregaron 10 uL de las muestras que contenian 3-4 ug/uL de proteinas.
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Se adicionaron 10 pL de marcadores de peso molecular (Precision plus protein standards)
Bio Rad #161-0373 (Figura 23) contienen 10 bandas de proteina de 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75,
100, 150 y 250 kDa; insulina, aprotinina, lisozima, inhibidor de tripsina, anhidrasa carbénica,
ovoalbimina, albdmina de suero bovina, fosforilasa, p-galactosidasa y Miosina
respectivamente) con una precision mayor al 95%, se eligio el pozo 1 para colocar el marcador
de peso molecular (MPM) como se muestra en la Figura 24; después se colocaron las muestras

de proteinas en los siguientes pozos.

20w

%

)

26

15

0

Figura 23. Marcadores de Peso Molecular

Una vez que las muestras fueron cargadas, se coloco la tapa al mini tanque y se conect6 a la
fuente de voltaje, la electroforesis se llevd a cabo en 60 minutos con un voltaje constante de
220 mA (Figura 25). Al término de la electroforesis se saca la base de electrodos y se

procedié a desmontar los geles para su enjuague con agua destilada.

Posteriormente se desmontaron los geles de las placas de vidrio y realizé la tinciobn como se
muestra en la Figura 26a, el gel es sumergido durante 30 minutos en una solucion de tincién
de azul de Coomassie Bio Rad #500-0205 (Anexo 2), posteriormente se retird y se coloco en
una solucion de destefiido (Anexo 2) como se muestra en la Figura 26b, las bandas de
proteinas se revelan después de 20 a 30 minutos aproximadamente. Para tener un mejor

revelado, el gel se dejé en la solucién en agitacion durante 24 horas (Figura 26 c, d).
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Figura 24. Inyeccion de la muestra de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas en condiciones
desnaturalizantes y reductoras

Figura 25. Corrimiento del gel de electroforesis

50



Ingenieria en alimentos

A\

Figura 26. Revelado de bandas proteicas

Los perfiles electroforéticos y sus pesos moleculares se determinaron utilizando un analizador

TMXRT

de imagenes marca Bio Rad modelo Gel Doc como se muestra en la Figura 27,

Ilevando a cabo el siguiente procedimiento:

1. Colocar y acomodar el gel en un acetato transparente como se muestra en la Figura
28a.

2. Introducir el acetato a la bandeja de entrada del analizador (Figura 28b).

3. Abrir en la computadora el programa Imagin System, desde el programa se centra y
se ajusta la imagen.

4. Tomar fotografia una vez centrada la imagen y guardar.

5. Analizar la imagen, determinando los pesos moleculares de las bandas proteicas con el
programa Molecular Image Lab.
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Figura 28. Analizador de bandas proteicas
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2.1.4 Protocolo de preparaciones histolégicas para su observacion al microscopio de
campo claro

2.1.4.1 Toma de muestras

Para realizar un examen microscopico de material biolégico es necesario que la muestra en
estudio sea tan delgada como para dejar pasar la luz vy, por lo general, los 6rganos que son
muy gruesos necesitan ser reducidos a cortes finos. Para lograrlo es necesario que los tejidos

sean sometidos al siguiente procedimiento:

1. Cortar transversalmente cubos por cada rebanada de carne utilizando una navaja,
aproximadamente de 1 cm® como se muestra en la Figura 29a.

2. Fijar en paraformaldehido 4% en PBS relacion 1:60 durante 24 horas, a 4°C (Figura
29b).

. ] =

| ©

Figura 29. Fijacion de muestras para histologia

2.1.4.2 Preparacion de laminillas histolégicas

Para poder observar las lesiones a nivel histoldgico se tienen que tratar las muestras a través de

una técnica llamada inclusién en parafina, para posteriormente cortarlas en el micrétomo y
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hacer laminillas para su posterior anélisis. Para ello se lleva a cabo una secuencia de pasos

ordenados como se muestra a continuacion:

1. Retirar el tejido de la solucidn fijadora lavar eliminando el exceso de fijador.

2. Colocar los cortes de muestra en casettes, colocar un papel rotulado dentro como se
muestra en la Figura 30a.

3. Sumergir los cassettes en agua para retirar residuos de fijador (Figura 30b).

4. Meter todos los cassettes en un tren de deshidratacion, por medio de inmersiones en
concentraciones crecientes de etanol, 60%,70%,80%,90%,96%,100%, exponiendo los
cassettes 5 minutos dentro de un horno de microondas y reposando 3 minutos (Figura
30c).

Figura 30. Deshidratacion de muestras

5. Aclarar con monémero de estireno a +25°C haciendo dos cambios uno cada 20
minutos.

6. Realizar la técnica de inclusion en parafina; el primer paso es la infiltracion.

7. Colocar la muestra en recipientes cubicos (Figura 31a), colocando hacia abajo la parte
mas delgada de cada muestra, llenar el cubo de parafina a 60°C con un distribuidor de
parafina marca Leica (Figura 31b); asi, llenar todas las muestras (Figura 31c).

8. Dejar enfriar las piezas a 4°C hasta el momento de su corte (Figura 31 d, e).
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Figura 31. Infiltracion en parafina

9. Cortar en micrétomo marca Leica RM2125RT, obteniendo cortes finos, el grosor debe
ser aproximadamente de 4 um como se muestra en la Figura 32a.

10. Colocar cada corte en un bafio de flotacion marca Barnstead Lab-Line (bafio circular
con control termostatico de 25 cm de diametro y 10 cm de profundidad) de agua limpia
a40°C (Figura 32Db).

11. Retirar cada corte del agua con un portaobjetos, adhiriéndolos poco a poco (Figura
32c), y clocar unas gotas de etanol 70% para extender y deslizar el corte a lo largo del
portaobjetos.

12. Secar cada portaobjeto sobre una platina térmica durante 48 horas a 40°C (Figura
32d).

55



Ingenieria en alimentos

Figura 32. Elaboracién de laminillas histolégicas

Tefiir con
hematoxilina de
Harris: 3 min

Lavar con agua

corriente; 15 min

Diferenciar en

Teiiir con Eosina:
1 min

Enjuagar con agua
destilada

M alcohol acido: 5 min

Lavar en agua

corriente hasta vire
a color azul

Deshidratar en
Etanol al 96 % en 2
pasos

Deshidratar en
Etanol absoluto en 2
pasos: 5 min cada
uto

Aclarar con Xileno
en 2 pasos: 5 min.
cada uno

Figura 33. Tren de tincion de muestras histoldgicas

Fuente: Mercado, 2008.
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Todos los portaobjetos pasan por un tren de tinciéon de rutina llamado hematoxilina-eosina
(HE), como se muestra en la Figura 33.

Ya terminada la tincidén se procede a realizar montajes permanentes con resinas; para esto,
primero se limpian las laminillas de los extremos, después con un agitador de vidrio se
colocan en el centro una pequefia cantidad de resina de poliéster con acelerador y catalizador,
luego, la laminilla se coloca verticalmente sobre su lado y se inclina gradualmente con el
corte hacia la parte baja, se colocé el cubreobjetos, eliminando las burbujas que se observen

ejerciendo presion con unas pinzas.

Finalmente se observan las laminillas en un microscopio 6ptico marca Olympus CX31, a 40x

y 100x, identificando las lesiones que se tienen en cada muestra.
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3.1 Concentracion de proteinas

Determinar la concentracion de proteinas es bésico cuando se aborda un esquema de
extraccion de una proteina concreta, en este caso, Miosina (cadena pesada y cadena ligera),
Actina y Mioglobina. Para dicha determinacion se utilizé la técnica de Bradford, técnica
comunmente usada por su alta sensibilidad y en el que pocas sustancias interfieren en su

determinacion.

3.1.1 Proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas

Los promedios de los resultados obtenidos para proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas se
encuentran en el Cuadro 7 y Cuadro 8, se muestra la concentracion de cada proteina en
condiciones desnaturalizantes y reductoras respectivamente. Los valores se obtuvieron
interpolando en la curva patrén que se presenta en la Figura 17, cuya ecuacion de regresion
fue y (absorbancia)= 0.0319x (concentracién)+0.0224 con unar igual a 0.9975.

Cuadro 7. Concentracion de proteinas miofibrilares
Concentracion de proteina pg/mL

Condiciones desnaturalizantes Condiciones reductoras
# Lote Carne Carne Carne Carne Carne Carne
Refrigerada Congelada Recongelada Refrigerada  Congelada  Recongelada
1 3.287 3.429 3.193 3.318 3.493 3.566
2 3.259 3.5657 3.196 3.859 3.211 3.693
3 3.215 3.569 3.303 3.044 3.580 3.191
4 3.265 3.294 3.183 3.797 3.619 3.842
5 3.448 3.208 3.178 3.308 3.688 3.499
6 3.185 3.326 3.167 3.282 3.893 3.782

Cuadro 8. Concentracion de proteinas sarcoplasmicas
Concentracion de proteina pg/mL

Condiciones desnaturalizantes Condiciones reductoras
# Lote Carne Carne Carne Carne Carne Carne
Refrigerada Congelada Recongelada Refrigerada  Congelada  Recongelada
1 3.435 3.053 3.836 3.502 3.640 3.821
2 3.887 3.202 3.043 3.796 3.200 3.000
3 3.307 3.142 3.811 3.044 3.252 3.462
4 3.208 3.226 3.802 3.239 3.204 3.086
5 3.788 3.422 3.612 3.763 3.034 3.660
6 3.284 3.662 3.391 3.072 3.795 3.750
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Se determind la concentracion de proteinas para lograr su mejor resolucion en la

electroforesis. Se puede observar que el contenido de proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas
totales al utilizar ambos protocolos, bajo condiciones reductoras o desnaturalizantes, fueron
similares, hecho importante en la extraccion de proteinas en relacién a su resolucién

electroforética.

3.2 Comparacion de los métodos de extraccion

La modificacion introducida por Toldra (1992) al incluir diferentes agentes desnaturalizantes
y caotrépicos, reduce drasticamente el tiempo total necesario para el procesamiento de la
muestra, este método muestra un aumento importante en la extraccion de proteinas. EI SDS es
un detergente que se emplea como agente desnaturalizante, al producir una carga negativa neta
en la molécula de la proteina, desestabiliza las estructuras por ruptura de los puentes de
hidrégeno y regiones hidrofdbicas, mejora la recuperacion de proteinas carnicas miofibrilares

y sarcoplasmicas, reflejadas en el numero de fragmentos de proteinas (Figura 34).

Figura 34. Patrones electroforéticos proteinas miofibrilares carril 1,3 y 5, proteinas
sarcoplasmicas carril 2, 4 y 6 proteinas en condiciones desnaturalizantes (izquierda). Vista 3D
(derecha)
Por otro lado la urea (agente caotrépico) es utilizado para reducir interacciones hidrofébicas,
provoca cambios en la fuerza iénica, disminuye el grado de hidratacion de los grupos idnicos
superficiales de la proteina, ya que estos solutos compiten por el agua rompen los puentes de
hidrégeno vy las interacciones electrostaticas de forma que las moléculas proteicas se agregan y
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precipitan, viéndose reflejado en el nimero de fragmentos de proteinas como se muestra en la

Figura 36.

Al utilizar una combinacion de urea y BME, estos agentes permiten la interaccion con el
interior hidrofébico de las proteinas, desorganizan su estructura, ya que se realiza una escision
de los puentes disulfuro que se encuentran en las proteinas, como se muestra en la Figura 35.

NH

oon

Figura 35. Efecto de agentes reductores sobre la extraccion de proteinas
Fuente: Biomodel.uah.es

Se encontrd que dichos agentes son los mas efectivos, haciendo hincapié Unicamente en el
aspecto en cuanto a despliegue de proteinas, presentada en los patrones electroforéticos
(Figura 36), mostrando un perfil de numerosos fragmentos de proteina, también se puede
observar que con este método se permite el despliegue de proteinas aun no identificadas con
un peso molecular de 150 kDa.

Figura 36. Patrones electroforeéticos de proteinas miofibrilares carril 1, 3y 5, proteinas
sarcoplasmicas carril 2, 4y 6, en condiciones reductoras (izquierda). Vista 3D (derecha).
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El uso de distintos agentes (SDS, BME y urea) en los protocolos de extraccion de proteinas
miofibrilares y sarcoplasmicas propuestos por Toldra (1991) y Helander (1957), permiten la
identificacion de numerosos fragmentos de proteinas. Al usar la combinacion de dichos
agentes las fracciones proteicas tienden a subdividirse, segun el caso, de este modo se explica
que los agentes reductores rompen directamente los puentes disulfuro de las proteinas, con la
formacion de mayor nimero de subunidades, constituyendo un hecho muy interesante, ya que
esta investigacion corrobora lo encontrado por ambos autores en la extraccion de las proteinas

carnicas en diferentes etapas, tanto de conservacion como de proceso.

Estadisticamente los protocolos de las dos soluciones de extraccion no mostraron cambios
significativos entre una extraccién y otra como se muestra en la Figura 37, se realiz6 una
comparacion de PMa (Peso Molecular aparente) de Miosina cadena ligera y cadena pesada
(Figura 37a), Actina (Figura 37b) y Mioglobina (Figura 37c) en condiciones desnaturalizantes
y reductoras sometida a refrigeracion 4°C, congelacion y recongelacion -18°C durante 24h
respectivamente, considerando un nivel de significancia del 10%, por lo tanto se acepta la
hipotesis nula, donde se establece que todas las medias son iguales, esto nos indica que el
protocolo de extraccion aplicado a cada proteina por cada tratamiento, no es una variable

critica durante el proceso de extraccion.

62

(o



Ingenieria en alimentos

MIOSINA REFRIGERADA CONDICIONES
DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS

MIOSINA CONGELADA CONDICIONES
DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS

MIOSINA RECONGELADA CONDICIONES
DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS

; o
0 0
‘ ‘ &
85
[ &
% — ]
L ¥ ]
=7 80 ‘
] I ef-”’“ﬁ
n 0
I
65 3
¥
n ¥
‘ ‘ i : : il
LI L Miosina CL.D Miosina CLR Miosina CLR Miosina CLD
ACTINA REFRIGERADA CONDICIONES gg:‘; ﬁgﬁﬁﬁ%sﬂ%gﬁm ACTINA RECONGELADA CONDICIONES
DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS
]
500 .
50
‘ 4.5 .
5 4.0
ﬂ__fe ] o
g 425 \
P Pl PM
4 h
400 30 |
S|
35 3 4
350
El] 1 ‘ ‘
Adtina D Adtina R Adtita R Adia D AdtinaR Adtina D
WOGLOBINA REFRIGERADA CONDICIONES MIOGLOBINA CONGELADA CONDICIONES WMIOGLOBINA RECONGELADA CONDICIONES
DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS DESNATURALIZANTES Y REDUCTORAS
5.0 . B 3 [
*
n W
#*
25 4 21 Pl
*
¥ i i
PM 20.0 Pu 19 PM 19
18 2 & 18 |4
—5
175 17 17
‘ L 16
150 i i 15 i i 15 . :
Mioglobina R Mioglobina D Mioglobina R Mioglobina D Mioglohina R Mioglobina D

Figura 37. Andlisis estadistico de los protocolos de extraccién para Miosina, actinay

mioglobina
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3.3 Patrones electroforéticos de Proteinas Miofibrilares
3.3.1 Efecto de la congelacion- descongelacion en Cadenas Pesada y Ligera de Miosina

La Miosina es la principal proteina miofibrilar, consta de 2 grandes polipéptidos denominados
cadenas pesadas cada una con un peso molecular entre 125 y 130 kDa, y 4 pequefias
subunidades llamadas cadenas ligeras con un peso de 80 kDa (RSCB). La Miosina nativa pesa
alrededor de 480 kDa; en esta investigacion se realizd un analisis de los perfiles
electroforéticos de las cadenas pesadas y ligeras de la Miosina, extraidas bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras respectivamente. Los resultados para cadenas pesadas (Cuadros

9 y 10) se muestran a continuacion:

Cuadro 9. Peso molecular (kDa) cadena pesada de Miosina en condiciones
desnaturalizantes

Tratamiento térmico

# Lote Carne Carne Carne
Refrigerada Congelada Recongelada
1 125.657 132.314 125.295
2 130.377 136.133 118.427
3 122.783 122.915 117.276
4 131.623 128.418 128.524
5 125.102 117.265 126.485
6 126.517 136.509 122.528

Cuadro 10. Peso molecular (kDa) cadena pesada de Miosina en condiciones reductoras

Tratamiento térmico |

# Lote Carne Carne Carne
Refrigerada Congelada Recongelada
139.158 138.507 126.316
138.589 133.147 127.777
139.038 131.188 138.787
131.347 121.792 135.962
134.775 139.104 138.654
126.781 130.877 139.228

OB IWIN|F

Para los pesos moleculares aparentes de cadena ligera de Miosina tanto en condiciones
desnaturalizantes como en reductoras, se muestran los resultados en los Cuadros 11y 12.
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Cuadro 11. Peso molecular (kDa) cadena ligera de Miosina en condiciones
desnaturalizantes

# Lote Carne Carne Carne

Refrigerada Congelada  Recongelada
1 86.738 83.113 87.112
2 85.442 85.283 86.425
3 85.849 86.522 88.103
4 86.607 87.437 84.349
5 86.989 80.484 86.376
6 87.125 85.228 88.017

Cuadro 12. Peso molecular (kDa) cadena ligera de Miosina en condiciones reductoras
Tratamiento térmico

# Lote Carne Carne Carne
Refrigerada  Congelada  Recongelada
1 82.798 81.618 83.119
2 82.282 83.129 77.668
3 82.715 84.313 88.114
4 81.257 84.430 88.667
5 85.291 81.788 88.696
6 84.600 85.903 82.305

Después de obtener los valores se procedio a realizar el anélisis estadistico ANOVA de 2 vias,
donde se considerd un nivel de significancia del 10% (0=0.10) y donde se realizé una prueba
de hipdtesis que se considera de la siguiente forma:

Para los tratamientos:

HOZHPM refrigerada™ MPM congelada™ IPM recongelada
H;= no se acepta Hy
Para los bloques:

Ho=H11= M= Wiz = Ha™ His= Mie
H:= no se acepta Hy

De acuerdo a las Figuras 38 y 39 de cadena pesada de Miosina y Figuras 40 y 41 de cadena
ligera de Miosina, existen diferencias altamente significativas, ya que el peso molecular
aparente de Miosina se ve afectada directamente por el proceso térmico involucrado
(refrigeracion 4°C, congelacion y recongelacion -18°C), y de manera significativa por el tipo
de lote, esto mencionando que el tipo de tratamiento durante la electroforesis es de caracter

desnaturalizante y reductor respectivamente.
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Peso Molecular
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Figura 38. Valores medios para PM de cadena pesada de Miosina en condiciones

desnaturalizantes

*R: carne refrigerada, C: carne congelada, RC: carne Recongelada
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Figura 39. Valores medios para PM de cadena pesada de Miosina en condiciones
reductoras
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Figura 40. Valores medios para PM de cadena ligera de Miosina en condiciones
desnaturalizantes
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Figura 41. Valores medios para PM de cadena ligera de Miosina en condiciones
reductoras
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En la Figuras 38, 39, 49 y 41 se presentan los resultados del analisis estadistico, en donde se
observa que el protocolo de extraccion bajo condiciones desnaturalizante o reductora, no

afecto significativamente el peso molecular de las cadenas pesadas y ligeras de Miosina.

Sin embargo al comparar los cambios en pesos moleculares de las cadenas pesadas y ligeras
de Miosina los resultados fueron significativos por la influencia de las condiciones de
conservacion. En el caso de cadena pesada de Miosina en condiciones desnaturalizantes se
observa que el peso molecular aparente durante la refrigeracion 4°C es igual a 125.102 kDa,
para congelacion -18°C 117.265 kDa y para recongelacion -18°C es igual a 126.485 kDa. Para
condiciones reductoras se obtuvo un PMa de 131.347 kDa en refrigeracion, 121.792 kDa en
congelacion y 135.654 kDa para recongelacion. Demostrando que se guarda una relacion
R>C<RC, esta misma relacion se mantiene para cadena ligera de Miosina en condiciones
desnaturalizantes en donde se obtuvo un PMa de 87.125 kDa >85.228 kDa <88.017 kDa y
para condiciones reductoras 85.291 kDa >81.788 kDa <88.696 kDa, siendo asi los PMa

disminuyen durante la congelacion y aumentan en recongelacion.

Durante la congelacion la formacion de cristales de hielo tiene un efecto importante en el
aumento en la concentraciéon de solutos y por consiguiente en la fuerza ionica, que afecta
directamente la solubilidad de las proteinas, favoreciendo asi los puentes de hidrégeno entre
proteinas y moléculas de agua libre, lo que hace cambiar la conformacion tridimensional de
dichos polimeros. Estos fendmenos llevan a la deshidratacion de proteinas y a la pérdida de
estabilidad, lo cual puede explicar los resultados observados en los lotes de carne congelada,
en donde los pesos moleculares obtenidos para las cadenas pesadas y ligeras de Miosina

fueron menores a los de la carne refrigerada.

Por otro lado cuando la carne fue sometida a congelacién-descongelacidn-recongelacion los
resultados de los pesos moleculares de las cadenas pesadas y ligeras de Miosina fueron
mayores, esto puede ser debido a que al perder estabilidad las proteinas, frente a una mayor
fuerza ionica los aminoacidos se ionizan con dificultad y por lo tanto dan lugar a la asociacion
y agregacion (Badui, 2006). Los fenomenos de agregacion de proteinas carnicas durante su
conservacién en congelaciéon han sido demostrados también por Ragnarsson & Regenstein,
quienes en 1989 demostraron la reticulacion de las cadenas pesadas y ligeras de Miosina, a

través del estudio de enlaces disulfuro y no covalentes durante la congelacion de carne,
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encontrando que dicho proceso contribuye a la formacidn de polimeros de alto peso molecular
y entrecruzamiento de proteinas, afectando directamente de esta manera la capacidad de

retencion de agua y terneza en carne.

Siguiendo la misma linea de investigacion Schmidt y Wong (2009) determinaron que las
pérdidas de agua en la carne se deben al cambio de fase que sufren los cristales de hielo,
cuando esta se sublima, generando un fendmeno de deshidratacion superficial e irreversible, lo
que puede explicar la disminucién de los pesos moleculares de las proteinas de la carne
congelada identificados en la investigacion desarrollada. El proceso de congelacion y
descongelacion al producir fendmenos de deshidratacion de las proteinas puede causar la
oxidacion de lipidos y proteinas a través de la formacion de radicales peroxilo ademéas por
efecto de la formacién de hielo se produce ruptura de las membranas celulares y de diversos
organelos celulares, con la subsecuente liberacion de enzimas pro-oxidantes, todas estas
reacciones de oxidacidn van a tener un efecto importante en la textura de la carne (Xia, Kong,
y Lui, J., 2009 ).

Los agentes oxidantes presentes son capaces de generar un nimero de especies 0xigeno
reactivo que incluyen principalmente radicales libres. Una de las principales consecuencias de
la oxidacion de proteinas es la formacion de agregados a través de enlaces intermoleculares no
covalentes y covalentes. Liu, Xiong, y Butterfield (2000) demostraron que los radicales libres
generados durante la oxidacion pueden causar la polimerizacion y degradacion de proteinas de
carne conduciendo a una disminucion en solubilidad y funcionalidad de las mismas, la cadena
polipeptidica y muchos residuos de amino&cidos de la cadena lateral son vulnerables al ataque
oxidativo, comunmente los cambios en las proteinas oxidadas son las destruccion de
aminoéacidos, fragmentacion y desarrollo de entrecruzamiento, desdoblamiento, aumento de
hidrofobicidad de la superficie promoviendo asi la desnaturalizacion de Miosina que
comunmente es ligada a un deterioro en la calidad de carne, ocasionando cambios
especialmente en textura y sabor, estos estudios podrian también a ayudar a explicar la
variacion encontrada en los pesos moleculares de las cadenas pesadas de miosina de la carne

congelada-descongelada-recongelada, utilizada en la presente investigacion.
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Finalmente el cambio significativo de peso molecular obtenido de las cadenas pesadas y
ligeras de Miosina de la carne de distintos animales sugiere que a pesar de que la carne tenga
la misma procedencia en términos de raza, edad o tipo de alimentacion puede haber
variabilidad entre animales, y que esta es evidente solo al realizar estudios mas sensibles y

especificos como en este caso, con algunas de las fracciones de las proteinas de la carne.

Lo anterior puede explicarse con los estudios de Kim y colaboradores (2008) quienes
demostraron que los cambios bioguimicos que se dan en el animal tras el sacrificio son
diferentes para cada uno y que factores como cambios en pH favorecen la actividad de gran
numero de calpainas en la proteo6lisis, que pueden afectar la terneza de la carne, a pesar de
provenirde la misma especie, tipo de alimentacion, clima y edad de matanza, la diferencia en

terneza de la carne fueron altamente significativos.

Visualmente en los patrones electroforéticos de la Figura 42, muestran que la intensidad de
las bandas cadena ligera de Miosina no guardan la misma densidad, demostrando que

ocurren cambios significativos de un tratamiento térmico a otro en el carril 2 (carne

refrigerada) 5 (carne congelada) y 8 (carne Recongelada).

(o

Figura 42. Patrones electroforéticos de proteina miofibrilar de la cadena ligera de Miosina (CL)

en condiciones reductoras carril 2, 5y 8 (izquierda). Vista 3D (derecha).
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3.3.2 Efecto de la congelacion-descongelacion en Actina

La Actina es una proteina globular constituida por una cadena polipeptidica simple, se ha
calculado un peso molecular de entre 37 y 45 kDa (RCSB), para este caso se tienen en el
Cuadro 13 y 14 los promedios de los pesos moleculares aparentes de actina en condiciones

desnaturalizantes y reductoras respectivamente.

Cuadro 13 Peso molecular (kDa) Actina en condiciones desnaturalizantes

# Lote Carne Carne Carne

Refrigerada Congelada Recongelada
1 35.432 41.295 39.298
2 44,987 40.245 40.311
3 45.060 39.928 40.872
4 40.952 41.495 37.257
5 44,948 43.466 42.553
6 47.962 43.015 41.304

Cuadro 14 Peso molecular (kDa) Actina en condiciones reductoras

Tratamiento térmico

# Lote Carne Carne Carne

Refrigerada Congelada Recongelada
1 47.139 43.885 44.163
2 46.836 46.872 47.777
3 44.433 44.328 40.332
4 42.810 45.402 46.221
5 44.560 40.906 46.921
6 43.633 40.615 42.863

Una vez obtenidos los promedios de peso molecular se procedi6 a realizar un ANOVA de 2
Vias, donde se consider6 un nivel de significancia del 10% (a=0.10) y donde se realiza una
prueba de hipotesis que se considera de la siguiente forma:

Para los tratamientos:

Ho=Hpm refrigerada— WPM congelada™ WPM recongelada
H;= no se acepta Hy

Para los bloques:

Ho=M11= M= Wiz = Hia™= His= e
H;= no se acepta Hy
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En las siguientes Figuras 43 y 44 se observa que tanto el tratamiento térmico aplicado es una
variable critica durante el proceso de conservacion de la carne, demostrando de igual manera

diferencias significativas en cuanto al lote.

47.5 -
45.0
42.5 -
37.5 -

35.0 4
Tratamiento é IIQ RIC (IZ FI{ RIC CI Ii RIC C FI{ RIC C FI{ RC C FI{ RC
Lote 1 2 3 4 5 6

Peso Molecular

Figura 43. Valores medios para PM de Actina en condiciones desnaturalizantes

48

ot ed

46
45
44
43
42
41

40
Tratamiento C RRC C RRC C RRC C RRC C RRC C RRC
Lote 1 5 3 4 5 6

Peso Molecular

Figura 44. Valores medios para PM de Actina en condiciones reductoras
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Generalmente en el caso de la Actina, se pueden agregar otras proteinas, segun los resultados
obtenidos por Ojeda, Wagner, y Crupkin (2001), demostraron que la deshidratacion que ocurre
durante la congelacion, se debe a la formacion de cristales de hielo y a la formacion de
regiones de alta concentracion de solutos en un solo lugar. Al descongelarse ocurre la
eliminacion de grandes cantidades de agua que pueden formar parte estructural de los tejidos y
que favorecen los cambios en la forma en que interacciona el agua, por lo que al recongelar la
carne, los cambios en fuerza ionica, desdoblamiento y agregacion de las proteinas se ven
reflejados en el aumento de pesos moleculares. Manteniendo la relacion R>C<RC donde se
obtuvo en condiciones desnaturalizantes un PMa de 45.060 kDa >39.928 kDa <40.872 kDa y
en condiciones reductoras 44.560 kDa >40.906 kDa <46.921 kDa.

De esta forma, se observa en el Cuadro 13 y 14, que Actina sufrié cambios significativos en
su peso molecular. Se muestra una inconsistencia en el ancho de las bandas (densidad) de los
patrones electroforéticos, lo que indica, que la congelaciéon tiene un efecto en el peso
molecular aparente de las proteinas, en las bandas detectadas en los carriles 2, 5y 8 (Figura
45).

Figura 45. Patrones electroforeéticos de Actina carril 2,5y 8 en condiciones reductoras
(izquierda). Vista 3D derecha.
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3.4 Patrones electroforéticos de proteinas sarcoplasmicas
3.4.1 Efecto de la congelacidén-descongelacion en mioglobina

En este caso de las proteinas sarcopldsmicas solo se realizé el estudio de la Mioglobina, ya
que esta proteina es la responsable del color en la carne y es considerado un pardmetro de
calidad de la misma, esta molécula tiene un peso de 18 kDa. En el Cuadro 15 y 16 se tienen
los promedios de los pesos moleculares aparentes de mioglobina en condiciones
desnaturalizantes y reductoras.

Cuadro 15. Peso molecular (kDa) Mioglobina en condiciones desnaturalizantes

# Lote Carne Carne Carne

Refrigerada Congelada Recongelada
1 18.331 19.891 18.761
2 17.657 17.232 17.296
3 18.197 18.126 18.360
4 17.132 17.180 18.028
5 18.195 18.112 18.054
6 16.874 16.822 17.115

Cuadro 16. Peso molecular (kDa) Mioglobina en condiciones reductoras

# Lote Carne Carne Carne

Refrigerada Congelada Recongelada
1 18.881 17.452 17.042
2 18.339 18.441 18.259
3 18.249 18.567 18.274
4 18.575 18.549 18.334
5 18.511 18.159 18.184
6 18.678 18.444 18.806

Posteriormente se procedié a realizar un ANOVA de 2 Vias, donde se considerd un nivel de

significancia del 10% (a=0.10), realizando prueba de hipotesis.

Para los tratamientos: Ho=lpm refrigerada= MPM congelada= IPM recongelada

H;= no se acepta Hy
Para los bloques:

Ho=H11= M= Wiz = Hua™ Hus= Mie
H:= no se acepta Hy
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En donde se establece que existen diferencias significativas, indicando que la aplicacion de un
tratamiento térmico a bajas temperaturas es una variable critica (Figura 46 y Figura 47), ya

que, afecta de manera significativa el cambio de peso molecular aparente de la proteina.

20.0 -
19.5
19.0 A

18.5 4

18.0 - Q/e\ﬂ*

17.5 4 A
17.0 - oo

Tratamiento C RRC C RRC C RRC C RRC C RRC C R RC
Lote 1 > 3 4 5 6

Peso Molecular

Figura 46. Valores medios para PM de Mioglobina en condiciones desnaturalizantes

19.0 A

s N TS A

18.0 A

Peso Molecular

17.5

17.0
T T T T T T T T T T T T T
Tratamiento C RRC C RRC C R R C R R C RRC C R RC
Lote 1 2 3 4 5 6

Figura 47. Valores medios para PM de Mioglobina en condiciones reductoras
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El color juega un papel importante en la apariencia y aceptabilidad de la carne, en general la
inestabilidad en el color puede ocurrir durante la aplicacion de frio, siendo en parte
responsable de la degradacion del color, ya que dichos cambios se deben mayormente a los

cambios bioquimicos (protedlisis) que se presentan en la carne.

En los Cuadros 15 y 16 se puede observar que la mioglobina tiene cambios significativos en
PMa, ya que al ser sometida a tratamientos de congelacion y recongelacion a -18°C durante
24h se sigue la relacion R>C<RC, en donde se obtuvo que para condiciones desnaturalizantes
el PMa fue de 18.197 kDa en refrigeracion, 18.126 kDa congelacion y 18.360 kDa para
recongelacién, del mismo modo para condiciones reductoras la relacion fue de 18.678 kDa
>18.444 kDa <18.806 kDa para cada tratamiento térmico, demostrando asi que el abuso de

bajas temperaturas influyen de manera significativa.

A partir de técnicas calorimétricas Gil y colaboradores (1999), compararan la capacidad de la
carne para resistir la oxidacion a metamioglobina durante el almacenamiento en refrigeracién
posterior a la congelacion, en donde se obtuvo que este cambio en el color se debe a que
existe una fraccion de la mioglobina que se desnaturaliza en alguin momento durante la
congelacion; dicha desnaturalizacién conduce a un aumento en la susceptibilidad a la auto-
oxidacion de la mioglobina y la subsiguiente pérdida en el color 6ptimo. Sin embargo se tiene
que considerar el envejecimiento de la carne y el tiempo de almacenamiento, ya que cuanto
mayor sean estos, la metamioglobina comienza acumularse rapidamente en la superficie y los

cambios en el color son més evidentes (Leygonie et al., 2012).

Dileep, Omana, y Mirko (2011) demostraron que el aumento de la oxidacion de lipidos se
correlaciona con la disminucion en el enrojeciemiento de color, sugirien que la degradacion de
color es debida a reacciones de pardemiento no enzimatico. Es posible que el proceso de
congelacion-descongelacion conduzca a un efecto en la concentracion local de los iones
metalicos, que pueden acelerar la oxidacion y la tasa de liberacion de hierro. De la misma
manera el dafio en los compartimentos celulares podrian liberar enzimas que podrian participar

en formacion de metamioglobina. (Xia, Kong, y Lui, J., 2009).
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3.5 Observacion de cambios en la microestructura de la carne

3.5.1 Cambios en carne refrigerada

Se evalué el efecto del manejo de la carne de res en refrigeracion 4°C, congelacion-
descongelacion y recongelacion -18°C durante 24h respectivamente, mediante la observacion
de preparaciones histologicas de las fibras musculares en microscopio éptico de campo claro
(Olympus, CX31, USA).

Damez y Cleiron (2008) concluyeron que la velocidad de congelacion es la responsable de la
diminucion en la calidad de la carne, atribuyendo que los cristales provocan dafios mecanicos
en las fibras musculares, afectando negativamente los atributos de la carne como son la
terneza y jugosidad. Por consiguiente, es de vital importancia tener un amplio conocimiento
de los factores que permiten diferenciar los cambios estructurales. Como ya se ha mencionado,
durante la congelacién de la carne ciertos cambios tienen lugar en su estructura y ultra
estructura, para definir estos cambios y dar una mejor descripcion de ellos, primero se realiz6
un analisis de carne refrigerada, llevando a cabo un estudio histologico de las muestras de

carne de res de 6 lotes experimentales.

Las secciones transversales de los 6 lotes de carne fresca se muestran en la Figura 48, en
donde se puede observar una distribucién regular de las fibras, rodeadas por tejido conectivo.
Las fibras de la carne aun no congeladas son uniformes, los espacios que existen entre las

fibras son regulares, pequefios y continuos.
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Figura 48. Cortes de carne refrigerada microscopio de campo claro (40x)
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Para una mayor identificacion de los detalles estructurales de la carne refrigerada, se realizo
una observacién a 100x, las imagenes son en la Figura 49, en donde las fibras se muestran
similares y no existe separacion, ni ninguna perturbacion.

o

R
Figura 49. Cortes de carne refrigerada microscopio éptico (100x)

7

3.5.2 Carne Congelada

La congelacion consta de tres etapas, es decir, enfriar el producto a su punto de congelacion
(pre- enfriamiento o etapa de refrigeracion), la eliminacion de calor latente de cristalizacion
(etapa de transicion de fase) y finalmente enfriar el producto a temperatura de
almacenamiento. La segunda fase que se refiere a la fase de transicién, implica la conversion
de agua a hielo a través del proceso de cristalizacion y es el paso clave que determina la
eficiencia del proceso y la calidad del producto, por lo tanto, el control, la comprension y la
prediccion del proceso de cristalizacion y fenémenos relacionados en lo que se refiere a las
caracteristicas de los cristales son muy esenciales para la mejora de los procesos de
congelacién ya que la formacién de grandes cristales de hielo dan lugar a dafios importantes
en el tejido.

En la congelacién de la carne a temperaturas entre -20 y -33°C, se forman cristales de hielo

tanto entre las fibras como dentro de ellas, influyendo de esta manera en la pérdida por goteo
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(una mayor pérdida de los componentes celulares liquidos), impartido por el dafio mecéanico en

la ruptura fisica de las fibras, por la destruccion y degeneracion de las mismas.

»
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Figura 50. Corte de carne congelada, (a) dafio mecénico a las fibras
musculares, (b) separacion y ruptura de algunas fibras (100x)

Al aplicar una congelacion lenta, los cristales de hielo se forman entre las fibras, las muestras
que se congelaron de esta manera tienen formacion de cristales de hielo de forma irregular,
este tipo de formacion de cristales deforman el tejido empujando las fibras musculares en
grupos (Figura 50a), las fibras que se separan individualmente por los cristales de hielo y se
pueden ver en algunos lugares mostrados en la Figura 50b. Tras la congelacidn, la estructura
parece ser afectada por el proceso en si.

Figura 51. Cortes de carne congelada espacios formados por cristales de hielo (40x)

80

(o



Ingenieria en alimentos

Como se muestra en la Figura 51, la alteracion de estos paquetes de fibras y la aparicion de
numerosos cristales de hielo intracelular es consistente con la separacion, se pueden ver
claramente los espacios formados entre las fibras que dejan dichos cristales, de donde se

deduce que a aplicacion de este tratamiento para la conservacion de carne resulta perjudicial.

Estos espacios formados se deben a que la concentracion de agua en el espacio intercelular es
mayor, ademas la presencia de sal en el liquido entre las fibras favorece un punto de
congelacién mas alto que dentro de las fibras. Durante la congelacion lenta la cristalizacién se
forma primero en los espacios intercelulares, la congelacion de esta porcion de agua aumenta
la concentracion de solidos disueltos en el agua restante, y esto a su vez aumenta la presion
osmotica del liquido en los espacios intercelulares. Con el fin de igualar la concentracion de
solidos en el liquido entre y dentro de las fibras, el agua se difunde desde las fibras en los
espacios intercelulares, esta agua se congela por “adherirse” a los cristales ya formados

haciendo que exista un mayor crecimiento de los mismos (Grujic et al., 1993).

Finalmente el comportamiento anémalo del hielo es una de las peculiaridades mas notables del
agua, su volumen especifico es mas alto que la del agua liquida, este efecto permite un mayor
contacto entre las moléculas ya que la formacion de estructuras cristalinas es mas evidente
durante la congelacion. El aumento en el volumen es responsable de gran parte del dafio que
sufren los sistemas bioldgicos, como el volumen especifico es méas grande en los cristales de
hielo puede dar lugar a dafios mecanicos, desprendimiento de las fibras, mayores espacios

intercelulares e interrupcién de los tejidos (Martino y Zarutzky, 1989).
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3.5.3 Carne Recongelada

En las muestras de carne Recongelada se puede observar (Figura 52) que los cristales de hielo
que se forman entre las fibras son lo suficientemente grandes como para comprimir, deformar

y fisurar las fibras, la separacion y fracturas en las fibras son mas evidentes.

Figura 52. Corte de carne Recongelada, (a) compresion y separacion de las fibras 40x, (b)
ruptura de las fibras (100x).

La formacidn de cristales intra e intercelular comprimen favoreciendo este fenémeno, debido
a la presion existente entre el cristal y la pared de la fibra. Estos cambios estructurales llevan a
una mayor pérdida de agua constitutiva durante la descongelacion, provocando fendmenos de
deshidratacion, méas intensos entre mayor nimero de ciclos de congelacion-descongelacion.
Algunas fibras se rompen como se muestra en la Figura 53, debido a la presién de los largos y
amorfos cristales de hielo. La misma imagen muestra un desprendimiento (las fibras
deshidratadas se separan ya sea individualmente o en pequefios grupos) de las fibras aunque
se ven mayormente comprimidas, y las uniones intracelulares se muestran de manera

interrumpida.

82



Ingenieria en alimentos @

Figura 53. (a) Unidn interrumpida de las fibras por cristales 40x, (b) fisuras de las fibras
en carne Recongelada 100x

En la Figura 53b se muestra que las fisuras son visibles en el interior de las fibras,
probablemente por la pérdida de agua, cuando la carne es sometida a una segunda
congelacion, posiblemente la formacién de cristales son de gran tamafio y se producen
intracelularmente, las fibras en la region de dichos cristales se comprimen, dando lugar a las
deformaciones y en algunos casos a las alteraciones y fisuras en las fibras, debido a la presién
de los cristales, una ampliacion de 100x (Figura 54), muestra mejor la ruptura interna de las

fibras individuales.
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Figura 54. Ruptura interna entre las fibras de la carne recongelada (100x).

En la Figura 55 se puede observar que durante la congelacion lenta las muestras presentan una
mayor expansion en el espacio entre las fibras causadas por los cristales de hielo
intercelulares, las fibras estan separadas en paquetes y muchas de estas estan rasgadas por el

hielo, esto se puede percibir mejor en las fotografias de la Figura 56 con el objetivo 100x.

Figura 55. Mayor espacio de las fibras microscopio optico (40x)
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Figura 56. Ampliacion 100x muestras de carne recongelada, ruptura interna,
desprendimiento y fisura de las fibras musculares
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Un punto importante en la formacion de cristales es que se lleva a cabo de forma heterogénea,
ya que se trata de un sistema bioldgico, este sistema multicomponente, contiene muchas
sustancias que evitan que los cristales se formen de manera homogénea, dado este fenémeno,
el dafio provocado es mayor en un sistema carnico, de hecho, un aumento en la cantidad de
goteo, probablemente es atribuible a una distribucion no homogénea del hielo intracelular
(Afon y Calvelo, 1980).

Por otra parte, las fuerzas mecéanicas ejercidas por los cristales de hielo y la eliminacion de
agua (deshidratacion por exudacion), causan dafio en las fibras de manera inter e intra
celularmente. En la Figura 57 se presenta como el hielo formado entre dos fibras interrumpe la

unién de las mismas creando un mayor espacio entre ellas (ruptura de la union celular).

Figura 57. Formacién de cristales de hielo entre las fibras (40x).

Cuando la temperatura de la carne disminuye hasta el valor que permite la formacion de
centros de cristalizacion dentro de las fibras, estos Gltimos no se producen, desde el punto de
vista termodinamico, es mas probable el crecimiento de los cristales ya existentes, que el
proceso de formacion de nuevos nucleos de cristalizacion debido a que se requiere menor
energia de activacion en el crecimiento de cristales que en la formacién de los nucleos (Gruijic,
1993).

Por el contrario en una congelacion rapida, la eliminacion de calor es suficiente para iniciar la
formacion de cristales de hielo dentro y fuera de las fibras, pero como no hay suficiente

tiempo para que el agua deje las fibras, se congela dentro de ellas, Cassens (1971) informé que

86




Ingenieria en alimentos

a temperaturas por debajo de los -40°C los cristales de hielo se forman exclusivamente en el
interior de las fibras. Bevilagcua (1980) relaciona la ubicacion de la formacion de cristales de
hielo con el tiempo de congelacion, estos autores demostraron que en muestras de carne
congelada (congelacion rapida) en tiempo menor a 23 minutos, los cristales son formados
intracelularmente; mientras que en las muestras con tiempo mayor, ocurre de manera

intercelular.

3.5.4 Analisis comparativos de los cambios micro estructurales de carne de res sometida
a ciclos de congelacion.

Cuando la carne es sometida a repetidos ciclos de congelacion-descongelacion se ocasionan
dafios en las fibras musculares con rupturas y desprendimientos e incluso la compresion
generada por la localizacion y geometria irregular de los cristales sobre las fibras es tanta que
estas llegan a generar cambios estructurales severos y como consecuencia existe un deterioro
en la calidad de la carne. En la Figura 58 se puede observar que las fibras de la carne
refrigerada (a) se encuentran unidas por el tejido conectivo y el espacio entre las fibras es
regular y continuo, sin embargo la carne congelada (b) muestra los espacios generados por
los cristales de hielo y las fibras estan comprimidas, finalmente en la carne recongelada (c) se
pueden observar un mayor namero de espacios entre las fibras, estas llegan a desprenderse y a

fisurarse, provocando los mayores cambios estructurales.

Figura 58. Micrografias de (a) Carne refrigerada, (b) Carne Congelada, (c) Carne
Recongelada (40x)
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Para una mejor observacion se utilizé el objetivo 100x y las imagenes se muestran en la Figura
59, con evidencia de los cambios perjudiciales en las fibras, de izquierda a derecha se muestra
que en la carne refrigerada las fibras estdn completas y unidas. En la imagen de en medio se
observa que cuando se someten a congelacion estas se desprenden y fisuran. Por Gltimo
cuando la carne se recongela las fisuras y el estallido de las fibras es més evidente. Es
indudable que una congelacién lenta y el abuso de las fluctuaciones de temperatura causan

dafios mecanicos en las fibras de la carne Figura 60.

N

Figura 60. Dafios mecanicos a las fibras musculares provocados por aplicacion de bajas
temperaturas
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Afion y Calvelo (1980), utilizaron microscopia de barrido en estudios sobre el envejecimiento
de la carne durante periodos prolongados de conservacion en congelacion, ademaés
cuantificaron los volumenes de los exudados de las carnes sometidas a diferentes temperaturas
y tiempos, por lo que son considerados los pioneros en utilizar metodologias para demostrar el
deterioro en la calidad de la carne por efectos de la aplicacion de frio. Ellos llegaron a la
conclusién que el liquido exudado de la carne es producido por el efecto que tiene la presion
que ejerce la cristalizacion, asi como el tamafio, geometria y localizacion de los cristales en
la ruptura, fisura, rompimiento y estallido de las fibras musculares. En el presente trabajo se
utilizaron técnicas histoldgicas para optimizar las preparaciones que permitieran una mejor

observacion de las macro y microestructuras de las fibras musculares.
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CONCLUSIONES

En la basqueda de evidenciar los cambios que tiene la aplicacion de frio (refrigeracion,
congelacion, recongelacion) en carne de res sometida a ciclos de congelacion-descongelacion,
se evaluo el efecto en microestructuras, mediante electroforesis en gel para evaluar el impacto
sobre las proteinas miofibrilares (actina, miosina) y sarcoplasmicas (mioglobina), asi como de

técnicas histologicas y de microscopia en el analisis de microestructuras.

— Los resultados de los perfiles electroforéticos obtenidos con soluciones
desnaturalizantes (SDS) no demostraron significancia en la obtencidén de los pesos
moleculares aparentes de las cadenas ligeras y pesadas de miosina, asi como de actina
0 mioglobina, al comparar los resultados obtenidos con el empleo de la combinacion
de agentes reductores (B-Mercapto-etanol) y caotropicos (urea) en las soluciones de
extraccion, sin embargo éstos ultimos permitieron una mayor definicion de las bandas
proteicas para un mejor analisis de densitometria de las proteinas de estudio.

— Los pesos moleculares aparentes de la Cadena ligera de miosina, Cadena pesada
miosina, Actina y Mioglobina para cada tratamiento no mostraron diferencia
significativa (P=0.01).

— Al analizar los resultados de los pesos moleculares aparentes obtenidos, de las
proteinas de estudio, tras la aplicacién de los tratamientos (refrigeracion, congelacion,
recongelacidn), se encontrd diferencia altamente significativa (P=0.01) al compararlos
entre si.

— Los cambios estructurales durante el procesamiento térmico a bajas temperaturas
demostraron que la carne de res es susceptible a ciclos de congelacion, descongelacion,
recongelacion.

— Las técnicas histolégicas aplicadas y su observacion al microscopio en muestras de
carne sometida a distintos tratamientos, permitieron analizar los cambios en la forma y
union de las fibras musculares, debidos a la formacion de cristales de hielo que
ocasionaron ruptura y desprendimiento de las mismas.

— Los mayores cambios estructurales se observaron en la carne recongelada.
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Finalmente este estudio se puede utilizar para ampliar y mejorar procesos industriales con esta
nueva comprension del impacto de las bajas temperaturas y del comportamiento de los

cristales de hielo durante el proceso y almacenamiento de la carne.
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ANEXOS

. PREPARACION DE SOLUCIONES DE EXTRACCION
a. Proteinas sarcoplasmicas

1. 0.03M KH:POs4 pH=74

PM=136.09 g/mol
0.68 g/mol ----10 mL Stock 1M

_C2+V2 _ (0.03M)(50 mL)

1 T, = 1.5 mL se llevan a 50 mL para la extraccion

V1

b. Proteinas miofibrilares

2. 0.1IM Tris/ HCL + 1% SDS pH=7.0
3. 8MUrea+ 1% (v/v) 2-mercaptoetanol pH=7.0

PM Urea= 60.06 g/mol o0 Da
Formula quimica CO (NHy),
CON2H,4

c. Determinacién de pH

El pH debe estar dentro del intervalo de pH sobre la que la proteina de interés es estable y
conserva la actividad bioldgica. Este pH debe impartir la carga suficiente para que la proteina
sea extraida.

La determinacion de pH requiere de la comparacion de potencial desarrollado en una celda
que contiene un electrodo indicador sumergido en la disolucion problema frente al potencial
cuando dicho electrodo se sumerge en una 0 mas disoluciones patrén con concentracion
conocida de iones H* a una temperatura estable de 20+2 °C.

Procedimiento

- Colocar el potencidmetro de bulbo en la mesa de trabajo

- Conectar el electrodo al equipo

- Encender el equipo

- Calibracion del equipo con buffers pH=4, pH=7, pH=10 (Se recomienda calibrar
después de 20 mediciones)

- Determinar pH de los reactivos
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Il.  PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS

El sistema de soluciones de Laemmli es un sistema discontinuo que incorpora SDS en la
solucidn. En este sistema las proteinas se desnaturalizan por calentamiento en la solucién que
contiene SDS y un agente reductor como 2-mercaptoetanol. Los polipéptidos se desnaturalizan
y adquieren una forma de varilla uniforme proporcional entre masa/carga.

a. Solucién stock

1. Acrilamida/ Bis (30%T, 2.67% C)

87.69 acrilamida (29.29/100ml)
24¢g N’N-bis-metil-acrilamida (0.8g/100ml)

Aforar a 300 ml con agua des ionizada. Filtrar y almacenar a 4°C en un frasco ambar (30 dias
mAaximos)

2. 10% SDS (w/v)

Disolver 10 g en 90 ml de agua con agitacion suave y aforar a 100 ml con agua des ionizada.

3. 1.5M Tris-HCL, pH 8.8

27.23g Tris base (18.15 g/100ml)
80 ml agua des ionizada

Ajustar el pH a 8.8 con 6N HCL. Aforar a un volumen total a 150ml con agua des ionizada y
almacenar a 4°C.

4. 0.5M Tris- HCL, pH 6.8

69 Tris base
60 ml agua des ionizada

Ajustar el pH a 6.8 con 6N HCL. Aforar a un volumen total a 100 ml con agua des ionizada y
almacenar a 4°C.

HCL 1IN T=25°C
Proveedor: J.T. Analyzed
Lote: E29 C22

HCL CAS No. 7647-01-0
H,O CAS No. 7732-18-5
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5. Sample buffer (SDS Reducing Buffer)
3.55 ml agua des ionizada
1.25ml 0.5 M Tris-HCL, pH 6.8
2.5ml glicerol
20ml  10% (w/v) SDS
0.2ml  0.5% (w/v) azul de bromophenol
9.5ml  volume total
Almacenar a temperatura ambiente.
Afadir 50 pl de 2-mercaptoetanol a 950 pl de la solucion muestra, posteriormente diluir 1:2 y
calentar a 95°C durante 4 minutos.
6. 10x Electrodo en ejecucion , pH 8.3 (aforar a 1L)
30.3g Tris base
144.0g glicina
10.0g SDS
Disolver y aforar a un volumen total de 1000 ml con agua des ionizada. No ajustar pH.
Almacenar a 4°C. Si se produce una precipitacion llevarlo a temperatura ambiente antes de su
uso.
Uso: Diluir 50 ml de 10x stock con 450 ml de agua des ionizada para corrida de electroforesis
7. 10% (w/v) APS (diario y fresco)

100mg persulfate de amonio
Disolver en 1 ml de agua des ionizada

b. Soluciones de tefiido y destefiido

1. Solucién tedidora

Azul de commassie brillante R-250 1g

Metanol 450 mL
Acido glacial acético 100 mL
Agua 450 mL

2. Solucién destefiidora

Metanol 100 mL
Acido glacial acético 100 mL
Agua 800 mL
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