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INTRODUCCTION



1. INTRODUCCION
1.1 Consideraciones generales sobre el misculo Yy la carne

Una amplia variedad de tejidos animales han sido y son utilizados co
mo alimentq para consumo humano. De éstos, el tejido muscular es uno de los mas
apreciados por su alto valor nutritivo y econdmico.

Los términos "misculo" y "carne'" son empleados indistintamente; sin
embargo seria mas apropiado hablar de misculo cuando nos referimos al tejido
funcional y aplicar el término carne para indicar el tejido muscular que ha su
frido una serie de cambios quimicos y bioquimicos después de la muerte. La car
ne es entonces un miosistema comestible, derivado de especies animales (tales
como mamiferos, aves de corral, pescados, moluscos), susceptible al deterioro
microbiolégico y enzimatico a temperaturas superiores a 0°C. Aunque los mascu
los esqueléticos y viscerales en animales sanos se encuentran generalmente es
tériles o con poblaciones microbianas no patdégenas muy bajas; después de la
muerte del animal se produce inevitablemente su contaminacién por invasién de
microorganismos, tanto por via interna (sistema vascular) como por via externa
(flora intestinal, ambiente, agua de lavado, operarios) (Urbain, 1976).

El tiempo de vida Gtil de miosistemas intactos, desde el punto de vis
ta de la degradacidén bacteriana, depende fundamentalmente del tipo y la canti-
dad inicial de microorganismos contaminantes, del pH del tejido y tamafio de la
pieza (relacidén superficie-volumen) y de la temperatura de almacenamiento
(Fennema et al, 1973).

Por su alto contenido acuoso, la carne es uno de los alimentos méas
perecederos. Su adecuada conservacién constituye entonces una necesidad bésica
para el consumo, siendo importante aplicar aquellos procesos de preservacioén,
capaces de evitar o retadar no sbélo el desarrollo microbiano, sino ademés los
cambios bioquimicos post-mortem que inutilizan a la carne como alimento o que
reducen su calidad. Estos cambios incluyen alteraciones indeseables en el color,
en el sabor y aroma (flavor) y en la textura del producto carneo después de su

coccibén (Lawrie, 1974). A fin de comprender la naturaleza de estas alteracio-



nes, es importante conocer la composicién y la estructura del tejido muscular.

1.2 Composicién del musculo

La composicidén quimica del mGsculo varia con la edad, sexo, especie,
genotipo y estado de nutricién del animal del cual proviene. Para un mismo ani
mal la funcién y la localizacidén anatdédmica del misculo, también influyen sobre
la relacién de sus componentes. Sin embargo, la composicién es relativamente
constante para una amplia variedad de animales, siendo el contenido lipidico
el mas variable. Un andlisis promedio de misculos magros provenientes de anima
les bien alimentados daria los siguientes valores aproximados: Fraccién nitro-
genada: 19.5% (proteina, 18% y nitrdgeno no proteico, 1.5%), Grasa: 3.0%, Agua
(inversamente proporcional al contenido de grasa): 75.0%, Glucbgeno: 1.0% y
Cenizas: 1.5% {(Ockerman, 1977).

Al alto contenido de proteinas del misculo, se suma su alta calidad
o valor biolégico, ya que la relacién de aminoacidos esenciales es muy similar
a la requerida para el mantenimiento y crecimiento del tejido humano. La frac-
cién de nitrégeno no proteico consiste en compuestos nitrogenados que incluyen
principalmente pequeflos péptidos, aminoacidos libres, creatina y nucledtidos
(Bodwell y Mc Clain, 1976).

En las células musculares, la mayoria de los lipidos estd en forma
de triglicéridos y en sus membranas se encuentra la mayor proporcidn de fosfo
lipidos. Los lipidos varian cuanti y cualitativamente con el nivel de dieta
y con la especie y tipo de misculo y fibras (Lawrie, 1974),.

Respecto a los elementos inorganicos, los cuales se encuentran en el
tejido muscular formando parte de moléculas inorgénicas y orgénicas, comunmente
se analizan sobre las cenizas resultantes de la calcinacién. El misculo es una
buena fuente de Fe y P, y es bastante pobre en Ca (aproximadamente 10 mg/100 g
de misculo). Del total de sales minerales, el 38% son iones K+ intracelulares
y el 7% iones Na+ extracelulares (Lawrie, 1974; Hultin, 1976).

Como vimos, el mayor componente de la célula muscular es el agua

(~75%), que por ser una molécula altamente polar se encuentra dentro y entre



las células del misculo, formando uniones electrostaticas y quimicas con gru-—
pos polares e idnicos; aunque también hay agua atrapada fisicamente por fuerzas
de capilaridad. La relacién de agua libre (agua removida del misculo por accion
fisica) a agua unida, depende de las interacciones agua-proteina y proteina-pro
teina. Estas Gltimas determinan el tamafio de los espacios capaces de contener
agua en el reticulo proteico, formado esencialmente por las proteinas miofibri
lares, elementos contractiles fibrosos que juegan el rol principal en la reten
cién de agua dentro del misculo (Briskey y Fukazawa, 1971). Los mismos autores
describen al tejido muscular como un sistema coloidal, es decir una balanceada

suspensidén proteica en una solucidén salina diluida.

1.3 Estructura del miGsculo esquelético

El misculo esquelético estd cumpuesto por largas y delgadas células
(fibras musculares) cilindricas y multinucleadas, de una longitud que puede
alcanzar hasta 47 cm y un didmetro de 10 a 100}Jm. Estas fibras estan organi-
zadas en forma paralela formando atados o paquetes; grupos de los cuales forman
el misculo (Hultin, 1976).

Rodeando al misculo entero hay una funda de tejido conectivo o conjun
tivo, llamada "epimisium". Desde la superficie interna del epimisium, prolonga
ciones del mismo tejido conectivo penetran en el interior del misculo separan-
do los atados de fibras. Este tejido se denomina '"perimisium'. Desde éste salen
finas peliculas de tejido conjuntivo ('endomisium'") que rodean a las fibras mus
culares individualmente (Ockerman, 1974).

La superficie exterior de la fibra actia como una membrana semiper-
meable, que es llamada sarcolema. Su funcién es mantener la presidén osmdtica
celular y transmitir la accidén potencial a lo largo de la fibra (Katz, 1966).
El sarcolema estd a su vez conectado al reticulo sarcoplasmico, sistema membra
noso que atraviesa el interior de la fibra, en forma de tdbulos y vesiculas.

El reticulo sarcoplasmico posee la habilidad de unir y liberar iones Ca2+

(Cassens y Cooper, 1971) y de transmitir desde el sarcolema, los impulsos ner

viosos necesarios para la contraccién y relajacién muscular (Price y Schweigert,



1971; Pearson, 1976).

Cada fibra muscular contiene un nimero elevado de pequefias fibrillas
(miofibrillas) que constituyen el sistema contractil. Las miofibrillas estén
rodeadas y embebidas por un material semifluido denominado sarcoplasma, el cual
contiene enzimas glucoliticas, mioglobina, péptidos, amino&cidos, glucdgeno,
trifosfato de adenosina (ATP), fosfocreatina y electrolitos inorgénicos. Rodean
ademds a las miofibrillas elementos tales como mitocondrias, lisosomas, riboso

mas y nicleos (Hultin, 1976).

1.4 Proteinas del misculo

Las proteinas musculares pueden clasificarse segin su funcionalidad
y solubilidad, en tres fracciones: proteinas solubles, insolubles y contracti-

les (Ockerman, 1974).

1.4.1 Fraccién soluble: proteinas sarcoplasmicas

Las proteinas sarcoplasmicas (llamadas también midégeno o extracto
sarcoplasmico) pueden ser extraidas del misculo con agua o con soluciones sa-
linas diluidas (0.1 M KCl) y comprenden cerca del 6% del misculo.Estas proteinas
estan en el fluido que rodea y penetra a las miofibrillas y a otras organelas
de la fibra muscular.

Las proteinas sarcoplasmicas estdn compuestas de las siguientes sub-
unidades: 1) sobrenadante citoplésmico (4% del misculo) formado por enzimas
glucoliticas solubles; 2) fraccidén nuclear y 3) fraccién microsomal, compuesta
por mioglobina (pigmento del tejido que representa el 0.2 - 0.4% del misculo),
hemoglobina (pigmento de la sangre, 0.4% del misculo) y proteinas solubles de
las mitocondrias y lisosomas (estructuras que contiénen enzimas hidroliticas)

(Scopes, 1970).

1.4.2 Fraccibén insoluble: proteinas del tejido conectivo

Las proteinas del tejido conectivo son proteinas fibrosas, insolubles



€n agua y en soluciones salinas tanto diluidas como concentradas (=0.6M KC1)
a temperatura ambiente y comprenden el 2% del misculo. El tejido conectivo re
presenta el mayor soporte para los tejidos del cuerpo; engloba estructuras, cu
bre y conecta a los misculos, érganos y huesos entre si, ademas de mantener
unidas a las fibras musculares. Las proteinas del tejido conectivo se encuen-
tran en las siguientes estructuras: piel, cartilagos, tendones, venas; y dentro
del misculo, en sarcolema, perimisium, epimisium y endomisium (Cheftel y
Cheftel, 1976).

El tejido conectivo estad compuesto por los siguientes tipos de pro-
teinas: 1) Colageno, tejido conectivo blénco que se solubiliza y convierte en
gelatina por calentamiento, 2) Elastina, tejido conectivo amarillo y 3) Reti-

culina (Hamm, 1970).

1.4.3 Proteinas contractiles o miofibrilares

Las proteinas miofibrilares son insolubles en agua y en soluciones
salinas diluidas, pero pueden ser extraidas con soluciones mds concentradas
(=~ 0.6M KCl) y representan cerca del 10% del misculo entero. Estas proteinas
forman las miofibrillas, las cuales le otorgan rigidez a la célula y son meca
nicamente responsables de la conversidén de energia quimica a mecénica. Las mio
fibrillas recorren longitudinalmente a la célula muscular y estan compuestas
por filamentos paralelos, alternativamente gruesos y delgados, que le confieren
a la miofibrilla su aspecto estriado (Briskey y Fukazawa, 1971).

Las principales proteinas miofibrilares son: miosina, actina y pro-
teinas menores (tropomiosina, troponina,cﬁ,y‘ﬁ - actininas), que corresponden

respectivamente al 5.8%, 2.5% y 1.7% del misculo (Ockerman, 1977).

1.4.3.1 Miosina

5
La miosina es una molécula proteica muy alargada (PM = 5.10 ), alta
mente asimétrica y hexamérica, que contiene numerosos dominios funcionales y

estructurales (Hamm, 1970; Harrington y Rodgers, 1984). Consiste en dos cabe-



zas o regiones globulares unidas a una larga cola en forma de varilla. La mio-
sina posee entonces ambas propiedades: globular (soluble en agua) y fibrosa
(insoluble en agua). Debido a esta caracteristica puede ser extraida del mﬁscg
lo dnicamente con soluciones salinas concentradas (0.5M KC1), dando soluciones
altamente viscosas (Briskey y Fukazawa, 1971).

La zona de la cola contiene los sitios de unidén responsables del mon
taje de las moléculas de miosina, para formar la estructura funcional de los
filamentos gruesos. Las cabezas globulares confienén varios sitios activos:
el enzimatico (unién e hidrélisis del ATP), el de unidén a actina y muchos si-
tios de unién para cationes divalentes. Entre las cabezas y la cola, hay una
regién denominada cuello, que le confiere flexibilidad al movimiento de las
cabezas durante la contraccidén (Harrington y Rodgers, 1984).

En las cé&lulas musculares, centenares de moléculas de miosina estén
simétricamente organizadas en las estructuras bipolares de los filamentos grue
sos. Las cabezas de miosina se proyectan desde las superficies de estas estruc
turas para interactuar ciclicamente con los vecinos filamentos finos de actina
y generar la fuerza contractil (Murray y Weber, 1974).

La molécula de miosina posee seis cadenas polipeptidicas: dos cade-
nas pesadas idénticas (PM::23.104), dos cadenas livianas esenciales
(PM==16—20.103) y dos cadenas livianas regulatorias (PM==16—20.103) (Harrington
y Rodgers, 1984). La seccién de la cola de miosina estad formada por el enrolla
miento de las cadenas pesadas en la zona de conformacién «<-hélice (Davey, 1983)
dando una estructura superenrollada, con una elevada densidad de cargas positi
vas y negativas. Aproximadamente cada tres aminodcidos hay un grupo cargado
(Bendall, 1969).

La zona globular de cada cadena pesada (que no intervieﬁe en la
cola) se mantiene unida, por uniones no covalentes, con una cadena liviana
esencial y una cadena liviana fegulatoria para formar la regidén o cabeza glo-
bular de miosina llamada subfragmento-1 (S-1). Esta es la porcidén de la molé-
cula que permite la interaccién entre los filamentos de miosina y actina. Ca-

da cabeza contiene dos grupos tioles altamente reactivos, que estan involucra



dos en la hidrélisis del ATP Yy en la interaccién con actina, para formar el
complejo actomiosina (Harrington y Rodgers, 1984).

La accidén de algunas enzimas proteoliticas, tales como la tripsina,
escinde a la molécula de miosina en dos porciones: meromiosina pesada (HMM)
y meromiosina liviana (LMM) (Hamm, 1970). La porcién LMM es la 2/3 partes de
la cola de miosina, tiene igual que la cola una conformacién de e<—hélice super
enrollada y es soluble solamente a altas fuerzas idnicas (Lowey et al., 1966).
La porcidn HMM estd compuesta por la cabeza, el cuello y el 1/3 restante de la
cola de miosina. Esta estructura conserva las propiedades enzimaticas de miosi

na y es soluble a bajas fuerzas idnicas (Hamm, 1970).

1.4.3.2 Actina

La actina es la mayor proteina de los filamentos finos. Estd unida
a la estructura muscular mas firmemente que la miosina. La molécula de actina
existe en el mGsculo como una estructura en doble hélice, llamada actina fibro
sa o F-actina . Su mondmero es la actina globular o G-actina (PM::45.103), la
cual consiste en una cadena polipeptidica con un alto contenido en prolina y
un numero elevado de residuos laterales no polares (Bendall, 1969). Esto hace
que la cadena se pliegue y adquiera una baja densidad de carga superficial, pro
duciendo una molécula con una estructura compacta, un bajo contenido helicoidal
y una forma esférica-globular.

La actina, en su interaccidén con miosina, forma el complejo actomio
sina, el cual exhibe igual que la miosina libre, una alta viscosidad en solu-
cién. Aunque la molécula de actina por si misma no tiene actividad enziméatica,
modifica significativamente la actividad ATPasica de miosina en el complejo ac
tomiosina. La miosina pura requiere de idén Ca2+ para su actividad y es inhibi-
da por Mg2+. La actividad ATPa&sica de la actomiosina en cambio, es estimulada
por Mg-' (Bodwell y Mc Clain, 1976).

Los filamentos finos estan compuestos basicamente por F-actina, tro

pomiosina, troponina y «- yj3—actinina. La columna vertebral de estos filamen

tos es la estructura enrollada de actina, alrededor de la cual se ubican las



proteinas menores (Hamm, 1970).

La tropomiosina (molécula corta y fina, PM=:35.103) forma delgados
filamentos que se unen a la estructura de actina. Estd localizada ademas en
las lineas Z (zonas de mayor densidad, que unen los filamentos finos entre si).
La troponina es una proteina globular oblonga, que se encuentra en los filamen
tos finos a razdn de una troponina por cada tropomiosina. Cada 7 moléculas de
G-actina hay una troponina y una tropomiosina. Estas Gltimas tienen la propie
dad de unir Ca2+, confiriéndole sensibilidad al complejo actomiosina (Murray
y Weber, 1974). Las e<— yja—actininas son las proteinas menores de mas baja con
centracién en los filamentos finos. La «<-actinina interviene en el entrecruza-
miento de actina y estd localizada también en la linea Z, en tanto que laj?—ag

tinina estd asociada con la troponina (Briskey et al.,1967).

1.5 Bioquimica del muasculo

En presencia de ATP e iones Mg2+ (mientras los iones Ca2+ quedan re
tenidos en el reticulo sarcoplédsmico), la miosina no tiene actividad ATPéasica
y el misculo estd en estado de relajacién (no hay interaccién entre filamentos
finos y gruesos). La miosina se encuentra entonces como un complejo miosina-
Mg~ ATP.

Cuando el reticulo sarcoplasmico libera iones Ca2+ (210—7M) en res-—
puesta a un estimulo nervioso, se manifiesta la actividad ATPasica de miosina.
La hidrdlisis del ATP libera energia y se produce la contraccidén muscular por
la interaccién miosina-actina. Cuando cesa el impulso nervioso, el reticulo
sarcoplasmico recobra el Ca2+ (<1O_7M) y la contraccidén llega a su fin, bajo
la condicién de que hayan siempre ATP e iones Mg2+ disponibles (Cheftel y
Cheftel, 1976).

Normalmente, el contenido de ATP permanece casi constante; se rege-
nera principalmente a través de los siguientes caminos: refosforilacidn del ADP
(adenosin difosfato) a partir de fosfocreatina y glucdlisis anaerobia del glu
cégeno muscular. A estas dos vias se suma la formacién de ATP por medio del

ciclo de Krebs (recuperacién aerdbica del misculo en reposo o trabajo modera-



do) (Hultin, 1976).

1.6 Cambios post-mortem en la estructura muscular:

Conversién de miasculo a carne

El cambio fisico mAs notable después de la muerte del animal, es el
endurecimiento y la inextensibilidad del sistema muscular. Este estado es cono
cido como rigidez cadavérica (o rigor mortis). Los factores quimicos que son
parcialmente responsables y acompafian el rigor son, el descenso del pH y el ago
tamiento del ATP (Cheftel y Cheftel, 1976; Ockerman, 1977).

La interrupcidén de la circulacién sanguinea priva al misculo del apor
te de oxigeno: la respiracién celular se paraliza, disminuye el potencial redox
y surge la glucdlisis anaerobia. En estas condiciones el glucdgeno en vez de de
gradarse en H20 y C02, se transforma en lactato, con una generacién de ATP in-
suficiente para mantener un nivel constante; ya que por accidén de las ATPasas
Anrcoplanmicnn y miofibrilar, so aiguo hidrolizando ATP on ol mirculo pont-mor
tem. Al momento de la muerte, el reticulo sarcoplésmico libera todo el Ca * y
pierde su habilidad de recobrarlo. La presencia permanente de iones Ca2+ (a
una concentracién =2 lO—7M), activa la ATPasa de miosina, y aunque la fosfocrea
tina disponible regenera algo de ATP, éste se agota rapidamente. Por otro lado,
la liberacidn de H+ en la hidrélisis de ATP (que se correlaciona con el aumento
de lactato), conduce a un descenso del pH (desde 7.2 a 5.5 aproximadamente),
produciéndose la inhibicién progresiva de algunas enzimas, especialmente la fos
forilasa (Hultin, 1976). En definitiva, la glucdlisis se detiene y el contenido
de ATP se aproxima a cero. En ese instante, los filamentos de actina y miosina
se unen irreversiblemente produciendo el estado de rigor. La temperatura del
masculo post-mortem puede alterar la velocidad de caida del pH y consecuente-
mente, de la aparicidén del rigor. En misculo bovino a temperatura ambiente,
este proceso exige unas 8 horas (Cheftel y Cheftel, 1976).

El valor de pH alcanzado, afecta las caracteristicas del misculo. Un
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pH final elevado (=~5.8) produce cortes oscuros de carne bovina y en el otro ex
tremo, los misculos PSE (palido, blando y exudativo) estén asociados a muy ba-
jos valores finales de pH y a altas temperaturas post-mortem ( 30°C), que con-
ducen a la reduccién de la extractibilidad de proteinas sarcoplamicas y miofi-
brilares, y de la capacidad de retencién de agua (Briskey et al., 1966).

El término "resolucién del rigor" o '"maduracidén" se utiliza para des
cribir el pasaje del misculo de su condicidén rigicda a un estado de flacidez.
Esta maduracién no es el resultado de la disociacidén de los enlaces estableci-
dos entre actina y miosina, sino de la accién proteolitica de enzimas endégenas
tales como las catepsinas (enzimas liberadas de los lisosomas por el descenso
del pH) sobre las lineas Z y los filamentos-g (estructuras fibrosas que rodean
y atraviesan las miofibrillas)(Davey, 1983).

A medida que se resuelve el rigor, mejora la textura y aumenta la ca
pacidad de retencién de agua del misculo (mayor terneza y jugosidad después de
lu coccidn). Sin cmbargo, ui la maduracidén oe extiende por Liempon prolongadon
a temperaturas superiores a 0°C, comienzan a aparecer cambios organolépticos
que desfavorecen la aceptabilidad de la carne, ocasionados fundamentalmente
por desarrollo de microorganismos. La influencia del crecimiento bacteriano,
parece seguir dos caminos; la degradacién de proteinas y la modificacién del
pH (Hasegawa et al., 1970; Ockerman et al., 1974).

El color del masculo es principalmente afectado por el pH, el cual
controla el estado fisico de las miofibrillas.y por lo tanto, la reflexidn de
la luz desde el mGsculo. El pasaje de mioglobina a metamioglobina (color ma-
rrén) también se ve favorecido con un aumento del pH (Hultin, 1976).

La protedlisis y el metabolismo de nucleétidos (tales como el ATP
y el ADP) pueden generar compuestos que contribuyen significativamente a los

cambios en el aroma y sabor (flavor) del producto cocido (Lawrie, 1974).

1.7 Conservacién de la carne

El propésito de la mayoria de las técnicas de preservacién aplicadas

a los alimentos, es disminuir o prevenir los cambios que conducen al deterio-
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ro del producto. Estas alteraciones son causadas principalmente por el desarro
llo de microorganismos contaminantes, por reacciones quimicas y bioquimicas de
los componentes naturales del tejido alimenticio y/o por fendémenos fisicos sim
ples como la_deshidratacién. Para evitar estos cambios se siguen generalmente
algunos de los siguientes procedimientos: 1) Remocién de agua (disminucién de
la actividad acuosa), 2) Remocidn de sustancias activas (por ejemplo oxigeno),
3) Empleo de aditivos quimicos, 4) Disminucién de la temperatura, 5) Aplicacién
de calor y 6) Envasado. En la combinacién de dos o mas de estas operaciones
fundamentales, se basa la mayoria de las técnicas de procesado de alimentos
(Hultin, 1876).

Ocurre muy a menudo que el logro de un objetivo deseable conduce ine-
vitablemente a consecuencias indeseables. Esto se ve especialmente, cuando el
principal objetivo del proceso es reducir la contaminacién de microorganismos,
Yy se terminan generando importantes cambios fisico-quimicos en el alimento pro
cesado. Se debe tener presente entonces, que el tratamiento en si mismo, de
ser aplicado inadecuadamente y sin control, puede producir efectos tanto o
quizas mas perjudiciales que aquellos a los cuales se quiere evitar.

Habiendo visto la propensién de la carne a la degradacién enzimatica
y bacteriana durante su almacenamiento a temperaturas mayores a 0°C (favoreci-
da por el elevado :contenido de agua y de nutrientes en el tejido), es de espe
rar que la remocidén de agua y el control de la temperatura, permitan conservar
la carne durante tiempos prolongados. También, la inhibicidn directa de los mi
croorganismos y la inactivacién de enzimas, pueden resultar de utilidad en tal
objetivo.

De los métodos de conservacidén existentes, los aplicables a la carne
son: a) Tratamiento térmico, b) Deshidratacién, c) Salazén, d) Conservadores
quimicos, e) Aplicacién de radiaciones ionizantes, f) Refrigeracién y g) Con-
gelacién. Mientras que el calentamiento, las radiaciones ionizantes y los conser
vadores basan su accién en la inactivacién enzimatica y en la disminucién de
microorganismos viables, la deshidratacién y la salazdn, en el control del

agua disponible; la refrigeracién y la congelacién lo hacen por medio del con
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trol de la temperatura. Sin embargo, la congelacidén es en realidad una combina
cidn de al menos dos efectos: deshidratacién interna del tejido y descenso de
la temperatura. La deshidratacién de la carne en estado congelado, que produ-
ce una considerable disminucién de la actividad acuosa (aw), se debe tanto a
la formacién de cristales de hielo como al aumento de la concentracién salina
en la porcién de agua no caongelada (Fennema et al., 1973). Estos dos efectos
sumados al de la baja temperatura (<-1°C, temperatura media de congelacidén de
los tejidos musculares), controlan satisfactoriamente el crecimiento bacteria
no sin requerir del agregado de aditivos quimicos preservadores (como ocurre
en el caso de la refrigeracién) logrando conservar la carne desde el punto de
vista higiénico y nutricional, durante periodos prolongados (Lawrie, 1974;
Urbain, 1976; Desrosier y Desrosier, 1977).

A pesar de sus ventajas, la congelacién de la carne y mas aln su al
macenamiento en estado congelado traen aparejados cambios indeseables en sus
atributos sensoriales, principalmente cambios en la textura, pérdida de la ca
pacidad de retencién de agua y desarrollo de rancidez (Fennema et al., 1973).

La mayoria de los estudios, llevados a cabo principalmente sobre mus
culos de pescado (Matsumoto, 1979, 1980; Shenouda, 1980), indican que la des-
naturalizacién de las proteinas del misculo, especialmente de las miofibrila-
res, juegan un rol importante en los cambios de calidad mencionados; con excep
cibébn de la rancidez que estd relacionada con reacciones de oxidacién de los li
pidos durante el almacenamiento congelado y que conduce a modificaciones des-
faborables en el sabor y en el olor del producto cérneo una vez cocido.

El color, aunque sblo a nivel superficial, también se ve alterado
durante el almacenamiento congelado, debido a la oxidacién de mioglobina a
metamioglobina. A esta reaccidén contribuyen la difusién de oxigeno y la deshi
dratacién superficial del tejido congelado por sublimacién del hielo (quemadg
ra por frio) (Fennema et al, 1973).

El método de congelacién, el tipo de envasado y la temperatura de
almacenamiento, influyen significativamente sobre el tiempo en que la calidad

se mantiene a un nivel aceptable. La alteracién del color y el desarrollo de
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rancidez, se controlan satisfactoriamente con la baja temperatura y el empleo
de peliculas impermeables al oxigeno y ala humedad. En cambio las alteraciones
vinculadas a la desnaturalizacidén proteica son las mas dificiles de controlar,
pues se producen por el proceso mismo de la congelacidén, viéndose influidas
por la velocidad de congelacidén (que gobierna la morfologia y la distribucién
de los cristales de hielo), por la temperatura (que determina la cantidad de
hielo formado) y su fluctuacién durante el almacenamiento (que favorece la re-
cristalizacidén del hielo) (Shenouda, 1980).

La velocidad de congelacién queda determinada por la rapidez con que
desciende la temperatura en el misculo congelado. Asi, por ejemplo, cuando se
colocan piezas de carne relativamente grandes a temperaturas no inferiores a
-10°C, resulta una velocidad lenta de congelacidén. Bajo esas condiciones, hay
Gnicamente congelacién del fluido extrafibrilar con formacidén de grandes colum
nas de hielo. Al aumentar la velocidad de congelacién (lo que se logra por ejem
plo, congelando piezas mas pequefias y empleando temperaturas de congelacién in
feriores a -30°C), ademas del hielo extracelular, comienza a formarse hielo
intracelular, desde un Unico cristal hasta la aparicién de numerosos cristales
pequefios cuando la congelacidén es muy répida (Love, 1966; Bevilacqua et al.,
1979; Jul, 1969).

La cantidad de agua tisular congelada depende de la temperatura al-
canzada en la congelacién. Por debajo del punto de congelacidn, el contenido de
hielo aumenta rapidamente hasta alcanzar los -5°C, temperatura a la cual, en el
caso del misculo bovino, estd congelada cerca del 74% del agua total del teji-
do (Riedel, 1957). A temperaturas mas bajas,continia la formacién de hielo a
partir del agua disponible o congelable presente en el tejido. Hay un porcenta
je de agua ligada fuertemente a las proteinas, que no congela ain cuando la tem
peratura alcanza los -70°C. Es conocida como agua unida y representa aproxima-
damente el 10% del agua total (Fennema et al., 1973).

Durante el almacenamiento congelado, el hielo formado se ve afectado
por el fendémeno conocido como recristalizacién, el cual consiste en el creci-

miento de grandes cristales a expensas de los mas pequefios en un sistema poli-
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cristalino, conduciendo a la reduccidn en el nimero de cristales y al incremen
to del tamafio medio cristalino (Brook, 1976; Bevilacqua y Zaritzky, 1982).

Estos cambios, aunque parecen limitarse a la fase acuosa, son los
que directa o indirectamente causan las alteraciones proteicas del misculo en
estado congelado y conducen como efecto mas notable a la pérdida de solubili-
dad (Connell, 1962, 1968; King, 1966; Awad et al, 1968). Los mismos factores
que controlan el desarrollo de microorganismos y la accidén enzimatica, son a su
vez los que propician la desnaturalizacién de las proteinas musculares: forma
cién y crecimiento del hielo, deshidratacién interna del tejido, e incremento
de la concentracién salina (Shenouda, 1980).

En general, la funcionalidad de las proteinas en los sistemas biold
gicos requiere el mantenimiento dentro de limites relativamente estrechos de
una estructura o conformacién particular. Cuando la proteina es capaz de rea
lizar su funcién, se dice que posee conformacidén o estructura nativa. Dicha
estructura puede sufrir profundos cambios, con la consiguiente alteracidén de
las propiedades especificas que determinan la funcionalidad e identidad de la
molécula proteica. Estos cambios son comunmente conocidos como ''desnaturaliza
cién" (Bodwell y Mc Clain, 1976).

Los efectos de la desnaturalizacidén de proteinas se pueden reunir en
los siguientes puntos: a) aumento de la susceptibilidad de la proteina a la
hidrélisis por enzimas proteoliticas, b) disminucién de la solubilidad, c) pér
dida de'la capacidad de cristalizar, d) disminucidén o pérdida de la actividad
biolégica (en el caso de una enzima, pérdida de la actividad enzimatica), e)
incremento de la reactividad quimica (por exposicidén de grupos reactivos), f)
cambios en la forma molecular, g) incremento de la viscosidad intrinseca y h)
de la rotacidén é6ptica de la proteina en solucidén. Estos cambios sugieren que
el pasaje del estado nativo al desnaturalizado, implica el desplegamiento de
la cadena polipeptidica con aumento de la exposicidén de residuos hidrofébicos.
La desnaturalizacién puede definirse entonces como una modificacién en las es
tructuras secundaria, terciaria y/o cuaternaria de la molécula proteica, que

no involucra la ruptura de uniones covalentes. Es un proceso en el cual se
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rompen puentes hidrégeno, interacciones hidrofébicas y uniones salinas (Wu e
Inglett, 1974; Anglemier y Montgomery, 1976).

El objetivo de este trabajo de tesis es estudiar el efecto de la con
gelacién y del almacenamiento en estado congelado sobre la desnaturalizacién
de las proteinas del mGsculo bovino; y analizar la influencia que ejercen la
velocidad de congelacién, el tiempo y la temperatura de almacenamiento. Se
propondra una cinética de desnaturalizacidén y de agregacién de las proteinas
musculares y un mecanismo de deterioro global del misculo en estado congelado.
Para ello se estudiaron los siguientes parametros indicativos de desnaturaliza
cién y agregacidén proteica: actividad enzimitica, solubilidad, viscosidad, com
portamiento reolégico y electroforético, capacidad de absorcidén de agua y tran

siciones térmicas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestras utilizadas

Los experimentos se llevaron a cabo con misculo semitendinoso bovino
("Peceto"), de 48 horas post mortem, proveniente de novillos clasificados A &
B por la Junta Nacional de Carnes de la Repdblica Argentina. Se emplearon mues
tras en estado fresco, congelado a distintas velocidades Y almacenado en esta-

do congelado a -5°C, -10°C y -20°C.

2.2 Congelacién de la carne

El proceso de congelacién del mdsculo se realizd siguiendo dos técni

cas diferentes: en cilindros y en rodajas.

2.2.1 Congelacidn de cilindros de carne: de cada misculo utilizado se separd

un trozo de aproximadamente 30 gramos para realizar los estudios en estado fres
co (no congelado) y con el resto se cortaron con un sacabocados, cilindros de
8 a 10 cm de largo y 5 cm de didmetro (con su eje longitudinél paralelo a las
fibras musculares). Cada cilindro de carne, asi obtenido, se envolvid con una
pelicula de polietileno, dejando al descubierto sus bases y'se colocé entre
dos semitubos cilindricos de acrilico de 10 cm de longitud y 5 cm de di&metro
interno, los cuales poseian pequefios orificios laterales distantes de la base
y entre siI en 0.5 cm, para introducir termocuplas en el eje longitudinal del
cilindro y poder entonces conocer su historia térmica durante la congelacién,
siguiendo las variaciones de temperatura con el tiempo. Los cilindros con sus
cubiertas de acrilico fueron ademds aislados del ambiente rodedndolos lateral
y superiormente con una capa aislante de polietileno expandido a fin de evitar
la transferencia lateral y superior de calor. (Figura 1). (Mascheroni y Calve-

lo, 1978; Bevilacqua et al., 1979; Afi6én y Calvelo, 1980).

2.2.1.1 Obtencién de rodajas de carne congelada a distintas velocidades: conge

lacién répida, intermedia y lenta.
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Figura 1: Congelacién de un cilindro de misculo semitendinoso bovino.

a) Direccidén de las fibras musculares;b) Cilindro de miasculo fres-
co;c) Semitubos cilindricos de acrilico con orificios(d) para pa-
sar las termocuplas;e) Cilindro(b) envuelto en polietileno y rodea
do con las camisas de acrilico;f) Corte longitudinal de (e) prepa-
rado para la congelacidn;g) Termocuplas;h) Coneccidn al registrador;
i) Pelicula de contacto;j) Lamina de acrilico;k) Flujo térmico;1l)
Placa intercambiadora;m) y n) Entrada y reciclo de metanol;o) Aisla

miento térmico.
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El cilindro de carne prepérado con su camisa de acrflico y con las
termocuplas cobre - constantan (Cu - Cn) ubicadas a travé&s de su eje desde l;
base inferior a la superior (termocuplas 0.1.2....n), se congeld apoyando la
base inferior descubierta sobre una placa metdlica con circulacidn de metanol
a -40°C proveniente de un criostato (Ultra Kryostat UK 50 D — MGW LAUDA). Se ob
tuvieron asi cilindros de carne congelada con gradientes de velocidad de conge
lacidén a lo largo de su eje, debido al flujo caldrico unidireccional.

Para obtener velocidades lentas de congelacién, se colocaron entre
la placa intercambiadora y la carne, una l&mina de acrflico de 2.4 mm de espe-
sor y entre ésta y la placa, una pelficula de contacto de grasa de litio.

Las termocuplas Cu - Cn (calibradas a 0°C y 100°C con una mezcla
agua - hielo y agua en ebullicién, respectivamente) se conectaron a un Registra
dor Data Logger marca Fluke 2240C, registrando las temperaturas (en °C) como
una funcidén del tiempo (en minutos).

Una vez que los cilindros de carne alcanzaron homogéneamente la tem—
peratura de -25°C, se llevaron a una cdmara frigorifica a -20°C, donde se cor-
taron en rodajas circulares de 0.5 cm de espesor, asigné&ndoles a cada una su
correspondiente velocidad de congelacidén local expresada como el tiempo carac-
teristico de congelacién, tc (Bevilacqua et al., 1979; Afién y Calvelo, 1980).
El tc estid definido como el perfiodo de tiempo en minutos que tarda la tempera-
tura de un punto de la carne en pasar de -1.1°C (temperatura de congelacidn
del agua del tejido muscular) a -7°C (temperatura a la cual esta congelada
el 80% del agua tisular) (Riedel, 1957; Mascheroni, 1977).

En la Figura 2 se puede observar la historia térmica de un cilindro
de carne congelada unidireccionalmente, en tanto que la Figura 3 muestra el
cidlculo del tiempo caracteristico tc para cada rodaja de carne obtenida. Las
rodajas congeladas de carne se agruparon segin su valor tc, seleccionando sola
mente aquellas que fueron congeladas a las siguientes velocidades:

Congelacién rdpida, tc < 5 minutos

Congelacién intermedia, tc = 20-25 minutos

Congelacién lenta, tc > 60 minutos
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Figura 2: Historia térmica de un cilindro de misculo congelado unidireccio-
nalmente, a diferentes tiempos caracteristicos (tc) de congelaciédn.
T°C es la temperatura a través del eje longitudinal del cilindro
y t (min) es el tiempo relativo transcurrido durante la congela-
ciédn.
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Figura 3: Deteminacidén experimental de los tiempos caraclteristicos de conge
lacién (tc). Las curvas -1 y -7 indican respectivamente los tiem-
pos requeridos para alcanzar localmente las temperaturas -1°C y
_7°C. X (cm)es la distancia longitudinal medida desde la placa

refrigerada. Condiciones de congelacidén: T, = 4°C, Tf =-25°C.
i
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Las rodajas obtenidas por este método se utilizaron para el estudio

del efecto de la congelacién en siI, ya que nos permite trabajar con muestras

provenientes de un mismo mdsculo, diferenciables Gnicamente por la velocidad

con la que fueron congeladas.

2.2.2 Congelacidn directa de rodajas de carne: a diferencia de la técnica ante

rior, se cortaron directamente rodajas de misculo en estado fresco de 5 cm de
didmetro y 1 cm de espesor y se congelaron en una placa intercambiadora en con
diciones tales como para obtener tiempos caracteristicos de congelacidn:

tc < 5 minutos y tc > 60 minutos (velocidad rdpida y lenta respectivamente).

2.2.2.1 Obtencibn de rodajas de carne congeladas a velocidad rdpida y lenta.

Este método permitié un mayor rendimiento de rodajas congeladas por
pieza de carne. A diferencia de la congelacidén de cilindros donde muchas roda-
jas eran descartadas por no tener un tc con valores utilizables. AdGn asi, el
ndmero de rodajas congeladas obtenidas por peceto resultd insuficiente para
efectuar estudios de almacenamiento prolongado durante los periodos de tiempo
previstos. Por mdsculo semitendinoso bovino se obtuvieron entre 20 y 25 roda-
Jjas de las dimensiones mencionadas, debiéndose utilizar en total seis pecetos
de idénticas condiciones y caracteristicas iniciales, para almacenar un némero
suficiente de rodajas por cada temperatura de almacenamiento (T1 = =-5°C,

T2 = -10°C y T3 = -20°C). El total de rodajas de cada misculo se dividié en
dos partes iguales, con el objeto de efectuar en una la congelacidn rdpida y
en la otra la lenta. El siguiente esquema muestra el procedimiento de congela-

cién - almacenamiento empleado en este trabajo:
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Segin este esquema los pecetos 1 y 2 dan duplicados para congelacién ri
pida y lenta con almacenamiento a -5°C; los pecetos 3 y 4 para -10°C y los pe
cetos 5 y 6 para -20°C. Sobre cada peceto se realizaron los correspondientes
estudios en estado fresco (reservdndose una rodaja sin congelar en cédmara de
+ 2°C a tal efecto), para control y conocimiento de la variabilidad bioldgica
entre ellos. Las rodajas de carne, una vez congeladas, se envasaron en una pe-
licula de polietileno para evitar la deshidratacién durante el almacenado, eti
quetdndolas con la nomenclatura correspondiente a su velocidad de congelacidn,

temperatura de almacenamiento y ndmero de peceto.

5 (congelacidn rdpida) se obtuvie-

ron conjuntamente, coloc&ndolas entre dos placas met&licas intercambiadoras de

Las rodajas congeladas Rl’ R2, eee R

calor (congelacidn bidireccional) por las que circulaba metanol a -35°C desde
un criostato (Ultra Kryostat UK 50 D, MGW LAUDA). Para que la congelacién sea
rdpida se colocd Unicamente entre placas y rodajas, un papel de aluminio que
facilitdé la separacidn de las rodajas una vez congeladas. La congelacidén se
didé por concluida cuando las muestras alcanzaron -25°C.

Las rodajas congeladas Ll’ L L6 (congelacidn lenta) se obtuvieron

5!
también en conjunto, pero colocando entre ellas y las placas, una tabla de ma-
terial aglomerado de 2 cm de espesor y con una temperatura del metanol circu-
lante de -20°C, a fin de obtener valores de tc superiores a los 60 minutos.
Una vez que las rodajas llegaron a -15°C, se bajé la temperatura del criostato
a —-40°C para que las rodajas congeladas a velocidad lenta alcanzaran -25°C.

De esta manera, tanto las muestras congeladas rédpida como lentamente al ser
llevadas hasta la misma temperatura final, tienen idéntica cantidad de hielo
formado (Riedel, 1957).

Para poder conocer los tc medios de las rodajas congeladas de misculo,
se siguieron sus historias térmicas, colocando termocuplas Cu - Cn en el cen-
tro de cada rodaja y midiendo la variacidén de la temperatura con el tiempo.

Se 1llevé a cabo una segunda serie de experiencias de congelacidn - al-

macenamiento, en las condiciones anteriormente descriptas con otros seis pece-

tos, siguiendo el procedimiento detallado en el esquema. Con esto se asegurd
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un mayor nimero de replicados para.cada dato obtenido.

2.3 Almacenamiento congelado

Las rodajas congeladas por la técnica detallada en el punto 2.2.2, se
almacenaron en freezers a -5°C i.1°C, -10°C + 1°C y -20°C + 1°C, durante un
periodo méximo de 11 meses, en el transcurso del cual se fueron retirando
peridbdicamente muestras al azar correspondientes a cada velocidad de congela-
cidn, temperatura y tiempo de almacenamiento, para ser estudiadas. El control
de las temperaturas de las cdmaras se efectud colocando termocuplas Cu - Cn
dentro de las rodajas de carne y los valores fueron registrados en un Registra

dor Data Logger Marca Fluke 2240C.

2.4 Composicion y pH del misculo

Sobre muestras de cada mdsculo utilizado en estado fresco, se determind
el pH y el contenido porcentual de humedad, de proteinas totales, miofibrilares,
sarcoplasmaticas y de tejido conectivo. Estas determinaciones se realizaron pa
ra asegurar la homogeneidad de los misculos bovinos empleados en este trabajo.
Durante el almacenamiento, la determinacidén del porcentaje de humedad en las
muestras congeladas sirvié para controlar la ausencia de deshidratacidn del te
jido. E1 pH de las muestras también fue seguido en el transcurso del almacena-

miento, sirviendo de parémetro indicador de degradacidén enzimdtica y desarro-

1lo microbiano.

2.4.1 Medicién del pH del misculo

El pH se midié en un pH-metro Marca MACO HL-02, empleando un electrodo

de punta especial para carnes INGOLD LOT 405-M4, a temperatura ambiente.

2.4.2 Determinacidén de humedad

El porcentaje de humedad se determind segin el método de la AOAC 13°

Edicién (1980). Se pesaron en un pesafiltro aproximadamente 2 gramos de mﬁscg
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lo desmenuzado y se secaron durante 16 - 18 hs en una estufa a 100-102 °C con

circulacidn de aire. La humedad se expresd como la pérdida de peso por 100 g

de muestra hGmeda.

2.4.3 Determinacién del contenido total de proteinas

La determinacién del contenido de Nitrdgeno total en las muestras de
midsculo se realizd segiin el método de Kjeldahl-Arnald-Gunning (AOAC, 1945) uti-
lizando un equipo Buchi 320 como unidad de destilacidn y un Buchi 427 como uni
dad de digestidn. Como patrdn de Nitrdgeno se usé urea p.a.. E1 porcentaje de
protefna bruta total se calculd a partir del porcentaje de Nitrégeno total, u-

sando el factor de conversién f = 6.25 (% P = % N x 6.25) (Lillevik, 1970).

2.4.4 Determinacidn del contenido de protefinas miofibrilares, sarcoplésmicas

y tejido conectivo

Los porcentajes de proteinas miofibrilares y sarcopldsmicas se calcula-
rén a partir de la concentracidn de los extractos miofibrilar y sarcoplésmico
(ver inc. 2.7), obtenidos como resultado de la aislacibén de cada fraccién pro
teica (ver inc. 2.6). Durante este procedimiento se separd un residuo insolu-
ble en solucién KC1l 0.6M, compuesto principalmente por coldgeno y elastina,
que una vez secado en estufa a 100-102°C durante 24 hs., se informd como el con

tenido en tejido conectivo del misculo.

2.5 Solubilidad de proteinas totales del misculo

Sobre 2 g de midsculo desmenuzado se ensayd la solubilidad de proteinas
musculares con 20 ml de solucién 0.6M KCl - 0.03 M Tris -~ HCl pH 7.6 (Solucidn
4). Se homogeneizd a 4°C en un homogeneizador OMNI - MIXER (Sorvall - Model
17106), en 3 perfodos de 15 segundos cada uno, con intervalos de 45 segundos.
La suspensidn resultante fue agitada suavemente con un agitador magnético duran
te 12 horas a 4°C y centrifugada a 16000 x g por 1 hora a 2°C en una centrffu-

ga Sorvall - RC 5 B Refrigerated Dupont. Se midié luego la concentracidn de pro
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teinas en el sobrenadante siguiendo el método de Lowry (1951). La solubilidad
de proteinas totales (% Ts) se expresé como la cantidad de proteina extraida
de 100 g de misculo entero Y se calculd segin la expresién

(Ps x 20) x 100 (1)
m

% Ts =

donde Ps = concentracién en mg/ml de proteinas en el sobrenadante; 20 = ml de

solucién 4 utilizada en 1la extraccidn; m = mg de muestra de carne entera.

2.6 Preparacién de miofibrillas y proteinas sarcoplasmicas de misculo bovino

Las miofibrillas se prepararon siguiendo esencialmente el procedimiento
descripto por Goll y Robson (1967) con algunas modificaciones. Todos los pasos
incluidos en la extraccién se realizaron a 2-4°C con el fin de evitar modifica
ciones de las proteinas musculares por efecto térmico. Las soluciones utiliza-

das para la aislacién y purificacién de miofibrillas fueron las siguientes:

Aislacidn de miofibrillas y solubilizacién de proteinas sarcoplésmicas

Solucién A: 0.25 M Sacarosa, 1 mM EDTA, 0.05 M Tris - HCl, pH 7.6

Resuspensidén de miofibrillas y separacidén del tejido conectivo

Solucién B: 1 mM EDTA, 0.05 M Tris - HCl1 pH 7.6

Purificacién de miofibrillas aisladas

Solucién 1: 0.15 M KC1, 0.03 M Tris - HC1l pH 7.6
Solucibén 2: 1 mM EDTA, pH 7.6
Solucidén 3: Agua bidestilada

Solucién 4: 0.6 M KC1l, 0.03 M Tris - HC1l pH 7.6

Aproximadamente 2 g de misculo finamente desmenuzado se pesaron en un
papel de aluminio con una precisién de + 0.2 mg; se transfirieron a un homoge
neizador OMNI -~ MIXER con 10 ml de solucién A (5 volimenes) y se homogeneiza-

ron en tres periodos de 15 segundos de duracién y 45 segundos de intervalo a
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200, E1 extracto fue transferido a un vaso de precipitado y agitado lentamen-
te con agitador magnético durante 30 minutos a 2°C. La suspensidn resultante
fue luego centrifugada a 2500 x g durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga
Sorvall — RC 5 B Refrigerated Superspeed de Du Pont Ints.

E1l sobrenadante obtenido, que contiene la mayoria de las protefnas sar-
copldsmicas, se transfirié a un matraz de 50 ml. E1 sedimento, constitufdo prin
cipalmente por miofibrillas, fue resuspendidp con 10 ml de solucidn A, se agi-
t8 suavemente con agitador magnético durante 15 minutos a 2°C y se centrifugd
nuevamente a 2500 x g por 10 minutos a 4°C., El nuevo sobrenadante, reunido al
anterior y completado a 50 ml con agua destilada contiene la totalidad de las
proteinas sarcopldsmicas del misculo. Las miofibrillas sedimentadas se resus-
pendieron con solucién B y filtraron a través de una gasa doble, para separar
el tejido conectivo. A este proceso de aislacidn le siguid el de purificacién
de las miofibrillas por sucesivas resuspensiones con agitacidn magnética en so
luciones 1, 2, 3, 1 y 1, seguidas por centrifugacidn.

Finalmente, las miofibrillas purificadas se suspendieron en solucidn 1
o se solubilizaron parcialmente en solucién 4 (volumen final 25'm1) segiin su
posterior utilizacidn.

A ambas fracciones, miofibrilar y sarcoplésmica, se les agregd Azida
s6dica a una concentracién 1 mM, para asegurar su preservacién en cdmara de
4°C, evitando el desarrollo de bacterias y hongos. Con anterioridad se habfa
ensayado la ausencia de un efecto desnaturalizante de la Azida sédica a dicha

concentracidn, sobre las protefnas en estudio.

2.7 Determinacién de la concentracion de proteinas en los extractos miofibri

lar y sarcoplasmico

Se utilizaron dos métodos a) El método de Biuret descripto por Gornall
et al. (1949) y modificado por Robson et al. (1968) y b) El método de Lowry
(1951). Para la aplicacidn de ambos mé&todos se realizé una curva de calibra-
cidén con Solucién 10 mg/ml de albimina bovina. La determinacidn de proteinas

miofibrilares por ambos métodos, arrojd resultados significativamente compara-
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bles. En cambio, la concentracién de proteinas sarcopléasmicas, s§lo pudo deter

minarse por el método de Lowry, ya que segln lo observado, el alto contenido
de mio y hemoglobina, interfirié en la determinacién por el método de Biuret.
Llegando a dar con este método valores de concentracidn hasta del doble respec
to al método de Lowry.

Para corroborar estos resultados se efectud la determinacidn de nitrégeno
total por el método de Kjeldahl - Arnold - Gunning (AOAC 1945), usando un fac-
tor f de conversidn de nitrégeno a protefna de: f = 6.00 para miofibrillas (
Lillevik, 1970; Hay et al., 1973a)y f = 6.25 para protefnas sarcopldsmicas (

Awad et al., 1968; Lillevik, 1970).

2.8 Medicién de la actividad ATPasica de miofibrillas

- . NPT . 2 2
La actividad ATPasica miofibrilar en presencia de iones Ca * o Mg * co-

mo activadores, se midié a 25°C en una solucién C: 0.02 M KC1l, 0.02 M Tris -

acetato (pH 7.0), 1 mM MgCl2 (6 CaClz) y 1 mM ATP, con una concentracién de
miofibrillas de 0.2 - 1.0 mgkml._El procedimiento seguido es esencialmente el
descripto por Hay et al. (1973a). Después de iniciada la reaccién (agregado de
las miofibrillas a la solucién C), se tomaron alfcuotas a los 30, 60, 90, 120
y 150 segundos y se mezclaron en un tubo conteniendo solucidén acuosa de acido
tricloroacético 10 %, con lo cual se frena la reaccién y se precipitan las pro
tefnas. Después de centrifugar a 14000 x g durante 15 minutos a 20°C, en una
centrifuga Sorvall RC 5 B para sedimentar las proteinas, se determind la con-
centracién de ortofosfato (Pi) en el sobrenadante, aplicando el método del aci
do asclrbico de Ammon y Hinsberg modificado por Lowry y descripto por Chen et
al. (1956). El reactivo se prepard en el momento de ser usado, de la siguiente
manera: 1 volumen de Acido ascérbico 10% + 1 volumen de molibdato de amonio
2.5% + 1 volumen de H_SO 6N + 2 volimenes de agua destilada. La relacién reac
tivo asclrbico-molibdato a sobrenadante era 7:3.

Después de una incubacién de 20 minutos en un bafio termostético a 45°C
(tiempo y temperatura necesaria para el desarrollo de color) se leyd la densi-

dad 6ptica (DO) a 820 nm en un espectrofotdémetro Shimadzu UV - 150-02 de do-
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ble haz. La concentracién de Pi se calculé a partir de las DO leidas a cada
tiempo de reaccidn, utilizando una curva de calibracidn: (Pi) vs D0820' Esta
curva se realizé con una solucidén madre de Pi (10 HPmoles Pi/ml), usando
H KPO p.a. como sustancia patrén. La actividad ATPasica especifica miofibri
lar se calculd como el cociente entre la velocidad de hidrélisis enzimética
del ATP y los mg de proteina miofibrilar presentes en el tubo de reacciédn.
La velocidad de hidrélisis v = )Jmoles Pi/min es igual a la pendien
te resultante de graficar los }Jmoles de Pi liberados vs. el tiempo de reac
cién en minutos. La actividad ATPasica especifica queda entonces expresada
como A = Mmoles Pi/min/mg de proteina.
Se comprobd que la concentracién de ATP utilizada era saturante para

la concentracién de enzima ATPasa miofibrilar ensayada.

2.9 Solubilidad de las miofibrillas

Sobre las miofibrillas aisladas (ver inc. 2.6) se ensayd la solubili
dad de las proteinas miofibrilares con solucién 0.6 M KCl, 0.03 M Tris - HCl
a pH 7.6 (solucién 4) segin el siguiente procedimiento: a 2 ml de miofibri-
llas aisladas en solucién 4 se le agregaron 4 ml de la misma solucidén y se
agitdé el preparado con agitacién magnética lenta durante 12 hs a 4°C. Luego
se centrifugd en una centrifuga Sorvall — RC 5 B a 17000 x g por 15 minutos
a 4°C, dosando por el método de Biuret modificado (Robson et al., 1968) la
cantidad de proteinas miofibrilares extraidas en el sobrenadante resultante.
El sedimento de miofibrillas insolubles se reservd para estudios posteriores,
conservandolo en camara de + 2°C, previo agregado de Azida sédica. La concen
tracién proteica en el sobrenadante se confirmé espectrofotométricamente
(Layne, 1957). Se ley6 la DO a 280 nm y 260 nm en un espectrofotémetro
Shimadzu UV - 150 - 02 de doble haz, siendo coincidentes los resultados obte
nidos por ambos métodos. El porcentaje de solubilidad de miofibrillas se cal
culd segin la siguiente expresién: ¢ Ms = 4.8 100 donde: (2)

M = concentracidn proteica en la solucién de miofibrillas ensayada (mg/ml)
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w
I

concentracién de protefna en el sobrenandante (mg/ml)

Q.
I

dilucién (en este caso d = 3)

% Ms = porcentaje de miofibrillas solubles.

2.10 Viscosidad y comportamiento reolégico de miofibrillas

Las miofibrillas aisladas y suspendidas en solucién 0.6 M KCl, 0.03 M
Tris-HC1l pH 7.6, se comportd como una solucidn viscosa, cuya viscosidad y carac
teristicas reolégicas reflejaban el grado de desnaturalizacién de las proteinas
miofibrilares. La medicién de estas propiedades se llevd a cabo a 10°C en un
viscosimetro Haake Rotavisco RV 2 Viscometer usando un sistema de medicidn NV
y una velocidad n del rotorde O hasta 64 rpm, segin el programa siguiente: 2 mi-
nutos, barrido de la velocidad desde O a 64 rpm; 1 minuto, mantenimiento de 1la
velocidad en 64 rpm y 2 minutos, barrido de la velocidad desde 64 rpm a O rpm.
Este programa se realiz6 con un programador PG 142 Haake. Las curvas de flujo,
S (en ordenadas) vs n (en abscisas), fueron registradas con un registrador
Hewlett Packard x-y-t Haake. La viscosidad aparente (Qap) de la solucidén anali
zada se calculd segiin la siguiente f6rmula:r]ap = G. 2 (m Pa. seg) (3)
donde: G = factor del instrumento (m Pa. seg/divisiones de la escala /min)

S = valor observado en la escala (divisiones de la escala, correspondien

te al valor alcanzado en ordenadas)

n = velocidad del rotor (min = = rpm)

y m Pa.seg = mili-Pascal segundo = 1 cp (centi-poise)

El valor S es proporcional a la tensién de empuje T (pa) segin la expre

sién ‘T = a.S (4) donde a es un factor de empuje dependiente del sistema de

medicién y tipo de cabezal empleado. El valor n es proporcional al gradiente
de velocidad D (seg_l) segin D = mc.n (5) donde m es un factor de cizallamien

to también dependiente del sistema de medicién. Como el factor G es igual a

103 a (m Pa. seg/divisi6én de la escala) surge que Qap=‘I'(mPa.sng(6)que
D
m

C 3 » 3 -
es la ecuacién habitual con la cual se define la viscosidad.
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Para liquidos newtonianos las curvas de flujo: S vs n son rectas con or
denada al origen igual a cero y pendiente igual a la viscosidad. En cambio, pa
ra sistemas no newtonianos (como lo son las suspensiones viscosas de miofibri-
llas), la relacién S/n no es constante, con lo cual para cada velocidad n del
rotor hay un valor diferente de la viscosidad, al cual se lo define como visco
sidad aparente. Con el objeto de hacer comparables los resulados obtenidos en-
tre las diferentes muestras de miofibrillas, fue necesario tener en cuenta la
concentracidén miofibrilar de cada suspensidn estudiada. Se calcularon entonces
las correspondientes viscosidades reducidas segin la expresién:l]red = Qap/M (7)
dondel]ap es la viscosidad aparente calculada segin la expresidn (3) para una
velocidad del rotor n = 64 rpm y M es la concentracidn de miofibrillas expre-
sada en mg /ml , Todas las suspensiones de miofibrillas estudi;das tenian una
concentracién entre 10 y 12 mg /ml..

En las curvas de flujo obtenidas, ademds de las mediciones de viscosi-

dad reducida, fue posible observar los cambios en el comportamiento reoldgico

con el tiempo de almacenamiento congelado de las muestras de carne.

2.11 Capacidad de absorcién de agua (o hinchamiento) de las miofibrillas

La medicidn de la capacidad de absorcidén de agua se realiz8 sobre las
miofibrillas aisladas y suspendidas en solucidn 0.15 M KCl, 0.03 M Tris - HC1l
pH 7.6 (Solucidn 1), segiin el siguiente procedimiento: una alfcuota de la sus-
pensién de miofibrillas en solucién 1 fue centrifugada a 3000 x g durante 10
minutos a 2°C en una centrffuga Sorvall - RC 5 B, Las miofibrillas sedimenta-
das fueron pesadas (ml) y seguidamente resuspendidas en 8 veces su volumen de
agua destilada con agitacidn magnética lenta durante 12 hs. a 4°C. La suspen-—
sién viscosa resultante fue nuevamente centrifugada a 3000 x g por 10 minutos
a 2°C, pesando luego el sedimento obtenido (m2). Em ambas centrifugaciones se
separd el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur. La capacidad de absor-
cibn de agua de las miofibrillas se calculd como sigue: en presencia de solu-
cién 1, m - m y en presencia de agua destilada,

(8) WAC = 1
1 m



(9) wac =
2

a
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- donde m = masa de miofibrillas ensayadas (en mg; se calculd

partir de la concentracién de miofibrillas en mg /ml y €l volumen de la ali-

cuota ensayada); m1 = masa del sedimento de miofibrillas suspendidas en solu-

cidén 1 (mg) y m2 = masa del sedimento de miofibrillas suspendidas en agua des-

tilada (mg).

2.12 Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

(SDS-PAGE)

Se prepararon placas de gel de poliacrilamida 10% con agregado de SDS,

de acuerdo al sistema de buffer discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970; Laemmli

y Favre, 1973). Las corridas electroforéticas se realizaron en un equipo para

electroforesis en gel de la Marca Pharmacia GE - 214, Se requiridé de las si-

guientes soluciones:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)

h)

Solucién madre de acrilamida-bisacrilamida: acrilamida 30%, bisacrilamida
0.8% en agua destilada (bisacrilamida = N, N', metilen-bis-acrilamida).
Solucidn buffer para el gel de"Stacking'(gel apilador): Tris 0.5 M, SDS 0.4%,
TEMED 0.4%, HCl1 1N hasta pH 6.8 (Tris = Tris (hidroximetil) aminometano,
TEMED = N, N, N', N', tetrametil etilendiamina)

Solucién buffer para el gel separador: Tris 1.5 M, SDS 0.4%, TEMED 0.4%,
HCl1 1 N hasta pH 8.8

Solucidn buffer de corrida, 3.5 x: Tris 0.05 M, glicina 0.384 M, SDS 0.35%,
HCl1 1 N hasta pH 8.3

Solucién buffer para preparacién de la muestra: Tris 0.125 M, EDTA 0.001 M,
SDS 2% (con o sin ME 5%) glicerol 10%, azul de bromofenol 0.001%, HCl1 1 N
hasta pH 6.8 (ME = mercapto etanol)

Solucién fijadora: isopropanol 25%, &cido acético 10% en agua destilada.
Solucién colorante (para coloracién por difusién en el gel): Coomassie
Brillant blue R-250 0.02% en solucidn acuosa de &cido acético 7.5%.

Solucidn decolorante: Metanol 25%, &cido acético 10% en agua destilada.
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2.12.1 Preparacién de placas de gel de poliacrilamida (14 carriles por placa)

- Gel separador (acrilamida 10%, bisacrilamida 0.27%): 1 volumen de solucidn

(a) + 1 volumen de solucidn {(c) + 1 volumen de persulfato de amonio 0.1%.

- Gel de "Stacking" (acrilamida 4%, bisacrilamida 0.1%):un volumen de solucidn

(a) + 2 volGmenes de solucién (b) + 1 volumen de Glicerol + 3.5 voldmenes de

persulfato de amonio 0.1%.

.12.2 Preparacidn de las muestras de protefnas miofibrilares, sarcopldsmicas

\V]

y patrones de PM conocido

A alicuotas de los extractos miofibrilar y sarcopldsmico, se les
agregd igual volumen de solucidn (e) y se incubaron a 100°C durante 5 minutos.
De estas preparaciones se sembraron entre 15 y 25)J1 en cada carril del gel,
lo cual corresponde a una siembra de 30-50 X de protefna.

Como protefnas patrones se utilizé un kit de Pharmacia de la siguien

te composicidn:

Proteina PM Je/vial
fosforilasa b 94000 64
sero albdmina bovina 67000 83
ovoalblmina 43000 147
anhidrasa carbdénica 30000 83

inhibidor de tripsina
(soja) 20100 80

lactoalbimina 14400 121

578 § totales de protei
na/vial

Al vial se le agregaron 100 M1 de solucién (e) con ME 5% y se in-
cubd a 100°C durante 5 minutos. De esta preparacidén se sembraron lO}Jl (588
de proteina) en el carril central de cada placa, para poder estimar los PM de

las bandas obtenidas con las protefnas miofibrilares y sarcopldsmicas.
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2.12.3 Condiciones de corrida

Como buffer de corrida se utilizé la solucidn (d) dilufda con agua,
3.5 veces (1x). Se conectd el equipo para electroforesis a una fuente Yy se re-
guld la tensién para que circulen 25 mA de intensidad por placa. E1l tiempo total

de corrida fue aproximadamente de 24 horas.

2.12.4 Coloracidn de bandas

Una vez conclufdas las corridas, se trataron los geles por inmersién
sucesiva en:
i) Solucién fijadora (f), 2 horas
ii) Solucidén colorante (g), 24 horas
y 1iii) Solucidén decolorante (h), el tiempo suficiente para decolorar las
zonas desprovistas de proteinas. Finalmente se las lav6é y conservé en agua des

tilada.

2.12.5 Densitometria

Los geles fueron leidos en un espectrofotdmetro Shimadzu dual-
Wavelength TLC Scanner CS - 910, acoplado a un registrador C-R IA Chromatopac
Shimadzu Integrator. Las lecturas se realizaron por transmisidn, barrido li-
neal (20 mm/min) y con doble longitud de onda ( Amuestra = 570 nm y A referen-

cia = 395 nm).

2.13 Calorimetria Diferencial de Barrido (D.S.C.)

Se realizaron estudios por DSC sobre las siguientes muestras:
a) mdsculo entero, b) midsculo desprovisto de proteinas sarcopldsmicas y de
tejido conectivo, c) miofibrillas aisladas, d) proteinas sarcopldsmicas y f)

tejido conectivo.

Los ensayos a), b) y c), se efectuaron tanto para muestras de mdscu-
lo fresco como de midsculo congelado y almacenado, en tanto que las muestras

d) y f) s8lo se estudiaron para midsculo en estado fresco. Las muestras b)
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fueron preparadas segin el procedimento descripto por Stabursvik y Martens
(1980): se cortaron con un escalpelo pequefios trozos (de aprox. 30 mg) de mds-
culo entero y se trataron con solucidn Ringer modificada (Solucidn fisioldgica
salina isotdnica con el tejido muscular; 0.15 M NaCl, 0.003 M KCl y 0.003 M
CaCl2), con suave agitacién magnética durante 4 horas a 4°C. Durante este pe-
riodo se ajustd el pH al valor requerido con solucidn NaOH 1 N o HC1 1 N, has-
ta lograr una constancia del mismo. (Se emplearon 10 ml de solucidn Ringer por
gr. de mdsculo). Este tratamiento permitid la solubilizacidn de las proteinas
sarcopldsmicas y el ajuste del pH a un valor conocido. El1 tejido conectivo se
removid manualmente con ayuda de un escalpelo, separando las fibras blandas de
miofibrillas del tejido mAs resistente de elastina y coldgeno. Las muestras

c) se obtuvieron por centrifugacidén de la suspensidén de miofibrillas en solu-
cién 1 (0.15 M KC1l, 0.03 M Tris-HC1l pH 7.6). Una alicuota de esta suspensidn
se centrifugd a 2500 x g durante 15 minutos en una centrifuga Sorvall RC-5 B
refrigerada a 2°C. Las miofibrillas sedimentadas se resuspendieron 1 hora con
agitacidn magnética lenta en una solucidn Ringer a un pH elegido. La suspen-—
sidn resultante se volvid a centrifugar bajo las mismas condiciones y el sedi-
mento miofibrilar se lavd nuevamente con la misma solucidn por resuspensidn y

centrifugacidn sucesiva.

ai

Los termogramas DSC (grdlicos de flujo de calor, 5__, en luncién de
t

la temperatura o del tiempo) se obtuvieron en un calorfmetro diferencial de ba-
rrido Du Pont Model 910 System con un registrador Hewlett Packard 7046 B. La
calibracidn de temperatura se realizd segdn la norma ASTM E 698-79 a través

de las endotermas de fusidn de Indio (Tf = 156.6°C) registrados como QH/Jt
(en mv/cm) vs temperatura (en mv). Se pesaron 15 mg de Indio con una precisidn
de 0.01 mg, en una cdpsula DSC de aluminio, la cual se selld herméticamente y
fue luego calentada en el calorimetro con un programa de barrido constante de
la temperatura desde 100 a 200°C, usando como referencia una cdpsula de alumi-
nio vacfa. Se obtuvieron asf las endotermas de fusidn de Indio a diferentes
velocidades de calentamiento (J3, barrido de temperatura de 1 a 25°C/min) y

de cada endoterma se calcularon los dos términos de correccidn de temperatura
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expresados en mv:

i) retardo térmico (conocido como Thermal Lag), TL
c

ii) Correccién por velocidad de calentamiento,}}
c

Como se puede ver en la Figura 4, la resistencia térmica R se cal-
o]

cula segin la expresidn:

Ro (adimensional) = blem). Sx (mv/cm) (10)

a(cm). Sy (mv/cm)

donde Sx y Sy son las sensiblidades en abscisas ¥ en ordenadas respectivamente.

El término de correccidn por retardo térmico para cada velocidad queda expresa

do entonces como:

TLC (mv) = Ro.h(cm). Sy (mv/cm) (11) donde h es la altura del pico

desde la 1fnca dc base (Figura 4).

El punto de fusidn del Indio es Tf = 156.6°C que equivale a 6.403 mv
(para las termocuplas tipo K-Cromel-Alumel del sensor de la celda DSC). Este
valor tiene que coincidir con la temperatura del pico una vez corregida por

los términos TL y‘ﬂ y O sea que:
c c
6.403 = T - TL - 12
In C ﬁc (12)

donde TI es la temperatura observada en mv del pico DSC de fusidn del Indio.
n
De esta expresidn se calculaJ3 en mv.
c
Las temperaturas de los picos en las endotermas de las muestras a)

a f) pudieron asi ser calculadas segin la expresidn:

Tmax = T - R_.h. Sy -3 (13)
p o c

siendo Tmax: la temperatura corregida del pico (mv)
Tp: temperatura observada del pico {(mv)
Sy: sensibilidad en el eje y (mv/cm)
h: altura del pico (cm)
.Ro yJ}O: valores calculados para el Indio, a cada velocidad de barri
do.

Las Tmax se expresaron finalmente en °C sirviéndonos de la tabla de
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T(mV)

Termograma DSC de fusidn del Indio, para la determinacidén de los
términos de correccién de temperatura y para el calculo de la cons
tante de la celda.

1.b = linea de base; h = altura del pico; b/a = R = resistencia

- . . O
térmica; TI = Temperatura del pico.
n
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conversidn de mVa °C del manual del equipopara termocuplas tipo K-Cromel-Alumel

El coeficiente de calibracién, E, de la celda se calculd también de
las endotermas de fusién del Indio pero registradas como JH/3t vs tiempo (mi
nutos) usando como datos su masa Yy su calor de fusién. El valor E (mw/mv) fue
calculado por duplicado para cada una de las velocidades de barrido empleadas,
seglin la férmula: :

Rf.m

60 AB Sy (14)

con Qf

28.4 J/g (calor de fusidn del Indio)
m = masa del Indio en mg

60 60 seg/min

il

2
A = 4rea de la endoterma en cm
B = base de tiempo en min/cm

Sy = escala en ordenadas en mv/cm

Con el valor E se calculd la sensibilidad Ags utilizada en el eje aH/at, ex-
presada en mcal/seg/cm, teniendo en cuenta que lmw = 1mJ/seg y aplicando la
siguiente expresidn:

1

Ags = Sy (mv/cm). E (mJ/seg/mv) . (15)
4.186 mJ/mcal

Las corridas DSC para las muestras a) hasta f) se realizaron con
15-25 mg de muestra hlimeda colocadas en una cépsula DSC de aluminio hermética-
mente sellada a presidn, asegurando un buen contacto entre la muestra y el fon
do de la cdpsula. Se empled una velocidad de calentamiento I): 10°C/min, un
barrido de la temperatura desde 30°C hasta 100°C y con sensibilidades Sy= 0.5 mV/c
Sx =0.2 mV/cm. E1 peso seco de la muestra se determiné por diferencia, luego de
la corrida, haciendo un orificio en la cdpsula y secldndola en estufa a 105°C
durante 24 horas. Como referencia se utilizd indistintamente una cédpsula de
aluminio hermética con 15 1 de agua destilada o una cdpsula doble de aluminio;
ambas con una capacidad calorifica comparable a la de-la muestra.

Para cada termograma obtenido se trazd la correspondiente linea de

base, construida como una lfnea recta que une el comienzo y la finalizacidn
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de la transicidn térmica. E1 drea resultante se midi8 con un error mdximo del

1%, enun analizador de imégenes Morphomat 34 Zeiss.

La entalpfa de la transicidn térmica se estimd usando la siguiente

ecuacidn:

A 60 Ags Sx

m

AH (16)

donde AH = entalpfa de la reaccidn (cal/g)
A = drea de la endoterma (cm2)
60 = 60 seg/min
Ags = sensibilidad en eje y (mcal/seg/cm)
Sx = sensibilidad en eje x (°C/cm)
ﬁ = velocidad de calentamiento (°C/min)
m = masa de muestra seca (mg)

El valor AH asociado a las transiciones térmicas dadas por muestras
proteicas, estd actualmente considerado como la contribucidén de la entalpia
de desnaturalizacién proteica (ZSHd) mas la entalpia asociada a la agregacién
de las proteinas (A}tg(Privalov y Khechinashvili,1974; Arntfield y Murray,1981)

Sobre los termogramas que mostraron mds de un pico (como es el caso
del misculo entero) se estimaron ademds del AH, las 4reas especificas para ca-
da pico individual, calculadas como la relacidn entre el drea parcial y los
mg totales de muestra seca. Las dreas parciales son el resultado de la divi-
sidn del drea total de la endoterma, por lfneas rectas perpendiculares al eje

X, trazadas por los minimos entre picos hasta la linea de base.

2.13.1 C8lculo de las constantes cinéticas de las transiciones térmicas de las

proteinas miofibrilares en mdsculo bovino

Se usd midsculo en estado fresco, desprovisto de proteinas sarcopléi
micas y de tejido conectivo, tratado con solucidn Ringer a un pH determinado
(muestra b) preparada segin se describid en inc. 2.13.

Se prepararon cdpsulas herméticas de aluminio con 12 a 24 mg de mues

tra hidmeda. Después de realizadas las corridas DSC se perforaron las cdpsulas



- 40 -

Y se secaron a 105°C por 24 horas dando un peso seco de 3 a 6 mg.

Los métodos DSC empleados fueron:

2.13.1.1 Método dindmico (para calcular las constantes cindticas): Se realiza-

ron corridas desde 20°C a 100°C para obtener termogramas JdH/3t vs temperatura
a diferentes velocidades de calentamiento, para una misma muestra, de acuerdo
al procedimiento detallado en la norma ANSI - ASTM E 698/79. Se programaron
las siguientes velocidades de calentamiento: ﬁ (°¢/min) =1, 2, 3, 5, 7, 10,
12.5, 15 y 20. Sobre cada endoterma se determinaron los Tmax de los picos, se-
gdn lo explicado en 2.13.

Debido a que de las muestras estudiadas surgieron termogramas con més
de un pico, cada pico se debié analizar en forma independiente, graficando

1

2
- 1ln (ﬁ/T ) vs ——— . Se obtuvo asi una recta para cada pico del termo-
max T
max

grama, cuya pendiente es proporcional a la energia de activacidén Ea de la co-

rrespondiente transicién térmica. De acuerdo a la ecuacidén formulada por Ozawa
-

(1970) resulta:

2 ZR Ea
In T = 1n — - 17
(ﬁ/max) (Ea) R T (17)
max
en donde J] es la velocidad de barrido de la temperatura (K /min ), T es
max

la temperatura del pico (K), Z es el factor preexponencial de la ecuacién de

-1
Arrhenius (min ) y R es la constante universal de los gases (cal/mol /K).

2
Se aplicd una regresidén lineal por cuadrados minimos a - 1ln (ﬂ/T ax ) como
m
3
variable independiente y a 10 /T como variable dependiente (Pravisani et
max
al, 1985).

El valor de la energia de activacién Ea se calculd entonces de la

pendiente segin:

Ea (cal/mol) = R. pendiente (18)

-1
Los valores de Z y k (constante de velocidad en min ) para cada

transicién se calcularon a partir de las siguientes ecuaciones:



Ea/RT
Ea e max
VA = 5 (19) (surge de despejar Z de la ecua-
R T cidén de Ozawa (17))
max
-Ea/RT .. .
kK = Z . e (ecuacién de Arrhenius) (20)

Asumiendouna cinética de reaccidn de primer orden respecto al tiempo (nt =1),

In 2

se estimé el tiempo de vida media t 1o = o (min)

2.13.1.2 Método isotérmico (para corroborar los valores cinéticos hallados por

el método dinémico): como se menciond anteriormente, los termogramas analizados

posefian mas de un pico, no siendo posible la aplicacién del .método isotérmico
para obtener directamente las constantes cinéticas (Duswalt, 1974). Sin embar-
go, este método si sirvid para confirmar los valores hallados por el método di
nadmico y resolver la endoterma compleja por €stimacién de las &reas correspon-—
dientes a cada transicidén individual.

Las céApsulas de muestras selladas herméticamente, fueron sumergidas
en un bafio de agua termostatizado a diferentes temperaturas, durante un perio-

do de tiempo equivalente altiempo de vida media t calculado para cada tran

1/2
sicién. Para frenar el tratamiento isotérmico instantédneamente al tiempo preci
so, se sumergieron las clpsulas répidamente en un bafio agua-hielo. Las cépsu-
las tratadas isotérmicamente fueron luego calentadas en el equipo DSC desde
20°C hasta 100°C a una velocidad de barrido ;3: 10°C/min. Bajo las mismas con-
diciones de calentamiento se hicieron corridas con cépsulas de muestra sin tra
tamiento isotérmico. Se midieron luego las Areas de las endotermas registradas,
y por comparacién con las areas tebricas calculadas a partir de los t 1/2 y

las constantes de velocidad k de cada transicién, se confirmaron las constan-

tes cinéticas halladas.

2.14 Tratamiento estadistico

Los resultados fueron evaluados estadisticamente por un andlisis de
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varianza (ANAVA) para un nivel de confianza del 95%. Las medias calculadas pa-
ra un nﬁmero minimo de 3 ensayos, se compararon por medio de un test LSD (me-

nor diferencia significativa) a un nivel de significacién del 0.05. Cada media
se expresd con su correspondiente desviacién standard (¢). Para analizar la in
fluencia de la velocidad de congelacién y de la temperatura y el tiempo de al-
macenaﬁiento, como de sus interacciones, se llevd a cabo un anAlisis factorial

(ANAVA, 95%) de tres factores con réplicas (Volk, 1958)
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3. DESNATURALIZACION DE PROTEINAS EN MUSCULO BOVINO:

EFECTO DE LA CONGELACION

Si bien el proceso de obtencién de carne congelada en la industria
frigorifica consta siempre de dos etapas consecutivas: congelacidn de la pie
za de carne seguida de su almacenamiento en estado congelado (Jasper y
Placzek, 1978), es importante distinguir entre los efectos debidos Gnicamen—
te a la congelacién y aquellos atribuidos al almacenamiento congelado poste-
rior.

En la etapa de congelacidén es necesario saber en primer lugar si
hay o no algin cambio detectable en las caracteristicas del mdsculo y de qué
manera influyen las distintas vélocidades de congelacidén utilizadas. Recién
después es factible estudiar los efectos que ejercen la temperatura y el
tiempo de almacenamiento y su interaccidén con la velocidad de congelacidn.

Con el objeto de estudiar los efectos de la congelacidén se centrd
la atencién en las proteinas del misculo, que constituyen (excluyendo el
agua) el componente mayoritario de las fibras musculares, jugando ademas un

rol importante en la calidad de la carne (Fennema et al, 1973).

3.1 Caracterizacidén de las muestras
Condiciones iniciales

Sobre cada misculo fresco empleado se determinaron parametros de
control con el fin de asegurar la homogeneidad de las muestras. Esos mismos
pardmetros se midieron sobre muestras congeladas a distintas velocidades, ob-
teniéndose resultados significativamente iguales a los del misculo fresco.

Los valores medios entre muestras frescas y congeladas expresados
con su respectiva desviacidén tipica, que caracterizan a la muestra de carne

empleada, son los siguientes:



Tabla 1: Caracteristicas del misculo bovino fresco y congelado

pH: 5.60 + 0.15

% humedad: 75.3 + 0.8

% Proteina bruta (N x 6.25): 21.0 + 0.4

% Miofibrillas totales (% MT): 11.5 + 1.0

% Proteinas sarcoplésmicas (% ST): 5.7 + 0.5

% Tejido conectivo: 2.2 + 0.6
Los porcentajes estén expresados sobre total de muestra humeda (misculo ente
ro) y son el resultado de promediar al menos 8 valores para musculo fresco y
6 valores para cada velocidad de congelacién. Estos datos se tomaron como con
trol durante el almacenamiento congelado, ya que la aparicién de diferencias
significativas respecto a estas medias estaria indicando un deterioro de las
muestras mas alléd del ocasionado por la temperatura y por el tiempo de almace
namiento en si. Por ejemplo, un pH mayor que 5.75 nos advertiria respecto de
una posible degradacién proteica como resultado de crecimiento bacteriano o
accién enzimadtica. Asimismo, la disminucién del porcentaje de la humedad en
las muestras almacenadas nos estaria indicando un proceso de deshidratacién
parcial y por lo tanto un envasado ineficiente, el cual se sumaria como un
factor mas de deterioro; En cuanto al contenido de miofibrillas totales, era
esperable un valor constante pues por el método de aislacién utlizado se ex-
traen juntas proteinas miofibrilares nativas y desnaturalizadas, cuya sumato-

ria es siempre constante.

3.2 Propiedades de solubilidad de las proteinas del misculo

La clasificacién universalmente aceptada de las proteinas muscula-
res en sarcoplasmicas, miofibrilares y conectivas estd basada en la marcada
diferencia de solubilidad de estas proteinas frente a soluciones acuosas sa-
linas (Ockerman, 1974). Asi,'las proteinas sarcoplasmicas son solubles en
soluciones salinas diluidas (0.1 M KCl), constituyendo aproximadamente el
25-30% del total proteico del misculo (Scopes, 1970; Hultin, 1976). Las pro-
teinas miofibrilares no son extraibles por solucién salina diluida pero si

son solubles en soluciones de fuerza ibénica igual o mayor a 0.6 (0.6 M KC1 &
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5% NaCl). Representan aproximadamente el 55% de las proteinas totales y cons-

tituyen las denominadas miofibrillas de la fibra muscular (Lawrie, 1974;
Bodwell y Mc Clain, 1976; Ockerman, 1977). El tejido conectivo, formado prin-
cipalmente por colageno, elastina y reticulina, es insoluble adn en solucio-
nes salinas concentradas ( = 0.6 M KCl) a temperatura ambiente y comprende
tan sélo el 10% de la proteina total (Cheftel y Cheftel, 1976; Ockerman,
1977). En base a estas propiedades de solubilidad se separaron las tres frac
ciones proteicas como se detalld en materiales y métodos (ver inc. 2.6) resul
tando los valores mostrados en la Tabla 1 para proteinas miofibrilares, sarco
plasmicas y tejido concectivo.

Como la congelacidén del misculo es un proceso en el cual se trans-
forma en hielo un alto porcentaje del agua tisular, es de esperar un efecto
desnaturalizante sobre las proteinas como consecuencia del incremento de la
fuerza idnica en la fraccién de agua no congelada (Love, 1966; Fennema et al,
1973; Taborsky, 1978). También la velocidad a la cual se congeldé el miasculo,
factor que gobierna el tamafio y la localizacidén de los cristales de hielo for
mados y por consiguiente los sitios de alta concentracidén salina (Love, 1968;
Bevilacqua et al, 1979) estaria asociada a las alteraciones proteicas.

Con el objeto de estudiar la posible desnaturalizacidén ocasionada
por la congelacién, una de las primeras propiedades analizadas fue la solubi-
lidad de las proteinas del masculo, estimando que cualquier alteracidn en la
conformacién de las moléculas proteicas se veria reflejada en un cambio de
solubilidad. Estudios previos efectuados con distintos sistemas proteicos,
que incluian desde enzimas y membranas hasta proteinas musculares, mostraron
a ambos fenémenos, desnaturalizacién e insolubilizacidn, estrechamente vincu-
lados (Hamm, 1977; Levitt, 1978; Matsumoto, 1980; Fennema, 1982).

Se estudié entonces la solubilidad de proteinas totales y miofibri-
lares, en solucién 0.6 M KC1l, 0.03 M Tris-HCl, pH 7.6 (solucién 4) sobre mues
tras de misculo fresco y de misculo congelado a tres velocidades (tc< 5 minu-
tos, tc = 20-25 minutos y tc > 60 minutos; velocidades de congelacidn rapida,

intermedia y lenta, respectivamente). Aqui es oportuno aclarar que aunque se
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trabajd con tres velocidades de congelacién bastante diferentes, todas las
muestras congeladas se llevaron hasta la misma temperatura (-25°C) para no in
cluir una nueva fuente de variacién, ya que de ser distintas las temperaturas
finales de congelacién, serian también diferentes los porcentajes de hielo
formado dentro del tejido.

La Tabla 2 muestra los porcentajes de proteinas totales solubles
(% TS) y de miofibrillas solubles (% MS) en solucién 4 para misculo fresco y
congelado, no observandose diferencias significativas debidas a la congela-
cién a ninguna de las tres velocidades ensayadas. Debido a que las proteinas
totales solubles son la suma de las proteinas sarcoplésmicas solubles y las
proteinas miofibrilares solubles (% TS =% SS + % MS), los resultados obteni
dos nos estarian indicando que las proteinas sarcoplasmicas tampoco son afec-

tadas en su solubilidad por la congelacién (como se vié en la Tabla 1).

Tabla 2: Solubilidad de proteinas totales y miofibrilares en solu-
cién 0.6 M KC1-0.03 M Tris - HC1l a pH 7.6, para misculo

freoco y congolado.

Misculo % T % M
s s
fresco 15.2 + 1.1 81.0 + 5.8
rapido 15.3 + 1.2 79.6 + 10.5
(t < 5 min)
) c
' intermedio 15.1 + 1.8 80.2 + 6.2

(tC = 20-25 min)

Congelado

lento 15.2 + 1.3 79.1 + 8.0
(tc> 60 min)

% TS: valores porcentuales de proteinas totales solubles respecto
al misculo entero.
% Ms: valores porcentuales de proteinas miofibrilares solubles res-

pecto a las miofibrillas aisladas. (Nimero minimo de ensayos 9)
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Es importante sefialar que Ja determinacién de % TS en misculo ente-
ro tiene la ventaja sobre la determinacidn de % MS en miofibrillas aisladas,
€n que estas Gltimas pudieron haber sido afectadas durante el procedimiento
de aislacién. Sin embargo, al comparar los valores de las Tablas 1 Yy 2 vemos
que hay una buena correlacién. Si asumimos que % SS =% ST = 5.7 (ya que el
total de proteinas sarcopléasmicas en masculo fresco y congelado es soluble)

y % Ms (sobre misculo entero) = % MT x 0.80, resulta que las proteinas tota-
les toman el valor % Tszz 15, que es coincidente con el porcentaje de pro-
teinas totales solubles obtenido por extraccién. De esta manera confirmamos
que el método por el cual se aislaron las miofibrillas totales no incluydé mo
dificaciones que afecten su solubilidad.

La invariabilidad de la solubilidad de las proteinas del misculo
bovino con la congelacién, aln a diferentes velocidades, es un resultado que
concuerda con informes previos gportados por otras investigaciones, para la
congelacién de misculo de distintas especies animales, principalmente de pes-—
cado. Piskarev et al. (1960), Suzuki et al.(1964), Love (1967), informaron
que la congelacidén répida (con formacidén de cristales intracelulares) de mis-—
culo de pescado en nitrégeno liquido a -195°C, seguida de descongelacién in-
mediata, no ocasionaba cambios significativos en la solubilidad de las pro-
teinas musculares. Otros autores como Love y Ironside (1958), Connell (1962)
y Anderson y Ravesi (1970) trabajando con misculo de bacalao congelado a dis-
tintas velocidades de congelacidén, obtuvieron valores de solubilidad proteica
comparativamente iguales cuando los misculos se descongelaron sin almacena-
miento. Por su parte, Khan (1966) y Khan y Berg (1967) tampoco encontraron
diferencias en la solubilidad de proteinas miofibrilares y sarcoplésmicas de
carne de aves de corral, después de ser ésta congelada a velocidad réapida o
lenta. Contrariamente, en un trabajo de Huber y Stadelman (1970) se informd
que la solubilidad de proteinas de misculo de pollo congelado e inmediatamen-
te descongelado, fue mayor a -10°C en aire que por inmersidén en nitrdégeno 1i-
quido a -195°C, diferencia que suponen debido a la insolubilizacidén parcial

de la fraccién miofibrilar durante este Gltimo tratamiento. Las investigacio-
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nes sobre carne vacuna son comparativamente menores en nimero y poco esclare-
cedoras, motivo por el cual es importante aportar mas datos. Mientras
Deatherage y Hamm (1960) informaron que no hay diferencias en la solubilidad
de proteinas entre misculo vacuno fresco y congelado, Awad et al (1968) obser
varon ;na disminucién de la solubilidad de las proteinas sarcoplésmicas en
misculo bovino congelado a -4°C (semicongelado lento), en tanto que las pro-
tefinas miofibrilares no sufrieron cambios. En un trabajo mids reciente,
Petrovié y Rahelid (198l1) no registraron cambios significativos de la solubi
lidad miofibrilar en misculo bovino congelado a -10°C, -20°C y -30°C, pero

si observaron aumentos de solubilidad a -78°C y -196°C, que podrian atribuir
se fundamentalmente al elevado porcentaje de hielo formado ( >90% del agua

do Lojido) mAan que a Involocidnd de congelneidn.

En base al conjunto de estos resuitados y al informado en este tra
bajo sobre misculo bovino, es valido aseverar que la congelacidédn de la carne
hasta temperaturas no inferiores a -30°C y bajo distintas velocidades de con-
gelacidén, no afecta significativamente la solubilidad de las proteinas miofi-
brilares ni de las sarcoplasmicas aunque como veremos posteriormente, esto no

significa una ausencia de desnaturalizacidén proteica.

3.3 Modificaciones estructurales de las proteinas miofibrilares

Después de verificar que la solubilidad de las miofibrillas no era
modificada por efecto de la congelacidn, resolvimos estudiar alguna propiedad
que pudiera reflejar cambios conformacionales a nivel funcional. Resultaba
probable que tales cambios, de involucrar s6lo una zona relativamente reduci-
da de la molécula proteica, pudieran repercutir sobre su comportamiento bio-
quimico sin alterar la solubilidad. Elegimos como propiedad bioquimica de
las miofibrillas, la actividad ATP&sica: accién enzimdtica sobre la molécula
de ATP (adenosina trifosfato) que produce su hidrélisis con liberacidn de fés
foro inorgénico (ortofosfato) y ADP (adenosina difosfato).

Simulténeamente a la determinacién de la solubilidad, se midid so-

bre las miofibrillas aisladas de misculo fresco y congelado, la actividad
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2+
como activadores (ver inc. 2.8).

ATPasica en presencia de iones Ca2+ y Mg
Estas mediciones nos proveerian informacién acerca de la desnaturalizacidn
de la molécula de miosina (constituyente de las miofibrillas), a la cual se
atribuye la actividad enzimatica (Hotta, 1961; Goll y Robson, 1967). Para
medir esta actividad, las miofibrillas del misculo fueron cuidadosamente pu-
rificadas como se explicé en materiales y métodos (ver inc. 2.6) a fin de
evitar la contaminacién con proteinas sarcoplasmicas, algunas de las cuales
poseen también la facultad de hidrolizar el ATP. (Actividad ATPAsica sarco-
plasmica) (Martonosi, 1969; Scopes, 1970; Lawrie, 1974).

En la figura 5 se observan los valores obtenidos de actividad
ATPasica miofibrilar en funcién de la velocidad de congelacién expresada co-
mo el logaritmo decimal del tiempo caracteristico (Log tc). Estos resultados

o . . o s 2+
nos muestran una disminucién de la actividad ATP&sica tanto con Mg como

con Ca2+, como consecuencia de la congelacidén, observando mayores pérdidas
de actividad cuanto mayor es el valor de tc (menor velocidad de congelacién).
Los valores de actividad ATPasica para miofibrillas de misculo fresco fueron
0.124 + 0.025 y 0.187 + 0.010 para Mg2+ y Ca2+ como activadores respectiva-
mente y decrecen a 0.117 + 0.012 y 0.164 + 0.005 con la congelacién répida
(tC < 5 min). El andlisis estadistico de la varianza de estos valores did
diferencias no significativas (LSD 0.05 = 0.032) entre misculo fresco y mis-
culo congelado a velocidad réapida, implicando que la velocidad réapida no
afecta la actividad ATP&sica miofibrilar.

A velocidad intermedia (tC = 20~-25 min), las actividades ATPasica
con Mg2+ y Ca2+ decrecieron a 0.089 + 0.014 y 0.116 + 0.004 respectivamente;
mientras que a velocidad lenta (tC > 60 min) se obtuvieron valores aun meno-
res, 0.070 + 0.010 y 0.099 + 0.020 para Mg2+ y Ca2+ respectivamente. A ambas
velocidades de congelacién, los valores de actividad resultaron significati-
vamente diferentes (LSD 0.05 = 0.022) a aquellos correspondientes a miofibri
llas aisladas de misculo fresco y congelado ridpido. Estos resultados indican

un efecto desnaturalizante de las congelaciones intermedia y lenta sobre las

proteinas miofibrilares. En la misma Figura 5 se muestran las pérdidas por-
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centuales de actividad ATPasica, que llegan con la congelacibén lenta al
43.5% y 47.1% del valor en misculo fresco, para Mg2+ y Ca2+ respectivamente;
estos porcentajes reflejan un alto grado de desnaturalizacién.

La disminucién de actividad ATP&sica miofibrilar en presencia de
Mg2+ se atribuye a la pérdida parcial de afinidad en la interaccién actina-—
miosina y/o a una alteracién de las propiedades enzimaticas de actomiosina
(Herring et al, 1969a;Arakawa et al, 1976; Ito et al, 1978); por otro lado,
el decrecimiento de la actividad ATP&sica en presencia de Ca2+ indicaria una
alteracién en la estructura de miosina libre (Bodwell y Mc Clain, 1976). De
esto resulta, que la congelacidén del misculo, principalmente a velocidad len-
ta, estd acompafiada por desnaturalizacién de la cabeza de miosina, en la cual
residen ambos sitios activos, el de la enzima (sitio de unién y de hidrélisis
de ATP) y el de la interaccién con actina (Ockerman, 1977; Harrington y
Rodgers, 1984).

En el masculo vivo, el i6n Ca2+ es activador de la actividad
ATPa4sica de miosina, en cambio el Mg2+ inhibe esta actividad y activa la del
cémplejo actomiosina (Bodwell y Mc Clain, 1976; Lawrie, 1974). Desde este pun
to de vista, los resultados de la Figura 5, indican una mayor estabilidad
frente a la congelacién, de miosina unida a actina que de miosina libre. La
actina ejerceria asi un efecto protector sobre miosina. Un comportamiento si-
milar fue informado por otros investigadores en estudios sobre la estabilidad
términa de miosina (Hamm, 1977). Segin Penny (1967a) y Kako (1968), la miosina
unida a actina es mas resistente al calor que la miosina libre. También Yasui
et al.(1968, 1973) y Jacobson y Henderson (1973) reportaron que la unién de
actina a miosina, le provee a esta Ultima algin grado de estabilizacidn, fun-
damentalmente a nivel de su sitio activo. Aparentemente, el complejo actomio
sina—Mg2+ es mas estable al calor que la miosina no complejada o el complejo
actomiosina—Ca2+ (Young, 1974).

Muy pocas son las investigaciones hechas por otros autores que tra-

ten sobre el efecto de la congelacién y la influencia de la velocidad sobre

1a modificacién de la actividad ATPa&sica en el misculo congelado. Aun asi,



- 52 —

hay algunos trabajos cuyos resultados son coincidentes con los nuestros.
Deatherage y Hamm (1960) informaron que la congelacidn rapida de miasculo
longissimus dorsi bovino con inmediata descongelacidn, no ocasionaba cambios
significativos en la actividad ATPasica ni en el nimero de grupos &acidos y ba
sicos en las proteinas musculares. En cambio, Khan y Berg (1967) investi-
gando sobre el efecto de la congelacién de misculo de aves de corral, reporta
ron pérdidas en la actividad ATP&sica miofibrilar tanto con la congelacidn ra

pida como con la lenta, aunque mayores con esta Gltima.

3.4 Estabilidad de miosina y actina

El estudio sobre la actividad ATP&sica de las miofibrillas nos per
mite acceder tan s6lo a una zona de la molécula de miosina, la cabeza; mas
concretamente a una parte muy reducida de ésta, el sitio activo. La actividad
ATP4sica nada nos dice respecto de los cambios que pueden llegar a ocurrir
en otras zonas de la misma molécula. De esta manera, la informacidén brindada
por los datos de actividad ATPasica miofibrilar debe ser complementada con al
gin estudio que permita conocer la estabilidad global de la miosina frente a
la congelacién. Era importante ademas que dicho estudio se pudiera realizar
sin la previa aislacién de las miofibrillas, procedimiento éste que puede es
tar incluyendo cambios en la estructura de las moléculas proteicas, y ser
luego equivocadamente interpretados como debidos al efecto mismo de la conge
lacién. Uno de los métodos que mejor se ajusta a estos requerimientos, es la
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Por medio de esta técnica es posi
ble analizar las transiciones térmicas de las proteinas en misculo "in situ"
y con ellas su estabilidad. Esta particularidad le confiere la ventaja de
prescindir del aislamiento previo de las proteinas a analizar. El calor o
entalpia asociado a cada transicién asi como las respectivas temperaturas
de desnaturalizacién térmica, son datos que permiten evaluar el efecto de la
congelacién sobre las proteinas responsables de la endoterma.

Aplicando la calorimetria diferencial de barrido a las muestras de

misculo fresco y congelado a las tres velocidades: rapida, intermedia y len-
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ta, se registraron los termogramas (graficos OH/Qt vs temperatura) caracte-
risticos del misculo, siguiendo el procedimiento descripto en Materiales y
Métodos (ver inc. 2.13).

Los termogramas DSC de misculo semitendinoso bovino entero (pH:
5.6 + 0.15, % H = 75.3 + 0.8) en estado fresco, a una velocidad de calenta-
miento f3= 10°C/min, presentan tres picos, denominados I, IT y III, netamen
te definidos, que corresponden a las transiciones térmicas cooperativas de
la desnaturalizacién por calor de las proteinas misculares (Figura 6). Por
su complejidad se adoptdé al igual que otros investigadores (Wright et al,
1977; Stabursvik y Martens, 1980; Wu et al, 1985) 1la descripcibén de estas
endotermas en término de sus temperaturas de pico, denominadas Tmax. Los
valores de Tmax son dependientes de la velocidad de barrido empleada, pudién
dose determinar por extrapolacién, (de tener termogramas a distintas veloci-
dades) el valor de la temperatura de desnaturalizacién reversible a I3= 0°c/
min (Karmas y Dimarco, 1970).

En el presente estudio, para hacer comparables los termogramas y
simplificar el anélisis de los resultados, realizamos las corridas calorimé-
tricas a una velocidad constante de calentamiento de 10°C/min , tomando las
Tmax de cada pico como las temperaturas medias de desnaturalizacidn (temperg
tura que se alcanza al ser desnaturalizado el 50% de las proteinas correspon
dientes a esa transicifn).

Le wcuerdo u Lrabujos reallzados por Marlens y Vold (1976); Wrlght
et al, (1977);Stabursvik y Martens (1979, 1980), el pico I corresponderia a
la desnaturalizacién de miosina, el pico III a la de actina y el pico II al
efecto aditivo de las transiciones térmicas debidas a miosina, proteinas sar
copléasmicas y tejido conectivo.-

Entre termogramas del mismo misculo fresco, se pudieron observar
algunas variaciones atribuidas probablemente a diferencias en el pH, en el
contenido de humedad (Baardseth, 1977; Wright, 1982; Arntfield et al, 1985)
o en la inclusién de distintas cantidades de tejido conectivo al preparar

las céapsulas con las muestras. Sin embargo, los Tmax de cada pico son signi-
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pH: 5.6; (b) tejido conectivo; y (c) proteinas sarcoplasmicas.
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ficativamente iguales entre si, para distintos termogramas de misculo fresco,

dando los siguientes valores medios con su desviacién tipica:

Pico I Pico II Pico III
Tmax (°C) 58.9 + 0.4 67.2 + 1.3 80.2 + 0.7

(nimero de ensayos minimo, ocho; peso seco = 4-6.2 mg)

En la misma Figura 6 también se pueden ver las endotermas de desna
turalizacién de b) proteinas sarcoplésmicas y c) tejido conectivo, obtenidas
respectivamente a partir de exudado de misculo y de tejido conectivo aisla-
do segin la técnica descripta en Materiales y Métodos (ver inc. 2.6). En am-
bos casos son transiciones térmicas simples, con un Tmax cercano a 67°C, va-
lor coincidente con el del pico II, lo cual corrobora la contribucién al
drea de este pico, de las proteinas sarcoplédsmicas y conectivas. Ademas, sien
do las proteinas sarcoplasmicas la suma de numerosas proteinas (principalmen
te enzimas glucoliticas) (Scopes, 1970) en concentraciones comparables, no
pudiéndose por lo tanto hablar de una o dos proteinas sarcoplasmicas princi-
pales, es esperable y justificable que el pico II sea el menos agudo (cubre
un mayor rango de temperaturas de desnaturalizacidén) y que tenga una mayor
dispersién del valor medio.

Con la finalidad de estudiar el efecto de la congelacién sobre las
proteinas musculares se realizaron corridas DSC de misculo congelado a las
tres velocidades mencionadas (rapida, intermedia y lenta). Si la congelacién
afecta a la estructura de algunas de las proteinas que componen al misculo y
consecuentemente modifican el nimero y/o tipo de uniones involucradas en di-
cha estructura, los termogramas van a permitir observar esos cambios, ya que
tanto las Areas como las temperaturas asociadas a cada pico, son funcidén del
ndimero y tipo de uniones rotas en la desnaturalizacién térmica (Privalov y
Pfeil, 1979; Arntfield y Murray, 1981).

En la Figura 7 se muestran los termogramas de misculo entero con-
gelado a velocidad répida, intermedia y lenta, los cuales poseen tres picos,

al igual que para el misculo fresco. La principal diferencia entre ellos, es
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ta localizada en la regién correspondiente al pico I, atribuido a miosina,

Cuya area se ve disminuida por efecto de la congelacidén, principalmente de

la congelacién lenta.

En la Tabla 3a se muestran los valores Tmax de los picos I, I1 y

III, calculados a partir de las endotermas de misculos frescos y congelados

(Figura 7), no registréandose entre ellos diferencias significativas. Lo cual

significa, que el proceso de la congelacién no modifica las temperaturas de

desnaturalizacién de las proteinas del misculo bovino.

Tabla 3: Valores de Tmax de los picos I, II y III en termogramas

DSC de misculos bovinos frescos y congelados.

a) corridas realizadas con misculos enteros.

b) corridas realizadas con muestras de misculo desprovis-
to de proteinas sarcoplésmicas y tejido conectivo (tra-
tamiento con solucién Ringer a pH controlado).

(a) muestra Tmax (°C)
I IT I1T
misculo fresco 58.9 + 0.4 67.2 + 1.3 80.2 + 0.7
rapido 58.9 + 0.6 67.5 + 0.8 80.2 + 1.0
mGsculo congelado intermedio 58.3 + 0.3 68.0 + 0.8 80.5 + 0.7
lento 59.4 + 0.2 66.1 + 0.9 79.7 + 0.2
(b) muestra
misculo fresco 57.7 + 0.6 63.9 + 0.7 74.0 + 0.4
rapido 57.6 + 0.4 6472 + 0.6 73.8 + 0.6
misculo congelado intermedio 57.5 + 0.3 64.0 + 0.5 73.7 + 0.5
lento 58.0 + 0.5 63.7 + 0.6 73.8 0.4

Lgs valores Tmax

(x +
pH = 5.6 * 0.12; peso seco
J}= 10°C/min; pH =

% H=73.4 + 1.2

son promedios de
desviacidén standard).

un minimo
Condiciones de corrida:
=55 -8.0mg; % H =

(a)

de & corridas

5:.6; fuerza idnica M= 0.16; peso seco =

por muestra
I}z 10°C/min;

75.3 + 1.0. (b)

3-7 mg;



Sin embargo si medimos las &reas de cada endoterma y calculamos las entalpias
(AH) asociadas, valores graficados en la Figura 8, vemos que la congelacidn
provoca alteraciones en las proteinas del misculo, que conducen a la disminu
cién de la entalpia total. La variacidén del valor AH implicaria un cambio en
el término asociado a la entalpia de desnaturalizacidén AHd y/o al de agrega-
cién, AHa (Privalov y Khechinashvili, 1974). El término AHd se veria reducido
por el hecho que parte de la desnaturalizacién ya es producida durante la
congelacién. En cambio, no podemos saber si las proteinas desnaturalizadas
por la congelacidén, modifican también su capacidad de agregacidén por calor,
afectando al término AHa.

Los valores AH resultantes fueron: 4.50 + 0.15 cal/g para el mis
culo fresco y 4.10 + 0.10, 3.90 + 0.09 y 3.84 + 0.10 cal/g para misculo
congelado a velocidad réapida, intermedia y lenta, respectivamente. E1l andli-
sis e;tadistico dibé como resultado diferencias significativas (LSD O.05=O°24)
entre el miasculo fresco y los congelados, mostrando una tendencia a dar meno-
res valores de AH, cuanto méds lenta es la velocidad de congelacién.

Aunque resulta evidente por observacidén de la Figura 7, que es el
pico I el mas disminuido por la congelacién, se quiso saber qué contribucién
y significacién tenia cada pico en la disminucién de la entalpia total. Para
ello, los termogramas se dividieron, segin se explicé en Materiales y Métodos
(ver inc. 2.13) en tres &4reas parciales, correspondientes a los picos I, II
y III y se calcularon las &reas especificas expresadas como la relacién en-
tre el area parcial de cada pico (en cm2) y el peso seco de la muestra em-
pleada en la corrida (en mg). Debemos aclarar que las &reas especificas son
tan s6lo estimaciones de las entalpias de cada transicién térmica, pues como
se puede ver en la Figura 7, en la endoterma compleja hay superposicién de
los picos I, II y III. Adn asi, la variacién de las areas especificas sirve
para evaluar los cambios en cada transicién individual.

La Figura 9 muestra, para el pico I y la endoterma total, diferen-
cias significativas entre misculo fresco y congelado, en tanto que los picos

IT y III permanecen constantes con la congelacién. E1l efecto de la velocidad
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de congelacién se ve reflejado en los porcentajes de disminucién del &rea
del pico I, que tomé los valores: 18.7%, 31.2% y 37.5% para congelacién rapi
da, intermedia y lenta, respectivamente. De estos resultados surge que miosi
na, a la cual se atribuye el pico I, es la proteina muscular mds afectada
por el proceso de congelacién-descongelacién y en forma mas pronunciada en

la congelacién lenta, coincidentemente con la disminucién de la actividad
ATP&sica miofibrilar (Figura 5).

La constancia del area del pico III nos diria en principio que la
congelacidén del misculo no tiene efectos importantes sobre la molécula de ac
tina, a la cual se atribuye dicho pico (Martens y Vold, 1976; Martens et al,
1982); en tanto que, la no alteracién del pico II, estaria indicando que el
conjunto de proteinas que contribuyen a esta transicidén (proteinas sarcoplas-
micas, tejido conectivo y parte de la molécula de miosina no desnaturalizada
en el pico I) no modifica significativamente su entalpia total con la conge-
lacién; lo cual no descarta la posibilidad de que hayan cambios individuales
de algunas proteinas, no observables por enmascaramiento de las no afectadas.
Para sortear este inconveniente, es que fue de utilidad realizar corridas
DSC de misculo bovino desprovisto de proteinas sarcoplasmicas y conectivas.
Siguiendo el procedimiento descripto en Materiales y Métodos (ver inc. 2.13)
se trataron muestras de misculo fresco y congelado, con solucién Ringer a
pH 5.6. Los misculos asi tratados estéan constituidos por la misma microestruc
tura miofibrilar pero sustituido el contenido sarcoplasmico que rodea a las
miofibrillas por la solucidén isotdénica Ringer a un pH definido y constante.
En la Figura 10 se pueden observar los termogramas de misculo fresco y con-
gelado, desprovisto de proteinas sarcoplésmicas y de tejido conectivo, por
tratamiento con solucién Ringer pH 5.6. Vemos que al igual que los termogra-
mas de misculo entero, hay tres picos, los cuales son ahora atribuibles exclu
sivamente a las transiciones térmicas de las proteinas miofibrilares. Es
decir, que los picos I y II corresponderian Unicamente a miosina, (Wright y
Wilding, 1984) y el pico III, de mayor estabilidad térmica, a actina (Kako,

1968; Chrystall, 1971; Hoffmann, 1973). Sin embargo es importante considerar
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que ain siendo miosina y actina, las proteinas miofibrilares principales,
otras proteinas menores (tropomiosina, troponina, actininas) que representan
cerca del 17% del contenido proteico del misculo (Ockerman, 1977), pueden es
tar contribuyendo a la endoterma total.

Comparando a un mismo pH los termogramas de misculo entero (Figu-
ras 6 y 7) con los correspondientes al misculo desprovisto de proteinas sar-
coplasmicas y conectivas (Figura 10) se ve que estos Gltimos presentan valo-
res menores de Tmax (Tabla 3), mostrédndose la importancia del ambiente qui-
mico sobre la estabilidad térmica de las proteinas. La remocién de proteinas
sarcoplasmicas y de otros compuestos solubles del tejido muscular (como crea

. C s f o . 2
tina, ATP, aminoicidos y péptidos) junto con la adicidén de iones Ca *

, Na',
K+ y Cl desde la solucién Ringer, pareceria conducir a una desproteccidén de
las proteinas miofibrilares y en consecuencia a una mayor labilidad térmica.
Se observa ademds que al remover las proteinas sarcoplasmicas y conectivas
y al ajustar el pH a un valor definido, el Tmax del pico II presenta una me-
nor desviacién del valor medio y su &area es menor y mds aguda (ver Figura
10) por ser ahora la transicién térmica de un menor numero de proteinas.

Respecto al efecto de la congelacién, se ve que ésta no modifica
los Tmax de los picos I, II y III (Tabla 3b) pero si sus éareas. En la Figura
10 vemos al igual que para misculo entero (Figura 7), que la diferencia mas
marcada entre los termogramas de misculos frescos y congelados, es la disminu
cién del pico I, especialmente con la congelacidén lenta.

En la Figura 8 antes descripta estan graficados también los valores
OAH para la desnaturalizacién térmica de misculos desprovistos de tejido co-
nectivo y proteinas sarcoplasmicas y ajustados a pH 5.6. El analisis de va-
rianza di6é diferencias significativas (LSD = 0.26) entre misculo fresco
y misculo congelado, como también para la congelacién rapida respecto a la
intermedia y lenta, que son las de mayor disminucién de entalpia.

Los valores de las &reas especificas de cada pico, figuran en la

Tabla 4. Se ven pérdidas significativas debidas a la congelacidén tanto para

el pico I como para la endoterma total y a diferencia del resultado con mis-
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culo entero, también para el pico III (Unicamente para congelacidén interme-
dia y lenta). Es decir, que la congelacibén afectaria no sélo a miosina, sino

también a actina, aunque en mucho menor grado.

Tabla 4: Efecto de la velocidad de congelacidén sobre las &reas
especificas de los picos DSC de misculo bovino tratado
con solucién Ringer a pH 5.6 (desprovisto de proteinas

sarcoplasmicas y conectivas).

o 2
Area especifica (cm / mg )

misculo endoterma Pico I Pico II Pico ITI
total
fresco 5.78+0.27 2.20+0.22 1.42+0.27 2.16+0.16
8 rapido 5.13+0.19 1.77+0.14 1.40+0.20 1.96+0.11
2 hs X x X
5 intermedio 4.81+0.28 1.59+0.17 1.37+0.11 1.85+0.12
Z
8| 1lento 4.87+0.17 1.50+0.15 1.46+0.16 1.91+0.11
LSD 0.26 0.21 0.23 0.21
0.05
Los valores mostrados son las medias con su correspondiente des-
viacidén standard, para un minimo de seis ensayos.
LSD 0.05 es la menor diferencia significativa a un nivel de con-
fianza del 95%.
El hecho de que el pico II no esté alterado, implicaria que la congelacién

no afecta una zona de la molécula de miosina, que suponemos en principio,
sin relacidén con la actividad ATP&sica, Ya que ésta disminuye notablemente
durante la congelacién.

Entonces si la correlacién entre los resultados de actividad

ATPasica y DSC es licita, el pico II debera corresponder a la cola y/o cue-
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llo de la miosina y el pico I, a la zona de la cabeza.

Algunos investigadores, entre ellos Burjanadze et al (1966) ;
Goodno et al (1976); Wright et al (1977) y Stabursvik y Martens (1980),
habian encontrado que miosina presenta un diagrama complejo en su comporta-—
miento térmico. Observaron transiciones térmicas miltiples relacionadas a
distintas regiones de la molécula de miosina, siendo afectadas por el pH y
la fuerza idnica. Bajo las condiciones de ensayo del presente estudio (pH 5.6
y J= 0.16) seglin Wright y Wilding (1984) el pico I puede interpretarse como
la desnaturalizacién de la cabeza de miosina, HMM S-1 (Heavy Meromyosin S-1),
en tanto que el pico II, a la de LMM (Light Meromyosin). Anteriormente
Goodno y Swenson, (1975 a, b) y Goodno et al, (1976) estudiaron los Tm
(melting temperature) de miosina Y sus fragmentos. Vieron que a pH 5.5 la
miosina pesada (HMM) tenia el menor Tm, mientras que los demds fragmentos,
incluida la miosina liviana (LMM) tenian un Tm mds elevado. Coincidentemente,
Burjanadze et al (1966) habian ya informado que miosina en solucién 0.6 M
KCl a pH 8.4, posee dos transiciones térmicas con Tmax de 43°C y 53°C apro-
ximadamente, atribuyéndolas a las zonas HMM y LMM, respectivamente. Chrystall
(1971) y Ziegler y Acton (1984) coinciden también en que LMM es mas estable
al calor que HMM. En base a éstos resultados convenimos entonces en conside-
rar por el momento, que en los termogramas de misculo tratado con solucién
Ringer pH 5.6 (sin proteinas sarcoplasmicas) y desprovistos manualmente de
tejido conectivo, los picos I y II son las transiciones térmicas correspon-
dientes a la cabeza globular y a la cola fibrosa de miosina respectivamente
y que el pico III de mayor Tmax es la transiciédn térmica de actina.

Con el objeto de reafirmar los conceptos anteriores y de adquirir
ademds un mayor conocimiento respecto de las proteinas miofibrilares, desde
el punto de vista de su comportamiento térmico, se realizé un estudio por
calorimetria diferencial de barrido de la cinética de desnaturalizacién
por calor de las miofibrillas en misculo bovino (Apéndices I y II). Dicho
estudio nos llevé a la conclusién de que los picos I y II del termograma

DSC, corresponden a la transicién térmica del filamento grueso (constituido
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casi totalmente por miosina) y que el pico III es la transicién del filamento
fino, formado por actina y proteinas menores (troponinas, tropomosina Yy
actininas). Si aplicamos este nuevo conocimiento al resultado del estudio
del efecto de la congelacién sobre las proteinas miofibrilares en misculo
bovino, resulta que la congelacién (en mayor grado la lenta) afecta princi-
palmente al filamento grueso, el cudl manifiesta andlogamente una mayor la-
bilidad térmica que el filamento fino (pico III).

Haciendo uso de la misma técnica DSC, se quiso ver si las miofibri
llas en estado aislado y purificado (a las cudles se les midié la actividad
ATPasica) presentaban diferencias en su entalpia de desnaturalizacién, cuan-
do procedian de misculo fresco o congelado.

De la misma manera como se procedié con misculo entero y misculo
tratado con solucidén Ringer (ver inc. 2.13), se realizaron corridas DSC a
10°C / min, utilizando muestras de miofibrillas aisladas de misculos fresco
y congelados a las tres velocidades de congelacién: rapida, intermedia y
lenta. Se observa en la Figura 11 que el termograma de miofibrillas aisladas
de misculo fresco y luego lavadas con solucidén Ringer a pH 5.6 (por tres
suspensiones y centrifugaciones sucesivas), también presenta tres picos:
picos I y II, atribuibles al filamento grueso y pico III, al filamento fi-
no.

En comparacién con los termogramas de misculo entero y misculo des
provisto de proteinas sarcoplésmicas y conectivas (Figuras 6 y 10), los Tmax
para miofibrillas aisladas son bastante menores, lo que sugiere que el tra-
tamiento de extraccidén produce una mayor desproteccidén y en consecuencia,
mayor labilidad térmica de las proteinas miofibrilares (Tabla 5); lo cual
no implica desnaturalizacién, ya que la entalpia AH de las miofibrillas en
estado aislado no es menor que en la fibra intacta. Por el contrario, se
observa un incremento entélpico, atribuible al mayor contenido acuoso en
las muestras de miofibrillas aisladas (>76%) (Baardseth, 1977). En la misma
Figura 11 se observa el termograma de miofibrillas aisladas igualmente tra-

tadas con solucidén Ringer pero a pH 6.0. Aparece un (nico pico para la tran
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Figura 11: Termogramas DSC de miofibrillas aisladas de misculo bovino fres-
co y posteriormente tratadas con solucién Ringer a dos valores
de pH: 5.5 y 6.0. Velocidad de calentamiento ﬁ = 10°C/min. P.S.

= peso Seco.
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sicién del filamento grueso, resultado que est&d de acuerdo con los estudios

sobre la influencia del pH, en las transiciones térmicas de miosina

(Apéndice I).

Tabla 5: Tmax de los termogramas DSC obtenidos para muestras fres-
cas de:
a) misculo entero
b) misculo libre de proteinas sarcoplismicas y tejido co-
nectivo.

c) miofibrillas aisladas

Tmax (°C)
muestra pico I pico II pico III
a 58.9 + 0.4 67.2 + 1.3 80.2 + 0.7
b 57.7 + 0.6 63.9 + 0.7 74.0 + 0.4
c 54.8 + 0.5 60.6 + 0.5 67.5 + 0.5

Condiciones de corrida: pH 5.6; fuerza idnica M= 0.16; velocidad
de calentamiento}3= 10°C /min ; Peso seco
= 3-8 mg para muestras a) y b) y 1.6-30 nmg
para muestras c); % H = 75.3 + 1.0, 73.4
+ 1.2 y 86.0 + 2.0 para muestras a) b) y
c) respectivamente.

Namero minimo de corridas: seis por mues-

tra.

En la Tabla 6 se muestran los valores de AH obtenidos a partir
de los termogramas DSC de miofibrillas aisladas de misculo fresco y congela
do. El anélisis estadistico de estos valores nos dié por resultado diferen-
cias significativas ( LSD 0.05 = 0.35) entre los misculos frescos y los con

gelados intermedio y lento, no asi con el rédpido. Las pérdidas porcentuales
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de entalpia que figuran en la Tabla 6 nos dicen que a mayores valores de

t (menor v i 16
o elocidad de congelacién) son mayores los efectos desnaturalizantes

de la congelacién.

Tabla 6: Valores AH (entalpia de transicién térmica) obtenidos de
los termogramas DSC correspondientes a miofibrillas aisla-

das de midsculo fresco y congelado.

Miofibrillas AH Pérdida
de maGsculo bovino (cal/g Peso seco) Porcentual

fresco 5.51 + 0.10 0.0 %

rapido 5.33 + 0.06 3.27 %

congelado intermedio 5.06 + 0.05 8.17 %

lento 5.01 + 0.06 9.07 %

Condiciones de corrida: pH = 5.6; }J: 0.16; J3= 10°C / min ; Peso

seco

I

1.6 - 3.0 mg; % H =286.0 + 2.0.
Los valores son promedios de un nimero minimo de seis corridas por

muestra (x + desviacién standard).

3.5 Cambios en la interaccidén actina - miosina

Es sabido que la molécula de miosina posee dos sitios activos en la
zona de su cabeza globular (HMM - S1), uno que le confiere la actividad ATPasi
ca y otro con el cual se puede unir a actina para formar el complejo actomiosi
na (Seidel, 1969; Harrington y Rodgers, 1984). Esta interaccién con actina,
modifica la actividad ATP4sica de miosina, de manera que mientras la actividad
ATPasica de miosina libre es activada por Ca2+ e inhibida por Mg2+; la de mio-
sina modificada por actina (actomiosina) es en cambio activada por Mg ¥ y pre-

2+
senta una actividad residual con Ca (Bodwell y Mc Clain, 1976; Ockerman,
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1977). Esta propiedad de miosina respecto a su interaccidén con actina, es la
responsable del fendémeno de contraccién-relajacibén en el misculo vivo, y en
el misculo post-morten puede tener incidencia en las caracteristicas textura-
les de la carne (Herring et al, 1969 a y b; Fennema et al, 1973; Stanley,
1976). De aqui la importancia de conocer si la congelacién modifica la afini
dad en la interaccién actina-miosina.

Vimos que la actividad ATPasica miofibrilar en presencia de iones
Mg2+, disminuye por efecto de la congelacién, llegando a una pérdida del 43%
cuando la velocidad es lenta (ver inc. 3.3). Este resultado sugeria cambios
en la interaccidén actina-miosina. Para corroborarlos se recurrié a un estudio
electroforético que permitiera observar directamente las unidades monoméricas
de actina y proteinas menores, y de las cadenas pesadas y livianas de miosina.

Las miofibrillas aisladas de misculo fresco y misculo congelado a
velocidad rédpida y lenta, fueron estudiadas por medio de electroforesis en ge
les de poliacrilamida al 10%, después de haber sido tratadas con SDS o con
5DS + ME. La.Figura 12 muestra los diagramas electroforéticos obtenidos de
miofibrillas de misculo bovino fresco (a, b), de misculo congelado réapido
(c, d) y lento (e, f), tratados con SDS y con SDS + ME, respectivamente. En
la misma Figura estéan sefialadas las bandas principales con sus respectivos
pesos moleculares. Segin éstos se asignd cada pico a la correspondiente pro-
teina miofibrilar, basandonos en los trabajos de Hay et al (1973 b) y Porzio
y Pearson (1977).

El tratamiento con SDS, rompe las uniones hidrdgeno y las interac-
ciones hidrofébicas entre cadenas polipeptidicas, permitiendo el ingreso al
gel de unidades monoméricas de actina (G-actina), cadenas pesadas y livianas
de miosina y proteinas menores. El1 SDS ademds tiene como funcién, cargar ne-
gativamente a las cadenas proteicas, en una relacién carga-masa constante,
con lo cual migran hacia el &nodo recorriendo distancias proporcionales al
peso molecular.

El tratamiento con ME, provoca la ruptura de puentes disulfuro en

la estructura proteica, de manera que la aparicién de bandas de menor PM en
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Densitogramas de las electroforesis en geles de poliacrilamida -
SDS de miofibrillas suspendidas en solucidén 0.6M KCl, 0.03M Tris
-HCl, pH 7.6. Las muestras a, ¢ y e fueron tratadas con SDS y las
muestras b, d y f con SDS+ME.

S: punto de siembra; f.c.: frente del colorante; S—*0: gel de
"stacking'"; AM, filamentos de actomiosina; MHC, cadena pesada de
miosina (PM = 200000); o< - Ac, o<- actinina(PM =100000); y A,
actina (PM = 45000).

a, b: mGsculo fresco; c, d: misculo congelado réapido; e, f: mis-
culo congelado lento.
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los geles de muestras tratadas con SDS + ME (respecto a las tratadas solamen
te con SDS), nos estaria indicando la existencia de uniones disulfuro (S-S)
entre cadenas.

La comparacién en la Figura 12 de los diagramas electroforéticos
de miofibrillas tratadas con SDS sélo (a, ¢, e) respecto de los tratados con
SDS + ME (b, d, f) nos muestran que no hay uniones S-S involucradas en la
estructura de los filamentos finos, dado que tanto las bandas de actina y de
proteinas menores, aparecen tanto en los geles con SDS como en los tratados
ademds con ME, sin la aparicién de nuevas bandas de bajo PM (entonces la ac-
tina polimerizada, llamada F-actina, no contiene puentes S-S).

Si en cambio centramos la atencidn en el pico correspondiente a la
cadena pesada de miosina (pico MHC, PM = 2.105) observamos que en la muestras
tratadas con SDS + ME (Figura 12 b, d y f), el 4rea de este pico es mayor que
la correspondiente a las muestras tratadas con SDS (a, c y e). En forma simul
tanea se ve que el 4rea del pico AM (complejo actomiosina), que aparece en
la zona del gel de Stacking, disminuye en las muestras tratadas con SDS + ME.
Esto tiene su explicacidén si recordamos que en la gelificacién de miosina na
tiva inducida por calor en presencia de actina, en medio 0.6 M KCl, se forma
el complejo actomiosina (AM), a través de la formacidén de puentes disulfuro
(Samejima et al.1980).También Matsumoto (1980) informé de la formacién de filame:
tos de actomiosina cuando se ponen juntas actina y miosina en solucién 0.6 M
KCl. Lo mismo ocurre durante el calentamiento de las miofibrillas en la pre-
paracidén de las muestras con SDS; con la Unica diferencia que la presencia
de este reactivo rompe las uniones hidrégeno que mantienen unidas las cade-
nas pesadas de miosina, entre si y con las cadenas livianas, quedando forma-
do el complejo actina-cadena pesada de miosina, por puentes disulfuro. En las
muestras tratadas ademds con ME, se rompen también dichos puentes S-S, libe-
rédndose la cadena pesada de miosina y la actina, que pueden entonces entrar
en el gel separador. Como es facil de ver, sélo una parte del total de las
moléculas de miosina presentes, son capaces de formar en estas condiciones

el complejo actomiosina.
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La relacidén entre las &areas de pico MHC con y sin ME para la mis-
ma muestra, nos brindé informacién acerca de la afinidad actina-miosina. Los
valores de esta relacidén fueron 1.37, 1.15 y 0.93 para miofibrillas de miscu
lo fresco, congelado rapido y lento, respectivamente; lo cual significa una
mayor pérdida de afinidad actina-miosina en la congelacién lenta que en la
radpida (notar que el pico AM en la Figura 12 a, ¢ y e, en el gel de Stacking,
es mucho menor para el congelado lento).

Una informacién adicional aportada por estos geles, es la relacién
con la que interactuan actina y miosina, dada por el cociente entre las dife

A

rencias de las areas MHC y actina, con y sin ME ( rh _ MHC <xn1AMHC =
AA
= area MHC con ME - 4rea MHC sin ME y AA = area actina con ME - &rea actina
sin ME). Para miofibrillas de misculo fresco, ?A dié aproximadamente 4, que
coincidentemente es igual a la relacidén de PM entre MHC y actina. Esto esta
de acuerdo con la relacidn estequiométrica 1:2 observada en misculo fresco
entre miosina y actina, para fomar durante la contraccidén el complejo acto-
miosina (Harringtony Rodgers, 1984). Con la congelacién répida y lenta, la
relacidn rA dié 3.3 y 2.3, respectivamente; las cuales reflejan la mencionada
modificacidén en la interaccidén actina-miosina debido a la congelaciédn.

Este estudio electroforético de las proteinas miofibrilares, ademés
de brindar informacién sobre el efecto de la congelacién en las miofibrillas,
aporta datos adicionales respecto a la estructura miofibrilar. Pudimos compro
bar que no hay puentes disulfuro en las proteinas miofibrilares, por compara
cién entre geles con y sin ME, aunque si hay formacidén de puentes disulfuros
en la interaccién de miosina con actina. Respecto al pico resultante de esta
interaccién (AM), pudimos ver que no desaparece ain habiendo tratado térmica-
mente la muestra con SDS durante 5 minutos a 100°C; pero que si desaparece
al tratarla con ME. Este resultado es una prueba de que el simple calentamien
to, y menos ain a temperaturas menores a 100°C, no puede romper uniones S-S

sin la presencia de un reactivo como ME o DTT (Ditiotreitol). Entonces, los

picos de los termogramas DSC de misculo, no pueden incluir la ruptura de puen
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tes disulfuro; conclusién a la que habiamos arribado en el Apéndice I.

3.6 Viscosidad, comportamiento reolégico y capacidad de absorcién de agua

de miofibrillas aisladas

Habiendo observado que el proceso de congelacién del misculo ofre-
ce un efecto desnaturalizante sobre las proteinas miofibrilares (principalmen
te sobre miosina) era deseable conocer si estos cambios estructurales reper
cutian en algunas de sus propiedades reolégicas como son la viscosidad y la
capacidad de absorcidén de agua (también llamada hinchamiento, Swelling).

En la tabla 7 presentamos los resultados obtenidos por medicidn
de la viscosidad reducida (nred) y de la capacidad de absorcién de agua de
miofibrillas aisladas de misculo fresco sin congelar y de misculos congela-

dos a velocidades répida y lenta.

Tabla 7: Efecto de la congelacién rédpida y lenta del misculo bovi-
no, sobre la viscosidad reducida (q ) y la capacidad de
r

absorcién de agua (WAC) de miofibrillas aisladas.

masculo WAC WAC
nr 2 1
fresco 3.45 + 0.10 118.8 + 6.6 18.3 + 0.6
congelado rapido 3.32 + 0.16 107.7 + 5.9 17.3 + 1.3
congelado lento 3.27 + 0.21 101.4 + 12.0 16.9 + 1.6
LSD 0.32 16.5 1.8
0.05

nr: viscosidad reducida de las miofibrillas en solucién 0.6 M KC1,
0.03 M Tris-HC1l, pH 7.6
WAC2 y WACl : capacidad de absorcién de agua de miofibrillas en
agua y en solucién 0.15 M KCl, 0.03 M Tris-HC1,
pH 7.6, respectivamente.
LSD : menor diferencia significativa con un nivel de confianza

0.05

del 95%. Namero minimo de ensayos: cuatro por muestra.



- 75 -

Al igual que lo obtenido para la solubilidad miofibrilar (ver Tabla 2), los
valores de la viscosidad reducida de miofibrillas en solucién 0.6 M KC1l, aun
que tienden a ser ligeramente menores con la congelacidén, no son significati
vamente diferentes al valor correspcndiente para misculo fresco. En la Tabla
7 se observa ademas, que tanto la congelacién rapida como la lenta, provocan
una notable disminucién en la capacidad de absorcién de agua de las miofibri
llas, medida en agua (WAC2) o en solucidén 0.15 M KC1l, 0.03 M Tris-HC1l pH 7.6
(WACl). S5in embargo el tratamiento estadistico de estos resultados (ANAVA
con 95% de confianza), nos permite reconocer como significativa Gnicamente
la diferencia debida a la congelacién lenta sobre el valor WACZ. De este mo-
do aun habiendo visto a través de otros parametros (AH de desnaturalizacién)
que las miofibrillas también son afectadas, pero en menor grado, por la con-
gelacién réapida, desde el punto de vista de la capacidad de hinchamiento, sé
lo se detectan diferencias para la congelacién lenta.

En la interpretacién de estos resultados, debemos tener en cuenta
los diferentes medios de ensayo empleados; asi, mientras que la viscosidad
se midié sobre una solucidén miofibrilar en 0.6 M KCl, la capacidad de absor-
cién de agua se determiné con suspensiones de miofibrillas en 0.15 M KCl. Es
to nos advierte sobre la necesidad de interpretar correctamente cada resulta
do de acuerdo a los fendmenos que ocurren en cada medio.

En solucién 0.6 M KCl las miofibrillas de misculo fresco o congela
do, se solubilizan (= 80%) y las moléculas de miosina y actina se combinan
para formar filamentos de actomiosina, dando soluciones altamente viscosas
(Matsumoto, 1980). La forma alargada de la molécula de miosina, con su zona
fibrosa insoluble y su cabeza globular soluble, asi como su alto peso molecu
lar, determinan la elevada viscosidad de sus soluciones (Lee y Rha, 1979).
Segin Offer y Trinick (1983) y Harrington y Rodgers (1984), en solucidén 0.6
M KCl las moléculas de miosina en el filamento grueso, se cargan negativamen
te en la zona de sus colas, debido a la alta concentracién de iones le,pro-
vocando la separacién por repulsidén de las moléculas de miosina, que condu-

cen a un aumento de hidratacién del filamento y por consiguiente de viscosi-
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dad. Ademas del agua retenida por la matriz proteica, estd el agua de hidra-
tacién de cada molécula de proteina en forma individual, lo cual le confiere
un determinado volumen hidrodinémico, que estad relacionado con el namero de
grupos ionizables e hidrofilicos en la molécula.

Las miofibrillas suspendidas en agua, estéan insolubles pero fuerte
mente hidratadas, lo que le otorga al medio un aspecto lechoso y textura ge-
latinosa. Al no haber presentes aniones Cl_, los grupos cargados positivamen
te deben ser saturados con moléculas de agua, aumentando considerablemente
las multicapas de hidratacién (alto volumen hidrodindmico). En agua no se
produce la separacién por repulsién de las moléculas de miosina en el fila-
mento grueso, como si ocurre en solucién 0.6 M KCl; ni se espera que sea im-
portante la interaccién actina-miosina. Entonces, el agua retenida por las
proteinas miofibrilares después de la centrifugacién es una suma del agua 1li
gada a la proteina (agua constitucional y vecinal, unida a 1la proteina por
interaccién con grupos ibénicos, polares y no polares), mids el agua de la mul
ticapa (agua unida por puentes hidrégeno al agua vecinal; estd incluida en
la unidad cinética en solucidén y relacionada con el volumen hidrodindmico)

y el agua atrapada (agua fisicamente retenida, en el caso de las miofibrillas
dentro de la estructura de los filamentos gruesos y finos y entre ellos)
(Hamm, 1975; Fennema, 1977).

En el caso de las miofibrillas suspendidas en solucién 0.15 M KC1,
su capacidad de hidratacién es mucho menor que la que presentan cuando son
suspendidas en agua, perdiendo en consecuencia la capacidad de formar solu-
ciones viscosas. Esto podria deberse a que al haber KCl en el medio, parte
de los grupos ionizables interactdan con los iones Cl o K+, liberando molé-
culas de agua.

Entonces, la informacién que nos brindan los valores de viscosidad
en solucidén 0.6 M KC1l, no es la misma y no tiene porqué estar directamente
relacionada con la que surge de los valores de hinchamiento de miofibrillas
en H20. Es evidente que la desnaturalizacién sufrida por la miosina en la z0

na globular de su cabeza, asi como la leve desnaturalizacidn de actina, que
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es también globular, no afecta la viscosidad ni la solubilidad de miofibri-
llas en solucién 0.6 M KCl pero en cambio si provoca una considerable dismi-
nucién de la capacidad de absorcién de agua de las proteinas miofibrilares.
Respecto a las caracteristicas reolégicas de las miofibrillas, ya
sea en el caso de midsculo fresco o congelado, se comportan como un liquido
pseudoplastico y tixotrépico (Figura 13). Por pseudoplasticidad se entiende
la disminucién de la viscosidad aparentecon el esfuerzo de corte, en tanto que
tixotropia es la disminucidén de la viscosidad aparente con el tiempo de apli
cacidén de una fuerza de corte constante (Bourne, 1982). La congelacién no in
trodujo ninguna modificacidén detectable sobre dichas propiedades de flujo,
en forma coincidente con los resultados de viscosidad; lo cual sugiere que
los cambios operados en las proteinas miofibrilares, alin en miosina que es
la mas afectada, se limitan a una zona reducida de sus moléculas y no al to-
tal de su estructura. Ademds, segin Lee and Rha (1979), el que los comporta-
mientos pseudopléastico y tixotrépiéo no estén modificados, significa que no
hubieron alteraciones importantes en la forma y tamafio molecular, como tam-
poco en la estructura e interaccién de las proteinas entre si y con el sol-

vente.

3.7 Implicancias generales del efecto de la congelacion sobre la desnaturali

zacion proteica

Los estudios realizados con misculo bovino congelado a distintas
velocidades, dieron como resultado que la congelacién e inmediata desconge-
lacién del tejido muscular, estad acompafiada por la desnaturalizacidén selec-
tiva de algunas de las proteinas del complejo miofibrilar.

Indicativa de dicha desnaturalizacién es la disminucién de paréame
tros tales como la actividad ATPasica y la entalpia de desnaturalizacién tér
mica de las miofibrillas en misculo congelado, respecto al misculo fresco

(Figuras 5 y 8).

De las proteinas miofibrilares, resultdé ser la miosina, principal
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Curva de flujo obtenida con miofibrillas de misculos fresco y
congelado, suspendidas en solucién 0.6M KCl1, O0.03M Tris-HC1,
pH 7.6. Concentracién de miofibrillas: 10-12 mg/ml. S: valor
de escala proporcional a la tensiénde empuje (T), n: velocidad
del rotor proporcional al gradiente de velocidad (D).
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constituyente de los filamentos gruesos, la mds afectada por el proceso de

congelacién. Prueba de ello se tuvo en la caida de los valores de actividad

ot ot et . 2+
ATP&sica miofibrilar en presencia de Ca , lo cual indica una alteracién en

la zona de la cabeza globular de miosina (Figura 5). Los estudios por calo-
rimetria diferencial de barrido también aportaron informacién al respecto;
la disminucién del &rea del primer pico en los termogramas DSC de musculo
bovino congelado, implica un cambio estructural en el filamento grueso, a
nivel de la cabeza de miosina (Figura 9 y Tabla 4). El mismo estudio mostrd
que la zona de la cola de miosina (segundo pico en el termograma DSC del mus
culo), no se altera durante la congelacidén, en tanto que el filamento fino,
integrado por actina (en importancia, la segunda proteina muscular) y protei
nas menores (tropomiosina, troponina y actinas), esti levemente afectado
(Figura 9 y Tabla 4). De manera que, practicamente los mayores cambios re-
caen sobre la molécula de miosina.

Por otra parte, tanto los estudios por electroforesis en geles de
poliacrilamida de las proteinas miofibrilares (Figura 12) como las determi-
naciones de la actividad ATPasica miofibrilar en presencia de Mg2+ (Figura
5) seflalaron ademds que hay modificaciones en la interaccidén de miosina con
actina. Esta pérdida de afinidad actina-miosina es una consecuencia de ambos
efectos: el de la desnaturalizacidén parcial de la cabeza de miosina, y en me
nor grado, la alteracién de actina.

En base a los valores porcentuales de pérdida de actividad ATPasi-
ca con Ca2+ y con Mg2+ durante la congelacidén, se deduce una mayor resisten
cia a la desnaturalizacién de la miosina asociada a actina (complejo actomio
sina) que la miosina libre. Este resultado estd de acuerdo con lo informado
por Matsumoto (1980) respecto a la congelacién de soluciones de miosina y
actomiosina de misculo de pescado, donde miosina era desnaturalizada mas ra-
pidamente. La disminucién de la afinidad actina-miosina se puede interpretar
también como que la congelacién del misculo, produce la disociacidn parcial

del complejo actomiosina en miosina y actina libres.

La desnaturalizacidén de miosina no implica solamente la modifica-
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cién de los sitios activos enzimdtico y de unidén a actina, sino que involu-
cra una zona extensa de la cabeza, que los incluye a ambos; ya que baséando-
nos en la informacién proporcionada por los estudios calorimétricos, la pér-
dida de entalpia de desnaturalizacién térmica (AH y area especifica del pico
I, Figuras 8 y 9 y Tabla 4), con la congelacién, representaria la ruptura de
un numero elevado de uniones hidrégeno y/o formacién de uniones del mismo
tipo pero de menor energia, acompafiado por una modificacién en las interac-
ciones hidrofébicas y salinas. Esto sugiere que las partes globulares de las
cadenas pesadas de miosina asi como las cadenas livianas, ambas integrantes
de la cabeza, se desnaturalizan por desplegamiento (unfolding) de la cadena
polipeptidica, con exposicibén de grupos hidrofébicos hacia el exterior, ad-
quiriendo una estructura mAs desordenada capaz de formar agregados (Anglemier
y Montgomery, 1976). Este desplegamiento puede ser resultado de un incremen-
to local de la fuerza idnica en el interior de la fibra, como consecuencia
de la congelacidén y por lo tanto, de la migracidén de agua desde los espacios
miofibrilares hacia la zona de crecimiento del hielo, pudiéndose llegar a remo
ver agua de hidratacién de las proteinas miofibrilares (Taborsky, 1978;
Shenouda, 1980). Ademas, si el incremento de la fuerza iénica en la soluciédn
que rodea a las miofibrillas, es suficientemente elevado, podria producirse
la disociacién de las cadenas pesadas y livianas de miosina (Gershman y
Dreizen, 1970).

Aunque los resultados presentados constituyen una evidencia de lg
desnaturalizacidn proteica con la congelacidén del miusculo, esta desnaturali-
zacién no provocé cambios significativos en la solubilidad de las proteinas
miofibrilares, como tampoco en la viscosidad y comportamiento reolégico de
las miofibrillas en solucién. En primer lugar, la constancia en los valores
de solubilidad miofibrilar, significa que el corto periodo de tiempo durante
el cual se desarrolla la congelacién-descongelacién, resulta insuficientente
para permitir la agregacién entre moléculas de proteinas desnaturalizadas,

ya que no se observa la formacién de agregados insolubles o por lo menos,
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qQue si se llegan a formar agregados, estos conservan las mismas propiedades
de solubilidad que las proteinas nativas. Esta Gltima posibilidad queda des
cartada, pues de haber cambios en la forma y tamario molecular (lo que ocurri
ria con la formacién de agregados aln solubles) se verian alterados al menos
la viscosidad o el comportamiento de flujo de las miofibrillas en solucién
(pseudoplasticidad y tixotropia) (Figura 13 y Tabla 7). La constancia de es-—
tos parametros después de la congelacién, indica no sélo la ausencia de agre
gacidén sino ademds, que los cambios estructurales en miosina y actina no con
ducen a variaciones importantes en su volumen hidrodinamico.

Sin embargo, si se observaron cambios en la hidratacién de las mio
fibrillas, principalmente con la congelacién lenta, en la que se produjo una
significativa disminucién de la capacidad de absorcién de agua de las miofi
brillas suspendidas en agua (Tabla 7). Este hecho puede vincularse a dos efec
tos: a) modificacién de la capacidad de absorcién de agua de las proteinas
por si mismas y/o b) variacion de la cantidad de agua retenida en el interior
de los filamentos gruesos y finos por alteracidén de las interacciones prote
ina-proteina. Del estudio DSC, surgidé la conclusién de que la zona fibrosa
de miosina, no era modificada por la congelacidén. Sabemos ademas que es a
través de esas zonas por donde interactian lateralmente las cadenas pesadas
de miosina para formar los filamentos gruesos (Harrington y Rodgers, 1984).
Es de esperar entonces que no hayan cambios en la interaccién miosina-miosi-
na y que en consecuencia, la cantidad de agua ocluida dentro de los filamen
tos gruesos tampoco se vea alterada. De esta manera, la variacidn observada
en la hidratacién de las miofibrillas, tiene su origen en la menor capacidad
de captacién de agua de las cabezas desnaturalizadas de miosina y en la alte
racién de la interaccién actina-miosina. Estos resultados son coincidentes
con el aumento de exudado del misculo congelado-descongelado, en especial
cuando las velocidades de congelacién son intermedia y lenta (Afion y Calvelo,

1980; Calvelo, 1981).

El efecto de la velocidad de congelacién se reflejé también en los

valores de actividad ATPasica y entalpia de desnaturalizacién térmica, viendo
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en ambos parametros una mayor disminucién cuanto menor es la velocidad de
congelacién (Figura 5 y 8).La congelacién lenta resultd ser entonces la que
més afecta las propiedades nativas de las proteinas del misculo fresco. Los
cambios operados en las proteinas miofibrilares durante la congelacidén répi-
da, aunque significativas en algunos casos, no llegan a influir sobre la ca-
pacidad de hidratacién del misculo, lo que concuerda con la menor exudacidn
observada en misculos congelados rapidamente (Afién y Calvelo, 1980).

Si bien observamos que la velocidad de congelacién del misculo influye
sobre el grado de desnaturalizacidén de las proteinas miofibrilares, no sabe-
mos aln el origen de esta diferencia. Los cambios en la fase acuosa durante
la congelacién del misculo, modificarian el ambiente que rodea a las miofibri
llas, induciendo a la desnaturalizacidén de sus componentes proteicos. Segin
Shenouda (1980), las causas de estos cambios pueden ser clasificadas princi-
palmente en tres tipos: a) formacidén y crecimiento del hielo, b) deshidrata-
cién y c) incremento de la concentracidén salina. De modo que cualquier factor
que influya sobre estos tres fendémenos, afectard a su vez a la desnaturaliza
cidn proteica. Love (1966, 1968) informd que la localizacidén y tamafio de los
cristales de hielo en misculo de pescado estaban regidos fundamentalmente
por la velocidad de congelacidén. Mas recientemente, Bevilacqua et al (1979),
investigando sobre la congelacién de misculo bovino semitendinoso, encontra-
ron que se podian definir segin sus tiempos caracteristicos (tc) de congela-
cidén, tres velocidades de congelacidén con morfologias del hielo marcadamente
diferentes: congelacidén répida, intermedia y lenta (clasificacién seguida en

este trabajo de tesis). Con t mayores a 30 minutos (congelacién lenta),
c

los cortes histolégicos de tejido muscular congelado, revelaron la existencia
de hielo extracelular exclusivamente, en forma de grandes cristales. Con tc
menores de 5 minutos (congelacién rapida) se suma la produccién de hielo in-
tracelular simulténeamente con la congelacién del liquido extracelular. A

diferencia de la congelacién lenta, los cristales de hielo son pequefios y su

namero mayor. La congelacién intermedia (tc o~ 20 minutos) es comparable a
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la rapida en que hay tantohielo extra como intracelular, con la diferencia
que en el interior de la fibra se forma un Unico cristal de gran tamafio.

La formacién de hielo extracelular procede a través de un mecanismo de
congelacidén de agua, completamente diferente al hielo intracelular. El creci
miento de los cristales en el espacio extracelular requiere de fluido intra-
celular con lo cual hay deshidratacién parcial de la fibra muscular por migra
cién de agua desde su interior (Bevilacqua et al, 1979). Esto se debe a que
la mayoria del agua en el tejido muscular se encuentra en el interior de la
fibra, en los espacios entre filamentos finos y gruesos (las miofibrillas ocu
pan el 70% del volumen del mGsculo y estdn compuestas aproximadamente por un
80% de agua) (Offer y Trinick, 1983).

Estas diferencias entre congelacién répida, intermedia y lenta, respecto
a la morfologia del hielo, conducen simultdneamente a cambios en los fenéme-
nos de deshidratacién y de aumento de fuerza iénica dentro de la fibra. La
formacidén de hielo a partir de fluido extra e intracelular, provoca un aumen
to de la concentracidon salina en la fraccién de agua no congelada. En midscu-
los congelados a diferentes velocidades pero hasta la misma temperatura final
(en nuestro caso, -25°C), la cantidad total de sales liberadas es la misma,
dependiendo su distribucidn del tamafio, nimero y ubicacidn de cristales de
hielo formados. En tanto que en las congelaciones lenta e intermedia hay zo-
nas de alta fuerza idnica, en la congelacidén rapida los componentes salinos
estarian mads uniformemente distribuidos. Ademas, hay otro factor que supone-
mos juega un rol importante en las diferencias atribuidas a la velocidad de
congelacién: el tiempo total de congelacidén. A medida que la congelacidn es
mas lenta, el tiempo necesario para llevar al misculo a la temperatura final
prefijada, es mayor; siendo también mayor la difusién de sales desde las zo-
nas de alta fuerza idénica (cercanas al hielo formado), hacia las zonas de ba
ja fuerza idnica (ocupadas por las miofibrillas). De este modo, la congela-

cién rédpida, al completarse en corto tiempo, presentaria un efecto menor por

aumento de concentracidén salina.
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DESNATURALIZACION DE PROTEINAS EN MUSCULO BOVINO:

EFECTO DE LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Hasta ahora hemos estudiado los cambios ocurridos en las proteinas
del tejido muscular, como resultado de la congelacién y el papel que juegan
las distintas velocidades de congelacidn aplicadas. Esta parte del trabajo,
consiste en un anélisis del efecto del tiempo de almacenamiento del misculo
bovino en estado congelado a distintas temperaturas sub-cero, sobre el dete-
rioro proteico y su interrelacién con la ‘velocidad de congelacidén del miscu
lo, previa a su almacenamiento. Para ello, se estudiaron parametros indicati
vos de la desnaturalizacién de proteinas, sobre muestras de misculo bovino
semitendinoso congeladas a velocidad répida y lenta, y posteriormente almace

nadas hasta un maximo de 47 semanas a -5°C, -10°C y -20°C.

4.1 Estado de conservacién de las muestras durante el periodo de almacena-

miento

Segin se explicé en Materiales y Métodos (ver inc. 2.4.), se con-
troldé peridédicamente el estado de conservacién de las rodajas de carne alma-
cenadas en estado congelado, registrando la variacidén del pH con el tiempo
de almacenamiento a las distintas temperaturas.

En la Tabla 8 podemos ver que del valor inicial de pH en el misculc
fresco (pH: 5.60i0.15), hay tan solo una ligera oscilacidén que no supera las
0.20 unidades (pH miximo alcanzado = 5.80). La poca variabilidad del pH es un
buen indicio, de que durante el prolongado periodo de almacenamiento, aun a
temperaturas no tan bajas como -5°C, el estado congelado controla adecuada-
mente los procesos de descomposicidén. Un avanzado desarrollo microbiano y/o
la existencia de hidrélisis proteica en las muestras congeladas, estarian
acompafiadas por una marcada modificacién del pH.

Paralelamente, con el Unico objeto de estimar aproximadamante el
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Tabla 8: Efecto de la congelacidén y el almacenamiento a -~5°C, -10°C y

-20°C, sobre el pH del misculo semitendinoso bovino.

pH

tiempos de almacenamiento _50 oC -10 °C -5 oC

(semanas)

(R) 5.62+0.12 5.62+40.12 5.62+0.12

0
(L) 5.68+0.08 5.68+0.08 5.68+0.08
5 (R) 5.63+40.10 5.65+0.06 5.70+0.02
(L) 5.67+0.06 5.69+0.11 5.67+0.05
13 (R) 5.65+0.08 5.73+0.10 5.75+0.00
(1) ©.7010.07 L./L10.10 5.7L10.03
50 (R) 5.72+0.07 5.75+0.14 5.76+0.01
(L) 5.69+0.12 5.71+0.04 5.76+0.03
o (R) 5.72+0.11 5.80+0.05 5.71+0.05
(L) 5.66+0.16 5.78+0.05 5.68+0.11
38 (R) 5.74+0.07 5.78+0.08 5.75+0.10

(L) 5.70+0.07 5.75+0.09 5.80+0.08

Cada valor es la media resultante de un minimo de seis mediciones (X+ des-

viacidn standard). (R): congelacién répida; (L): congelacién lenta.

nimero de microorganismos viables en las muestras, en relacién al tiempo y
temperatura de almacenamiento, se realizd un recuento en placa (utilizando
el medio Plate Count Agar) del nimero de bacterias aerdbicas meséfilas (in-
cubacién a 32°C durante 48 hs) y del nimero de bacterias psicréfilas (incuba
cién a 4°C durante 1 semana).

En la Tabla 9 se presentan los valores de dichos recuentos expresa

dos como UFC/g (unidades formadoras de colonias/gramo de muestra de carne).
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Tabla 9: Recuentos de bacterias mesé6filas y psicréfilas, en rodajas de mis-

culo bovino almacenadas durante 19 semanas a -5°C, -10°C y -20°C.

Temperatura de

almacenamiento Bacterias mesé6filas Bacterias Psicréfilas
o 5 3
-20°C 2.3 x 10 UFC/g 3.8 x 10 UFC/g
5
-10°C 9.7 x 10 UFC/g 1.3 x lO5 UFC/g
6 5
- 5°C 8.4 x 10 UFC/g 1.8 x 10 UFC/g

UFC/g = Unidades formadoras de colonias/g de muestra. (Datos aportados por
la Lic. L. Giannuzzi, becaria del Centro de Investigacidén y Desarro-

l1lo en Criotecnologia de Alimentos).

El ensayo se realizd sobre rodajas almacenadas durante 19 semanas a -20°C,
-10°C y -5°C.

Aunque se registré un mayor nimero de bacterias viables a mayor tem-
peratura, no se superé en ningin caso el valor 108/g establecido como limite
para el tiempo de vida Gtil de muestras de carne almacenadas en peliculas
plasticas de polietileno (Ayres, 1960; Gill, 1982).

Este ensayo se realizé, ya que si bien el pH estd poco alterado, se
observaron en cambio notables modificaciones en el color superficial del mus
culo, principalmente a las temperaturas -5°C y -10°C. Se queria saber enton-
ces si esos cambios eran atribuibles a desarrollo microbiano o uUnicamente a
la alteracién de los pigmentos de la carne por difusién superficial del oxi-
geno a través de la pelicula permeable de polietileno (Bevilacqua y Zaritzky,
1986). Un analisis del tenor de metamioglobina, pigmento de color marrén re-—
sultante de la oxidacién de la mioglobina arrojé los siguientes porcentajes
a 21 semanas de almacenamiento: -20°C: 20%, -10°C: 40%, -5°C: 45% (Datos

aportados por la Ing. Bevilacqua, investigador del Centro de Investigacidn



- 87 -

y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos). Estos resultados indican que,
excepto por el color de las muestras, en base a los valores de pH y al name-
ro de bacterias viables, el estado de conservacidén de las rodajas de misculo
durante el almacenamiento congelado, es aceptable. También se realizd un con
trol del contenido de humedad de las muestras almacenadas, registrandose un
valor constante (% H = 75.5+ 0.9), lo culdl asegura que en las condiciones de
almacenamiento congelado utilizadas, no hubo deshidratacidén del tejido. Si
hubiera deshidratacién superficial, se estaria sumando una nueva fuente de
variacidén y de posible desnaturalizacién proteica. Como medida de precaucién,
en la toma de muestra, se descartd el tejido superficial de las rodajas de
carne. Por otra parte, respecto a la conservacién del miasculo bovino desde
el punto de vista lipidico, segin trabajos realizados en este laboratorio
(Tomds y Funes, 1986) sobre muestras de misculo bovino semitendinoso almace-
nadas a -5°C, durante un periodo de 18 semanas, no se detectaron aumentos

en la produccién de rancidez oxidativa debida a autoxidacidén lipidica.

4.2 Modificaciones en la estructura de los filamentos gruesos y finos

Vimos anteriormente, que era posible evaluar los cambios ocurridos
en las proteinas miofibrilares, por medio de las modificaciones operadas en
sus transiciones térmicas. Por tal razén, se continuaron los estudios por ca
lorimetria diferencial de barrido, con el fin de evaluar esta vez los efectos
del almacenamiento congelado. Se estudiaron muestras de miisculo congelado a
velocidad rapida y lenta, y posteriormente almacenadas a -5°C, -10°C y -20°cC.
Previamente a las corridas DSC, las muestras de carne fueron tratadas con so
lucién Ringer (ver inc. 2.13) con el objeto de dejarlas desprovistas de te-
Jido conectivo y proteinas sarcoplédsmicas; de manera que los picos de los ter
mogramas, reflejaran Gnicamente las transiciones térmicas de las proteinas
miofibrilares.

En la Figura 14 se muestran las diferencias entre termogramas de mus
culo fresco y de mGsculo almacenado a -5°C durante 24 semanas. Las areas

de los picos I y II correspondientes al filamento grueso (miosina) asi como



H | .. tllamento grueso
T filamento fino

——musculo fresco

----almacenado,-5°C
(24 semanas)

T °C

Figura 14: Termogramas DSC de misculo bovino fresco ( ) y congelado-al

macenado (————- ), desprovisto de proteinas sarcoplasmicas y conec
tivas y ajustado a pH 5.6. J3= 10°C/min. P.S. = peso seco.
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sus Tmax. son menores en el misculo congelado-almacenado que en el misculo
! .
fresco. El pico III, atribuido al filamento fino (actina y proteinas menores)

mantiene practicamente constantes el area y la temperatura Tmax.

Tabla 10: Valores Tmax de los picos I, II y III, correspondientes a los ter-

mogramas DSC de misculo bovino almacenado a -5°C, -10°C y -20°C.

Tmax (°C)
Tiempos de
almacenamiento -20°C -10°C -5°C
(semanas)
picos I IT ITI I II III I IT1 11T
0 58.8 63.9 73.8 57.8 63.9 73.8 57.8 63.9 73.8
7 57.2 64.5 74.4 57.3 63.7 73.7 56.3 64.0 74.3
13 56.2 64.2 73.6 56.2 64.2 73.6 56.2 64.2 73.6
18 56.3 63.5 74.2 55.7 63.1 73.8 55.4 63.1 74.8
26 56.3 64.8 74.7 55.6 63.2 74.1 54.8 63.4 74.2
38 55.4 64.6 74.4 54.4 63.2 74.1 54.2 63.2 74.2

Son valores medios entre muestras de misculos

congelados a velocidades rapi-
da y lenta (méxima desviacién standard: 0.9; nimero minimo de ensayos: cua-

tro). Las corridas DSC se realizaron con muestras de musculo tratadas con

solucién Ringer a pH 5.6 y a una velocidad de barrido J3= 10°C/min.

En la Tabla 10 se observa que las modificaciones de los valores Tmax de las
transiciones térmicas de miosina, recaen fundamentalmente sobre el pico I.
Siguiendo la variacién de los Tmax con el tiempo, vemos la importancia de la
temperatura de almacenamiento en la pérdida de estabilidad térmica; mientras

que a -5°C y -10°C, a las 26 semanas, la disminucién del Tmax del pico I es
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3.0°C y 2.2°C respectivamente, a -20°C 1la diferencia se reduce a 1.5°C. La
disminucidén de la temperatura de transicidén de la cabeza de miosina, implica
un cambio estructural en esa zona, que la hace mas sensible al calor. Segun
Privalov y Khechinashvili (1974) la temperatura de desnaturalizacidn proteica
estd controlada principalmente por las interacciones hidrof&bicas no polares.
Asi, la disminucidén observada en el Tmax del pico I indica una variacién del
nimero de interacciones hidrofébicas durante el almacenamiento congelado del
misculo. Respecto a la transicidén térmica de la cola de miosina (pico II),
los cambios en el Tmax no son importantes, ya que su conformacién o-hélice
esta establizada fundamentalmente por puentes hidrégeno intracatenarios, con
tribuyendo muy poco a su estructura las interacciones hidrofébicas (Malher y
Cordes, 1971).

A efectos de estudiar la influencia del tiempo y la temperatura de
almacenamiento, se aﬁalizaron los termogramas obtenidos, dividiendo el area
total de la endoterma, en areas parciales correspondientes a cada transicién
(Figura 14). Asi fue posible no sélo calcular la entalpia total, AH, y ver
sus cambios, sino también el de las areas especificas de cada pico.

Se observd que los valores AH de la endoterma total decrecen con el
tiempo de almacenamiento congelado (Figura 15). Se puede ver en esta Figura
el efecto combinado de la velocidad de congelacién y del tiempo y la tempera
tura de almacenamiento. La velocidad de decrecimiento de la entalpia total
con el tiempo, es visiblemente menor a -20°C, que a -5°C y -10°C, principal-
mente en las primeras semanas de almacenamiento.

Las &reas especificas de los picos I y II; también decrecen como con
secuencia del almacenamiento congelado, mientras que el pico III se mantiene
practicamente constante (Figura 16a y b). Es decir que la cola de miosina,
no afectada por la congelacidén (Tabla 4), recién comienza a sufrir alteracio
nes con el proceso de almacenamiento. Una informacién adicional de suma im-
portancia, se obtiene al observar el diferente comportamiento del misculo al
macenado, segin haya sido congelado rédpida o lentamente. La Figura 16a mues

tra para la congelacién répida, que la zona de la cabeza (pico I) afectada
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Figura 16: Efecto del almacenamiento congelado sobre las areas especificas
de los picos I, II y III, correspondientes a las endotermas DSC

de masculo bovino congelado-almacenado.
(A,®,m) y (A,0,0): misculos congelados a velocidad réapida

y lenta, respectivamente; y luego almacenados a -20°C ( ),
(== ) y -5°C (..... ).
(Maxima desviacién standard: 0.2).
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tan sélo ligeramente por el proceso de congelacién (Tabla 4 y Figura 9), se
desnaturaliza rdpidamente con el almacenamiento, independientemente de la tem
peratura. Por otro lado, la misma Figura muestra que la cabeza de miosina, modi
ficada ya en buena parte por la congelacién lenta (Tabla 4 y Figura 9) se des
naturaliza lentamente con el almacenamiento, lo cual se refleja en una caida
menos brusca de su area especifica.A diferencia de la congelacién réapida, pa-
ra el misculo congelado lentamente, la velocidad de desnaturalizacién de la
cabeza de miosina en el almacenamiento, es dependiente de la temperatura. Asi,
cuanto menor es la temperatura (-20°C), menor es la velocidad de desnaturaliza
cién del subfragmento HMM-S1.

Respecto a la zona de la cola de miosina, vemos en la Figura 16b que
su velocidad de desnaturalizacidén también es menor a menor temperatura de al-
mecenamiento, no encontrando diferencias entre las velocidades de conpelacidn
empleadas. El pico III, a diferencia del resto del termograma, mantiene prac-
ticamente constante su area especifica durante todo el periodo de almacenamien
to; ésto nos sugiere que desde el punto de vista termodiné&mico no hay cambios
importantes en la estructura de la actina y de las proteinas menores.

De las Figuras 15 y 16 a,b es posible obtener informacidén adicional si
se presta atencidén a los siguientes puntos: a) la congelacidén y el almacena-
miento conducen siempre a valores menores de AH y &reas especificas, b) la
caida de estos parametros es rapida en un primer periodo del almacenamiento
(aproximadamente 10 semanas), luego del cual siguen disminuyendo lentamente
hasta alcanzar un valor minimo, y c) el area especifica del pico I, en el mis-
culo congelado rapido disminuye mids bruscamente con el almacenamiento, que
la correspondiente al congelado lento. Para analizar el punto a) debemos tener
en cuenta los cambios estructurales que se producen en una molécula de protei-
na al ser desnaturalizada. Es sabido que la desnaturalizacién implica un des-
rlegamiento de la cadena polipeptidica, con ruptura de uniones hidrégeno y ex
posicidén de grupos hidrofébicos (para proteinas globulares) (Anglemier y
Montgomery, 1976). De esta manera, la molécula de proteina, total o parcial-

mente desnaturalizada,involucra en su estructura un nimero menor de uniones
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hidrégeno y una mayor probabilidad de interaccidn con otras proteinas, a tra
vés de grupos hidrofébicos. Ahora bien, debido a que los cambios entalpicos
estan asociados con los cambios estructurales ocasionados por desenrollamien
to de la molécula proteica (Delben Y Crescenzi, 1969; Delben et al, 1969);
si ésta se encuentra previamente desnaturalizada (por ejemplo, por efecto de
la congelacién o el almacenamiento) es de esperar valores entalpicos menores
a los de la proteina nativa. En base a trabajos realizados por Privalov y
Khechinashvili (1974) y Evans et al. (1979), la entalpia de las transiciones
térmicas de una proteina es una combinacién de un término endotérmico, tal
como la reaccién de ruptura de puentes hidrégeno y un término exotérmico, de
bido a la agregacidn de proteinas y a la ruptura de interacciones hidrofébi-
cas. Otra manera generalmente aceptada, es la de desglosar la entalpia AH en
dos términos: AHd, entalpia de desnaturalizacién (que incluiria la ruptura de
puentes hidrégenos e interacciones hidrofébicas) y AHa, entalpia de agrega-
cién de proteinas.

La naturaleza endotérmica de 1los termogramas de misculo bovino (y
de cada una de sus proteinas constitutivas) significa que en sus transiciones
térmicas hay una mayor contribucidn del térmico endotérmico (ruptura de un na
mero elevado de uniones hidrégeno). El1 hecho de que las muestras congeladas
y almacenadas de misculo, tengan valores menores de AH y de Areas especificas
(punto a), puede significar un decrecimiento del término endotérmico (ruptura
de uniones hidrégeno) y/o un aumento del exotérmico (ruptura de interacciones
hidrofébicas y reacciones de agregacidén) durante las transiciones térmicas
de las proteinas miofibrilares. Quiere decir que tanto la congelacidén como el
almacenamiento provocan una alteracién de la cabeza y la cola de la molécula
de miosina, que lleva a un nimero menor de uniones hidrdgeno en su estructura
y/o a un aumento de las interacciones hidrofébicas intercatenarias, a lo cual
se suma una mayor probabilidad de agregacidén. Respecto al punto b), referido
a la rapida caida de los valores entalpicos en las primeras semanas de almace
namiento, es comprensible, pues todos los cambios estructurales durante esa

primera etapa se suman para dar un mismo efecto. Con el transcurso del tiempo,
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la velocidad de desnaturalizacidén es cada vez menor, ya qQue las posibilida-
des de camblio en el numero de uniones hidrégeno e interacciones hidrofébicas
se van reduciendo, por un lado, porque es menor el nimero de proteinas en es
tado nativo y por otro, debido a que el aumento de interacciones hidrofébicas
conduce a la agregacién. Con la formacidén de agregados (solubles e insolubles)
se estabiliza la estructura proteica, reduciéndose a un minimo la velocidad
de desnaturalizacién y la contribucién a la entalpia del término de agrega-
cién. Esto explica el porqué se tiende a un valor minimo y casi constante de
AH y areas especificas, justamente en el periodo de almacenamiento donde co-
mienza a haber insolubilizacidén (ver inc. 4.4).

Las diferencias entre congelado rapido y lento, respecto a la velo
cidad de disminucidén del area especifica del pico I con el almacenamiento
(punto ¢) (Figura 16a y b) se debe entonces al mayor grado de desnaturaliza-
cidén de la cabeza de miosina en el misculo congelado a velocidad lenta; de ma
nera que su almacenamiento se inicia con parte de su estructura proteica modi
ficada principalmente por ruptura de puentes hidrégeno. Se vidé que los cambios
en las interacciones hidrofébicas de la cabeza son mas importantes en el alma
cenamiento, lo que lleva a una disminucién del Tmax del pico I (Tabla 10),
pues son las interacciones hidrofdébicas las que gobiernan la temperatura de

desnaturalizacién (Privalov y Khechinashvili, 1974)

4.3 Cambios en la miosina y en la interaccién actina - miosina

Segin vimos, la sola congelacién del misculo, provoca una importan
te pérdida de actividad ATPasica miofibrilar, lo cual fue interpretado como
la desnaturalizacidén parcial de las proteinas miofibrilares, especificamente
de miosina. Coincidentemente, en los termogramas DSC de misculo congelado,
se observé la disminucidn del pico I, que estd asociado a la cabeza de miosi
na, portadora del sitio activo de la enzima ATPasa. Habiéndose encontrado que
el pico I también disminuye durante el almacenamiento (Figura 16a, b), era
de esperar cambios similares en la actividad ATPasica.

Se estudié entonces el efecto combinado tiempo-temperatura de alma
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cenamiento y velocidad de congelacidén sobre la actividad ATPAsica miofibrilar.

La Figura 17 muestra la variacién de 1la actividad ATP&sica con el
tiempo de almacenamiento a -5°C, -10°C y -20°C, para misculo congelado a velo
cidades rapida y lenta. Los valores de actividad ATPasica miofibrilar, expre-
sados como un porcentaje de la actividad de las miofibrillas aisladas de mis-
culo fresco, se graficaron agrupandolos por velocidad de congelacidén y activa
dor utilizado.

En la Figura 17a, b se puede ver que después de la congelacién ra-
pida, en presencia de iones Ca2+ o) Mg2+, los niveles de actividad decrecen ra-
pidamente con el tiempo de almacenamiento, a mayor velocidad cuanto mayor es
la temperatura. A diferencia de la congelacidén rapida, en las miofibrillas
aisladas de misculo congelado lentamente (Figura 17c, d), la mayor pérdida
de actividad tiene lugar durante el proceso de congelacién (Figura 5). La
Figura 17c muestra que la actividad ATPa&sica en presencia de Ca2+ como acti-
vador, decrece ligeramente durante el almacenamiento a -5°C y -10°C; en cambio
a -20°C hay una leve recuperacién de actividad hasta las cuatro semanas, luego
de lo cual declina lentamente. En presencia de Mg2+ (Figura 17d), a las tres
temperaturas de almacenamiento, hay un periodo inicial de incremento de acti
vidad ATPasica con el tiempo, que a -20°C alcanza las 13 semanas.

Investigaciones realizadas por otros autores sobre misculos prove-
nientes de diferentes especies animales, dieron resultados coincidentes.
Connell (1960) informé que hay pérdidas de actividad ATPasica miofibrilar du-
rante el almacenamiento congelado de misculo de bacalao. Resultados similares
fueron informados por Matsumoto (1979, 1980) para una amplia variedad de pes
cados. Por su parte, Yamamoto et al. (1977) y mas recientemente, Kang et al.
(1983), empleando respectivamente misculos de pollo y de conejo, observaron
que durante el almacenamiento a -20°C, la actividad ATPasica experimenta
un incremento inicial, para luego caer lentamente.

En la Figura 17, ademds de observarse la influencia de la tempera-
tura de almacenamiento (a menor temperatura, menor velocidad de desnaturali-

zacidén), se puede ver el efecto importante que ejerce la velocidad de congela
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ma desviacidén standard: 7.5).
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cioén,

Una posible explicacién al diferente comportamiento del masculo al
macenado, segin haya sido congelado rapida o lentamente, podria encontrarse
en la distinta morfologia y distribucién de los cristales de hielo formados
durante la congelacién.Como se ha visto previamente, 1la congelacién rapida con
duce a la formacién de pequefios cristales en el interior de la fibra (ademas
del hielo extracelular); en cambio en la congelacidén lenta hay Gnicamente for
macidén de grandes cristales extracelulares (Bevilacqua et al., 1979). Seria
de esperar entonces que masculqs congelados con diferencias morfoldgicas del
hielo tan marcadas, respondan de manera diferente durante el almacenamiento.

Unos de los fendmenos que juegan un papel importante en el almacena-
miento congelado, son la fusién y la recristalizacién del hielo dentro del te
Jido muscular. Con un almacenamiento a temperaturas superiores a la alcanzada
en la congelacidén, hay fusién parcial del hielo formado, acompafiada por recris
talizacidén, o sea crecimiento de los cristales de mayor tamafio a expensas de
los méas pequefios (Brook, 1976; Martino y Zaritzky, 1986). A -25°C el porcenta
Jje de agua congelada en el tejido muscular es de aproximadamente 90%, en tan
to que a -5°C, -10°C y -20°C es del 74%, 83% y 88% respectivamente (Mascheroni
y Calvelo, 1978). De esto resulta que el porcentaje de hielo fundido cuando se
transfiere al misculo de -25°C (temperatura final de congelacién) a -5°C, -10°C
-20°C (temperatura de almacenamiento), es de 16%, 7% y 2% respectivamente. Este
fenémeno, junto con el efecto mismo de la temperatura, hace que el almacena-
miento a -20°C sea menos nocivo para las proteinas musculares que a -5°C o
-10°C.

Sin embargo, esta explicacidén no da cuenta de las diferencias mani-
festadas entre misculo congelado répido y lento durante el almacenamiento, ya
que el porcentaje de hielo formado depende enteramente de la temperatura al-
canzada en la congelacién y no de la velocidad (Riedel, 1957). Entonces, las
diferencias podrian estar en el mecanismo y localizacidén de la recristalizaciédn.
Después de la congelacién lenta del musculo, tiene lugar la recristalizacién

del hielo durante el almacenamiento, sblamente donde éste se encuentra, o sea
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en el espacio extracelular; en cambio para la congelacién répida, puede haber
ademds recristalizacién intracelular (Bevilacqua y Zaritzky, 1982), que condu
ciria a la formacién de cristales de hielo de mayor tamafio dentro de la fibra,
ocasionando simultdneamente: distorsién de la morfologia celular, disminucidn
del espacio ocupado por las miofibrillas y aparicién de zonas de alta concen-
tracién salina. Pueden sumarse ademds, las alteraciones asociadas con aspectos
dindmicos de la congelacién; los fendmenos que ocurren en y cerca de la inter
fase agua-hielo (efecto de interfase, atn poco estudiado) pueden ejercer una
accién importante sobre los cambios estructurales de las proteinas (Taborsky,
1978). La diferente localizacién y mecanismo de la recristalizacién del hielo,
podria ser la causa del mayor deterioro por almacenamiento a -5°C y -10°C, ob
servado en los masculos congelados rdpidamente (como se podrad ver en las pro-
piedades de solubilidad proteica mostradas mas adelante, inc. 4.4).

Una posibilidad no descartable es que al exponer un misculo congela
do a velocidad réapida (con temperatura final, -25°C) a una temperatura més al
ta (por ejemplo -5°C) se funda la totalidad de los microcristales intracelula
res y por lo tanto no haya recristalizacién intracelular, sino sélo extracelu
lar. De ocurrir esto Gltimo, habria que pensar en otras causas que expliquen
el mayor deterioro del mGsculo congelado rapido y almacenado a -5°C o -10°C,
Se prevee realizar en este laboratorio, nuevas experiencias tendientes a expli
car las dilerencias observadas enitre las diferentes velocidades de congelacién.

El decrecimiento de la actividad ATPasica miofibrilar con C82+, indi
ca que la alteracidén de la cabeza de miosina, mids especificamente del sitio
activo de la enzima, iniciada con la congelacidn, continda en el proceso de
almacenamiento (Figura 17a, c). En presencia de Mg2+, el incremento o la dis-
minucién de la actividad ATP&sica con el tiempo de almacenamiento es atribuido
respectivamente, al aumento o disminucién de la actividad en la interaccidn
actina-miosina, lo cual también sugiere cambios en la zona de la cabeza de mio
sina, donde reside el sitio de unién con actina (Figura 17b, d).

Segin muestra la Figura 17b, durante el almacenamiento de un midsculo

congelado répido, la afinidad miosina-actina disminuye constantemente con el
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tiempo, mientras que segiin se puede ver en la Figura 17d, en el misculo conge
lado lento, se recupera parte de la afinidad miosina-actina perdida por efec-—
to de la congelacidén; fendmeno que se manifiesta en forma pronunciada a -20°C.

En refuerzo a estas observaciones se realizé un estudio por electro
foresis en geles de poliacrilamida, sobre las proteinas miofibrilares de mis—
culo almacenado, con el objeto de analizar no sélo los cambios en la interac-
cidén actina-miosina, sino también la posible degradacién y/o formacién de agre
gados y los tipos de uniones involucradas.

Se estudiaron las miofibrillas aisladas de misculo congelado (réapi-
do y lento) y almacenado a -5°C, -10°C y -20°C, por medio de eletroforesis en
geles de poliacrilamida 10%, después de haber sido tratadas las muestras con
SDS o con SDS+ME. Sobre los densitogramas de los geles obtenidos, se midieron
las areas de los picos correspondientes a la cadena pesada de miosina (MHC)

y a la actina (A). La Figura 18a, b y c muestra los porcentajes de variacién
de MHC respecto al area total del densitograma para distintos periodos de al-
macenamiento. Entre 4 y 13 semanas a -20°C (Figura 18a) hay un aumento de la
diferencia entre las areas de MHC con y sin ME, para ambas velocidades de con
gelacidén; que puede atribuirse principalmente a un incremento de la interac-
cién entre actina y miosina (sin descartar un posible aumento de las interac-
ciones miosina-miosina). A las 26 semanas, la afinidad actina-miosina ya co-
mienza a disminuir, llegando a las 47 semanas, donde la pérdida de interaccidn
es total. Los efectos del almacenamiento a -10°C y -5°C sobre esta propiedad,
son significativamente diferentes a lo observado a -20°C. A las 13 semanas a
-10°C, hay también un aumento en la afinidad entre actina y miosina, pero in-
ferior que a -20°C; y a las 26 semanas se manifiesta la total pérdida de inter
accidén. A las 38 semanas la diferencia entre los valores de MHC con y sin ME
puede deberse a la aparicién de puentes disulfuro en la estructura miofibrilar
(posiblemente por la formacién de agregados insolubles de actomiosina, miosi-
na y/o actina). Ademéds, se observa una caida de los valores MHC en presencia
de ME, lo cual estaria indicando la degradacién de la cadena pesada de miosina,

acompafiada por un incremento de bandas atribuibles a polipéptidos de bajo pe-
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Figura 18: Efecto del almacenamiento congelado de misculo bovino a -20°C (a),
-10°C (b) y -5°C (c), sobre el area del pico correspondiente a la
cadena pesada de miosina (MHC), en los densitogramas electroforé
ticos de las proteinas miofibrilares.

Muestras empleadas: miofibrillas aisladas de misculo congelado
rapido (®,A) y lento (0,A ), tratadas con SDS (®, O) y con SDS
+ME (A,A). E1 &rea del pico MHC estéd expresada como un porcenta-
je del area total del densitograma.
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so molecular.

Con el almacenamiento a -5°C, el tiempo requerido para la total desa
paricién de la interaccién entre actina Yy miosina es reducido a 13 semanas.
Al alcanzar las 26 semanas hay formacidén de puentes disulfuro Yy a las 36 sema
nas, como' consecuencia de la degradacién de miosina, los valores de MHC con
ME decrecen, junto con un incremento de los polipéptidos de bajo peso molecu
lar (Figura 19).

Un anéalisis similar de los valores del &area de actina (A}, con y sin
ME, mostrd que a -20°C no hay cambios significativos durante el almacenamiento
(Figura 20a). Sin embargo en la Figura 20b se ve que a -10°C, hay a las 26 se
manas, disminucién de los valores A para las muestras sin ME, lo cual implicg
ria la presencia de puentes disulfuro en agregados de actina o de acltina con
miosina; efecto que se ve incrementado a las 38 semanas. A -5°C (Figura 20c),
observamos a las 13 semanas la mencionada pérdida de interaccién actina-miosi
na, ya registrada al medir las areas MHC. A las 26 y 36 semanas, los valores
de A nos indican tanto la formacién de puentes disulfuro como la degradacidn
de actina.

Respecto a las proteinas sarcopléasmicas, podemos decir que si parte
de ellas se hubieran insolubilizado durante el almacenamiento congelado, debe
rian haberse aislado junto con las miofib<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>