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CAPITULO 1

INTRODUCCIGN



1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

La disponibilidad de alimentos ha sido una necesidad Y
preocupacidn constantes para el hombre a lo largo de los tiem-
pos.

Paralelamente y con el crecimiento de la poblacibn, la
produccidn, las técnicas de procesamiento y distribucién se han
ido transformando y evolucionando tendiendo a un mayor aprove-
chamiento y calidad de los alimentos.

Numerosos tejidos animales han sido y son utilizados en
tal sentido para consumo humano. De todos ellos, el tejido mus-
cular es uno de los mé&s estimados debido a su alto valor nutri-
tivo.

Es necesario distinguir con la denominacibn de mGsculo al
tejido en su estado funcional y como carne, al tejido muscular
que ha experimentado una serie de cambios gquimicos y bioguimi-
Cos post-mortem.

Por lo tanto, la carne constituye un miosistema comesti-
ble proveniente de diversas especies animales (mamiferos, pesca
dos, aves de corral, moluscos), el cual es muy susceptible a al
teraciones microbiolbégicas, biogquimicas y gquimicas (Fennema y
col., 1973).

Dado que se trata de uno de los alimentos m&s perecederos,
es necesario retardar o inhibir los cambios deteriorativos que
afectan su calidad (alteraciones indeseables en color, sabor,

textura, aroma) mediante los distintos procesos de preservacibn

(Urbain, 1970).



En funcibén de ello, es necesario en primer lugar conside-

rar la estructura del mGsculo y la composicién quimica del mis-

mo.

1.2. ESTRUCTURA DEL MUSCULO ESQUELETICO

El mGsculo esquelético estd constituido esencialmente por
fibras, las cuales son largas y delgadas cé&lulas cilindricas y
multinucleadas cuya longitud puede alcanzar hasta 47 cm y su
didmetro de 10 a 100 um. Estas fibras musculares est&n organiza
das en forma paralela formando atados o paquetes, grupos de los
cuales conforman el mGsculo (Hultin, 1976).

Cada mGsculo est& rodeado por una funda de tejido conecti
Vo o conjuntivo que penetra en el mismo llamada epimisium o epi
misio. Desde la superficie interna del epimisium parten elemen-
tos del tejido conectivo que penetran en el mGsculo separando
los atados de fibras, el perimisio. Este Gltimo, divide al mGscu
lo a su vez en grupos de fibras denominadas haces o fasciculos.
Del tejido conjuntivo perimisico salen finas peliculas que ro-
dean a cada una de las fibras individualmente, denominadas endo
misio (Cassens, 1971; Ockerman, 1974).

La disposicién del tejido conectivo posibilita el acceso
al mGsculo de vasos y nervios, rodeando también las cé&lulas adi
posas. Como elemento adicional del tejido conectivo, el tendén
permite la unién de las fibras musculares a los huesos y otras
estructuras.

Cada fibra est& constituida por la membrana celular o sar

colema y por el citoplasma denominado sarcoplasma. El sarcolema,



que actfia como una membrana semipermeable, tiene como funcién
mantener la presién osmética celular y transmitir la accién po-
tencial a lo largo de la fibra. A su vez, el sarcolema esti co-
nectado al reticulo sarcopldsmico el cual es un sistema membra-
noso cn forma de tGbulos y vesiculas guc atraviesa el interior
de la fibra. Este Gltimo, tiene 1la capacidad de unir y liberar
iones Ca+2 transmitiendo desde el sarcolema los impulsos nervio
sos inherentes a los proccesos de contracci6bn y relajacién muscu
lar (Pearson, 1976; Price y Schweigert, 1971).

El sarcoplasma de cada fibra muscular contiene un gran nQ
mero de vequenas fibrillas paralelas (miofibrillas) que consti-
tuven los elementos contrictiles del mGsculo. Ademds, el sarco-
plasma contiene los nfGcleos situados en la periferia (caracte-
ristica distintiva del mGsculo esquelético), mitocondrias (orga
nelas productoras de energia), reticulo sarcopldsmico, comple-
jos de Golgi, lisosomas, ribosomas, enzimas glucoliticas, mio-
globina, péptidos, amino&cidos, gluc&geno, gotitas lipidicas,
trifosfato de adenosina (ATP), fosfocreatina y electrolitos
inorganicos ({(Hultin, 1976).

En la Pigura 1 pueden observarse los distintos niveles es
tructurales del mGsculo. A nivel microsc6pico, cada miofibrilla
- aproximadamente 1 pm de didmetro— c¢std compuesta por filamen
tos paralelos alternativamente gruesos y delgados de miosina y
actina, respectivamente. Esta disposicién de los filamentos es
la que lc confiere el aspecto estriado a la miofibrilla, quedan
do delimitadas -—por microscopia electrénica— las zonas oscCu-

ras (banda A) y las claras (banda I), en forma bien visible. Se
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FICURA 1 - Organizacidn estructural del misculo esquelético

desde niveles macroscOpicos a niveles microscoplcos
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Observa también que una lfnea oscura, llamada lfnea Z, biseccio
na la banda I y una zona clara en el centro de la banda A, cono
cida como zona H.

En la Figura 1 se representa esquemiticamente en seccién
longitudinal la estructura de un elemento de miofibrilla llama-
da sarcémero y en seccién transversal, la forma en que se interpe
netran filamentos delgados y gruesos deducida a partir de espec
tros de difraccién de rayos X, de imdgenes logradas con el mi-
croscopio electrénico y de solubilizaci6n de algunos de los
constituyentes proteicos (Fennema y col., 1973). Los filamentos
gruesos est&n constituidos principalmente por miosina y los fi-
nos por actina, tropomiosina, troponinas, ay B-actininas.

Si bien dentro del reino animal la funcién del mGsculo es
similar en cuanto a que provee la locomoci6n, hay importantes
diferencias entre las especies y entre los distintos mGsculos
de un mismo animal en cuanto a su diferente funcionalidad.

Las diferencias observadas entre mamiferos y aves respec-
Lo de pescados sc deben a las siguicntes razones. En primer lu-
gar, por tener su apoyo en el agua el cuerpo del pescado no re-
guiere un tejido conectivo tan extenso y fuerte como para mante
ner y sostener los m@sculos. Adem&s, la importancia del coldge-
no - proteina constituyente del tejido conectivo - difiere en-
tre las diversas especies. En mamiferos y aves, la cantidad y
tipo del coldgeno tiene gran influencia sobre las propiedades
texturales del mGsculo, en cambio c¢n ¢l pescado no es un factor
tan importante en la calidad final del producto. Por dltimo, el

arreglo estructural de las fibras musculares de pescado es



marcadamente diferente al de las otras especies comentadas. Es-
to estd relacionado con las caracterfsticas especiales del movi
miento de los peces que necesitan flexionar su cuerpo para lo-
grar su propulsibn a través del agua (Hultin, 1985).

Las fibras musculares del pescado son cortas (z 1 cm de
longitud) y estd@n ordenadas en l&minas llamadas miotomos. Los
miotomos est&n conectados cada uno con el siguiente por delga-
das capas de tejido concctivo llamado mioscpta (myocommata)
(Mackie, 1983).

En las fibras musculares de pescado, las miofibrillas pe-
riféricas se disponen en forma perpendicular al sarcolema pero
las interiores, presentan un arreglo normal paralelo al eje de
la célula (Bishop y Odense, 1967).

En cuanto a los diferentes tipos de mGsculos se los ha
clasificado de acuerdo a diferencias de pigmentacién en blancos
y rojos. La diferencia fisiol6gica bdsica radica en que los es-
timulos determinan una respuesta répida en las fibras blancas
mientras que en las rojas, se produce una contraccifén lenta que
se mantiene durante un periodo relativamente largo.

Ademis de las citadas precedentemente, diversas diferen-
cias morfol6gicas y bioquimicas se registran entre ambos tipos
de msculos.

Las fibras rojas tienden a ser més cortas, contienen un
mayor nGmero de mitocondrias pequenas, mayores concentraciones
de mioglobina y lipidos y reciben un mayor suministro de sangre
que las fibras blancas. No obstante, el contenido de glucbgeno

y de las enzimas relacionadas con la via glicolftica tiende a



ser menos abundante en las fibras rojas que en las blancas co-
mo también las fibras rojas presentan un menor contenido en sar
coplasma, aspecto granular y desarrallo del reticulo endoplasmi
co aque las blancas.

Existe otro tipo de fibras denominadas fibras intermedias
Cuyas propicdades -tamano, nivel de enzimas- son intermedias en
tre los dos tipos de fibras citados.

En base a lo expuesto, generalmente se considera que las
fibras rojas jucgan su papcel en torno al metabolismo oxidativo
sicndo su funcidn sostener la actividad. En contraste, los ms
culos blancos rcalizan mejor una intensa actividad por un pe-
riodo de tiempo mis corto.

En el pescado también se distinguen mQsculos blancos y ro-
jos, siendo estos Gltimos componentes minoritarios asociados al

mantenimiento de la actividad natatoria.

1.3. COMPOSICION QUIMICA DEL MUSCULO

La composiciédn guimica del mGsculo puede fluctuar por di-
versos factores, entre ellos: la especie, raza, sexo, edad, lo-
calizacibtn anatbémica y estado nutricional del animal de proce-
dencia (Fennema y col., 1973; Lawrie, 1974). Adem&s, para un
mismo animal la funcidn y localizacién anatdmica del mGsculo
también tiene influencia sobre los valores porcentuales de sus

componentes.

En la Tabla 1 se presentan los resultados de un andlisis

aproximado correspondiente a misculos magros provenientes ce

distintas esnecies:
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TABLA 1: Composicién quimica anroximada para misculos de distintas especies

Composicion %

Especie Agua Proteinas Lipidos Cenizas

. _a )
Bovino 75 20-21 3 1,5°
} b
Cervdo 68-70 19-20 9-11 1,4

b -
Pollo 73,7 20-23 4,7 1
b

Pescado 64-84 20-22 13-15 1,3

Seqgin los datos aportados por Lawric (1974).
Segun los datos aportados por Watt y Merrill (1963).

c .
segun los datos aportados por Ockerman (1977) .

Si bien la composicidn es relativamente constante para una
amplia diversidad de animales, el contenido de lipidos se pre-
senta como el mé&s variable. Asi por ejemplo, se registra un am-
plio rango de variacibén en el contenido lipidico en funcibn de
las distintas clases de pescado. La composicidn total de la car
ne varia entonces devendiendo del contenido graso, huesos y
piel, la cual puede incluirse en la muestra (Fennema y col.,
1973; Hultin, 1976).

Adem&s, los pescados grasos presentan considerables varia-
ciones estacionales en el contenido lipidico debido en gran par
te a su ciclo reproductivo. Por ejemplo, el tenor lipidico de
la caballa (S. scombrus) puede variar de 5,1 a 22,6% a lo largo
de un ano. El ajuste en la composicibn total esta regulado por

¢l contenido de agua ac mancra tal que el porcentaje de lipidos



mds el gue corresponde al agua permanece practicamente constan-
te en los pescados grasos (Love, 1980).

Como puede verse en la Tabla 1, el porcentaje correspondien
te a la fraccidén proteica es de alrededor de 20% para las diver
sas especles mencionadas. Es importante senalar tanto el alto
contenido en proteinas del mGsculo como el alto valor biolégico
de las mismas,ya que contienen una relacidén de aminodcidos muy
similar a la requerida para el mantenimiento y crecimiento del
tejido humano. Del total del contenido de nitr6geno, aproximada
mente 95% son proteinas y 5% corresponde a la fraccién de nitré
geno no proteico. La fraccidén de nitr6geno no proteico involu-
cra compucstos tales como péptidos de bajo peso molecular, ami-
nodcidos libres, creatina y nucle6tidos (Bodwell y Mc Clain,
1971) y en pescado -entre otros- 6xido de trimetilamina, el
cual no se encuentra en mamiferos.

Con respecto a los elementos inorgénicos -los que se analil
zan sobre las cenizas que se obtienen por calcinacién- la carne
es una buena fuente de Fe y P y es relativamente pobre en Ca.
Del total de sales minerales, alrededor del 38% son iones pota-
sio intracelulares y 7% lones sodio extracelulares. Ademds, el
tejido muscular contiene vitaminas del complejo B, especialmen-
te tiamina, riboflavina, niacina, 86 y B, En el caso de pesca

dos grasos es alto el contenido de vitaminas A y D.
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1.3.1. Protefnas del mésculo

Si se excluye el agua, las protefnas en conjunto consti-
tuyen la mayor parte del organismo animal. En el mGsculo vivo
son los componentes m&s importantes por su funcidn fisiolbgica
y en la carne, constituyen la principal fuente nutricional de al
ta calidad para la dieta humana. De acuerdo a su solubilidad Y
funcionalidad pueden clasificarse en tres fracciones: 1) protel
nas solubles, 2) proteinas insolubles y 3) proteinas contricti-

les.

1.3.1.1. Fraccdidn soluble: proteinas sancopldsmicas

Esta fraccidén puede ser extraida del mGsculo con agua o
soluciones salinas diluidas- (KCl 0,1 M) y representa un 25-30%
del contenido total de nitrbégeno. Estas proteinas se encuentran
en el fluido que rodea y bana las miofibrillas.

Las proteinas sarcoplésmicas, denominadas midgeno, estén
compuestas por las siguientes fracciones: 1) sobrenadante cito-
pl&smico constituido por enzimas glucoliticas solubles, 2) nu-
cleoproteinas, 3) fraccidn microsomal (mioglobina, pigmento del
tejido) y proteinas solubles de mitocondrias y proteinas lisosd

micas (Ockerman, 1977).

1.3.1.2. Fraccelbn Ansoluble: protelnas del tejido conectivo

Representa un 10-15% y estd integrada por proteinas fi-
brosas las cuales son insolubles en agua y en soluciones sali-
nas diluidas o concentradas a temperatura ambiente. La princi-

pal funcidén decl tejido conectivo en mami feros y aves es la de
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sostén para los tejidos del cuerpo, cubre y conecta los mGscu-
los, 6rganos Yy otras estructuras entre si como con el esqueleto
Yy mantiene unidas las fibras musculares.

Una apreciable parte de la cstructura de los organismos a-
nimales estd relacionada con el tejido conectivo, piel, cartila
gos, tendones, ojos, venas y en el interior del m@sculo (sarco-
lema, perimisio, epimisio y endomisio) (Novak, 1977; Cheftel Y
Cheftel, 1976)

En ¢l pescado, las proteinas de tejido conectivo (3-10%)
son importantes también en relacidn al aspecto de los fillets
en cuanto a mantener juntos los miotomos (Mackie, 1983).

Las proteinas involucradas en este tipo de tejido son: co-
ldgeno (tejido conectivo blanco) que se solubiliza y convierte
en gelatina por calentamiento, 2) elastina (tejido conectivo a-
marillo) y 3) reticulina. Asi, por ejemplo, en pescados el colé
geno comienza a gelatinizar entre 30-45°C segGn la especie pes-
guera. Estas particularidades explican la relativa blandura y

alto valor nutritivo de este tipo de carne.

1.3.1.3, Proteinas contrdetiles o miogLbrilares

A esta fraccibn corresponden las proteinas miofibrilares
insolubles en agua y en soluciones salinas diluidas pero solu-
bles en soluciones salinas m&s concentradas (KCl 0,6 M).

Representan el 50% del total de proteinas en ecl mGsculo
bovino y 65-75% en el msculo del pescado.

Las proteinas principales gue integran las miofibrillas

son miosina (= 54%), actina (27%) y en menores proporciones
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tropomiosiona, troponinas y o y B-actininas.

Estas proteinas son las que brindan al mGsculo rigidez es-
tructural y transforman la energfa quimica en energia mecanica
durante la contraccibén, siendo responsables de atributos de ca-
lidad tales como textura y propiedades funcionales como capaci-
dad de retencidén de agua del mfisculo (Fennema y col., 1973; Bod

well y Mc Clain, 1971; Ockerman, 1977).

1.3.1.4. M{csina
La mayor proteina ce los filamentos gruesos es la miosi-
na. Se trata ce una molécula alargada, de aproximadamente PM =

470.000, hexamérica. Contiene 6 cadenas polipeptidicas: dos ca-

denas pesadas i1idénticas (PM = 230.000), dos cadenas livianas
esenciales (PM = 16.000 - 20.000) y dos cadenas livianas regula
torias (PM = 16.000 - 20.000). Consta de dos cabezas o regiones

globulares gue est&n unidas a una larga cola en forma de vari-

lla. La miosina por lo tantce, es globular (soluble en agua) y fi
brosa (insoluble en agua). En funcibén de estas caracteristicas,
esta proteina puede ser extraida del mGsculo inicamente con so-
luciones salinas concentradas (KCl 0,5 M) dando soluciones muy

viscosas (Briskey y Fukazawa, 1971).

La zona de la cola contiene los sitios de unidn responsa-
bles del montaje de las moléculas de miosina lo que posibilita
la formacibn de la estructura funcional de los filamentos grue-
SOSs.

Las cabezas globulares contienen también varios sitios ac-

tivos: el enzimd&tico {(unibén e hidrblisis del ATP), el de unidn



-13-

a actina para formar el complejo actomiosina y muchos sitios de
unidén para cationes divalentes. Entre las cabezas y la cola hay
una regidn llamada cuello que es la que le confiere flexibili-
dad al movimiento de las cabezas durante la contraccidn (Harring
ton y Rodgers, 1984).

La accidn de algunas enzimas proteoliticas, tales como la
tripsina, escinde a la molécula de miosina en dos porciones: me
romiosina pesada (HMM) y meromiosina liviana (LMM) (Hamm, 1970).
La porcidén LMM es la 2/3 partes de la cola de miosina, tiene
igual que la cola una conformacién de a-hélice superenrollada Y
es soluble solamente a altas fuerzas i6nicas (Lowey y col.,
1966). La porci6én HMM estd compuesta por la cabeza, el cuello Y
el 1/3 restante de la cola de miosina. Esta estructura conserva

las propiedades enzimiticas de miosina y es soluble a bajas

fuerzas i6nicas (Hamm, 1970).

1.3.1.5. Actina

La actina es la mayor proteina de los filamentos finos.
Estd unida a la estructura muscular mds firmemente que la miosi
na. La molécula de actina existe en el mGsculo como una estruc-
tura en doble hélice, llamada actina fibrosa o F-actina. Su mo-
n6bmero 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 ntmero elevado de residuos laterales no polares
(Bendall, 1969). Esto hace gue la cadena se pliegue y adquiera
una baja densidad de carga superficial, produciendo una molécu-

la con una estructura compacta, un bajo contenido helicoidal y
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una forma esférica-globular.

La actina, en su interaccién con miosina, forma el comple-
JO actomiosina, el cual exhibe igual gque la miosina libre, una
alta viscosidad en solucién.

Los filamentos finos estdn compuestos b&sicamente por F-ac
tina, tropomiosina, troponinasy o- y B-actinina. La columna ver
tebral de estos filamentos es la estructura enrollada de actina,
alrededor de la cual se ubican las protefinas menores (Hamm,
1970).

La tropomiosina (molécula corta y fina, PM =~ 35 103) forma
delgados filamentos que se unen a la estructura de actina. Est&
localizada ademds en las lineas Z (zpnas de mayor densidad, que
unen los filamentos finos entre sf).

La troponina es una proteina globular oblonga, que se en-
cuentra en los filamentos finos a razén de una troponina por ca
da tropomiosina. Cada 7 moléculas de G-actina hay una troponina
y una tropomiosina. Estas fGltimas tienen la propiedad de unir
Ca+2, confiriéndole sensibilidad al complejo actomiosina (Mur-
ray y Weber, 1974). Las a- y f-actininas son las proteinas meno
res de mé&s baja concentracidén en los filamentos finos. La a-ac-
tinina interviene en el entrecruzamiento de actina y estd loca-
lizada también en la lfnea 2, en tanto que la f-actinina estd

asociada con la troponina (Briskey y col., 1967).

1.3.2. Lipidos del mGsculo

La fraccidén lipidica estd asociada con numerosos proce-

sos y caracterfisticas finales del alimento, tales como: aroma,
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estabilidad del color, textura, jugosidad, estabilidad de la
fraccidn proteica, caracteristicas emulsificantes, contenido
calbrico, ctc. (Allen y Allen I'ocgeding, 1981).

B&sicamente, la composicidn lipidica de las carnes, por
¢cjcmplo en mamiferos y aves, pucde dividirse en lipidos de te-
jido muscular y lipidos de tejido adiposo.

La composicidn de lipidos asociados al tejido muscular va
ria en cantidad y en composicién entre las diferentes especices

(aves, mamiferos, peces) de las cuales provienen.

1.3.2.1. Composdiciin Lipldica

Los lipidos intramusculares est&n integrados fundamen-
talmente por los siguientes compucstos: 1) fosfolipidos; 2)
triglicéridos o lipidos neutros; 3) &dcidos grasos libres y 4)
esteroides.

Los fosfolipidos y el colesterol son esenciales para el
misculo debido al papel gque juegan en la estructura de la cé&lu
la y sus organelas.

Los lipidos neutros, si bien no son esenciales, brindan
una fuente de 4dcidos grasos que pucden aportar cnergia a tra-
vés de reacciones metabdlicas y son importantes en las caracte
tisticas que le confieren a la carnc,

Asi como los fosfolipidos y el colesterol est&n general-
mente asociados a membranas celulares, los lipidos neutros se
presentan en forma de pequenas gotitas dentro de la cé€lula mus
cular o en células grasas llamadas adipocitos localizadas den-

tro del tejido conectivo perimisico. Cuando los adipocitos son
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grandes y numerosos, se hacen visibles en el msculo producien-
do lo gue se conoce como marbling (marmolado).

L1 contenido en fosfolipidos del mGsculo esquelético de
las distintas especies oscila entre 0,3 - 1,0 % siendo fosfati-
dil colina y fosfatidilctanolamina los componentes mayoritarios
en aves, mamiferos y pescados.

El contenido de triglicéridos es muy variable entre las es
pecics y gencralmente mucho mayor que el de los fosfolipidos.

Iln cuanto a los &dcidos grasos libres, se presentan en bajas
cantidades relativamente constantes (0,01 - 0,1 %) y el colestg
rol varia entre 40 - 140 mg/100 g (Fennema y col., 1973).

La Tabla 2 muestra el contenido y composicidén de lipidos
para distintas especiles y diversos tipos de mGsculos segln su

funcionalidad.

TABLA 2: Contenido y composiciéon de lipidos para distintas especies y diver

sos tipos de musculos segln su funciocnalidad

. Porcentaje de
Tipo de

hpucte musculo Lipidos totales  Lipidos Neutros — losfolipidos
Pollo claro 1,0 52 48
OsSCcuro 2,5 79 21
Pescado claro 1,5 76 24
osSCuro 6,2 93 7
Bovino Longissimus dorsi 2,0 78 22
Coerdo I, dorsi 4,60 79 21
Pspas major 3,1 63 37

Datos aportados por Allen y Allen Foegeding {1981).
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Dentro de una misma especie los m@sculos "rojos u oscuros"”
contienen mds lipidos que los "blancos o claros". De esta mane-
ra, la mayor actividad metabblica aerbbica de los primeros ha si
do asociada no solamente con una mayor concentracién de mioglo
bina, sino también con un mayor contenido lipfdico. Las conse-
cuencias de estas diferencias en el consumidor se traducen en
aiferencias en el flavor (aroma) y en el contenido caldrico (Al

len y Allen Foegeding, 1981).

1.3.2.2. Composdicedldn acidica

Ademds de las diferencias existentes entre mlsculos y es
pecies en cuanto al contenido lipfdico, la composicién de &aci-
dos grasos presenta también diferencias distintivas.

En las distintas especies el contenido en &cidos grasos sa
turados oscila entre los siguientes-valores: msculo bovino 40-
70 %, cerdo 40 - 60 %, aves 28 - 33 % y pescado aproximadamente
30 %.

Segtn datos aportados por algunos investigadores (Allen y
Allen Foegeding, 1981) el contenido en &cidos grasos poliinsatu
rados c¢s mucho mayor en el caso de pescados que en el dc mGscu-
lo de aves y mamiferos. Presumiblemente, esta alta concentra-
cidén sea necesaria para mantener los lipidos en estado flufdo,
debido a las bajas temperaturas a las gue en ocasiones puede es
tar expuesto el mGsculo de pescado (Hultin, 1985). Ademés, los
lipidos provenientes de aves son mds insaturados que los de cer
do, el cual a su vez presenta un mayor contenido en &cidos gra-

sos insaturados que el mGsculo bovino.
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Es conveniente tener en cuenta también la importancia del
contenido en 4cidos grasos de la dieta suministrada a las espe-
Cies no rumiantes. En los rumiantes, la composicidn acidica pre
senta un alto porcentaje de &cidos grasos saturados debido al
proceso de hidrogenacidn realizado por los microorganismos en
el rumen (Mc Donald y Scott, 1977).

No obstante, la fraccidn de &cidos grasos correspondiente
a fosfolipidos en m@sculo bovino contiene un mayor norcentual
en acidos grasos con 4 o mds dobles enlaces gque en el caso de
cerdo aungue menor que en el pollo. Tanto en mGsculo bovino, po
llo como en cerdo, los lipidos neutros contienen alrededor de
40 - 50 % de &cidos grasos monoenoicos y menos del 2 % en &ci-
dos grasos poliinsaturados.

En concordancia con otros investigadores (Christie, 1978)
se ha llegado a la conclusibn gue la composicidén lipfdica en
fosfolipidos varia levemente entre especies rumiantes y no ru-
miantes; sin embargo, es mds significativa la diferencia regis-
trada en la composicidn acidica.

Las diferencias comentadas representan una de las varia-
bles mds significativas en la determinacién del tipo de procesa
miento, palatabilidad y caracteristicas del almacenamiento que

deber&n adoptarse para las distintas especies y mlsculos.

1.4. BIOQUIMICA DEL MUSCULO

. . +2 . +2
En presencia de ATP e iones Mg -estando los iones Ca

retenidos en el reticulo sarcoplasmitico- la miosina no exhibe

aclividad AlPdsica y ¢l mGsculo cst8 cn estado de relajacién.
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En esas condiciones, los filamentos de actina pueden deslizarse
a lo largo de los filamentos de miosina, es decir no hay inter-
accidén entre filamentos finos y gruesos estando las dos protei-
nas bajo la forma de dos complejos: miosina—Mg+2—ATP y actina-
ADP.

Al liberar iones Ca+2 el reticulo sarcoplasmitico -en pre-
sencia de ATP y Mg+2— es cuando se evidencia la actividad ATP&-
sica de la miosina. Mediante la hidrblisis del ATP se libera
energia (= 10 Kcal/mol), produciéndose la contraccidn muscular
debido a la interaccidbn actina-miosina. Al desaparecer el impul
SO nervioso, los iones Ca+2 son recobrados por el reticulo sar-
coplé&smico, finalizando la contraccibén con la estricta condi-
cidén que haya siempre ATP e iones Mg+2 disponibles. La contrac-
cidén empieza cuando la concentracidén de los iones Ca+2 alcanza
un valor de lO—7 M y culmina cuando la misma desciende a un va-
lor inferior (Cheftel y Cheftel, 1976).

El contenido de ATP permanece practicamente constante rege
nerdndose fundamentalmente a través de tres caminos: 1) refosfo
rilacidén del ADP (adenosin difosfato) a partir de fosfocreatina
2) glucblisis anaerobia del glucSgeno muscular y 3) a través del

ciclo de Krebs mediante la recuperacibn aerdbica del mGsculo en

reposo o trabajo moderado (Hultin, 1976).

1.5. CAMBIOS POST-MORTEM DE LA ESTRUCTURA MUSCULAR: CONVERSION
DE MUSCULO EN CARNE

Una vez producida la muerte del animal, la interrupcién de

la circulacién sanguinea priva al msculo del aporte de oxIgeno:
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se paraliza la respiracién celular, disminuye el potencial re-
dox y se produce la glucdlisis anaerobia.

En virtud de ello, el glucégeno en lugar de degradarse en
H,0 y COZ’ sc transforma cen &dcido l&ctico. Las cantidades de
ATP producidas por la glucélisis anaerobia no alcanzan para
mantener su nivel constante,debido a que por accibn de las ATPa
sas sarcopldsmicas y miofibrilar continGa hidroliz&ndose ATP en
el mGsculo post-mortem. Ademds, el reticulo sarcopldsmico libe-
ra todo el Ca+2 perdiendo su capacidad para recobrarlo. La pre-
sencia de iones Ca+2 (concentracién ZlO—7 M) activa la ATPasa
de la miosina y pese al aporte que pueda brindar la refosforila
cién de la fosfocreatina el contenido de ATP se agota répida-
mente, Adem8s, la liberacidén de iones H+ en la hidr6lisis de
ATP conduce a un descenso de pH (desde 7,2 hasta aproximadamen-
te 5,5) inhibiéndose algunas enzimas. Asf la gluc6lisis se de-
tiene, el contenido de ATP tiende a cero y en esas condiciones,
los filamentos cde actina y miosina se unen en forma irreversi-
ble produciéndose el estado de rigor. La temperatura del mGscu-
lo post-mortem y el estado nutricional del animal en el momento
de su muerte, pueden alterar la velocidad de cafida del pH y de
esta forma,el momento e intensidad de los fenbmenos que acompa-
nan el rigor. En mGsculo bovino, a temperatura ambiente, este
proceso demanda alrededor de & hs.

El valor del pll alcanzado tiene gran importancia sobre las
caracteristicas del mlisculo. Valores de pH final elevado (=5,8)
producen cortes oscuros de carne bovina, en cambio valores fina

les bajos de pH estdn asociados con msculos PSE (pdlido, blando,
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exudativo) -generalmente en el caso de cerdo- y altas temperatu
ras post-mortem.

Con el término "resolucién del rigor" o "maduracién" se
describe el pasaje del mfisculo desde su condicién rigida a un
estado de flaccidez. La maduracién no implica la disociacién de
enlaces entre actina y miosina sino la accién de enzimas pro
teoliticas como las catepsinas u otras proteasas sobre las 1{-
neas Z y los filamentos g (estructuras fibrosas que rodean y a-
traviesan las miofibrillas).

En el pescado la rigidez cadavérica y su desaparicién ocu-
rren muy rapidamente, en general entre 5 y 30 hs, respectivamen
te a una temperatura de 0°C. El descenso de pH después de la
muerte es minimo dependiendo -entre otros factores- de las con-
diciones de pesca, porque el contenido de glucdgeno disminuye
mds o menos seglGn la resistencia que el pescado oponga a su cap
tura. Asf{, el pH pasa de 7,0 a 6,2-6,5 para subir luego a 6,6 -

6,7. Esto representa un problema en lo que se refiere a la alte

rabilidad del pescado post-mortem, pues a esos valores de pH no
estd inhibida la proliferacién bacteriana (Cheftel y Cheftel,
1976) .

A medida que se resuelve el rigor mejora la textura, aumen
ta la capacidad de retencibébn de agua,lo que implica una mayor
terneza y jugosidad después de la coccién. Sin embargo, si la
maduracién se extiende por tiempos prolongados a temperaturas
superiores a 0°C,pueden registrarse alteraciones organolépticas
provocadas por desarrollo microbiano.

El valor de pll alcanzado tiene incidencia sobre el color
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del mGsculo y la protedlisis y metabolismo de nucleétidos pue-
den generar combuestos gue contribuyen a cambios en el aroma y

sabor del producto cocido (Lawrie, 1974).

1.6. CONSERVACION DE LA CARNE

Dadas las caracteristicas perecederas de la carne fresca,
en cuanto al alto contenido de agua y nutrientes del tejido, el
objetivo de la mayoria de las técnicas de procesamiento se con-
centra en lograr la disminucidn o prevencifn de los cambios que
conducen al deterioro del producto. Estas alteraciones son pro-
ducidas fundamentalmente por el desarrollo de microorganismos
contaminantes, por el desarrollo de reacciones quimicas y bio-
quimicas de los componentes.naturales del tejido alimenticio vy
también, por la ocurrencia de fenbmenos fisicos tales como la
deshidratacidn.

Los procedimientos usados para prevenir dichos cambios son:
1) Remocién de agua (disminucidén de la actividad acuosa), 2) Re
mocibébn de componentes activos (oxigeno, glucosa), 3) Disminu-
cidén de la temperatura, 4) Aplicacidn del calor, 5) Empleo de
aditivos quimicos y 6) Envasado.

Muchos de los tratamientos destinados al procesamiento de
alimentos consisten en la combinacidn de dos o mds de los proce
dimientos fundamentales enumerados precedentemente. En cuanto a
la eleccidén del m8s adecuado, debe tenerse en cuenta que.el lo-
gro de efectos deseables no involucre danos colaterales mas im-

portantes que aquellos que se pretenden evitar. Ademds de eva-

luar la influencia sobre la calidad del producto,la seleccidn
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del método mds apropiado debe considerar: riesgos sanitarios pa
ra operadores y consumidores, fallas del método, problemas rela
Cionados con la distribucibén y comercializacién del producto y

factibilidad econbmica y técnica sobre su aplicacién comercial.

Procedimientos basados en la remocién de agua, control de
la temperatura, inhibicidén del desarrollo de microorganismos e
inactivacidn enzimdtica, permitirian extender la vida Gtil del
producto por tiempos mds prolongados.

Varios son los procedimientos utilizados en la conserva-
cidén de las carnes: a) tratamiento térmico, b) deshidratacidn,
c) salazbn, d) uso de conservadores quimicos, e) aplicacién de
radiaciones ionizantes, f) refrigeracidén y g) congelacién.

El salado, la adicidén de ciertos conservadores quimicos vy
la deshidratacifn, estdn basados en la reduccibén del valor de ac
tividad acuosa (aw) del sistema por debajo del nivel que permi-
te el crecimiento de la mayoria de los microorganismos. Los tra
tamientos térmicos, las radiaciones ionizantes y el agregado de
sustancias guimicas,ejercen su accibn a través de la inactiva-
cidn enzimética y la disminucibén de la cantidad de microorganis
mos viables (Urbain, 1976; Hultin, 1985).

Es importante senalar la contribucibén que brindan los mate
riales y sistemas de envasado m&s recientes a la conservacidn
de alimentos.

En la actualidad, la refrigeracién y congelacién son los mé
todos m&s usados para la conservacién de la carne. En ambos,
por medio de la accibén de las bajas temperaturas, se retardan

el crecimiento microbiano y las reacciones quimicas y enzimdticas
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que provocan las diversas alteraciones. A su vez, en el caso de
la congelacidn, ademis del descenso de 1la temperatura se agrega
el fenbmeno de la deshidratacién interna del tejido, lo que pro
duce un marcado descenso de la actividad acuosa (aw). De esta
manera, la combinacién de los dos efectos asegura un control sa
tisfactorio del desarrollo microbiano gue hace innecesario el
agregado de preservadores quimicos -utilizados en algunas oca-
siones en el caso de refrigeracidn- para prolongar el perfiodo
de almacenamiento en buenas condiciones higiénico-nutricionales
(Lawrie, 1974).

A pesar de las ventajas enunciadas, la refrigeracidn y con
gelacién de la carne y mé&s afin su almacenamiento refrigerado y
congelado, respectivamente traen aparejados -con distinta inten
sidad, segGn el proceso- alteraciones indeseables en sus atribu
tos sensoriales, por ejemplo cambios en la textura, en el color
superficial y desarrollo de rancidez oxidativa (Fennema, 1973).

Otros factores que influyen en la calidad de las carnes
son el estado pre y post-rigor, el pH, el nivel microbiolbgico.

Durante el almacenamiento de carnes congeladas se producen
alteraciones de tipo quimico y fisico bien definidas. Los cam-
bios fisicos que pueden registrarse incluyen a) la recristaliza
cién, b) el gquemado por frio (freezer burn) y c) la formacidn
de eutécticos.

La recristalizacién del hielo implica el aumento del tama-
fio cristalino manteniéndose constante la masa total de agua con
gelada. La quemadura por frfo evidenciada en superficies deshi-

dratadas y opacas, se debe a la sublimacidén del hielo sobre la
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superficie del mGsculo cuando la presién de vapor del hielo es
mayor que la que corresponde a la atmésfera circundante. Puede
evitarse envasando la carne con.peliculas pladsticas adecuadas
para evitar la pérdida de humedad.

La formacidén de eutécticos se produce a temperaturas infe
riores a -20°C,por lo que resulta de poca significacibén (Fen-
nema y col., 1973).

Los cambios dc origen quimico se relacionan con: a) oxida
cidn de lipidos, b) cambios indeseables de color (color marrdn,
pérdida de brillo) debido a la conversién de mioglobina a oxi vy
metamioglobina y ¢) cambios texturales (pérdida de jugosidad,
capacidad de retencidn de agua, textura gomosa, dureza) atri-
buibles a la desnaturalizacidn de proteinas miofibrilares. Ade
més, la deshidratacién de las fibras -provocada por la forma-
cibn de hielo extracelular- afecta el entorno de las proteinas,
alterando las interacciones hidrofiflicas-hidrof6bicas de las
mismas. Esto modifica las estructuras tridimensionales inducien
do interacciones protcina-proteina y como consccuencia, su agre
gacidén. Por otra parte, durante el almacenamiento congelado o-

tras propiedades funcionales se ven afectadas (viscosidad, solu

bilidad, etc.).

1.7. OXIDACION DE LIPIDOS

Como ya se ha mencionado, la oxidacién de los lipidos es
uno de los procesos de deterioro de origen quimico mds importan
te de todos aquellos que pueden afectar la calidad de los ali-

mentos. Su importancia radica en que el misma puede ocurrir en
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cualquiera de las distintas etapas que 1integran la produccibn vy
procesamiento de los mismos, ya sea tanto en las materias pri-
mas como en el alimento ya preparado para su ingestién. Adem&s,
este proceso de oxidacidn puede ocurrir también en sistemas vi-—
vos donde puede dar lugar a una scrie de distintos tipos de pa-
tologias (Pearson y col., 1983).

Se trata de un proceso deteriorativo pues es el causante
de una serie de sabores, olores y colores desagradables con la
consecuente disminucidén de la calidad organoléptica, funcional

y nutritiva de los alimentos (Melton, 1983; Gokalp y col., 1983),.

1.7.1. Mecanismo de la oxidacidén de lipidos

En términos generales, la oxidacibén de lipidos puede dar
se a través de dos mecanismos:
1. Estrictamente quimico, sin intervencibébn de enzima alguna, al
cual se suele llamar autoxidaci6n.
2. A través de enzimas llamadas lipooxigenasas.

En este trabajo nos referiremos fundamentalmente a la auto
xidacién debido a que los procesos de oxidacibn enzimitica son
de poca importancia en el deterioro de las carnes. No obstante,
algunos investigadores (Slabyj y Hultin, 1984) han demostrado
la ocurrencia de procesos oxidativos enzimdticos en la fraccién
nicrosomal de mGsculo de pescado.

La autoxidacién de los lipidos involucra principalmente
dos componentes
1. Lipidos insaturados

2. Oxigeno.
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Entre los factores que ejercen su influencia sobre la oxi-
dacién de lipidos, podemos citar: 1) grado de insaturaci6n de
los acidos grasos presentes, ya que a mayor nGmero de dobles en
laces aumenta la susceptibilidad a la oxidacidén, 2) Procesos a
los que fue sometido el alimento (por ejemplo, distintas veloci
dades de congelaci6n, refrigeracién) y luego temperatura y tiem
po de almacenamiento, 3) Presencia de oxfigeno, 4) Presencia de
agentes prooxidantes (por ejemplo, trazas de metales) y de sus-
tancias antioxidantes (a-tocoferol).

La fraccib6n de los lipidos correspondiente a los alimentos
incluye una serie de distintas clases de componentes guimicos,
con la caracteristica comGn de ser soluble en solventes orgéni-
cos de baja polaridad. Esta.fraccién lipidica incluye varias
clases de compuestos, siendo los triglicéridos y los fosfolipi-
dos las dos clases mé&s importantes. Desde el punto de vista de
la oxidacién de lipidos,revisten importancia aquellos que inclu
ven en sus estructuras &4cidos grasos insaturados o sea aquellos
con dobles enlaces, generalmente no conjugados y en configura-
cibn cis. Es nccesario también scnalar, que otros componentes de
naturaleza lipidica pueden influir en la velocidad del proceso
de oxidacibén, tales como tocoferoles, carotenos (Labuza, 197lay b;
Uri, 1961; Lundberg, 1962).

El oxigeno es el otro componente de gran importancia en el
proceso oxidativo. Actualmente se considera que el oxigeno sin-
gulete es el que interviene en los primeros pasos de la oxida-

ci6én (Chan, 1977).

El mecanismo de autoxidacib6n ha sido estudiado y establecido
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en sistemas modelo constitufdos por lipidos puros. Con ciertas

consideraciones, el mismo puede ser aplicable y extrapolable a

sistemas mé&s complejos como son los alimentos, los cuales no

s6lo estl&n compuestos por distintas clases de lipidos y &cidos

grasos sino también por otros componentes como protefinas, hi-

dratos de carbono, minerales, agua, distribufdos en distintas

fases en la mayoria de los casos (Terao y Matsushita, 1977;

Igene y col., 1980).

La autoxidacién de lipidos se produce a través de sustan-

cias llamadas radicales libres o sea sustancias con un electrén

desapareado, caracterfstica que las torna sumamente reactivas y

lidbiles. En la Figura 2 se muestra el mecanismo del proceso de

oxidacién de lipidos. Se pueden senalar los siguientes hechos:

1.

Las reacciones de iniciacibn son aquellas en donde se forman
radicales libres a partir de sustancias de car&cter no radi-
calario, siendo los radicales alcohoxilos (RO-) e hidroperoxi-
los (ROO+), los productos de estas reacciones de iniciacidn.
Es necesario senalar que otros radicales se forman como con-
secuencia de la oxidacién de los productos de descomposicién
de los hidroperéxidos.

Las reacciones de propagacién son aquellas que mantienen el
pool de radicales libres; a través de ellas un radical incor
pora oxigeno en su estructura, reaccionando posteriormente
con lipido sin oxidar (RH) dando lugar a la formacién de hi-
droper6xidos (ROOH) y otro radical lipidico (R-).

Finalmente ocurren reacciones de terminacién -que implican
la consumicién de los radicales libres generados en el proce

so- donde la combinacién de dos radicales libres origina



Iniciacidn
RH > R’
ROOH —> RO  + "OH r.
1
2 ROOH -—* ROl + R+ 1120
Propagacidn
R + 0O, — ROO’
2 k2
ROO™ + RH »  ROOH + R’ k3
Terminacidn
R + R° -—  productos no radicalarios k4
ROz' + Roz' — productos no radicalarios k5

FIGURA 2 - Mecanismo de radicales libres a través del cual

procede la oxidacidn lipidica.
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sustancias de naturaleza no radicalaria.

Cada una de estas reacciones est& caracterizada por una
determinada velocidad de reaccidn K, que es el parametro ciné-
tico que senala la posibilidad de poder "observar" o no una de
terminada reaccidn ante otras.

Varios estudios (Labuza, 1971b) han demostrado que en sis-
temas de lipidos puros la velocidad global de reaccibn esté da

da por la siguiente expresidn:

[ RH ] (1)

en donde la velocidad de reaccibn es dependiente de la veloci-
dad de las reacciones de iniciacidn (ri), de propagaci®n (k3),

de terminacién (k,.) y de la concentracidn del sustrato a oxi-

6

dar [RH] . La concentracidén de lipido se mantiene pricticamen-
te constante durante el transcurso de la oxidacién por lo que
la velocidad global de la reaccibn queda determinada por la si

guiente ecuacidn:

r=Kr K: cte. de proporcionalidad (2)

En la etapa bimolecular de las reacciones de iniciacibn

se verifica que:
2 (3)
r. = k' [ROOH]

1

por lo que finalmente queda que:

r = k | ROOH] (4)
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esta ecuacibn nos expresa que la produccién de hidroperéxidos
lipidicos (o sea la magnitud de la oxidacién) depende en forma
proporcional de la concentracidén instantdnea de los mismos hi-
droperbdxidos, o sea que a medida que la concentracién de hidro
perdxidos (productos primarios de la oxidacién) aumenta, la ve
locidad global también aumenta. Esto nos indica el carficter
autocatalitico de la reaccidn; cuanto mis autoxidado se encuen
tre el sistema més f&cil se continuard oxidando. A su vez, los
hidroperéxidos pueden intervenir en otras reacciones originan-
do productos secundarios de oxidacibén tales como compuestos
carbonilicos, alcoholes, acidos, hidrocarburos, lactonas, éste
res y polimeros (Gray, 1978; Karel, 1973; ILillard y Day, 1964).

La descomposicidn de los hidroperdxidos procede a través
de un mecanismo de radicales libres (Figura 3) (Fennema, 1985).

Cabe senalar ademds, que los aldehidos son uno de los com
puestos gue se producen en mayor medida como consecuencia de
la oxidacién linidica. En el caso de los aldehidos saturados,
los mismos pueden participar luego, de reacciones de dimeriza-
cién y condensacidn. En lo que respecta a los aldehidos insatu
rados, a través de una posterior autoxidacidn, pueden obtener-
se hidrocarburos de cadena corta, aldehidos y dialdehidos ta-
les como malonaldehido. La formacién de malonaldehido es la ba
se sobre la que se ha desarrollado el ensayo del &cido 2-tio-
barbitfirico (TBA) para la evaluacidn de la oxidacibén de lipi-
dos, el cual se detalla mis adelante (Nawar, 1985).

Este resultado fundamenta el hecho que se suele decir que

pequefias alteraciones oxidativas en las primeras etapas de un
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proceso, aunque no sean perceptibles organoléptica o analitica
mente o0 no comprometan la calidad del alimento en ese momento,
pueden tener importantes consecuencias deteriorativas con el

transcurso del tiempo. Es decir que cuanto antes se procese el
alimento mayor serd su periodo de guarda (First in, first out).
Esta realidad tiene una gran importancia en productos de pesca
los cuales son muy susceptibles a los procesos de oxidacibn da
do su alto porcentaje en &cidos grasos poliinsaturados respec-

to de otras especies.

1.7.2. Interacciones lipidos autoxidados-proteinas

Las interacciones lipidos autoxidados-proteinas pueden
ocurrir fundamentalmente a través de dos mecanismos bdsicos
(Karel, 1977) (Figura 4):

1. Reacciones de condensacibn: son aquellas en las cuales los

compuestos carbonilicos derivados de la descomposicién de
los hidroperé6xidos reaccionan con los grupos amino libres
de las proteifinas y/o péptidos dando lugar a la formacibén de
complejos protefna-lipido de variada complejidad. De tal ma
nera se explica la formacibn de polimeros proteicos con ca-
racteristica fluorescente.

2. Reacciones de formacién de radicales libres de origen pro-

teico: son aquellas en las cuales las protefnas reaccionan
con vroductos dec la oxidacién lipidica (radicales libres,
hidroperéxicos, productos voldtiles secundarios de origen
lipfdico) originando radicales libres de naturaleza protei-

ca, los que pueden sufrir ulteriores reacciones tales como



I.

II.

Reacciones de condensacidn (Browning no enzimitico)

= CHH - CH =ClH + RN 1'12 > O =CH - CH = CH + HZO
OH N H R
(P - L)
=CH-CH=CH+RNH, ~ RN =CH ~ CH = TH + H,0
N Il R N H R
(P-L-P)

Reacciones por radicales libres

LOOH + PH »> (LOOH...HP) » a) RO- + P- + H20

P.

P-

- b) RO+ + -OH + PH

PH + -OH » P- + RO H

P
+P-*>*P-P—>P-P-P

+ L+ > P - L

FIGURA 4 - Reacciones de lipidos oxidados con

proteinas.
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polimerizacién y fragmentacién, afectando la calidad del a-

limento (pérdida de solubilidad, de textura, etc.).

1.7.3. Métodos de evaluacién de la oxidacién lipidica

A fin de seleccionar un método que permita el seguimien
to de la oxidacién lipidica en carnes, varios factores deben
tenerse en cuenta:

- Diferencia en el contenido lipidico entre mGsculos y especies
- Diferencia en composicién de &acidos grasos entre las distin-
tas especies
- Condiciones en las gue la carne ha sido procesada y almacena
da
En funcidén de estos lineamientos generales, podemos consil
derar diversos métodos de evaluacién:
1. Evaluacién organoléptica

2. Métodos fisicos y quimicos

1.7.3.1. BEvaluacibn organoléplica
Los productos secundarios de la oxidacién, especialmen-

te los de cardcter vol&til, hacen variar el aroma, sabor, CO-—
lor del alimento, de manera tal gue una evaluacidn sensorial
del mismo es una medida de dichos compuestos. El inconveniente
es que con esta técnica es necesario contar con paneles entre-
nados, resultando los estudios mds onerosos Yy prolongados
(Gray, 1978).

In contraste con lo expresado, los métodos quimicos y f1-

sicos ofrecen mayor reproducibilidad y sensibilidad. Lo deseable
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e€s lograr una buena correlacién de estos resultados con los ob
tenidos por andlisis sensoriales (Igene y col., 1979).
Tanto en el caso de los métodos qufmicos y fisicos, es im
portante conocer "a priori" la siguiente informacidén:
- cudl es la propiedad medida por el método de ensayo elegido
- si esa propiedad puede manifestarse en otras circunstancias
que en la oxidacién
- s1 el método elegido es especifico para dicha propiedad
- si esa propiedad representa o revela cuantitativamente el fe
ndmeno en estudio y permite una buena correlacién con andli-
sis sensoriales

Entre los métodos més utilizados estéan:

1.7.3.2. Indice de pendxido (PV)

Mide la concentracidén de hidroperé6xidos lipidicos (ROOH)
debiendo efectuarse previamente la extraccién de lipidos del
alimento. Se usan técnicas iodométricas para dosar el iodo pro
ducido a partir de ioduro de potasio por los per6xidos presen-

tes. E1 indice de per6xido sc expresa en meq. de Iz/kg de &ci-

dos grasos. Como fuentes de error pueden citarse: la absorcidn
de iodo por parte de los &cidos grasos insaturados (reacciones
de adicién) y la liberacién de iodo proveniente del reactivo
(ioduro de potasio) debido al oxigeno presente en la solucidn
a ser titulada; en ambos casos, se obtendrfan altos resultados.
Adem&s, influyen otros factores como las variaciones en las
condiciones de reaccién (temperatura, tiempo, constitucidn y

reactividad de los perdxidos, peso de la muestra), los que
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deben ser debidamente ajustados.

La aplicacién de este método est& restringida a los prime
ros estadios de la oxidacién debido a la naturaleza reactiva
de los hidroperéxidos, los cuales originan los productos secun
darios de oxidacidn vy provocan una disminucidn del valor del

indice en funcidn del tiempo (Gray, 1978; Melton, 1983).

1.7.3.3. Ensayo de TBA (deddo 7-£lobarbitinico)

Es uno de los métodos m&s usados para la deteccién de
la rancidez oxidativa (Rhee, 1978a). Sc basa fundamentalmente
en la reaccién colorimétrica que involucra la condensacién de
dos moléculas de &cido 2-tiobarbitQrico (TBA) con una molécula
de malonaldehido, presentando el complejo un médximo de absor-

cidén a 532 nm (Sinnhuber y Yu, 1958a; Dahle y col., 1962).

‘HS\’/I OH q 0 S\/N\ OH H ST
2

\ v
+ /C_ CHz_C\ —

X ! W Na J=CH-CHC "2H,0
OH OH
TBA MAL (rosado)

El malonaldehido es un producto secundario de la oxidacién
de los &cidos grasos poliinsaturados {(Dahle, 1962; Pryor y col.,
1976). Este ensayo se expresa a través del nGmero TBA definido
como N° TBA = mg de malonaldehfdo/kg de carne. No obstante, al-
gunos investigadores han encontrado que otros productos de oxi-
Gacién de lipidos del tipo alca-2,4-dienales también reaccionan
con el reactivo TBA dando compuestos coloreados con maximo de

absorbancia a 450 y 530 nm (Marcuse y Johansson, 1973; Patton,
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1974). Por lo tanto, es més correcto sefialar al conjunto de
sustancias involucradas como sustancias reactivas al TBA. An&-
lisis estadisticos han indicado que la rancidez oxidativa en
carnes se correlaciona mejor con el contenido de sustancias
reactivas al TBA que con la determinacién de hidroperéxidos
(Zipser y col., 1964).

En litcratura se indican varias formas de llevar a cabo
el ensayo de TBA para el tipo de alimentos en estudio:

1. Directamente sobre el alimento prosiguiendo con la extrac-
ci6bn del complejo coloreado (Sinnhuber y Yu, 1958b).

2. Sobre un extracto del alimento (Witte y col., 1970; Vyncke,
1975) .

3. Sobre una fraccién del destilado por arrastre con vapor del
alimento (Tarladgis y col., 1960).

Esta Gltima forma es uno de los procedimientos mé&s usados
y pese a algunos inconvenientes, es considerado m&s sensible que
los otros dos. Dichos inconvenientes se refieren al empleo de
&cidos y calentamiento, los cuales favorecen la peroxidacidn
durante el an8lisis originando altos valores en el nGmero de
TBA (Melton, 1983; Williams y col., 1983).

Nste cnsayo ha sido Gtil para el seqguimiento de la oxida-
cién durante procesos como el de coccibén de carnes vacunas, por
cinas, de aves como también durante el almacenamiento congelado
y refrigerado de las mismas (Huang y Greene, 1978; Igene y col.,
1979; Keller y Kinsella, 1973; Younathan y col., 1980; Ledward

y Mac Farlane, 1971).

Ambos métodos presentan como limitacibn a considerar, el
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hecho que la concentracién de hidroperéxidos como la de malo-
naldehfdo al principio aumenta y luego disminuye, por lo cual
a dos estadfos de oxidacién podria corresponder un mismo valor
de indice de per6xido o de nGmero de TBA. Todo esto indica la
importancia de desarrollar y optimizar la aplicacién de 1los mé
todos sensoriales para evaluar los procesos de oxidacién.

Otra alternativa para medir el MAL producido durante la
oxidacibn, es utilizar las técnicas de HPLC (cromatograffa 1l1i-
quida de alta presioén), la cual brinda rapidez, limites de de-
teccibn sensiblemente inferiores que la esvectrofotometria
(1 x 1071 - 4 x 107! nmoles/10 ul) frente a (1 x 10° moles/

5 ml), no siendo afectada esta técnica por la presencia de

otras "sustancias reactivas al TBA" (Kakuda y col., 1981).

1.7.3.4. Determinacibn de compuestos carbonilicos totales

La determinaci6én colorimétrica de compuestos carbonili-
cos totales y de compuestos monocarboniflicos totales o de sus
distintas clases -alca-2-onas, alcanales, alca-2-enales y alca-
2,4-dienales- también ha sido utilizada como alternativa en el
seguimiento de la oxidacién lipfdica (Gaddis y col., 1961).

Se basa en la formacién de derivados como las 2,4-dinitro-
fenilhidrazonas a partir de los compuestos carbonilicos presen-
tes seguida de extraccién y lectura a 340 nm. Puede complemen-
tarse esta mcdicibén, con el aislamiento de compuestos monocarbo
nilicos para utilizarlos también como indicadores de la oxida-
cién (por ejemplo, carne vacuna, de cordero, de aves) (Keller y

Kinsella, 1973; Kunsman y col., 1978; Mai y Kinsella, 1979).
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Ademds, mediante técnicas de cromatograffa gaseosa pueden
analizarse aldehidos como hexanal -producto secundario de la
oxidacién del &cido linoleico- y otros, como 2,4-decadienal,
relacionados con el desarrollo del llamado "warmed off-flavor"
detectado durante la coccién y almacenamiento de carnes coci-

das, correlacionando bien con resultados provenientes de an8lisis

sensoriales (Reineccius, 1979; Buttery y Teranishi, 1963).

1.7.3.5. Determdnacibn de pentanc

Algunos investigadores han demostrado la formacién de
hidrocarburos de cadena corta por la oxidacién de lipidos y en
forma predominante de pentano a partir de la oxidacién del &ci
do linoleico.

El método ha sido utilizado para seguir la oxidacidé6n de
lipidos en carnes deshidratadas y congeladas y consiste en el
calentamiento de la muestra en un recipiente cerrado durante
30 minutos a T = 30°C, tomando luego como muestra un volumen
adecuado de la atmbsfera gaseosa y efectuando su andlisis por
cromatografia gaseosa. El pentano, como compuesto hidrocarbona
do pasa por la columna, la gque retiene los compuestos polares
gque contienen oxigeno (Seo y Joel, 1980).

Los resultados obtenidos por este mé&todo han tenido buena
correlacién con métodos sensoriales, en la evaluacién del desa

rrollo del "off-flavor" (Bigalli, 1977).

1.7.3.6. FluonescencLa

La aplicacién de este método se fundamenta en la
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combinacién de aldehfdos -principalmente malonaldehido- con

grupos amino libres provenientes de protefnas o bien entre ma-

lonaldehido y grupos amino de fosfolipidos para dar compuestos

fluorescentes (Buttkus, 1967; Dillard y Tappel, 1973; Igene vy

Pearson, 1979; Leake y Karel,

CH + RNH >
1 2

1985).

¥ + RNH

RN=CH-Cli=CHOH

2

RN=CH-CH-CH-NHR

Mon6mero (no fluo-
rescente)

Base de Schiff con
jugada (fluorescen
te)

Estos productos fluorescentes tienen un m&ximo de excita-

cién y un méximo de emisién caracteristicos para cada producto

de condensacif6n. Entre las ventajas pueden senalarse, alta sen

sibilidad para detectar
10 6 100 veces superior
pacidad para revelar el

en el sistema bioldgico

en estudio

compuestos fluorescentes en un factor
con respecto al ensayo de TBA y la ca-
deterioro producido por la oxidaciébn

(Trombly y Tappel, 1975).

En algunos ensayos efectuados por este método, hubo buena co-

rrelacién entre el incremento de productos fluorescentes, las

mediciones de absorcién de oxigeno y el aumento de la oxida-

cién.

1.7.5.7. Absoncdidn de oxigeno

También se ha investigado la oxidacién de lipidos a tra

vés del estudio de la absorcién de oxigeno mediante técnicas
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polarogrdficas y volumetria de Warburg.

Es uno de los métodos mds adecuados para el seguimiento
de la oxidacién, principalmente por su facilidad en los nuevos
equipos de monitoreo de oxigeno tanto en atmbésfera como en me-
dio acuoso. Uno de los inconvenientes gque se suelen citar, es
gue la absorcién de oxigeno puede no estar s6lo originada en
la oxidaci6én de lipidos sino también en la de otros componen-
tes de los alimentos (por ejemplo, proteinas) (Rhee, 1978b; Seo,

1976) .

1.8. PREVENCION DE LA OXIDACION LIPIDICA

Teniendo en cuenta los factores gue influencian el desa-
rrollo de la rancidez oxidafiva, su prevencién se ha encarado
considerando cada uno de los siguientes procedimientos © una
combinaci6én de los mismos:

1. Disminucién de la temperatura
2. Eliminaci6én de oxigeno
3. Aplicaci6én de antioxidantes

La eleccién del método de congelacién, velocidad de conge
lacién y la temperatura de almacenamiento revisten gran 1mpor-
tancia sobre el tiempo en que la calidad del producto registre
un nivel aceptable.

La eliminaci6én del oxfgeno es otra manera de minimizar el
deterioro oxidativo; la misma puede lograrse con el uso de en-
vases en los cuales se ha eliminado el oxfgeno y que a su vez

sean impermeables al pasaje del mismo durante el almacenamiento.
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Esto se ha logrado con el uso de peliculas plésticas flexibles
impermeables al oxigeno y al agua (a fines de prevenir la des-
hidratacién durante cl almaccnamicnto) tales como el Cryovac.
Varios estudios ejemplifican el uso de estos envases (Morris vy
Dawson, 1979).

En cuanto al empleo de antioxidantes, podemos decir que
sc denominan asi los compucstos que retardan los procesos oxi-
dativos. Las caracterfsticas de los mismos son muy variadas,
existiendo tanto aquellos de naturaleza lipofilica como hidro-
filica, pudiendo clasificarse de acuerdo a su forma de accién.
En primer lugar estdn los antioxidantes preventivos o sea aque
llos que interfieren en las reacciones de iniciacién, pudiendo
ser de naturaleza enzimética (catalasa, peroxidasa) o bien com
plejantes de i1ones metdlicos (EDTA, &cido citrico) (recordemos
gue los i1ones metdlicos catalizan las reacciones de iniciacién)
de forma tal que se tornan menos activos en su accibén catali-
zante.

En segundo lugar se encuentran aquellos antioxidantes que
interfieren en las reacciones de propagacién. Su accibén se ba-
sa en que los mismos reaccionan con los radicales lipidicos o-
riginando radicales libres provenientes de los antioxidantes,
los cuales resultan ser mucho mds estables debido a los siste-
mas electrbnicos de alta resonancia que presentan estos mismos
antioxidantes (aminas y fenoles arom&ticos tales como BHT, BHA,
tocoferoles) .

En tercer lugar, pueden citarse los llamados antioxidantes

naturales cuyo uso en el futuro es muy promisorio. Actualmente,
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seé cuestionan los antioxidantes sintéticos tales como BHA y
BHT por su posible toxicidad,por lo que existe una tendencia
mundial a la bisqueda de nuevos antioxidantes. Varios estudios
han demostrado la posibilidad del uso de proteinas e hidroliza
dos proteicos como antioxidantes con resultados altamente po-
sitivos (Laakso y Lilius, 1982; Kawashima y col., 1979, 1981;
Yee y col., 1980).

Otro factor muy importante a tener en cuenta es el que re
sulta de la organizacién nativa de las membranas celulares. Es
tudios recientes (Vladimirov y col., 1980) han demostrado que
las membranas celulares intactas (o sea aquellas que conservan
el orden topolégico de sus componentes, proteinas y fosfolfpi-
dos principalmente) presentan mayor estabilidad a la oxidacién
que aquellas que han sido aiteradas, caotizadas o perdido su
orden nativo. Trabajando con membranas de eritrocito humano se
observd aque las membranas intactas presentaban menores indices
de oxidacifén que aquellas en que la estructura nativa habia si
do destruida. Esta diferencia de susceptibilidad a la oxida-
cibn se vio reflejada también en la fraccién proteica (Funes y
Karel, 1984). Es por todo ello que se habla actualmente del
factor antioxidante estructural o nativo, con consecuencias no
s6lo en la ciencia de los alimentos sino también en la biolo-
gia de los seres vivos.

Uno de los aspectos mds importantes en el uso de los anti
oxidantes es en cuanto a la técnica de aplicacién al alimento.
Es claro ver que el agregado de un antioxidante a un aceite ve

getal es mucho mds simple que la aplicacién del mismo a un
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sistema cdrnico en donde coexisten varias fases. De allft que
uno de los puntos crfticos en el éxito del uso de antioxidan-
tes es la aplicacién del mismo al alimento. En productos de
pésca se suele sumergir los pescados en soluciones de antioxi-
dantes antes de proceder a su congelacibn; varios estudios e-
jemplifican este hecho (Deng y col., 1977; Morris y Dawson,
1979).

Los estudios cinCticos del proceso de oxidacién de 1fpi-
dos puros en presencia de un antioxidante fenélico del tipo de
BHA o BHT han conducido a la siguiente expresibn de la veloci-

dad global de la reacci6n en esas condiciones:

k., r
3 ] ROOH
r o= i ( .J (5)
2 kA [AH]
en donde: [AH] : concentracién de antioxidante; k.: velocidad

A

de la reaccifdn;
ROO- + AH -> ROOH + A-

Esta expresifn indica que esa velocidad depende fundamen-
talmente de la relacién [ROOH]/[AH]. Este hecho nos conduce al
importante concepto que el agregado del antioxidante se debe
rcalizar antcs que la oxidacién tenga lugar o adquiera cierta
magnitud. Es decir que si la concentracién de hidroper6xidos
lipfdicos es elevada en el momento del agregado del antioxidan
te, el mismo serd incapaz de detener el proceso oxidativo. Por
lo tanto, nuevamente se enfatiza el hecho que es necesario pre

venir pues una vez establecido el deterioro de rancidez, el
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mismo es irreversible.

Otra forma en que se han usado los antioxidantes es duran
te la aplicacién del glaccado a pescado, con agua pura o bien
con el agregado de sustancias antioxidantes. EIl glaceado con-
siste en producir capas de hieclo alrededor del pescado de mane
ra tal de impedir la difusién del oxigeno al mismo y minimizar
la deshidratacién. Con esta técnica se ha logrado prolongar el

tiempo de guarda de sardinas y caballas.

1.9. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de tesis es el estu-
dio del efecto de la refrigeraci6n y almacenamiento recfrigera-
do asi como también el de la congelacién y almacenamicnto con-
gelado sobre la rancidez oxidativa en carnes de diversas espe-
cies.

El desarrollo del mismo involucra:

- Optimizacién de un método que permita la evaluacién de la
oxidacion lipfdica durante ¢l almacenamicnto refrigerado vy
congelado de carnes.

- An&lisis de la influencia que ejercen sobre dicho proceso la
velocidad de congelacién, el tiempo y la temperatura de alma
cenamiento.

- Estudio de la interaccién lipidos autoxidados-proteinas, co-
mo consecuencia del deterioro producido, a través de su com-
portamiento clectroforético.

- propuesta de un método combinado de preservacién aplicable a

un alimento de alto contenido graso.



CAPITULO 2

MATERTALES Y METODOS
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2.1. MUESTRAS UTILIZADAS

En las distintas experiencias llevadas a cabo se utilizaron
las siguientes especies y misculos:

- carne vacuna (MGsculo semitendinoso bovino, 48 hs post-mortem)
en estado fresco;

- carne de pescado (salmbn de mar) en estado fresco;

- carne de pollo (pechuga) en estado fresco.

En el caso de la carne de pollo se utilizaron las pechugas
previa eliminacién de la grasa exterior visible, la cual también
fue separada al trabajar con carne vacuna. En el caso de pescado,
se empled la totalidad de los mGsculos elimindndose con antela-
cidén las visceras y el tejido adiposo.

Ademé&s se utilizaron:

- muestras de tocino dorsal sin salar (secciones de 5x5x3 cm)
las que fueron envasadas 1ndividualmente en las siguientes
peliculas plésticas flexibles:

a) polietileno de baja densidad de 60 um de espesor. Permeabili-

dad al vapor de agua: 12 g vapor/m2 dfa a 30°C y HR: 78%; Permea

bilidad al oxigeno: 6500 cm3/m2 atm dia a 23°C.

b) EVA/SARAN/EVA (nombre comercial Super Cryovac, DAREX SAIC)

de 60 um de espesor. Permeabilidad al vavor de agua: 7,2 g/m2 dfa

a 30°C y HR: 78%; Pcrmeabilidad al oxfgeno: 37,5 cm3/m2 atm dfa

a 25°C y ER: 75%.

El envasado al vacfo se realizd en el equipo Minidual
(Schcolnik) de campana simple a 4,5 mm Hg y termosellado.

F1 desarrollo del trabajo experimental involucrd el procesa-

miento de muestras en estado fresco, refrigerado, congelado a
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distintas velocidades de congelacién v muestras almacenadas con-

geladas a distintas temperaturas (T = -5, -10 y -20°C, respecti-

vamente) .

2.2. REFRIGERACION Y ALMACENAMIENTO REFRIGERADO

Con el propbsito de estudiar la influencia del proceso de
refrigeracidn sobre la oxidacién lipfdica,se disefiaron experien-
cias en tal scntido.

A partir de un mismo msculo semitendinoso se cortaron trozos
—-de aproximadamente 10 y 30 g, respectivamente- los que fueron
envasados en pelfculas de polietileno. Las muestras fueron trata-
das con azida s6dica en una concentracién de 0,02% a fin de impe-
dir el desarrollo bacteriano.

El almacenamiento se realizb en cé&mara a T = 4:1°C por el
término de 20 dfas colocando las muestras en un desecador provis-
to con agua en su parte 1nferior para evitar la deshidratacibn de
las mismas.

El muestreo se recalizd extrayendo muestras al azar cada 3

dfas por el término de alrededor de 20 dias.

2.3. CONGELACION Y ALMACENAMIENTO CONGELADO

2.3.1. Método de Congelacibn

Mucstras de mGsculo semitendinoso bovino -de aproximadamente
30 g- recubiertas por una pelfcula de polietileno se congelaron

en un intercambiador de placas paralelas lo que permitidé simular
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lo que ocurre en los procesos industriales. Se utilizaron dos
criostatos Lauda UK 50 DW que suministraron el liguido refrige-
rante (metanol), el cual circulaba por las placas del intercam-
biador. El sistema estaba provisto de aislacién lateral consti-
tuido por poliestireno expandido de 5 cm de espesor.

Una serie de termocuplas de cobre-constantan (Cu-Cn) =-cali
bradas a 0 y 100°C con una mezcla de agua-hielo Y agua en ebu-
11licidn, respectivamente- fueron ubicadas en distintas muestras,
sobre las placas metélicas y en el baho de metanol, conect&ndo-
las seguidamente a un sistema de adquisicién de datos Datalogger
Fluke modelo 2240 C. Esto permitié registrar las temperaturas
(en °C) de cada termocupla en funcién del tiempo (en minutos)
para obtener asf, la historia térmica del proceso de congelacién.

Una vez que las muestras de carne alcanzaron uniformidad a
la temperatura final deseada (T = -35°C) -temperatura préxima
a la de los banos criostéticos-, las mismas fueron trasladadas
a clémaras de almacenamiento (marca Longhi Hns.) con control de
temperatura de *1°C.

La congelacién de muestras de carne de pollo, pescado v toci
no (sin salar) se realizd en forma similar a la descripta para

carne vacuna,

2.3.2. Congelacibdn de mGsculos de diversas especies a distintas

velocidades de congelacibn

De acuerdo al método de congelacién detallado en el punto
anterior, se llevaron a cabo procesos de congelacidn de carnes

de diversas especies empleando distintas velocidades de congela-
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Ccidn: répida y lenta, respectivamente.

La velocidad de enfriamiento se regulé interponiendo distin
tos espesores entre las placas metdlicas.

Se adopté como medida de la velocidad de congelacidn el tiem
po caracteristico tc’ es decir el tiempo necesario para que la
temperatura del centro de la muestra varfie desde -1,1°C (tempe-
ratura de congelacidén del agua del tejido muscular) a -7°C (tem-
peratura a la cual se ha congelado el 80% del agua tisular)
(Riedel, 1957; Mascheroni, 1977; Bevilacqua y col., 1979;

Andn y Calvelo, 1980).

Velocidades de congelacidén rapidas en misculos de pescado y
pollo sc lograron colocando las muestras en contacto dirccto con
las placas met&licas. En cambio, velocidades lentas se obtuvie-
ron colocando dos placas de aglomerado de 2 cm de espesor entre

las placas del intercambiador.

2.3.3. Almacenamiento congclado

Las muestras de carne -de las diversas especles- congeladas
seqgln el método descripto en las secciones 2.3.1. y 2.3.2., fueron
almacenadas en congeladores para luego ser procesadas a través de
las técnicas que se detallaré&n oportunamente.

En el caso de carne vacuna y de pollo, el almacenaniento se
realizé a T = =5+1 °C por un perfodo de 4 meses. La carne de
pescado se almacend a T = -5 vy -20+1°C por el término de 4 y 6
meses, respectivamente. En lo que se refiere al tocino (sin salar),
el almacenamiento se prolongd aproximadamente 6 meses a T = -10

y -20°C, respectivamente.
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Las tomas de muestra se realizaron perifdicamente -cada 10
6 15 dias- extrayendo muestras al azar de cada una de las espe-

cies a fin de ser debidamente estudiadas.

2.4. DESCONGELACION

Con el objeto de realizar posteriores determinaciones, las
muestras de carne congelada de las distintas especies fueron
dcscongeladas a tiempos preestablecidos en una clmara con aire

estanco y temperatura controlada (T = 65+*2°C, t = 15-20 min).

2.5. OBTENCION DE MIOFIBRILLAS

Las miofibrillas se prepararon siguiendo el procedimiento
descripto por Goll y Robson- {(1967) modificado por Wagner y Anén
(1985), segln el Esquema 1. Se trabaj6 a T = 2-4°C durante todos
los pasos involucrados en la extraccibén a fin de evitar altera-
ciones de las proteinas por efecto térmico. Se utilizaron las
siguientes soluciones para la aislacidn y purificacibn de las
miofibrillas.

Adslacibn de miofLbrillas y s0lubllizacidn de protelnas sarcoplasmaticas

Solucién A: 0,25 M Sacarosa, 1 mM EDTA, 0,05 M Tris-HCl, pH 7,6

Resuspensidn de miogibrillas y separacién del tejiido conectivo

Solucién B: 1 mM EDTA, 0,05 M Tris-HC1l pH 7,6

Purigicacibn de miogibrillas aisladas

Solucién 1: 0,15 M KC1, 0,03 M Tris-HCl pH 7,6
Solucién 2: 1 mM EDTA, pH 7,6
Solucién 3: Agua bidestilada

Solucién 4: 0,6 M KCl, 0,03 M Tris-HCl pH 7,6
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ESQUEMA 1

PREPARACION DE MIOFIBRILLAS

Miisculo Desmenuzado

2 g+ 10 ml Sol. A Soluciones y Materiales
+
Refrigerados (0 - 2°Q)
Homogeneizar: OMNI-MIXER 3 veces 15" (intervalos 45")
¥
Transferir a vaso x 50 ml con 6 ml de Sol. A lavando cuchilla y eje
}

Agitacidén Magnética: Tenta 30 min
4

Transferir a tubo de centrifuga de plastico x 50 ml con 6 ml Sol. A
3

Centrifugacidn: 10 min - 2500 g a T = 4°C

i » Sobrenadante (1) o matraz x 50 ml > Profelnas sarcopldsmicas
Sedimento + 10 - 15 ml Sol. A: Resuspensidn por agitacién suave 15 min a T=2°C

i
Centrifugacidn: 10 min - 2500 g a T = 4°C

i + Sobrenadante (2) Jjuntar con (1) y completar a 50 ml:

solucidn de Proteinas scarcopfdsmicas

Sedimento + 6 ml Sol. B: Resuspensidn
¥
Filtrar con gasa + 10 ml de Sol. B y removiendo con varilla

& -+ Retencidn de tejido conectivo
Centrifugacidn: 10 min - 2500 g a T = 4°C
y
Sedimento (mdiofibrillas) > Purificacién con Sol. 1, 2, 3, 4
¥

-

Resuspensidén final con Sol. 5 & 6: Sofuctén miofibrillas

Se tomaron aproximadamente 2 g de misculo finamente desmenuzado, se pesa
ron en papel de aluminio con una precisidén de *0.2 mg, transfiriéndose a un
homogeneizador CMNI MIXLER con 10 ml de solucidén A (5 Vol). Las muestras se
homogeneizaron en 3 periodos de 15 seq de duracidn y 45 seg de intervalo a
2°C. El extracto obtenido fue trasladado a un vaso de precipitado y se agité

lentamente con un agitador magnético durante 30 minutos a 2°C. La suspensidn
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resultante fue seguidamente centrifugada a 2500 x g durante 10 minutos a 4°C
en una centrifuga Sorvall - RC 5 B Refrigerated Superspeed de Du Pont Inst.

El sobrenadante obtenido, que contiene 1la mayoria de las proteinas sar-
coplasmicas, se transfirid a un matraz de 50 ml. E1l sedimento, constituido
principalmente por miofibrillas, fue resuspendido con 10 ml de solucidn A,
se agitd suavemente con agitador magnético durante 15 minutos a 2°C y se cen
trifugd nuevamente a 2500 x g por 10 minutos a 4°C. El nuevo sobrenadante,
reunido con el anterior y completado a 50 ml con agua destilada contiene la
totalidad de las proteinas sarcopldsmicas del misculo. Las miofibrillas sedi
mentadas se resuspendieron con solucién B y filtraron a través de una gasa
doble, a efectos de separar el tejido conectivo. Luego del proceso de aisla-
cidn se practicd el de purificacidn de las miofibrillas por sucesivas resus-
pensiones con agitacidn magnética en soluciones 1, 2, 3, 1 y 1, seguidas por
centrifugacidn.

Finalmente, las miofibrillas purificadas se suspendieron en solucidn 1
o se solubilizaron parcialmente en solucidn 4 (volumen final 25 ml) seqin su
posterior utilizacidn.

Tanto a la fraccidén de miofibrillas como a la de proteinas sarcoplasmi-
cas, sec les agregd azida sédica a una concentracidén 1 mM, para asegurar su

preservacién en camara de 4°C, inhibiendo el desarrollo flngico y bacteriano.

2.6. EXTRACCION DE LIPIDOS

La extraccidn de lipidos se realizd sobre muestras de tocino
(sin salar) congelado - almacenadas a T = -5°C- descongeléandolas
previamente de acuerdo al mé&todo de Bligh and Dyer (1959) modi-
ficado por Hanson and Olley (1963) segin el esquema presentado por

dc Koning y col. (1985).



Dichos lfpidos fueron destinados a la determinacién del {ndi-
ce de perd6xido (pV).

Andlogamente, se practicé la extraccidn de lfpidos de mGscu-
lo semitendinoso bovino 48 hs post-mortem a fin de contar con
cste material para la formulaciodn de los distintos sistemas
LIPIDO-PROTEINAS.

En todos los casos, los lfividos fueron disueltos en hexano
Yy almacenados en balones -efcctudndose un burbujeo previo con

nitrégeno (N,) en un congelador a T = -60°C para evitar su oxi-

2

dacidn.

2.7. OBTENCION DEL EXUDADO

Muestras de carne vacuna refrigerada y congelada llevadas a
temperatura ambiente, fueron transferidas a tubos de centrffuga
provistos en su interior de una criba de acrflico. Se realizaron
tres centrifugaciones a 2000 g durante 10 minutos a 10°C en una
centrifuga Sorvall-RC 5B Refrigerated Superspeed de Du Pont Inst.
De esta manera, se colectaron las fracciones provenientes de
cada una de las centrifugaciones cuyo conjunto constituye el exu
dado, calcul&ndose posteriormente el rendimiento porcentual con
respecto a la masa de carne empleada.

La utilizacibn de cribas de acrflico permiti6 un mejor drenaje
del exudado durante la etava de centrifugacifén y una adecuada se
paraciébn de la masa de carne.

El exudado asf obtenido, de coloracidn rojiza, fue tratado
con qcido Lricloroacttico (TCA) c¢n una concentracibén final de

7,5 %v/v, agitando con varilla de vidrio para lograr una buena
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homogeneizacién y accifn del reactivo. Se emple6 esta metodologia
a fin de lograr una buena precipitacién de las proteinas, evitén-
dose de esta manera la aparicién de turbidez en el exudado des-
proteinizado.

El precipitado obtenido se separd del resto del exudado por
centrifugacidén a 12.000 g durante 15 minutos a 10°C. El sobrena-
dante incoloro se separ$ tratando de no tomar partfculas del resi
duo s6lido y se obtuvo asi el exudado desproteinizado.

Procedimientos similares se siguieron con carne congelada de

pollo y pescado previamente descongcladas.

2.8. DESTILACION

A fin de posibilitar el posteriqQr estudio de la oxidaciédn de
lfpidos en carnes refrigeradas y congeladas, se utilizd el méto-
do de destilacibébn descripto por Tarladgis y col. (1960). El mismo
consiste en la destilacidn por arrastre con vapor en medio &cido

(97,5 ml H,O0 + 2,5 ml HC1 (4 N) de muestras de carne - de distin

2
tas especies- (aprox. 10 g), recogiéndose en cada caso un volumen

dc destilado de 50 ml sobre el que se practic6 el ensayo de TBA.

2.9. ENSAYO DEL ACIDO 2-TIOBARBITURICO (TBA)

Con el objeto de realizar el seguimiento de la oxidaci6n lipf
dica durante el almacenamientoc congelado y refrigerado de las
carnes utilizadas, se practicé6 el Ensayo de TBA.

Se determind el contenido de sustancias reactivas al TBA,
constitufdas principalmente por malonaldehfdo (MAL), presente en

¢l exudado desproteinizado y en el destilado segln las técnicas
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de latsushita (Asakawa y Matsushita, 1980) modificada pPOr noso-

tros, y la de Tarladgis y col. (1960).

2.9.1. Técnica de Matsushita modificada

A 0,3 ml de muestra (exudado desproteinizado o destilado)
se agregaron 1,5 ml de solucién de &cido 2-tiobarbitGrico (TBA)
(0,5 g de TBA vy 0,3 g de dodecil sulfato de sodio (SDS) en 100
ml de agua) mds 1,5 ml de buffer glicina 0,2 M/HCl (pH = 3,6)
(Dawson y col., 1969). La mezcla se calentd a 100°C durante 15
minutos en bano hirviente, cubriendo los tubos con bolitas de
vidrio. Seguidamente, se enfri6 en bano de hielo fundente y se
procedid a la lectura espectrofotométrica a 532 nm. En todos
los casos, se realizd un blanco utilizando para ello agua desti-
lada. E1 volumen de 0,3 ml de muestra fue determinado a través
de una serie de ensayos previos a fin de aumentar la sensibili-
dad del método.

Este ensayo de TBA fue ademéds llevado a cabo para determinar
el contenido de sustancias reactivas al TBA presentes en la sus-
pensidén de lipidos de los distintos sistemas formulados para el
estudio de la interaccién lipidos autoxidados-proteinas.

En este caso, se agregd a cada uno de los tubos 1,0 ml de
dcido acético m&s 2,0 ml de cloroformo seguido de centrifugacibn
a 12.000 g durante 15 minutos a 10°C en una centrifuga marca
Sorvall RC~-5B Refrigerated Superspeed de Du Pont Inst.

Este procedimiento permitié la extraccién de lipidos presen-
tes en cl medio de recaccibn los cuales producirfan turbidez y

serfan una interferencia en la posterior lectura espectrofotomé-
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trica a 532 nm.

2.9.2. Técnica de Tarladgis

A 1,5 ml de muestra (exudado desproteinizado o destilado) se
agregaron 1,5 ml de reactivo de TBA (solucidén 0,02 M de TBA en
dcido acético 90 %v/v). La mezcla se calentd en bano hirviente
durante 35 minutos a 100°C, procediendo luego a su enfriado en
bano de hielo fundente. Se leyd entonces por espectrofotometria
a 532 nm. En todos los casos, se realizd un blanco utilizando
para ello agua destilada (Tarladgis y col., 1960).

Todas las lecturas espectrofotométricas fueron realizadas
en un espectrofotédmetro de doble haz Shimadzu UV-150-02.

El nivel de oxidacidédn lipfidica se expresd a través del nlme-
ro de TBA (mg MAL/kg carne), el cual fue calculado en base a la

siguiente expresidn:

A.V.D.100.PM

n® TBA = (6)
VA W EM
donde
A = absorbancia
V = volumen total de exudado
D = factor de dilucibn
VA = volumen de exudado que interviene en la reaccibn de TBA
W = peso de la muestra

PM = peso molecular del MAL

¢ = coeficiente de absorcifén molar aparente
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2.10. BARRIDOS ESPECTROFOTOMETRICOS

A efectos de estudiar la sensibilidad y especificidad de
las distintas técnicas empleadas para el ensayo de TBA, se rea-
lizaron barridos espectrofotométricos sobre las soluciones resul
tantes de las reacciones de TBA obtenidas tanto a través de la
técnica modificada de Matsushita como la de Tarladgis, determi-
ndndose los midximos de absorcidén respectivos. El an&lisis se
realiz6 en la regibn espectral comprendida entre 420 y 560 nm,
registrando la absorbancia cada 2 nm en la zona de los miximos
o cada 10 nm en el resto. La calibracién de las mediciones se
realizd con un ensayo en blanco usando como muestra agua desti-

lada.

2.11. ENSAYOS DE RECUPERACION

Con el propb6sito de determinar el porcentaje de recuperacibn
de MAL en el exudado desproteinizado y en la destilacibn, se pro
cedid6 a realizar una serie de experiencias agregando MAL tanto
a sistemas simples (agua y exudado) como también inyectdndolo a

trozos de mQsculo semitendinoso vacuno fresco.

2.11.1. Exudados
Sistemas simplesd HZO-TCA—MAL y Exudado-MAL

En experiencias independientes, se agregaron cantidades cre-
cientes de MAL (0-0,8 ml de soluci6n acuosa de MAL (30 pg/ml)) a
5,0 ml de agua (con TCA 7,5 %v/v) y a 5,0 ml de exudado de manera

tal que la concentracién final de MAL en la cubeta de lectura
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vari6 entre 0 vy 5x10—6 M.

En el caso del exudado, luego del agregado de MAL se proce-
didé a la desproteinizacidén con TCA (7,5 sv/v) de la forma expli-

cada anteriormente.

Carne Anyectada con MAL

En elcaso de carne vacuna, se inyectaron cantidades crecien-
tes de MAL (0-0,8 ml dec solucibn acuosa de MAL (30 pg/ml)) a
trozos de carne de aproximadamente 30 g. La inyeccidn de la solu
cién fue hecha en distintos puntos del trozo de carne a fin de
lograr mayor homogeneidad en el agregado. La solucidn acuosa de
MAL fue obtenida a partir de la hidr6lisis de 10 ul de 1,1,3,3
tcetractoxipropano (TEP) marca I"’luka en 10 ml de HCl 0,1 N y pos-
terior calentamiento en bano de agua hirviente durante 5 minutos,
efectuédndose las diluciones adecuadas con agua destilada. Se obtu
vieron posteriormente los respectivos exudados desproteinizados
de los trozos de carne invectados con cantidades crecientes de
MAL a los tiempos 0, 1, 2, 3 y 4 dfas a partir de la 1incorpora-
cidn del aldehfido. El tiempo 0 dfa fue procesado aproximadamente
una hora después de su inyeccidn, tiempo que demandd el posterior
trabajo experimental.

Sobrc los sistcmas simples (agua y cxudado) y sobre el exuda
do desproteinizado proveniente de carne inyectada con MAL se
procedi6 a realizar la reaccién de TBA, de acuerdo a las técnicas

de Tarladgis y col. (1960) y de Matsushita modificada.



-60-~

2.11.2. Destilados

Sistemas simples HZO - MAL

Se realizaron los ensayos de TBA directamente sobre agua
agregando cantidades crecientes de MAL (0-0,8 ml de MAL (solu-

cibn acuosa 30 pg/ml)) a 5,0 ml de agua destilada.

Canne - MAL agregado af bafén

En balbn tipo Kjeldahl de 500 ml se introdujeron muestras de
aproximadamente 10 g de carne vacuna con 97,5 ml de agua y 2,5
ml de HCl 4 N. Se agregaron entonces de 0-1,0 ml de MAL (30 ug/ml).
Se procedid luego a su destilacién de acuerdo a la técnica de
Tarladgis y col. (1960) y sobre el destilado se realizé la reac-

ci6n de TRBA.

Canne «nyectada - MAL

En forma similar al caso de obtencién del exudado, se proce-
did a inyectar de 0 a 0,25 ml de solucidn acuosa de MAL (120 ng/ml)
a trozos de carne de aproximadamente 10 g. Debido al menor tamano
de la muestra de carne se debid aumentar la concentracidn de la
soluciébn de MAL inyectada. Posteriormente, se llev6 a cabo la des-
tilacibn de dichos trozos de carne a los tiempos 0, 1, 2, 3 y 4
dfas a partir de la incorporacién de MAL, de acuerdo a la técnica
descripta por Tarladgis y col. (1960). Se practicaron luego,
sobre los respectivos destilados, ambas reacciones de TBA (Tarladgis

y Matsushita modificada).

El MAL agregado fue obtenido segln la técnica descripta en la
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seccibén 2.11.1.

En todos los ensayos de recuperacién, se procedié a graficar
la absorbancia leida en funcidén de la concentracién molar de MAL
en la cubeta de lectura, considerando que la totalidad de MAL
hubiese sido recuperada. A partir de las pendientes de dichas
rectas se obtuvieron los coeficientes de absorcién molar aparen-
tes y a partir de ellos, los respectivos factores de recupera-
cibn. Se considerd como 100% el coeficiente de absorcién molar
obtenido para el sistema agua destilada m&s MAL. En cstec caso no
hubo diferencia alguna cuando el coeficiente de absorcién molar
fue obtenido por la técnica de Tarladgis o la de ratsushita mod i

ficada.

2.12. PEROXIDACION DE LIPIDOS

La peroxidacién de 1lipidos se 1llevd a cabo agregando a 20,0
ml de una solucibén 0,6 M KC1 0,03 M Tris pll = 7,6, 2,0 ml de 11I-
pidos disueltos en hexano. Este sistema y otro tomado como "con-
trol" -es decir en ausencia de lipidos- fueron incubados en un
bano de agua con agitacibn marca Hetofrig a T = 30+2°C. Ambos
sistemas fueron tratados con azida s6dica en una concentracibn
final de 0,02% para impedir el desarrollo fGngico y bacteriano.

A fin de poder seguir el curso de la oxidacién de lipidos
en los mismos, se practicé diariamente el ensayo de TBA seglGn la

técnica de Matsushita modificada por nosotros.
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2.13. INDICE DE PEROXIDO

El contenido de hidroperéxidos -productos primarios de la
oxidacidn- presentes en lipidos provenientes de muestras de toci
no (sin salar) congclado fuc dcterminado mediante el fndice de
per6xido (PV).

Para ello se procedid a la disolucibn de los lipidos median-
te el agregado de 10 ml de una mezcla de &cido acético-cloroformo
(3:2). Luego se adicion®6 un volumen de 0,5 ml de upa solucién
saturada de 1oduro de potasio, sc esperaron exactamente 2 minutos
y después se agregaron 15,0 ml de agua destilada v 0,8 ml de una
solucidn de almiddén (1%) hasta la aparicién de una coloracibn pGr-
pura-azulada. Seguidamente, se prosiguid realizando una titula-
cidbn de la solucidn con tiosulfato de sodio 0,001 N hasta 1la
desaparicibn completa de la coloraciédn mencionada. En caso de no
producirse coloracién alguna luego del agregado del almiddén (in-

dicador), se considerd cero el valor de este indice.

El indice de perbxido (PV) se calculd de acuerdo con la

siguiente expresidn:

meq O

Py = 2 _ 1000.V.N (7)
kg lipidos m

donde

VvV = volumen Na,S_,O (ml)

2 23
N = normalidad de Na28203

m = masa dc lipidos (9g)
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Este indice da una medida de los &Zcidos libres presentes en

las muestras.

Una alficuota obtenida a partir del procedimiento de extrac-

cién de lipidos detallado en la seccidn 2.6.

volumen de 60 ml de solucién Etanol-Eter etflico (1:1)

, se disolvid en un

neutra-

lizado a la fenolftalefna. Luego se efectud una titulacidn con

NaOH 0,1 N hasta un color de fenolftalefna débilmente rosa que

persista durante 30 seg.
Los resultados se expresaron como:

mg KOH/g grasa = V.N.o6

m grasa
donde
V = volumen de solucidn de NaOH utilizado

N normalidad de la solucibdn NaQH

masa de lipidos extraida

m

siendo 56 el PM del KOH.

2.15. DETERMINACION DE PROTEINAS

(8)

La concentracién de proteinas se determiné por los siguien-

tes métodos: a) Lowry y col. (1951) vy b)

Gornall y col. (1949)

modificado por Robson y col. (1968). Para la aplicacibn de ambos

métodos se obtuvieron las respectivas curvas de calibracién a

partir de una solucidén 10 mg/ml de albGmina bovina.
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2.16. TNTERACCION LIPTDOS AUTOXIDADOS-PROTEINAS

Para poder analizar la interaccidn lipidos autoxidados-
protefinas, sc discenaron eXpericncias que involucraron la con-
formacién de distintos sistemas de trabajo, los cuales se deta
llan a continuacién:

1. Sistema constitufdo por miofibrillas almacenadas a T = 4:1°C

(CONTROL a 4°C)JM4) a 10,0 ml de miofibrillas (10 mg/ml) se

agregd igual volumen de una solucidén 0,6 M KCL 0,03 M Tris

Sistema similar al anterior constitufdo por miofibrillas que

ro

fue 1incubado en un bano de agua con agitacién a T = 25:2 °C
durante ¢l tiempo de duracidén de las experienclias (t = 28 hs)
(CONTROL 25°C): (M, ).

2

3. Sistema formado por protefinas miofibrilares y lipidos de mds
culo semitendinoso bovino: (M+L).

Andlogamente, se trabajé con un sistema de composicidn simi-
lar al sistcma (M+L) con la particularidad de haber sido incuba-
do en atmbésfcra de nitrdgeno: (M+1L)

2

A 10,0 ml de proteinas miofibrilares de mdsculo bovino
(10 mg/ml} sc adicion6 1,0 ml de lipidos (100 mg/ml) m&s 15,0 ml
de solucidén 0,6 M KC1 0,03 M Tris pH = 7,6. Se utilizd un homo-
gcneizador OMNL-MIXER durantce el agregado de los linidos a fin
de lograr una mayor eficicencia en la emulsificacidn del sistema,
cs decir una mejor dispersidn de los lipidos en el medio de in-
cubacibn.

4. Sistema constituido por miofibrillas y productos provenlentes

de la peroxidacidn lipidica de misculo semitendinoso bovino:

(M+Per) .
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A 10,0 ml de miofibrillas (10 mg/ml) se agregaron 10,0 ml

de productos provenientes de 1la peroxidacidén lipidica m&s 5,0

ml de solucibén 0,6 M KCl 0,03 M Tris pH = 7,6.

Todos los sistemas fueron tratados con azida sédica en una
concentracién final del 0,02% a fin de impedir tanto el desarro-
llo fGngico como el bacteriano. Los sistemas M+L y M+Per al
igual que M,z fueron incubados en un bafo de agua con agitacién
a T = 25+2°C durante aproximadamente 28 hs,

A distintos tiempos de incubacidn,se practicaron las corres
pondientes tomas de muestra de los respectivos sistemas de tra-
bajo.

Sistemas M4 i MZS: a 0,1 ml de muestra se le adiciond igual volu
men de buffer Urea 8 M SDS 0,3% pH = 9, azul de bromofenol 0,001%
(Buffer de Muestra). Paralelamente, otra alicuota fue tratada
con 0,1 ml de buffer Urea 8 M SDS 0,3%, mercaptoetanol 20 mM,
azul de bromofenol 0,001% (Buffer de Muestra con M.E.). Sobre
dichas muestras -asi tratadas- se practicd electroforesis en

geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Sistemas (M+L) y [M+Pen): a 0,1 ml de muestra se le adiciond 0,1
ml de Buffer de Muestra. Andlogamente, se tomd otra alicuota
sobre la gque se efectud el mismo tratamiento con mercaptoetanol

(M.Li.). Sobre estas muestras sc realizaron corridas clectroforé-

ticas (SDS-PAGE).

2.17. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO

DE SODIO (SDS-PAGE)

Las especies proteicas presentes en cada uno de los sistemas
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miofibrillas-1lfpidos descriptos previamente fueron determinadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Para ello

se prcpararon 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 electro-
foréticas se realizaron en un eguipo para electroforesis en gel
de la Marca Pharmacia GE - 214 utilizando las siguientes solu-
ciones:

a) Solucidn madre de acrilamida-bisacrilamida: acrilamida 30%,
bisacrilamida 0,8% en agua destilada (bisacrilamida = N, N',
metilen-bis—-acrilamida).

b) Solucidn buffer para el gel apilador ("Stacking"): Tris 0,5 M,
SDS 0,4%, TEMED 0,4%, HCl 1 N hasta pH 6,8 (Tris = Tris (hidro
ximetil) aminometano, TEMED = N, N, N', N', tetrametil etilen-
diamina).

c) Solucibén buffer para el gel separador: Tris 1,5 M, SDS 0,4%,
TEMED 0,4%, HCl1 1 N hasta pH 8,8.

d) Solucidén buffer de corrida 3,5X: Tris 0,05 M, glicina 0,384 M,
sDS 0,35%, HC1 1 N hasta pH 8,3.

e) Soluci6n buffer para preparacidén de la muestra: Urea 8 M, SDS
0,3% (con o sin ME 5%) glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%,
pH 9 (ME = mercaptoetanol).

f) solucibn fijadora: isopropanol 25%, &cido acético 10% en agua
destilada.

g) Solucibn colorantc (para coloracidn por difusién cn cl gel):

Coomassie Brillant Blue R-250 0,02% en solucidn acuosa de &cido

aCC‘thO 7, 5%.
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h) Solucién decolorante: Metanol 25%, &cido acético 10% en agua

destilada.

2.17.1. Preparacién de placas de gel de poliacrilamida

Las placas de gel de poliacrilamida se prepararon de acuerdo

a la siguiente formulacién:

- Gel separador (acrilamida 10%, bisacrilamida 0,27%): 1 volumen
de solucibn (a) + 1 volumen de¢ solucibn (c) + 1 volumen de per-
sulfato de amonio 0,1%.

- Gel de "Stacking" (apilador) (acrilamida 4%, bisacrilamida
0,1%): un volumen de solucién (a) + 2 volGmenes de solucién (b)

+ 1 volumen de Glicerol + 3,5 volGmenes de persulfato de amonio

0,1

oo

2.17.2. Preparacibn de las muestras de proteinas miofibrilares

y patrones de peso molecular conocido

A alicuotas provenientes de cada uno de los sistemas se les
agregdb buffer de muestra con o sin mercaptoetanol (Relacién 2:1)
y se incubaron a 100°C durante 5 minutos. De estas preparaciones
se sembraron entre 25 y 30 pl en cada carril del gel, lo cual
corresponde a una siembra de 75-120 pg de proteina.

Como proteinas patrones se utilizd un kit de Pharmacia de

la siguiente composicidn:

Proteina PM Hg/vial

fosforilasa b 94000 64

sero alblimina bovina 67000 83
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ovoalbimina 43000 147
anhidrasa carbdnica 30000 83
inhibidor de tripsina

(soja) 20100 80

lactoalbumina 14400 121

578 v totales de
proteina/vial

Al vial se le agregaron 100 pl de solucibn (e) con ME 5% 3%
se incubd a 100°C durante 5 minutos. De esta preparacidn se sem-
braron 10 ul (58 vy de protefina) en el carril central de cada
placa, para poder estimar los PM de las bandas obtenidas en los
distintos sistemas constituidos por lipidos-proteinas miofibri-

lares.

2.17.3. Condiciones de corrida

Como buffer de corrida se utilizé la solucibn (d) diluida
con agua, 3,5 veces (lx). El equipo para electroforesis se conec
t6 a una fuente y se reguld la tensiébn para gue circulen 25 mA
de intensidad por placa. El tiempo total de corrida fue aproxi-

madamente de 24 horas.

2.17.4. Coloracidn de bandas

Una vez conclufdas las corridas, se trataron los geles por
inmersifn sucesiva en:
i) solucidbn fijadora (f), 2 horas

ii) solucibn colorante (g), 24 horas

y iii) solucibn decolorante (h), el tiempo suficiente para deco-
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lorar las zonas desprovistas de proteinas. Finalmente se las
lavd y conservd en agua destilada a T = 4°C para evitar el

desarrollo fangico.

2.18. DENSITOMETRIA DE GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGED)

El andlisis densitométrico se llevd a cabo en un densitbme-
tro marca Shimadzu "dual Wave length TLC Scanner CS-910" acopla-
do a un registrador C-RIA Chromatopac Shimadzu Integrator. Las
lecturas se efectuaron por transmisién, doble longitud de onda y

barrido lineal. X muestra = 570 nm y A referencia = 395 nm.

2.19. METODOS ESTADISTICOS

El anilisis estadistico en cada caso fue procesado con el
paquete Multivariate General Linear Hypothesis (MGLH) del Soft-

ware SYSTAT en una computadora Personal IBM - XT.
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CAPITULO 3

OXIDACION LIPIDICA EM CARNES:
EFECTO DE LA REFRIGERACION Y EL

ALMACENAMIENTO REFRIGERADO
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3.1. CONSIDERACIONES GENERALES

De acuerdo con lo expresado anteriormente en la seccidn 1.7,
la oxidacidén de lipidos es un proceso de deterioro de origen qui
mico sumamente complejo que involucra alteraciones tanto en la
fraccidn lipidica como en otros componentes de los alimentos
(proteinas, vitaminas, etc.). Durante dicho proceso se producen
hidroperéxidos lipidicos, los cue a su vez pueden intervenir en
otras reacciones originando productos secundarios de oxidacidn
tales como: compuestos carbonilicos, alcoholes, &cidos, hidrocar
buros, lactonas, ésteres y polimeros. Dichos compuestos no sdélo
permanecen en la fraccidn lipidica sino que también se distribu-
ven en la fase acuosa como en la gaseosa inmediata al alimento
(Karel, 1973; Gray, 1978; Seo y Joel, 1980).

Debido a estas caracteristicas, el proceso de rancidez pue-
de seguirse a través de mediciones aplicadas a varios componen-
tes del alimento (malonaldehido, &cidos grasos, pentano, oxige-
no, etc.) (Melton, 1983).

Con el objeto de estudiar el efecto de la refrigeracién so-
bre la oxidacién de lipidos, se investigd la existencia de para-
metros de rancidez oxidativa en el exudado proveniente de carnes
refrigeradas almacenadas a 4°C.

La eleccién del exudado como sistema de estudio se bas6 en
lo siguiente:

1. El mismo constituye una parte natural de la carne que contie-
ne la mayorfa de los componentes hidrosolubles de la misma y
por lo tanto, los productos de descomposicién hidrosolubles

de la oxidacié6n lipidica.
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2. La obtencién del exudado no involucra procesos deteriorati-
VOs o traumaticos para la carne, agregado de reactivos quimi
COs ni aplicacién de altas temperaturas, de manera tal que
se podrfa asegurar que las propiedades quimicas y bioquimi-
cas del exudado obtenido son las mismas que las del exudado
dentro de la carne.

3. El exudado de la carne constituye una parte de la misma pero
mucho mé&s simple, ya que su estudio se simplifica enormemen-

te, sin tener la simplicidad de un sistema modelo.

3.2. DETERMINACION DE SUSTANCIAS REACTIVAS AL TBA

En el exudado de carnes refrigeradas se investigd la pre-
sencia de malonaldehido -producto secundario de la oxidacién
lipidica- o mé&s precisamente de sustancias reactivas al &cido
2-tiobarbitGrico (TBA), aplicando para ello los métodos de Mat-
sushita (Asakawa y Matsushita, 1980) con algunas modificaciones
v de Tarladgis y col. (1960) con la posterior comparacién criti
ca de ambas metodologias. A efectos pré&cticos, denominamos MAL
al conjunto de sustancias reactivas al TBA (alcanales, 2-alque-
nales, 2,4-alcadienales, etc.) incluyendo principalmente al
malonaldehido propiamente dicho (Marcuse y Johansson, 1973;
Patton, 1974; Almandés ycol., 1986; Kosugi y Kikugawa, 1985, 1986).

La parte experimental b&sica consisti6é en la determinacidn
del nGmero de TBA, expresado como N° TBA = mg de MAL/kg carne
refrigerada, en funcibén del tiempo de almacenamiento. Dicho nG-
mero de TBA fue calculado tal como se especificé en la seccibn

2.9., habiendo sido el primer paso la obtencién del exudado,
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segln lo descripto en la Seccién 2.7. Posteriormente, se proce
didé a la desproteinizacibn mediante la accién de &cido tricloro
acético a fin de eliminar el color rojizo propio del exudado
debido a la presencia de mioglobina que interferirfa en la reac
cién de TBA.

A partir del exudado desproteinizado, se practicaron las
rcacciones de TBA de acuerdo al método de Matsushita modificado
y al de Tarladgis ya mencionados.

Ademds, se realizaron destilaciones de acuerdo con la tég
nica descripta por Tarladgis y col. (1960), a fines de compara-

cibén con la metodologia del exudado.

3.2.1. Comparacibén de los métodos de Matsushita modificado y de

Tarladgis

Con el objeto de elegir el método mé&s adecuado para la
evaluacién de la oxidacibén lipidica en el exudado desproteiniza
do, se analizaron en profundidad los métodos arriba citados.

En lo que respecta al método de Matsushita se han intro-
ducido algunas modificaciones para adaptarlo al sistema de tra-
bajo empleado. Asi,se incrementd el volumen de muestra de 0,1 a
0,3 ml y se eliminé el agregado de EDTA (antioxidante), con lo
que se logrd un sensible incremento en los valores de absorban-
cia lefdos sin mayores alteraciones (Figura 5).

En cambio, cuando se ensayaron cantidades superiores a
0,3 ml se produjo un enturbiamiento del medio de reaccidn debi-
do posiblemente a la precipitacién del resto de sustancias de

cardcter protcico remanentes aGn en el exudado desproteinizado.
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FIGURA 5 - Curva de sensibilidad del método de

Matsushita modificado para el ensayo de TBA.
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La etapa de desproteinizacién fue necesaria ya que cuando
se intentd aplicar este m&todo al exudado obviando la misma, se
produjo un precipitado rosado de proteinas durante la etapa de
calentamiento en la determinacidn de TBA, quedando la solucidbn
sobrenadante pré&cticamente incolora. En este caso muy probable-
mente, la precipitacién de sustancias de naturaleza proteica in
dujo la adsorcién del producto coloreado (rosado) de la reaccibn
entre el &cido 2-tiobarbitfirico (TBA) y MAL, con la consiguien-
te pérdida de sensibilidad del método.

Por otra parte, en cuanto a la especificidad de ambos mé-
todos muchos investigadores han senalado la importancia del va-
lor del pH de la solucidn en la cual el ensayo de TBA tiene lu-
gar (Tarladgis y col., 1962; Ohkawa y col., 1978, 1979; Uchiyana
y Mihara, 1978).

En nuestro caso, el método de Matsushita se ha caracteri-
zado por una mayor especificidad hacia el MAL que el método de
Tarladgis. Esta mayor especificidad se ha logrado al realizar
la reaccidn en un medio regulado a pH = 3,6, valor al cual se
produce el mi&ximo de reaccidn para dicho dialdehido (Asakawa y
Matsushita, 1980). En cambio, el método de Tarladgis se aplica
en medio &cido 90% tal como estd descripto en literatura (Tar-
ladgis y col., 1960).

En la Figura 6 se muestran los nGmeros de TBA en funcibn
del tiempo para carne vacuna refrigerada obtenidos a partir de
los dos métodos ensayados. Puede visualizarse que a través del
método de Tarladgis se obtienen valores significativamente més

altos que por ¢l método dc Matsushita modificado durante los
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Carne Vacuna Refrigerada

N° TBA (mg MAL/kg carne)

x-~=-x Mét. Tarladgis

e——e Met. Matsushita modificado
0,05
1 A 1 i 1 1 1 L A1 1 1 J 1
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (dras)
FIGURA 6 - Evaluacidn de la oxidacidn lipidica en

funcidn del tiempo de almacenamiento para exudados
desproteinizados de carne vacuna refrigerada a tra
vés del ensayo del dcido-2-tiobarbitirico (TBA):
(x---x) Método de Tarladgis; (e——+) Método de
Matsushita modificado. Cada valor surge del prome-

dio de 4 determinaciones.
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primeros dias de almacenamiento, tendiendo a un acercamiento mu-
tuo a medida que transcurre el tiempo.

IEsta difercencia puede deberse posiblemente a la menor es-
pecificidad del método de Tarladais, de forma tal que el mismo
valorarfa un mayor ntimero de sustancias reactivas al TBA que el
método de Matsushita. Probablemente, esos compuestos no proven-
gan de los procesos oxidativos per se. A medida que el tiempo
transcurre, la concentracidn de MAL proveniente de la oxidacidn
de los lipidos aumenta y por lo tanto, la incidencia relativa
de las sustancias interferentes disminuiria con el consiguiente

acercamiento en los valores de ambos métodos.

3.2.2. Barridos espectrofotométricos

En las Figuras 7 y 8 se exhiben los barridos espectrofo-
tométricos de las soluciones resultantes de aplicar los métodos
de Tarladgis y de Matsushita modificado a exudados desproteini-
zados de carnes refrigeradas. Sc observa que el método de Tarlad-
gis origina dos méximos de absorcién (448 nm y 532 nm). El méximo
a 448 nm ha sido observado por varios autores (Pokorny v col.,h 1985;
Melton, 1983), aunque todavia no existe una opinién undnime acer-
ca de la exacta naturaleza del mismo (Marcuse y Johansson, 1973;
Patton, 1974; Kosugi y Kikugawa, 1985; 19386); posiblemente pro-
venga de sustancias aldehfdicas no originadas en los procesos
oxidativos que reaccionarfan con TBA dando dicho maximo. En cam-
bio, el md&ximo a 532 nm -que es el que se usa para determinar
el nGmero de TBA- va aumentando paulatinamente a medida que

transcurre el tiempo. La Tabla 3 refleja c6mo la relacibn de
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FIGURA 7 - Barridos espectrofotométricos de las solucliones

resultantes del ensayo de TBA

(método de Tarladgis)

reali-

zado sobre exudados desproteinizados de carne vacuna refri

gerada con distintos tiempos de almacenamlento: (----)

0
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11 d.
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Abs. 532 nm/Abs. 448 nm aumenta con el transcurso del tiempo.

Esta es una de las razones por las cuales afirmamos la menor

especificidad del método de Tarladgis. En cambio, en el caso

del método de Matsushita se observa cue el mdximo ocurre a

532 nm,

siendo la contribucidén a 448 nm muy peguena. La compa-

raciébn de ambos métodos senala también, la mayor sensibilidad

del método de Tarladgis con respecto al de Matsushita para el

mismo rango de¢ tiempo.

TABLA 3:

Abs., 532 nm
Abs. 448 nm

Relaciodn para soluciones resultantes de la aplica-
cién del método de Tarladgis (exudados desproteinizados provenien

. [=]
tes de carnes vacunas refrigeradas, 4 C).

Abs. 532 nm
Abs. 448 nm

t (dias)

0 0,47
3 0,84
7 0,89
11 1,58
15 1,64
20 1,88

Las Figuras 9 y 10 muestran barridos espectrofotométri-

cos similares vero realizados con el destilado de trozos ae

carne de acuerdo al método de Matsushita modificado y al origi

nal de Tarladgis, respectivamente. Aplicando esta Gltima meto-

dologfa, se observa un solo méximo a 532 nm de manera tal que
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se han eliminado a través de la destilacidn los productos res-
ponsables de la absorcidn a 448 nm. Es dable indicar gque la a-
plicacién del método de Matsushita modificado al exudado despro
teinizado produce resultados similares que los obtenidos apli-
cando el método de Tarladgis al destilado, con la ventaja de no
haber calentado durante la obtencidn de la muestra. Debemos re-
cordar gque uno de los inconvenientes del método original de des
tilacidn es que el agregado de &cido y la aplicacidén de calor
pueden llegar a producir una alteracidn en la concentracidn real
de MAL, por ejemplo catalizando los procesos de oxidacidn duran
te la misma destilacidn y falseando por lo tanto, los verdade-
ros resultados (Witte y col., 1970; Rhee, 1978a).

La aplicacidén del método de Matsushita al destilado no es
adecuada debido a que el mismo no es lo suficientemente sensi-
ble como para determinar en forma precisa las bajas concentra-
ciones de MAL presentes en el destilado. Los valores de absor-
bancia que se obtuvieron en tales condiciones fueron sumamente
erraticos.

En virtud del an8lisis realizado, se considerd® al método
de Matsushita modificado como herramienta analitica mds iddnea
para su aplicacidn al ensayo de TBA sobre exudados desproteini-

zados y al método de Tarladgis m§s adecuado para su aplicacibn

a destilados.
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3.3. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO REFRIGERADO SOBRE LA

OXIDACION DE LIPIDOS

En la Figura 11 se observan todos los valores del nGmero de
TBA obtcnidos cn las distintas cxperiencias a través del método
de Matsushita modificado, resultando asf una representacidn gra-
fica de la tendencia a la oxidacién lipidica en funcién del tiem
po de almacenamiento en carne vacuna refrigerada. Se visualiza
un claro aumento del nGmero de TBA a medida que transcurren los
dfas tendiendo hacia un valor mds constante hacia los 20 dfas.

El empleo de azida sbdica como agente antimicrobiano, posi
bilitd que las experiencias de almacenamiento se desarrollaran
por perfiodos de aproximadamente 20 dias sin contaminacién bacte
riana importante ya que a partir de los 25 dias las muestras co
menzaron a mostrar un importante deterioro y los valores de TBA
se tornaron sumamente errd&ticos. Este Gltimo comportamiento po-
siblemente se deba a la interferencia de la microflora tanto en
la obtenci6n del exudado como en la produccibén de MAL.

Experiencias realizadas sin azida sb6dica dieron resulta-
dos similares pero el muestreo sblo pudo ser efectuado durante
el lapso de una semana (Tabla 4).

En la Figura 12 se muestran los valores de nGmero de TBA
para una misma experiencia, o sea realizada con un mismo mGscu-
lo a través del tiempo. Se indica con barras verticales la va-
riacién o amplitud de los valores obtenidos para un mismo dia,
observidndose gque a medida que transcurre el tiempo esa amplitud
tiende a aumentar debido posiblemente, entre otras, a dos razo-

nes: 1) alteraciones en la carne con la consiguiente influencia
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FIGURA 11 - Efecto del tiempo de almacenamiento
refrigerado sobre la oxidacidn lipidica en carne

vacuna almacenada a 4*x1°C.

Tiempo (dras)

Cada valor surge del promedio de cuatro determinaciones.

S = 4//n desviacién estandar = 0,02.
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en los rendimientos de exudado, 2) influencia de la flora micro

biana en 1la concentracién de sustancias reactivas al TBA.

TABLA 4: Numeros de TBA correspondientes a carne vacuna, sin azida sodica,

o

refrigerada a T = 4 C.

Tiempo de almacenamiento N° de TBA 1
(dias) (mg MAL/kg carne) S
0 0,03 0,003
1 0,04 0,004
2 0,05 0,003
3 0,03 0,002
4 0,04 0,003
7 0,04 0,003

- Ensayo de TBA efectuado segin la técnica de Matsushita modificada.
- Cada valor surge del promedio de doce (12) determinaciones.

l . . - -
S = é//g desviacion estandar

La Tabla 5 detalla los valores promedio del volumen total
de exudado obtenido y su correspondiente nGmero de TBA para car

nes almacenadas en refrigeracifén con sus respectivos errores.
Estos resultados muestran que un nGmero de tres centrifu-

gaciones consecutivas serfa aceptable para obtener un alto por-

centaje del exudado disponible sin introducir errores significa

tivos en el c&lculo del nGmero de TBA, salvo en el caso que este

valor sea muy pequeno.
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FIGURA 12 - Sequimiento de la oxidacién lipidica
en funcidn del tiempo de almacenamiento para un
mismo misculo de carne vacuna refrigerada. Cada
valor surge del promedio de cuatro determinaciones.
Se indica con barras verticales la variacidn o
amplitud de los valores obtenidos para el nUmero

de TBA para un mismo periodo de almacenamiento.
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TABLA 5: Volumen total de exudado y su relacién con el nimero de TBA

Mucstra vVolumen total Sl Namero Sl
de oxudado de TBA2
Carne vacuna
refrigerada 18,60 0,64 0,05 0,02
(1 dia) (n = 6)
carnc vacuna
refrigerada
gerac 14,10 0,29 0,25 0,02
(15 dias)
(n = 6)

1
S

I

5/vn desviacidn estandar
Numero de TBA (mg MAL/kg carne) determinado por el método de Matsushita

modificado.

La Tabla 6 muestra los valores del nlGmero de TBA obteni-
dos por el método de Matsushita modificado para distintos mGscu
los semitendinosos bovinos almacenados a 4°C. En esta tabla se
visualiza c6mo este pardmetro fue aumentando paulatinamente aun
que siempre arroj6 valores sensiblemente més bajos que los en-
contrados en literatura (Rhee, 1978a; Pikul y col., 1983; Chen y col.
1984) . La correccidn de los mismos por los factores de recupera-
cién, cuya determinacidén se detalla m&s adelante, dio como re-

sultado valores del nGmero de TBA similares a los informados en

bibliografia.



~-88-

TABLA 6: NUmeros de TBA para misculos semitendinosos vacunos refrigerados

(4°C)

Dias Misculo 1 Misculo 2 Musculo 3

0 0,09 0,04 0,03

3 0,11

4 0,15

6 0,142

7 0,08 0,21%
11 0,22° 0,23%P
12 0,11

14 0,25P7 ¢
15 0,25P¢

18 0,275"¢
19 0,25°/¢ 0,182

22 0,28 0,203 0,279¢
5 0,25°
27 0,32b

Supraindices idénticos indican valores no significativamente diferentes a

P < 0,05.

Las diferencias en el nGmero de TBA registradas al comien
zo de cada experiencia (t = 0) y durante su evolucidén, pueden
deberse fundamentalmente a la variabilidad biol&gica de los dis
tintos mGsculos empleados,como también a las distintas condicio

nes de manipuleo (historia previa) que pudo haber tenido cada

uno de ellos.
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El andlisis estadistico efectuado muestra que hacia los
Gltimos dfas de 1la experiencia los valores no son significati-

vamente diferentes tendiendo a niveles constantes (P < 0,05).

3.4. ENSAYOS DE RECUPERACION. CALCULOS DE LOS FACTORES RESPEC-

TIVOS

A fin de evaluar cuantitativamente el porcentaje de MAL
libre determinado en el exudado y en el destilado con respecto
al total del mismo, se llevaron a cabo experiencias de recupe-
racién inyectando directamente MAL a trozos de carne vacuna.
Nos referimos a MAL libre, pues una parte del mismo se encuen-
tra unido a otros ccmponentes tales como proteinas.

Teniendo en cuenta que el MAL inyectado no se recuperaria
en su totalidad, debido tanto a problemas inherentes a la recu
peracidn propiamente dicha como también a que una parte del
mismo reaccionaria con distintos componentes de la carne, se
practicaron las determinaciones a los 0, 1, 2, 3 y 4 dias a
partir del momento de la inyeccién (el tiempo 0 dfa no resultd
absolutamente estricto pues fue necesario un lapso de alrede-
dor de una hora para el procesamiento de la muestra). Los tro-
zos de carne inyectados de esa manera, luego de los periodos
mencionados, fueron analizados de acuerdo a la metodologia des
cripta para el exudado y el destilado.

Asi se obtuvieron las rectas de recuperacidn indicadas en
las FFiguras 13 y 14. Se grafic6é la absorcién leida en funcibn
de la concentracibn teb6rica de MAL en cubeta de lectura supo-

niendo que todo el MAL inyectado se hubiese recuperado, tanto
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en el caso del exudado como en el caso del destilado. Como la
recuperacién no fue total, las rectas correspondientes a los
dias 0 y 1 resultaron distintas (de acuerdo al andlisis de co-
varianza para una P < 0,05); en cambio para los siguientes dias,
resultaron estadisticamente no diferentes. A partir de las pen-
dientes de dichas rectas se obtuvieron los coeficientes molares
de absorcibn (CM) aparentes; decimos que son aparentes pues los
mismos resultan de concentraciones molares no reales.

Se realizaron tambié&n experiencias similares pero con sis
temas mucho mas simples. En primera instancia, se determind el
ey Ppara MAL agregado a agua (en este caso no existe ningQn tipo
de retencidn por procedimiento alguno ni ninguna clase de inter
accidn con otros componentes) por lo que se tomd este valor co-
mo el correspondiente al 100% de recuperacidn.

Seguidamente, a fin de determinar el grado de interaccidn
del MAL con otros componentes del exudado, se determind el €m
para el caso de MAL agregado al exudado.

En la Tabla 7 aparecen los valores de absorcidn molar pa-
ra los sistemas ya descriptos, tanto por el método de Tarladgis
como el de Matsushita modificado. Se observa que el ey para el
caso de agua destilada es de l,45><105 M—l cm—l siendo este va-

lor similar al que figura en literatura (Tarladgis y col., 1960)

lo cual se correlacion® con un valor de 100% como factor de re-

cuperacibn,
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En el caso de MAL agregado a exudado los valores de €

aparentes son menores, disminuyendo de l,l7><105 a O,79J(105 M-—l

cm_l de 0 a 1 dia. Evidentemente, el MAL agregado reacciond con
las proteinas del exudado disminuyendo por lo tanto el MAL 1li-
bre determinable.

En el caso de carnes inyectadas, los porcentajes de recu-
peracién variaron de 18,2 a 8,3% entre el dfa 0 Yy 1 permanecien
do prdcticamente constantes a partir del dfa 2. El andlisis esta
distico aplicado a estos Gltimos valores no arrojbé diferencias
significativas por andlisis de covarianza a nivel P < 0,05.

Otra conclusidn interesante es que los €, aparentes obtenidos

M
tanto por el método de Tarladgis como por el de Matsushita son
semejantes, es decir se obtienen los mismos resultados indepen-
dientemente de la técnica analitica empleada.

Ahora bien,como factor final derecuperacidn para la técnica
del exudado se tomd6 el valor de 8,3 que es el correspondiente
al sistema cuando se ha estabilizado. Ese valor es la fraccién
del MAL total (tanto libre como combinado gue se puede determi-
nar a través de la obtencidn del exudado y luego a través de
las técnicas de Tarladgis y Matsushita). Afectando los nlmeros
de TBA determinados por ese factor de recuperacién, se obtienen
los nGmeros de TBA corregidos gque indicarfan la verdadera con-
centracién de MAL en la muestra.

El mismo estudio se aplic6 para la destilacién empleando
s6lo la técnica de Tarladgis, ya que el método de Matsushita mo

dificado no es aplicable en este caso, como ya se ha discutido

previamente. En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos.
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Ademés de las carnes inyectadas y sometidas a destilacién
sc analizaron otros dos sistemas: 1) agregando MAL al agua y
aplicando la técnica de Tarladgis, y 2) agregando MAL al balén
de destilacién en donde también se encontraba el respectivo tro
2o de carne. Con esta Gltima metodologfia, Tarladgis y col. (1960)
y Ke y col. (1984) obtuvieron su factor de recuperacién.

La diferencia mé&s notable en nuestro trabajo es que hemos
inyectado MAL a la carne, procediendo luego a su destilacién.

Es notorio que en este caso, la recuperaci6én del dialdehido es
menor al caso de MAL agregado al balén pues ha tenido un contac
to mds intimo con los otros componentes de la carne, es decir
mayores posibilidades de interaccién.

Los resultados se muestran en la Tabla 7 en donde se ob-
serva que el factor de recuperacibébn para el caso de MAL agrega-
do al balén es semejante al obtenido por Tarladgis y col. (1960);
en cambio para las carnes inyectadas los factores de recuperaci6bn
son sensiblemente menores (37,8% para t = 0 dfa y 25% para t =
1 dfia). Se ha tomado el valor de 24% como factor de recuperacidn
para el caso de la destilacién.

Todo este estudio ha mostrado que el MAL determinado tanto
por el método de Tarladgis como por el de Matsushita es s6lo una
fraccién del MAL total presente, puesto que una parte es retenida
por limitaciones propias de los métodos empleados (exudado o des

tilacién) y otra parte se encuentra comprometida quimicamente

con otros componentes de la carne.
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3.5. EVALUACION DE LA OXIDACION LIPIDICA SOBRE DISTINTOS SISTE-

MAS: EXUDADO VS. DESTILADO

Una vez determinados dichos factores de recuperacibn, se
recalizaron experiencias a fin de comparar los resultados obteni
dos a través del exudado y la destilacién. Para ello, a partir
de un mismo misculo semitendinoso vacuno mantenido en refrigera
cibén a 4°C, se efectuaron determinaciones del nGmero de TBA por
destilacidén (técnica de Tarladgis) y por el exudado (técnicas
de Tarladgis y Matsushita modificado), afectando posteriormente
esos valores por los correspondientes factores de recuperacién
ya citados.

Los resultados de una de esas experiencias se muestran en
la Figura 15,donde se encuentran graficados los nGmeros de TBA
corregidos en funcidn del tiempo de almacenamiento en refrigera
cién. Puede verse,que los valores determinados a partir del exu
dado aplicando la técnica de Matsushita modificada resultan infe
riores sistematicamente a los valores determinados para el des-
tilado aplicando la técnica de Tarladgis. Adem&s, el estudio es
tadfstico de andlisis de varianza senala que ambas metodologias
difieren significativamente a una P < 0,05.

Estos hechos pueden explicarse sobre la base de una mayor
probabilidad que ocurran procesos oxidativos "in situ" en el ca
so de la destilacién -dado el empleo de medio dcido 90% y calor,
ambos factores prooxidantes- que en el caso del exudado.

Como contraste, la aplicacién de la técnica de Tarladgis

tanto al exudado como al destilado muestran diferencias mayores
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4,01
’

e Exudado Matsushita

o Destilado Tarladgis

1 | | 1

I\ 1
12 16 20 24
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FIGURA 15 - Evaluacién de la oxidacién lipidica sobre
distintos sistemas a través del ensayo de TBA conside-
rando los respectivos factores de recuperacién: (e) exu
dado aplicando el método de Matsushita modificado; (o)
destilado a través del método de Tarladgis. En ordena-
das se registran los valores del namero de TBA corregi-

do por dichos factores. Cada valor surge del promedio

de 4 determinacilones.
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y errdticas, debido posiblemente a los errores provenientes de
la aplicacién de la técnica de Tarladgis - menos especifica -

a un sistema como el exudado, el cual presenta una mayor com-

plejidad que el destilado (Figura 16).
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FIGURA 16 - Aplicacidén del ensayo de TBA (método de

Tarladgis) para la evaluacién de la oxidacidén de

lipidos sobre distintos sistemas considerando los

respectivos factores de recuperacidén: (e-e) exudado;

{o--0) destilado.

En ordenadas se reglistran los va-

lores del numero de TBA corregido por dichos factores.

Cada valor surge del promedio de 4 determinaciones.
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CAPITULO 4

OXIDACION LIPIDICA EN CARNES:
EFECTO DE LA CONGELACION Y EL

ALMACENAMIENTO CONGELADO
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4.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Si bien la conservacién de las carnes a temperaturas supe-
riores a las de congelacidn no conduce a procesos de oxidacidn
importantes, ya que las alteraciones de origen microbiano son
las que predominan en este caso, la rancidez oxidativa comienza
a 1ncidir en la disminucién de la calidad de las mismas cuando
se las somete al proceso de congelacién y almacenamiento al esta
do congelado (Fennema y col., 1973).

Otras alteraciones de origen quimico que pueden tener lugar
durantce ¢l almacecnamicento congeclado son la hidrélisis cnzimdati-
ca ce lipidos,con la consecuente liberacidén de &cidos grasos
libres (pescados, aves, msculos de mamiferos) (Awad y col.,
1968; Davidkova y Khan, 1967) y la desnaturalizaci6ébn de protef-
nas (desnaturalizacibén de la cabeza y cola fibrosa de miosina)
y formaciédn de agregados, los cuales conducen a la disminucidn
de la solubilidad, viscosidad, capacidad de absorcidn de agua
de las protefnas miofibrilares y a la alteracidn de sus propie-
dades reoldgicas (Wagner, 1986).

Ahora bien, en lo que se refiere al proceso de autoxida-
cibn lipfdica,su desarrollo en carnes almacenadas al estado
congelado -evidenciado en la produccidn de olores, sabores y
colores desagradables- estd asociado principalmente a la acumu-
lacidn de aldehidos vol&tiles, cetonas, &4cidos, etc. (Fennema y
col., 1973; rrankcl, 1983). Estos compucstos son originados por
reacciones de descomposicibn de los hidroperéxidos -productos
primarios de oxidacién-, debiéndose la formacién de estos Glti-

nos a la interaccibén entre los dcidos grasos mono y poliinsatu-
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rados de la especic involucrada y el oxigeno (Awad y col.,1968
y 1969; Lea, 1961 y 1962; Banks y Hardy, 1965).

La extensidn y velocidad de la oxidacién lipidica en carnes
durante el almacenamiento congelado depende de varios factores:
1) clase de lipidos y grado de insaturacidn de los dcidos gra-
sOos componentes del sistema, 2) historia previa a que haya sido
sometido el mGsculo (por ej. preenfriamiento y duracidn del
mismo), 3) tcemperatura de congelacibn, 4) temperatura y tiempo
que 1involucre el almacenamiento congelado, 5) contenido de ox{-
geno presente en el ambiente, 6) presencia de agentes prooxidan

tes v antioxidantes.

4.2. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO CONGELADO PARA DIVERSAS

ESPECIES

En forma andloga al an&lisis efectuado en el capftulo 3 con
relacién a los métodos m&s apropiados para el seguimiento de la
oxidacidn de lipidos en carnes, se aplicaron los métodos de
Matsushita modificado y de Tarladgis a exudados desproteinizados
de pescado congelado almacenado a T = -5°C.

En lo que se refiere a la importancia de la temperatura de
congelacién y las condiciones de almacenamiento, puede senalarse
gue entre 0 y 12°C la oxidacién lipfdica y la hidr6lisis de fos-
folipidos ocurre répidamente, teniendo el m&ximo de velocidad
aproximadamente a -4°C (Awad y col., 1968). Por debajo de los
-18°C la velocidad de este proceso disminuye r&pidamente, incre
ment&ndose la vida Gtil del alimento cuando el almacenamiento

se realiza a temperaturas menores (alrededor de -30°C) (Slavin,
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(1968) . En base a ello, se eligi6 en primer lugar T = -5°C como
temperatura de almacenamiento congelado a fin de lograr una
mayor deteccidn del proceso de deterioro que nos ocupa.

La Figura 17 muestra la comparacién de ambas metodologfas
para salmbébn congelado obteniéndose, al igual que para carne vacu
na refrigerada, valores significativamente m&s altos con el méto
do de Tarladgis gque a través del método de Matsushita modifica-
do, en los primeros tramos del almacenamiento tendiendo a valores
similares hacia el médximo de oxidacién. Esta diferencia, como en
el caso anterior, podrfa deberse a una menor especificidad del
método de Tarladgis, el cual darfa cuenta de un mayor nGmero de
sustancias reactivas al TBA que el método de Matsushita modifi-
cado. En funcién del tiempo, al aumentar la concentracién de
MAL respecto de las otras sustancias, esta inespecificidad inci-
dirfa por consiguiente en menor medida, lo que explica el acerca
miento de los valores en ambos métodos. Luego, cuando comienzan
a predominar las reacciones de consumo de MAL, se visualiza una
situacién similar a la detectada previo al maximo de oxidacibn.

La Figura 18 muestra los valores del nGmero de TBA (mg MAL/
kg de carne) en funcidn del tiempo de almacenamiento congelado
*T = -5°C) para carnes provenientes de pescado, pollo y msculo
semitendinoso bovino, respectivamente, a fin de poder determinar
también la aplicabilidad de la metodologfa adoptada a diversas
especles.

En primer lugar, se ha registrado una tendencia similar a
la observada por otros autores en cuanto al aumento de los valo-

res del nGmero de TBA en funcidén del tiempo de almacenamiento
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zados provenientes de carne de pescado congelado almace
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método de Tarladgis; (e-e) método de Matsushita modifica
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FIGURA 18 - Efecto del tiempo de almacenamiento congelado a T = (-5*1)°C

sobre la oxidacién de lipidos en exudados desproteinizados provenientes

de carnes de diversas especies: (@) pescado; (o) pollo; (e) vacuna.

Cada valor surge del promedio de 4 determinaciones.
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congelado (Awad y col., 1968 y 1969; Pawar y Magar, 1966).

En el caso de carne vacuna se observd que los valores de
TBA no aumentan sensiblemente durante el transcurso de la expe-
riencia de almacenamiento a -5°C. Estos resultados coinciden
con datos de literatura (Awad y col., 1968; Witte y col., 1970)
en los que se 1ndica una escasa rancidez oxidativa para estas
carnes congeladas.

En pechuga de pollo congelada se observé una mayor suscepti
bilidad a la oxidacidn que en el caso de mfisculo hovino, aunque
tampoco fue decmasiado importante. Puede verse ¢ue recién hacia la
octava semana de almacenamiento a -5°C comienzan a elevarse los
valores del nmero de TBA.

En el caso de la carne.de salmdn congelada se registr® una
marcada oxidacidn lipidica; a partir de la tercera semana se
visualizd un importante incremento en los valores del ndmero de
TBA para llegar al méximo alrededor de las 9 semanas de almace-
namiento a -5°C seguido de una disminucién de los valores de TBA.
Esta disminucibédn ha sido observada por otros investigadores en
varios sistemas modelo y reales (Tarladgis y Watts, 1960; Deng
y col., 1977). La misma se explica en base a que las reacciones
gue consumen MAL -principalmente reacciones de condensacibén con
grupos amino libres de protefnas (Funes y col., 1982; Kwon y col.,
1965) - comienzan a ser mds importantes que agquellas gque lo produ
cen (Labuza, 1971b).

Estos resultados reflejan la distinta susceptibilidad de
carnes de diversas especies a los procesos de oxidaci6n lipidi-

ca, lo cual estd determinado principalmente por las diferentes
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composiciones acfdicas de los lipidos en cada especle, entre
Otros factores (concentracidn de mioglobina, a-tocoferol, sus-
tanclias prooxidantes, etc.).

En la Tabla 8 pueden obscrvarse las diferencias en la com-
posicibn acfdica de distintos alimentos resaltando el alto conte
nido de &acido linoleico (18:2) en el salmén, el cual es compara-

ble al cxistente en el aceite de soja.

TABLA B8: Composicidn acidica de distintos alimentos (Porcentajes de acidos

grasos totales)

Carne Salmén Papa Aceite de soja
Miristico (14:0) 3,1 5,4 0,3 0,1
Palmitico (16:0) 29,1 26,2 19,3 10,5
Estéarico (18:0) 18,9 6,3 5,4 3,2
Oleico (18:1) 44,0 2,7 53,0 22,3
Linoleico (18:2) 0,3 52,1 19,7 54,5
Linolénico (18:3) trazas 1,8 1,2 8,3
Araguidico (20:0) trazas 6,5 0,2

Segin datos aportados por Funes, J. (1984)

La Tabla 9 muestra la composicibén en dcidos grasos insatu-
rados de diversos tipos de carnes, observandose que la corres-
pondiente a pescado es una de las que presenta un mayor conteni
do de &cidos grasos poliinsaturados y por lo tanto, es la més
susceptible de sufrir rancidez oxidativa (Lundberg, 1962). Este

hecho se correlaciona con lo observado en la Figura 18. Le siguen
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cn importancia pollo y bovino, respectivamente.

TABLA 9

Acido graso Bovinos® Cerdob Polloc Pescadod
Cl18:1 33,44 12,78 20,25 19,59
Cl18:2 10,52 35,08 14,20 5,88
C18:3 1,66 0,33 0,90 8,07
C20:2 0,69 —-——- --- 0,20
C20:3 2,77 1,31 1,30 0,36
C20:4 8,51 9,51 11,60 3,75
C20:5 0,76 1,31 1,55 7,16
C22:4 0,88 0,98 2,10 0,65
C22:5 0,92 2,30 5,75 2,39
C22:0 -—- 2,30 5,75 2,39

a Datos obtenidos por Igene y col. (1980)
b De Yamauchi y col. (1980)
o) De Moerck y Ball (1974)

d De Mai y Kinsella (1979)

La Tabla 10 proporciona una clasificacibén de los pescados
con respecto a su contenido en lipidos totales y fosfolipidos.

Se observa una amplia variacibn en el contenigo de los mismos

o\

desde 0,5 - 25%.
Ademis, las variaciones en el contenido de lfipidos no s6lo
se deben a razones de especie sino también a factores como sexo,

habitat, alimentacién, &poca del ano, estado biolbgico, edad,
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TABLA 10: Clasificacidn de pescado de acuerdo a su contenido en lipidos

Lipidos totales (%) Fosfolipidos (%L.T.)
Pescado magro 0,5 -1,1 65
(bacalao, merluza)
Pescado semigraso 2,0 - 5,0 25
(lenguado, hipogloso)
Pescado graso 5 - 25 1.0

(arenque, caballa,
atin, salmdn)

L.T.: Lipidos totales

Segun datos aportados por Funes, J.

etc.

el caso de la caballa.

(1984)

La Tabla 11 muestra las variaciones de esa naturaleza en

TABLA 11: Distribucién de lipidos de acuerdo al tipo de misculo, época y

especie en Caballa

S.scombrus S. scombrus S. japondicus
Epoca Misculo Epoca
Diciembre Junio Blanco Oscuro Agosto Enero
Lipidos totales (%) 24,1 9,1 10,2 14,4 10,8 15,5
Fosfolipidos (%) 0,8 0,9 0,5 1,6 1,1 1,0

Segln datos aportados por Funes, J.
Por otra parte, dentro de
nes en el contenido y calidad

bucidén anatdmica en el mismo.

(1984)

un mismo pescado existen variacilo-
de lipidos de acuerdo a la distri-

as{ por ejemplo, en merluza argen-

tina cxiste la siguiente distribucifn:
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Filet de frente externo (sin piel) 27,3 %
Filet de frente interno (sin espinazo) 0,6 %
Parte caudal 7,8 %
Parte post-cefélica 0,7 %

También se producen variaciones en el contenido de lipidos
dc acucrdo al tipo de mGsculo. Asi cn gencral, el mGsculo oscuro
es mds autoxidable que el m@sculo blanco (el msculo oscuro pre-
scnta mayor contenido de lipidos, mayor concentracién de compo-
nentes con el grupo Hemo, menor contenido en agua) .En nuestro
caso, con el objeto de minimizar los problemas gque incorporaria
la variabilidad biolégica en los resultados de la determinaci®bn
de sustancias reactivas al TBA, se trabajd® con la totalidad de
la parte muscular del salmdn eliminando previamente las visceras
v el tejido adiposo. En todas estas operaciones, se mantuvo el
pescado a 0°C a fin de evitar alteraciones por efecto térmico.

El contenido de fosfolipidos es otra caracteristica que es
necesario tener en cuenta para estudiar la susceptibilidad del
pescado a los procesos de autoxidacién. La Tabla 12 muestra el
contenido de lipidos totales y de fosfolfpidos para distintos
pescados. Se observa que el contenido de lfpidos totales varfa
ampliamente, mientras que el correspondiente a fosfolipidos se
mantiene por debajo del 1 %. Es decir que la diferencia esté
dada por el contenido de triglicéridos.

La Tabla 13 indica las composiciones acfdicas correspondien-
tes a las fracciones de fosfolfipidos y triglicéridos de distintos
pescados. Se observa que la fraccién de fosfolipidos presenta un

mayor contcnido de &cidos grasos altamente insaturados (especial-
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TABLA 12: Distribucién de 1ipidos en pescados

Lipidos totales Fosfolipidos Fosfolipidos/lipidos

(%) (%) totales (%)
BACALAO (misculo blanco) 0,59 0,52 88
MERLUZA (misculo) 1,55 0,46 30
TRUCHA (miisculo) 5,30 0,63 12
SARDINA (entera) 5,00 0,91 18

Segin datos aportados por Funes, J. (1984)

mente el contenido en 22:6). Esta caracter{stica explica el he-
cho que la fraccidén de fosfolipidos sea altamente autoxidable
como lo han demostrado estudios recientes. Pearson y col. (1977);
Igene y col. (1980) han observado que en la oxidacidn de lipidos
én carnes bovinas, la fraccidén de fosfolipidos es la m&s suscep-
tible a la misma. Debemos recordar que los fosfolipidos son cons
tituyentes importantes de las membranas celulares, de allf que
la oxidacién de los mismos tenga consecuencias importantes en

la estructura del pescado y por ende en la calidad funcional,
textural y organoléptica del mismo.

Ademé&s de todas estas diferencias debido al contenido y
calidad de los lipidos, existen otros factores diffciles de deter
minar con precisibn de forma tal que distintos sistemas presentan
distintas facilidades a oxidarse. Asi{ por ejemplo Nair y col.
(1976); Ke y col. (1977), observaron que en sardina y caballa
respectivamente, los lipidos de la cola son mds oxidables que los
corrcspondientes a msculo. Esta diferencia no se explica en base

a la composicidén de los lipidos pues ambas fracciones presentan
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composiciones acfdicas similares sino que los autores lo atri-

buyen a interacciones entre proteinas y lipidos que pueden afec

tar la cinética de los procesos oxidativos.

TABLA 13: Distribucién de &cidos grasos en pescados

SABALO ANCHOITA BACALAO

PL{%)  TG(%) P (%) TG (%) PT.(%)  TGC(%)
Saturados 35,6 37,8 35,4 38,4 22,0 21,2
Monoenoicos 22,8 28,2 26,6 25,2 20,8 57,9
Dienoicos 1,5 1,7 3,2 3,3 0,9 0,9
Trienolicos 0,7 2,3 0,9 0,9 0,3 0,2
Polienoicos 34,2 23,2 24,8 22,8 56,0 16,8
(22:6) (23,2) (8,3) (15,0) (9,2) (35,8)  (7,4)

PL: Fosfolipidos
TG: Triglicéridos

Segin datos aportados por Funes, J. (1984)

Es conveniente remarcar que la congelacibén como método de
preservacidn involucra una combinacién de al menos dos efectos:
1) deshidratacidn interna del tejido y 2) descenso de la tempe-
ratura. El primero estd dado tanto por la formacibn de cristales
de hiclo como por el aumento de la concentracién salina en la
porcibébn de agua no congelada (Fennema y col., 1973), provocando
una disminucidén de la actividad acuosa (aw). Ambos efectos suma-
dos al de la baja temperatura, permiten controlar satisfactoria-

mente el crecimiento bacteriano sin necesidad de recurrir al
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agregado de preservadores quimicos -como ocurre en el caso de
la refrigeracién- (Zamora Yy Zaritzky, 1987) permitiendo conser-
var la carne desde el punto de vista higiénico y nutricional
durante perfodos mds prolongados.

No obstante y de acuerdo a lo expresado anteriormente, la
congelacibén de la carne y su posterior almacenamiento congelado
pueden causar cambios indeseables en sus caracterfsticas senso-
riales como: desarrollo de rancidez, cambios en la textura, pér-
dida de la capacidad de retencién de agua.

En lo quc se reficre a la actividad acuosa (aw),es importan-
te destacar que es uno de los principales factores que gobierna
la velocidad de oxidacién de lipidos en alimentos (Karel, 1979).
En la Figura 19 se ejemplifica la relacibn entre ambas (Labuza,
1971a). Se observa que tanto a muy bajos niveles de actividad
acuosa como a partir de valores aw = 0,6,1la velocidad de enran-
clamiento presenta un mé&ximo y alrededor de valores de a, =
(0,3 = 0,4) un minimo. Esto se debe a lo siguiente:

- aa, bajos el agua act@la como antioxidante debido a que: 1)
decrece la actividad catalitica de los metales (prooxidantes)
debido a su hidratacidn; 2) se favorece la recombinacibén de radi-
cales libres y 3) al formar uniones por puente hidr&geno con los
hidroper6xidos también modifica el mecanismo de descomposicibn

de los mismos, disminuyendo en Gltima instancia la velocidad de
formacidn de radicales libres (Karel, 1979; Fennema, 1976). 4)

Se incrementan las reacciones de browning no enzimltico (produ-
ciéndose sustancias de cardcter antioxidante).

- a altos valores de a la autoxidacibn se acelera por: un aumen-
%
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FIGURA 19 - Velocidad de reaccidn (oxidacién de lipidos)

en funcidn de la actividad acuosa (aw) (Labuza, 1971a).
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to cen la movilizacidén de los reactantes hacia los lugares de
oxidacidn o bien porque se inducen cambios en macromoléculas
tales como protefnas de forma que sitios catalfticos adiciona-
les se ponen en juego (Chou y col., 1973; Heidelbaugh vy Karel,
1970; Fenncma, 1976).

Adem&s, los niveles de actividad acuosa afectan en forma
importante el entrecruzamiento de protefnas, la inactivacidn
enzimdtica, la escisibdn de protcinas, la produccibn de radica-
les proteicos y la destruccidn de amino&cidos (Frankel, 1983).

En sintesis, el proceso de congelacién tiene sobre la auto-
xldacibn las siguilentes consecuencias: 1) Disminucién de las
constantes de velocidad k como consecuencia de la disminucién
dec la temperatura, 2) concentracidn de los rcactantes con el
consiguiente aumento de las velocidades de reaccidn debido a la
remocidn del agua libre y 3) aumento de la velocidad de reaccibn
por disminucidn de la actividad acuosa del sistema a niveles
intermedios.

Por ejemplo en nuestro caso, el pescado congelado entraria
en la categoria de alimentos de humedad intermedia.

Debido a todo lo expuesto, reviste gran importancia el estu-
dio del mayor ntmero de variables que afectan este proceso de
deterioro a fin de restringirlo y posibilitar la fundamentacifn
cientfifica de las diversas técnicas que integran el procesamien-
to moderno de alimentos en tal sentido.

Otro de los problcmas relacionado con el congelado es el
llamado "rusting",que se manifiesta con un pardeo en la superfi-

cie de especies marinas grasas. Se suele explicar como consecuen-



-115-

cla de un pardeamiento no enzimdtico o sea reacciones de conden-
sacidn entre compuestos carbonflicos Y grupos amino. Las aminas
s¢ producirian por accién bacteriana y los compuestos carbonfli-
COs a partir de la oxidacién de 1lipidos (Cheftel v Cheftel,

1976) .

4.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO CONGELADO

Ademds de las experiencias llevadas a cabo a T = -5°C, se
registré la evolucibén de la oxidacién de 1l{pidos en pescado con-
gelado en funcibn del tiempo de almacenamiento a T = -20t1°C,
siendo é&ste un valor usualmente empleado para la conservacidn
de productos c&rneos (Calvelo, A., 1981). En la Figura 20 se
observan los valores del nfimero de TBA vs. tiempo de almacena-
miento (semanas) para pescado congelado correspondiente a 1las
experiencias de almacenamiento desarrolladas a -5°C y -20°C,
respectivamente. De la misma surge claramente la importancia de
las condiciones de almacenamiento, principalmente la temperatu-
ra, para un sustrato tan susceptible de presentar este tipo de
deterioro. Asf, a -5°C puede seguirse la cl&sica curva de oxida
ci16n con un maximo alrededor de las 9 semanas de almacenamiento
mientras que a -20°C, luego de 18 semanas, s6lo se registr6 un
pequeno aumento en los niveles de oxidacidn originales. Este
efecto ha sido observado también por otros autores (Ke y col.,
1977). Cabe consignar que las experiencias de almacenamiento a
T = -5°C alcanzaron una duracibén de alrededor de 4 meses,ya que

a partir de ese perfodo las ruestran presentaron importantes

alteraciones organolépticas.
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Complementando esta informacién y a fines de comparacibn,
pudo observarse que para misculo semitendinoso bovino el nmero
de TBA luego de 4 meses de almacenamiento a T = -5°C es equiva-
lente al registrado al cabo de 10 dfas a T = 4°C (Figs. 18 y
11), reafirmando nuevamente la importancia de la temperatura

sobre los procesos de oxidacidn.

4.4. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE CONGELACION
SOBRE LA OXIDACION DE LIPIDOS. EFECTO DEL TIEMPO DE

ALMACENAMIENTO

Este estudio se inici6 sobre muestras de pescado (salmén de
mar), las que fueron congeladas a distintas velocidades: ré&pida
y lenta. La velocidad de congelacidn queda determinada por la
rapidez con que desciende la temperatura en el mfisculo congelado,
en tanto que la cantidad de agua tisular congelada depende de la
temperatura alcanzada en la congelacibn.

Ahora bien, se eligid salmébn de mar como especie de estudio
debido a su mayor susceptibilidad a la oxidacibén lipidica, de
manera tal gque la deteccidn de posibles diferencias pudieran ser
evidenciadas mas f&cilmente.

De acuerdo con lo expresado en la Seccibn 2.3.2., se adoptd
como medida de la velocidad de congelacibn el tiempo caracteris-
tico de congelacidn tC (Bevilacqua y col., 1979; Anén y Calvelo,
1980), es decir el tiempo que tarda la muestra en pasar desde
-1,1°C (temperatura a la que se inicia la congelacibén del agua
del tejido muscular) a =-7°C (temperaﬁura a la que se ha congela-

do el 80% del agua tisular (Riedel, 1957; Mascheroni, 1977).
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A temperaturas mds bajas continda la formacién de hielo a
partir del agua disponible que esti presente en el tejido. No
obstante, hay un porcentaje de agua unida fuertemente a protei-
nas que no congela aGn cuando se alcancen temperaturas del orden
de -70°C. Esta porcibén de agua denominada agua ligada representa
aproximadamente el 10% del agua total (Fennema y col., 1973).

En mGsculo semitendinoso bovino se han observado tC < 5 minu
tos para velocidades de congelacibén ré&pidas; tC = 20-25 minutos
en el caso de velocidades intermedias vy tC > 60 minutos para
velocidades lentas de congelacidn.

La morfologia adoptada por el hielo en el tejido, el tamano
de los cristales formados y su distribucibn en el espacio intra
0 extracelular dependen de la velocidad de congelacidn, adqui-
riendo particular relevancia sobre una serie de cambios de atri-
butos sensoriales que pueden sufrir las carnes congeladas.

Estudios histolbgicos realizados en msculo semitendinoso
bovino, indicaron que altas velocidades de congelacib6n inducen
la formacibén de un gran nlmero de pequenos cristales de hielo
intracelulares. Al aumentar el tc’ es decir al ir disminuyendo
la velocidad de congelacién, en la etapa de velocidades interme
dias se produce la disminucidn del nGmero de cristales como con
secuencia del aumento de su tamano llegando a la cantidad de uno
o dos cristales por fibra. Por Gltimo, en el caso de trabajar
con una velocidad lenta de congelacibn, los estudios evidencian
que la cristalizaci6én de hielo es exclusivamente extracelular

provocando cste fenbmeno la deshidratacién y deformacién de las

fibras (Bevilacqua y Zaritzky, 1980; Jul, 1984) .
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Resultados anflogos han sido informados por otros autores

congelando mGsculo de pescado (bacalao) a distintas velocidades

(Love, 1966).

En virtud de datos de litecratura (Considine y Considine,
1982) sobre el contenido de agua correspondiente a salmbénidos
(77%), el cual no difiere sustancialmente del correspondiente
al mGsculo semitendinoso bovino (75%), sc asimilé el comporta-
miento del msculo de pescado al de este Gltimo, en lo que se
refiere a tiempos caracterfsticos de congelacién.

En base a lo senalado anteriormente, muestras de pescado
congeladas a distintas velocidades fueron descongeladas a t = 0,
obteniéndose los respectivos exudados desproteinizados de acuer
do con las técnicas descriptas. Sobre dichos exudados se practi-
c6 la determinacién de sustancias %cactivas al TBA a través del
método de Matsushita modificado.

Los resultados obtenidos del andlisis estadistico practicado
sobre un nimero total de datos (aproximadamente 150), no arroja-
ron diferencias significativas (P < 0.05) entre los nGmeros TBA
correspondientes a muestras provenientes de congelacién répida
o lenta.

Estas experiencilias se complementaron con otras que a su vez
involucraron el almacenamiento a T = -5°C de muestras de pescado
congeladas también a distintas velocidades: lenta y répida, res-
pectivamente.

Sobre estas muestras se obtuvieron por separado los exudados
desproteinizados y los destilados. Seguidamepte, se determinaron

los nfimeros de TBA en funci6n del tiempo de almacenamiento por
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las técnicas de Matsushita modificada y de Tarladgis, respecti-

vamente.

Los resultados obtenidos permitieron la deteccidédn de dife-

rencias significativas entre los nlGmeros

de TBA en funcidn del

tiempo de almacenamiento, pero no acusaron diferencias significa

tivas (P < 0,05) entre los nGmeros de TBA promedio correspon-

dientes a muestras provenientes de congelacibébn rdpida o congela-

cidn lenta (Tabla 14).

TABLA 14: Nimeros de TBA correspondientes a destilados de misculo de pescado

congelado (T° de almac. = -5°C)
Tiempo de n° TBA Sl n° TBA S1
almacenamiento (ds.) Cong.Rapida Cong.Lenta
0 0,38 0,03 0,24 0,03
5 0,38 0,05 0,39 0,10
11 0,66 0,20 0,47 0,07
19 0,84 0,10 0,61 0,03
29 1,07 0,30 0,84 0,07
32 1,38 0,18 0,96 0,30
39 0,89 0,06 1,02 0,20
47 1,00 0.28 0,82 0,07

- n°TBA = mg MAL/kg carne - Ensayo de TBA efectuado saegin la técnica de

Tarladgis

- cada valor surge del promedio de cuatro (4) determinaciones

A ) - -

1 § = — Desviacidn estandar
—
V1

Estos resultados podrfan estar relacionados CO

n el hecho que
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durante el almacenamiento congelado el hielo formado se ve afec
tado por el fenbmeno conocido como recristalizacibn (Love, 1966).
Asf, sce¢ produce el crecimiento de grandes cristales a expensas
de los m&s pequenos en un sistema policristalino, lo que conduce
a la reduccibn en cl nGmero de cristales y al incremento del ta-
mano medio cristalino sin modificaciones en la masa total de
agua congelada (Brook, 1976; Bevilacqua y Zaritzky, 1982).

Dicho fenbmeno a su vez es dependiente de la temperatura de
almacenamiento congelado, por lo que por ejemplo a T = -5°C se
registra con mayor rapidez que a temveraturas inferiores. Asf{
para la temperatura ensayada (-5°C), el efecto de la velocidad
de congelacibén es préicticamente indistinguible hacia los 30 dfas
de almacenamiento congelado (Martino, 1987). De esta manera, en
funcidn del tiempo y temperatura de almacenamiento congelado
empleadas y considerando el fenémeno de recristalizacién una
congelacidn r&pida podria comportarse en forma précticamente
equivalente a una congelacidén realizada con velocidad lenta por
lo que, las posibles diferencias existentes en él momento inicial
(t=0) podrian resultar enmascaradas a lo largo del almacenamiento.

No obstante, de acuerdo a lo informado precedentemente tampo
co se han detectado diferencias en los niveles de oxidaciébn lipi-
dica a t = 0, es decir sin proceaer al almacenamiento, en el caso
de muestras congeladas con distintos tiempos caracteristicos de
congelacién.

Paralelamente a la labor comentada, se realizaron experiencias

en torno al tema con otra especie, mfisculo de pollo (pechuga).
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Las muestras recspectivas fueron tambidn congeladas a dos veloci-
dades de congelacién: rdpida y lenta y luego almacenadas en un
congelador a T = -5'1°C. Posteriormente, se prosiguid evaluando
la oxidacién de 1ipidos sobre exudados desprotecinizados vy destil
lados a través de las técnicas descriptas anteriormente.

Los resultados obtenidos presentaron tendencias similares
a los registrados para miilsculo de pescado almacenado a la misma
temperatura, es decir se evidenciaron difercncias significativas
a nivel P < 0,05 en funcidn del tiempo de almacenamiento pero no
entre los nGmeros de TBA promedio correspondientes a muestras
provenientes de congelacidn réapida y lenta, tanto para los exuda-
dos como para los destilados (Fig. 21 y Tabla 15, respectiva-

mente) .

TARLA 15: Nimeros de TBA correspondientes a destilados de misculo de pollo

(pechuga) congelado (T° de almac. = -5°C)
1 ] 1
Tiempo de n® TBA S n°® TBA S
almacenamiento (ds.) Cong.Rapida Cong.lLenta
0 0,25 0,06 0,16 0,03
11 0, 20 0,01 0,41 0,06
21 0,44 0,12 0,45 c,12
38 0,44 0,13 0,46 0,20
52 1,03 0,07 0,35 0,07
62 1,27 0,34 0,75 0,06
74 0,73 0,11 0,78 0,07
83 0,83 0,08 0,69 0,10
- DUTBA = wg MAL/Kg carne - Lnsayo de TBA efcectuado segln la téenica de

Tarladgis
- Coda o valor surge del promedio de o cuatro (4) determinaciones

A . . -
15 = - Desviacidn estandar

/i
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CARNE OF POLLO CONGELADA
e velocidad de congelacion rdpida
© o velocidad de congelacion lenta
e
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FIGURA 21 - Bvolucidn de la oxidacidén lipildica correspondiente a exudados
provenientes de carne de pollo congelada a distintas velocidades: (e) ve-

locidad de congelacidén ripida; (o) velocidad de congelacidn lenta. Cada
valor surge del promedio de 6 determinaclones. Se indica con barras verti
cales la variacidn o amplitud de los valores obtenidos para el nimero de

TBA para un mismo periodo de almacenamiento.
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En el caso de destilados de muestras de pollo, a pesar de
registrarse rancidez oxidativa en funcidn del tiempo de almace-
namiento, el nivel alcanzado por esta especie fue inferior al
registrado para destilados de pescado congelado. Este hecho esté4
relacionado con la menor susceptibilidad a la oxidacién lipfdica
por parte del pollo como consecucncia de las diferencias en la
composicidén acfdica entre las especies, segfin se ha discutido
prcviamente.

Es 1nteresante senalar que si bien -en el caso de las espe-
cies estudiadas- la velocidad de congelacibn no tendrfa influen-
cla sobre un mayor desarrollo de la oxidacién de lipidos, en base
a estudios histolbgicos y de desnaturalizacién proteica (Love,
1966; Wagner, 1986; Wagner y Afién, 1985; 1986 a vy b ; Shenouda,
1980) serfia més aconsejable congelar carnes con velocidades ré&-
pidas de congelacién a fin de lograr su preservacién resguardan-

do ademé&s, parémetros tecnolbgicos de importancia.

4.5. CONSERVACION DE TOCINO (SIN SALAR) CONGELADO ENVASADO EN

PELICULAS PLASTICAS FLEXIBLES

En virtud de los resultados obtenidos con respecto al desa-
rrollo de rancidez oxidativa durante el almacenamiento congelado
en carne vacuna, pescado y pollo, se prosiguieron los cstudios
utilizando un sustrato de alto tenor graso (tocino) a fin de
magnificar la probabilidad del deterioro e implementar un método
combinado de preservacibn (T° congelacién - envasado) que per-
mita inhibir o minimizar la ocurrencia del mismo.

El tocino esti constitufdo por tejido graso de espesor varia-
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ble localizado debajo de 1la piel del cerdo. Presenta una capa
superficial, otra profunda Yy una tercera intermedia. Las capas
mds externas son las mAs ricas on dcidos grasos insaturados Yy
las que dan una sensacién de mayor dureza debido a un mayor
contenido de tejido conectivo en los mismos.

El tejido graso contiene ademis agua, cenizas, protefnas vy
pagquenas cantidades de otros componentes del tejido muscular,
siendo la porcidn acuosa -asociada al tejido conectivo- general-
mente muy escasa.

La composicidn media correspondicnte al tejido graso de cerde
propuesta por algunos investigadores (Grau, 1965) da cuenta de alre
dedor 90,3% de grasa para el tocino dorso-cervical, 92,5% en el

tocino dorso-lumbar y 93,8% en el caso de la manteca peritoneal.

En funcidén de las caracteristicas sefialadas, es altamente
probable que durante el almacenamiento del tejido adiposo conge-
lado se produzcan una serie de reacciones de deterioro -en forma
relevante oxidacidn de lipidos- cuya consccuencia sc traduzca en
la disminucién del periodo de vida Gtil del producto.

Los objetivos de cste trabajo se orientaron al estudio de
las modificaciones producidas cn muestras de tocino dorsal sin
salar, envasado en peliculas pbl&sticas de distinta permecabilidad
al oxfgeno, durante el almacenamliento congelado a T = -10 v -20°C,
respectivamente.

Asf, a través de mediciones del indice cde verdxido (PV), nGme
ro de TBA, fndice de acidez, coloraciédn superficial v crecimiento
microbiano, pudieron establecerse las condiciones de almacenamiento

congelado que permiten prolongar la estabilidad del alimento en

cuestidn.
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En la Figura 22 se observa la evolucibn del fndice de per&6-
xido (PV) vs.el tiempo de almacenamiento para muestras envasadas
en polietileno y en EVA/SARAN/EVA a las distintas temperaturas
de almacenamiento empleadas. Fn ¢l caso de la pelicuia de alta
pcrmeabilidad al oxfigeno, los valores de PV alcanzaron niveles
de 2 meq de iodo/kg grasa a los 40 dias de almacenamiento a T =
-20°C; valores de 5 meqg de iodo/kg grasa sc supcraron a partir
de los 120 dias, alcanzindose niveles mayores de 10 meq de iodo/
kg grasa a partir de los 170 dfas a -20°C.

En cambio, en EVA/SARAN/EVA, las muestras mantenidas tanto
a -10°C como a -20°C mostraron valores bajos de PV, los cuales
no alcanzaron a superar nivcles dec 2 meqg de iodo/kg grasa duran-
te 170 dias dce almacenamiento.

En lo que se refiere al nimero de TBA en funcién del tiempo
de almacenamiento, se observaron diferencias significativas
(P < 0.05) entre las muestras envasadas en polietileno y al vacio
en EVA/SARAN/EVA (Fig. 23).

La curva correspondiente a envasado sin exclusidn de oxigeno
presenta un mdximo a tiempos de almacenamiento relativamente
cortos (30 dfas), lo que indica la ocurrencia de procesos auto-
xidativos desde précticamente los primeros tramos del almacena-
miento congelado en las muestras envasadas en polietileno. Se
observa que la concentracién de sustancias reactivas al TBA
crece en el primer perfodo y iuego disminuye en funcién del pre-
dominio de reacciones gque consumnen MAL,

Paralelamente, las muestras envasadas al vacfo mantienen va-

lores bajos de TBA a lo largo de todo el tiempo de almacenamiento,
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® EVA/SARAN/EVA (-10°C)
o EVA/SARAN/EVA (-20°C)
(-20°C)

® Polietileno

O
[

o
]

! 1
100 150 200
tiempo de almacenamiento (dfas)

FIGURA 22 - Evolucidn del indice de perdxido (meq de iodo/kg grasa)
durante el almacenamiento congelado de tocino dorsal sin salar enva
sado en: (e) EVA/SARAN/EVA (T = -10°C); (o) EVA/SARAN/EVA (T = -20°0C);

(m) polietileno (T = -20°C).
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0 EVA/SARAN/EVA (-20°C)
s Poljetileno (-20°C)

| |

0 50 100 150 200

tiempo de almacenamiento (dias)

FIGURA 23 - Aplicacidn del ensayo del &acido 2-tiobarbitlrico
(TBA) para el seguimiento de la oxidacidn lipidica durante el

almacenamiento congelado de tocino dorsal sin salar envasado

(T = -10°C); (o) EVA/SARAN/EVA (T = -20°C);

en: (e) EVA/SARAN/LVA

(m) polictileno (T = -20°C). (n°® TBA = mg MAL/kg de carnc).
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correlaciondndose los resultados obtenidos con 1los correspondien
tes a la determinacién del fndice de perédxido.

Con respecto a las mediciones del fndice de acidez, no se
observaron diferencias significativas (P < 0,05) en la produccién
de acidos grasos libres por hidrélisis (accién enzim&tica de
lipasas) entre las muestras congeladas envasadas en polietileno
y al vacio en EVA/SARAN/EVA (Fig. 24). Los valores de dicho fndi
ce -en ambos casos- se mantuvicron vor debajo de 2 ma KOIl/g grasa
durante un periodo de 100 dfas de almacenamiento a -20°C,

La evaluacidn de las muestras de tocino (sin salar) -envasado
con distintas peliculas-,se complementé con medidas de coloracién
superficial y recuentos microbianos a lo largo del almacenamiento
congelado a las distintas temperaturas de trabajo.

No se registraron diferencias de coloracién significativas
(P < 0,05) durante el almacenamiento congelado de las muestras
de tocino (sin salar) envasado en las distintas peliculas.

Las Figuras 25 a, b, y ¢ muestran que los recuentos de micro
organismos aerobios finales coinciden pr&cticamente con los ini-
ciales, no produciéndose en ning@n caso un desarrollo significa-
tivo de la flora microbiana ni registr&ndose modificaciones por
efecto de la permeabilidad de las peliculas.

Los datos de coloracibn superficial y de recuentos microbia-
nos fueron aportados por las Dras. M, Zamora v N.E. Zaritzky del
Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologfa de Alimen-
tos (CIDCA).

Estos resultados, en concordancia can los informados por

otros autores (Slavin, 1963; Morris y Dawson, 1979; Karel, 1975),
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N
I

o EVA/SARAN/EVA (-20°C)

e Polietileno (-20°C)

| | |

50 100 150
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FIGURA 24 - Evolucidn del indice de acidez (mg KOH/g grasa)
durante el almacenamliento a -20°C de tocino dorsal sin sa-

lar envasado en: (o) EVA/SARAN/EVA; (@) polietileno.
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mostraron claramente los efectos positivos de la exclusibn de
oxfgeno y la utilidad del envasado al vacio -empleando para
@llo velfculas de baja permeabilidad al oxfgeno- los que, combi-
nados con las condiciones de almacenamiento (T = ~-10 y -20°C,

respectivamente), permitieron minimizar o inhibir el desarrollo

de rancidez oxidativa en los tejidos grasos empleados.



CAPITULO 5

OXIDACION LIPIDICA EN CARNES:

INTERACCION LIPIDOS AUTOXIDADOS-PROTEINAS
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5.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Dado que el proceso de rancidez oxidativa en carnes no s&lo
afecta a la fraccidn lipfdica sino que extiende su influencia
a otros constituyentes del alimento (protefnas, vitaminas, etc.),
en cuanto a sus implicancias biolb&gicas, la formacién de comple-
jos lipidos oxidados-proteinas sugiere -para algunos autores-
la posibilidad que comvlejos similares puedan formarse bajo ciexr
tas condiciones in vivo y también en tejidos de alimentos. Uno
de los deterioros mas frecuentemente observados vor efecto de la
peroxidacidn, se manifiesta en un aumento de la permeabilidad de
las membranas celulares, eritrocitos y organelas (Karel, 1°977).

En diversos estudios realizados en sistemas modelo se han
obtenido evidencias de danos en la fraccién proteica. Por ejem-
plo, enzimas con grupos sulfhidrilos son inactivadas; en tanto
que otras proteinas se desnaturalizan, escinden, sufren polimeri
zacidén o formacibébn de complejos con productos provenientes de
la oxidacidn (Matsushita, 1975; Zirlin y Karel, 1969; Kanner y
Karel, 1976). Ademds, algunos amino&cidos sufren alteraciones
pudiendo incluso ser destruidos, particularmente cistina, lisina,
histidina, valina, fenilalanina y metionina, con la consiguiente
pérdida de su valor bioldgico (Karel, 1977).

Generalmente, segln se ha descripto previamente (Secc. 1.7.2.
las interacciones entre lipidos autoxidados y protefinas pueden
dividirse en dos categorfas: 1) reacciones de protefinas con vro-
ductos secundarios de la oxidacibdbn lipfdica (aldehidos, cetonas,
ep6xidos, oximas y compuestos carbonilicos a,B-insaturados), lo

cual lleva a la formacién de complejos con o sin ocurrencia de
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entrecruzamiento y 2) reacciones de protefnas con intermediarios
de la oxidacidn lipidica (radicales libres e hidroper6xidos) dan-
do como resultado radicales libres de naturaleza proteica, los
que pueden sufrir reacciones de polimerizacidn y fragmentacidn
a posteriori.

Con respecto a las reacciones del primer tipo, se han rea-
lizado cstudios cspecialmente con malonaldchido. €hio y Tappel
(1969b) han propuesto un mecanismo gue lleva a la formacidn de

N,N'-l-amino-3-iminopropeno disustituido.

O=CH-CH=CHOK + RNH2 -+ 0=CH-CH=CHNHR + H2O

malonaldehido Erniamina

O=CH-CH=CHNHR + RNH2 > RN=CH-CH=CH-NHR + H20
Esta reaccién es la responsable de la formacibn de pigmentos
fluorescentes y del entrecruzamiento de protefnas (Chio y Tappel,
1969a; Dillard v Tappel, 1971). El entrecruzamiento puede ocurrir

de acuerdo a lo ejemplificado en la reaccidn:

O=CH-CH=CHOH + 2(proteina—NH2) ~ protefina-NH-CH=CH-CH=N-proteina

Braddock y Dugan (1973) observaron un aumento de los niveles
de oxidacién a través del ensayo de TBA, fluorescencia y pérdida
de aminoacidos (Hys, Lys, Met) al hacer reaccionar miosina con
productos de oxidacién de linoleato de metilo.

Otros sistemas en los cuales fueron observados compuestos

fluorescentes como resultado de interacciones lipidos peroxidados-
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protefnas, est&n constituidos por sistemas modelo (Lipidos-
Enzimas) (Leake Yy Karel, 1985).

En lo que se refiere a las reacciones entre las protefnas
e intermediarios inestables de la oxidacidn lipfdica (radicales
libres, hidroperbxidos), las mismas han adquirido gran importan-
cia debido al dano que producen sobre la fraccién proteica, sien
do el efecto similar al causado por el de las radiaciones ioni-
zantes (Karel y col., 1975).

El mecanismo de polimerizacidn de proteinas expuestas a 11-
pidos peroxidados propuesto (Karel y col., 1975; Matsushita,
1975) sin la incorporacién'de fragmentos de origen lipfdico pue-—

de verse en la reaccidn:

LOOR + PH ~ [PH...LOOH] - P- + LOO- + H2O

nP- - (P)n

donde:
PH = proteina
L = lipido.

La polimerizacidn de proteinas, causada como consecuencia
de este tipo de reacciones, ha sido registrada en una variedad
de sistemas constitufidos por tejidos animale§ vy vegetales, mani-
festdndose el deterioro por ejemplo a través de la pérdida de
solubilidad.

Esta pérdida de solubilidad puede originarse por: a) forma-
cidn de complejos lipido-protefina, b) agregacibn proteica inicia-
da por reacciones de radicales libres con lipidos o c) reaccio-

nes con productos de descomposicibn de lipidos (Scaich y Karel,
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1975; Karel, 1977).

Estudios realizados por Jarenbick y Liljemark (1975) en
msculo de pescado (bacalao), dan cuenta de la pérdida de solubi
lidad cn complejos lipido-protcina debido a la oxidacidn lipidi-
ca.

Kanner v Karel (1976); Funes y col. (1980 y 1982): Funes y
Karel (1981), estudiaron distintos aspectos y condiciones de la
reaccidn entre lisozima y productos de autoxidacién de linoleato
de metilo peroxidado a 37°C en un sistema modelo liofilizado. Se
estudiaron cambios en la solubilidad, fluorescencia, actividad
enzimidtica y perfil electroforético de la fraccién proteica,
los cuales se compararon con los cambios en lisozima irradiada
con rayos Yy en ausencia de linoleato de metilo. Los resultados
obtenidos revelaron un marcado entrecruzamiento de lisozima,
especlialmente a altos niveles de actividad acuosa. La polimeri-
zacidn en este caso,parece ser un proceso gradual que procede

desde el monbmero al dimero y luego hacia polimeros mayores.

5.2. EFECTO DE LA OXIDACION LIPIDICA SOBRE LAS PROTEINAS

MIOFIBRILARES DE MUSCULO BOVINO

Puesto que en la carne coexisten lipidos y proteinas y con-
sidecrando que -de acuerdo a lo expresado en capftulos anteriores-
durante su almacenamiento ocurre oxidacién lipfdica, nuestro obje
tivo fue evaluar los danos registrados en la fraccibn proteica
mediante la realizacién de un test acelerado.

Asi, hemos trabajado con proteinas miofibrilares de mGsculo

de carne vacuna las que representan el 50% del total de protei-
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nas de la carne, poniéndolas cen contacto con lipidos de la mis-

ma cspeciec (1:1) -peroxidados o no- a una temperatura T = (25%2)°C
durante un lapso determinado, condiciones necesarias para favore-
cer el desarrollo del proceso de autoxidacidn. De esta manera,

sc logrd una aproximacidn a un sistema mas real pero menos comple
jo gque cl mGsculo bovino comno tal.

En base a lo expuesto, se peroxidaron lipidos de mGsculo de
carnce vacuna. Para cllo, sc incubaron dichos compuestos en un
bano de agua con agitacidn a 30'2°C, seglGn se ha detallado en la
Seccidén 2.12. A fin de constatar la ocurrcncia de 1a oxidacidn
de 19pidos, se determind el nlmero de TBA en funcidn del tiempo

de incubacidn, lo gque se observa en la Tabla 16.

TABLA 16: Peroxidacidn de lipidos de misculo semitendinoso bovino

)

tiempo de nimero TBA nimero TBA
incubacion (hs.) (control) sistema con lipidos
0 -—- 206,4
21 - 239,0
43 - 265,0
48 ——= 292,06

— pamero TBA = mg MAL/Kg lipidos. Ensayo de TBA segin la técnica
de Matsushita modificada

- cada valor surge del promedio de dos determinaciones

Al registrarse un incremento en cl nivel de oxidacldn res-

pecto de su valor inicial al cabo de 48 hs., se prepararon los

(M+L)N v (M+Per), tal

distintos sistemas: (M4), (M25), (M+L) , ,

como se ha indicado en la Secc1ibn 2.16.
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Los sistcmas (M4) Y (M25) represcntaron sistemas control
constitufdos por miofibrillas almacenadas a 4°C y 25°C, respec-
tivamente; el sistema (M+Per), se formulé incorporando proteinas
miofibrilares y productos provenientes de la peroxidacibn lipi-
dica y los sistemas designados como (M+L),se conformaron a través
de miofibrillas y lipidos que no habfan sufrido oxidacién previa.

Posteriormente, se desarroll6 la etapa de incubacidn de los
sistemas en atmdsfera de aire o nitrdgeno, efectuindose ademds,
las respectivas tomas de muestra, segin lo sefalado en la Seccién
2.16.

Durante el transcurso de las experiencias realizadas, se
siguid la evolucibén de la oxidacién lipfdica mediante la deter-
minacién del nGmero de TBA en funcibén del tiempo de incubacién
sobre los sistemas (M+L), (M+L)Nq y (M+Per), lo cual puede obser
varse en la Tabla 17. En la mism;,podemos notar un aumento sustan
cial del ntGmero de TBA en funcidn del tiempo de incubacién en los
sistemas que contienen miofibrillas y lipidos no oxidados previa-
mente. El mismo se registra en las primeras 10 hs. de incubacién,
disminuyendo luego a un nivel cercano al triple de su valor ini-
cial.

Similar ecvolucibn se observa cen el sistema constitufdo por
miofibrillas y lfpidos incubados en atmbfsfera de nitrbfgeno. Este
hecho sugerirfa, en forma preliminar, una leve incidencia de
dicha atmé6sfera en lo que se refiere a minimizar el desarrollo
de la autoxidacibn para las condiciones de tratamiento empleadas,

debido probablemente ademds a una incompleta eliminacibn del

oxigeno.
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TABLA 17: Evolucién del nimero TBA en funcién del tiempo de incubacién a

T = (25!2)°C para distintos sistemas.
nimero TBA nimero TBA nimero TBA
t (hs.) (M+1.) (M+L)N {(M+Per)
0 58,4 113,6 186,6
5 215,1 513,4 210,9
10 320,0 443,9 205,8
15 282,2 393,3 217,7
23 198,9 364,1 169,7
28 167,9 357,9 1681,8

- nimero TBA = mg MAL/Kg lipidos. Ensayo de TBA segin la técnica
de Matsushita modificada

- Cada valor surge del promedio de dos determinaciocnes

Para el sistema (M+Per), observamos un nivel de oxidacién
inicial superior al detectado en los demds sistemas, lo cual es
ldgico dado que la formulacidn de dicho sistema involucra la
presencia de lipidos peroxidados. A continuacién, se registrd
un ligero aumento del nivel de oxidacidn, el cual se mantiene
aproximadamente constante hasta la finalizacidén de la experien-
cia.

E1l hecho de gue el sistema (M+Per) no registra un incremen-
to de la oxidacidbn lipfdica tan acentuado como los otros sistemas,
estd relacionado con los diferentes niveles de oxidaci6n inicia-
les y con la capacidad intrinseca del mismo de proseguir oxid&n-
dosc. Por lo tanto, c¢s probable que cn el caso de la cxperiencia

descripta nos encontremos en la zona correspondiente al mé&ximo
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de oxidacibén para este sistema.

A continuacibn, las miofibrillas presentes en cada uno de
los sistemas,fueron estudiadas mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10% después de haber sido tratadas con
dodecil sulfato de sodio (SDS) o con dodecil sulfato de sodio Y
mercaptoetanol (SDS+ME).

El tratamiento con SDS y urca -provenientes del buffer de
rmuestra Urea 8 M SDS 0,3%- rompe las uniones hidrégeno y las
interacciones hidrofdbicas entre las cadenas polipeptidicas;
esto posibilita qgue tanto las cadenas pesadas y livianas de mio-
sina y proteinas menores como las unidades monoméricas de actina
(G-actina) puedan ingresar al gel de poliacrilamida. Adicional-
mente, el SDS ejerce la funcién de cargar negativamente las cade
nas proteicas en una relacidn carga/masa constante, por lo cual
las mismas migran hacia el &nodo recorriendo distancias propor-
cionales a su peso molecular.

Ll tratamiento con mercaptoctanol (ME) tienc como consccuen
cia la ruptura de los puentes disulfuro (-S-S-) que existan en
la estructura proteica.

A partir de los diagramas clectroforéticos correspondientes
a los sistemas (M4) Y (M25),pudo visualizarse el perfil tipico
de las miofibrillas cuyas bandas concuerdan con datos de litera-
tura (Wagner y Afén, 1986b; Porzio y Pearson, 1977; Hay y col.,
1973) (Tabla 18). Sec ha registrado adem&s, una buena correlacidn
entre los diagramas obtenidos para ambos sistemas control a 4 y

25°C, respectivamente desde el tiempo inicial hasta alrededor de

23 horas de incubacibn.
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geles de poliacrilamida-sDS 10%.
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Band. Proteina PM
1 L.inea Mf 160.000
2 Proteina C 136.000
3 -actinina 112.000
4 No 1dentificada entre 60.000 vy 85.000
5 Actina 43.000
6 Troponina T 38.000
7 Tropomiosina 32.000
8 Troponina I 24.000
9 Cadena miosina 17.000
liviana 2
10 Cadena miosina 15.000
liviana 3
En lo que se refiere al sistema (M+L) tratado con SDS y ME,

inicialmente se observa un perfil electroforético similar al del

sistema control (M25); luego, al cabo de 15 horas comienzan a in

crementarse bandas en las zonas de bajo peso molecular

(=24.000).

También sc reglistra un aumento de las bandas correspondientes a

especies proteicas de peso molecular 36.000 - 40.000. La contri-

bucidn de las especies proteicas mencionadas, se hizo mds notoria

alrededor de las 23 horas de incubacién

(Fig.

Este hecho

pucde corrclacionarse con la evolucién de la oxidacién lipidica

para el sistema en estudio, el cual presentd -en dicho estadfio-
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FIGURA 26 - Densitogramas de las eléctroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS de distintos sistemas incubados a 25°C: a) miofibrillas con-
trol (M25) (t=0); b) sistema constitufido por miofibrillas vy 1ipi
dos de misculo semitendinoso bovino (M+L) (£=10 hs.); c) (M+L)
(t=15 hs.); d) (M+L) (t=23 hs.). Las muestras fueron tratadas con

SPS+ME. S: punto de siembra; A: actinaj f.c.: frente del coloran-

te.
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un nivel de oxidacién 3 & 4 veces mayor que el inicial (Tabla
17), pudiendo asociarse las modificaciones comentadas con la
ocurrencia de proteBlisis.

En cuanto al sistema (M+L)N2 con idéntico tratamiento que
el anterior, se registran cambios similares a los comentados
aunque de menor intensidad que para el sistema (M+L) desde las
15 a las 28 horas de incubacidén (Fig. 27). Esto estarfa relacio-
nado con un ligero efecto protector de la atmbésfera de nitrégeno
sobre la interaccidn lipidos oxidados-protefinas, dado que el
nivel de oxidacidn de ese perfodo es del orden de 3-4 veces de
su valor inicial.

A su vez, cabe tener en cuenta que la disminucibén de los
valores del nimero de TBA detectada para los sistemas (M+L) v
(M+L)N hacia las 23 horas de incubacidén a 25°C, implica una
mayor importancia relativa de las reacciones de consumo de los
productos de la oxidacién lipidica, entre ellas su interaccidn
con las protefnas del medio.

El an&lisis de los densitogramas obtenidos para el sistema
(M+Per) aporta una interesante informacidn. En este caso, alre-
dedor de las 10 horas de incubacidn a (25:2)°C ya sc observa un
aumento de las bandas correspondientes a pesos moleculares del
orden de (36 - 40)103, como también de especies proteicas de menor
PM (23 - 25)103. Posteriormente, al progresar la incubacibn y
con ello la posibilidad de interaccién entre lipidos peroxidados
y protefnas, sc¢ visualizan cambios mas acentuados en el perfil

no sdlo en los rangos anteriormente mencionados, sino que ademés

aparecen cn forma notoria especics protcicas de PM mayorcs
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FIGURA 27 - Densitogramas de las electroforesis en geles de poliacrilamida-

SPS: a) sistema constitufdo por miofibrillas y lipidos de miscu-
1o semitendinoso bovino incubados a 25°C en atmdsfera de nitrdge
no (M+L)N (t = 15 hs.); b) (M+L)N (t = 28 hs.) Las muestras fueron
tratadas gon SDS+ME. S: punto dezsiembra; A; actina; f.c.: fren-

te del colorante.
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(75.000 - 90.000) (Fig. 28). En estas (Gltimas, estarfan involu-
crados enlaces de tipo covalente excluyendo puentes disulfuro
(-S-S-),vya que dichas bandas aftn aparecen con el tratamiento de
agentes disociantes como lo son el SDS y la urea. Estos hechos
pueden ser explicados sobre la base de gue el sistema (M+Per)
presentd,desde el comienzo y a lo largo de toda la exveriencia,
un nivel de oxidacidn lipfdica considerablemente mayor que los
otros dos sistemas en estudio, lo cual puede traducirse en una
mayor disponibilidad de especies lipfdicas activas necesarias
para inducir las alteraciones registradas en el sistema poli-
proteico que nos ocupa.

El estudio del comportamiento clectroforético de las protef
nas miofibrilares tratadas sb6lo con SDS,aportd una correlacién
aceptable entre los sistemas de miofibrillas control incubadas
a 4 y 25°C, respectivamente desde t = 0 hacia alrededor de t =
23 hs., registr&ndose hacia las 28 horas algunas alteraciones
en la zona de altos PM debidas principalmente a efecto térmico.

Analizando la evolucidn del sistema (M+Per) se observd,
luego de 10 horas de incubacidn,una disminucidn en el pico co-
rrespondiente a actina. Conjuntamente con este hecho, se detectd
la aparicidén de formas proteicas de mayor PM lucgo dc 23 horas
de experiencia, resultando dichas modificaciones muy notorias
al cabo de 28 horas de incubacidn a (25+2)°C (Fig. 29).

Si bien es nccesario tener cn cuenta segln se ha scnalado
previamente-la incidencia de la temperatura a tiempos orolongados
de interaccién,conviene remarcar el hecho del nivel de oxidacibn

considerable existente en el sistema (M+Per) para el estadfo que
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FIGURA 28 - Densitogramas de las electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS: a) sistema constituido por miofibrillas y productos prove-
nientes de la peroxidacién lipidica de misculo semitendinoso
bovino incubados a 25°C (M+Per) (t = 10 hs.); b) (M+Per) (t = 28

hs.). Las muectras fueron tratadas con SDS+ME. S: punto de siem-

bra; A: actina; f.c.: frente del colorante.
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FIGURA 29 - Densitogramas de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS:
a) sistema constituldo por miofibrillas y productos provenientes
de la peroxidacidn lipidica (M+Per) (t=10 hs.); b) (M+Per) (t =
23 hs.); c) (M+Per) (t = 28 hs.). S: punto de siembra; A: actina;

f.c.: frente del colorante.
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NOS ocupa. Por lo tanto, podria considerarse un efecto sinérgico
de la temperatura-nivel de oxidacibén como responsables de la mayor
concentracibén de los agregados de mayor PM mencionados.

Dichos agregados involucrarfan en un comienzo uniones por
puentes disulfuro (-S-S-) estando probablemente comprometida
actina, ya gue dicha protefna esti presente en los diagramas
clectroforéticos del sistema tratado con SDS+ME Y en cambio, dis-
minuye mucho en los tratados solamente con SDS. Hacia el final
de la incubacibén (t = 28 hs.), ambos diagramas (SDS con o sin
ME) reflejan la presencia de agregados de mayor PM por lo que
—eén este caso- la naturaleza de las uniones serfia de tipo cova-
lente, exceptuando las uniones disulfuro.

Cabe senalar, que la formacidén de agregados registrada en
el sistema .(M+Per) fue m&s pronunciada que en el sistema (M+L).
Esto estd relacionado con la potencialidad del sistema compuesto
por lipidos peroxidados para promover los cambios citados en el
perfil proteico con mayor antelacién e intensidad que en el caso

del sistema (M+L).

En el caso del sistema (M+L)N2, su evolucibdn no arroj6 cam-
bios de importancia, lo cual es 1l6gico esperar en funcibén de los
resultados obtenidos para el sistema (M+L) y en forma adicional
por el efecto protector atribuible a la atm6sfera de nitrbgeno.

La aparicibén de agregados de mayor peso molecular plantea
algunas hipbtesis,tales como que los mismos se originen mediante
el reordenamiento y asociacidn de especies de menor PM -producidas
por fragmentaci®én como consecuencia de la oxidaci6n lipfdica- o

bien que los mismos constituyan nuevas especies que surjan COmo

producto directo de la interaccién lipidos autoxidados-proteinas.
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Teniendo en cuenta los datos de literatura para sistemas
modelo (Funes y Karel, 1984; Nakhost y Karel, 1983) y de acuerdo
a los distintos mecanismos de interaccién lipido autoxidados-
protefnas explicitados en la Seccién 5.1., las alteraciones re-
gistradas sobre la fraccién protcica miofibrilar se refieren a
ese contexto. Por otra parte, es muy importante remarcar la com-
plejidad del sistecma de trabajo abordado, dada su naturaleza poli
protelca.

Las evidencias registradas en la experiencia realizada, ta-
les como la formacién de agregados de mayor peso molecular y las
fragmentaciones provocadas en el sistema, indican la ocurrencia
de procesos de interaccidn lipidos oxidados-protefnas. No obstan-
te, en virtud de las caracteristicas del sistema anteriormente
citadas, es sumamente difficil establecer cudl es el mecanismo
predominante en el proceso que nos ocupa, lo que marca futuras
instancias para lograr su dilucidacidn.

En basec a todo lo expuesto, considerando los rcsultados
obtenidos a través del test acelerado efectuado y proyectandolo
al tejido cdrneo almacenado al estado congelado, es dable espe-
rar que la produccién de procesos de autoxidacibén lipfdica en
una extensidn considerable ejerza su influencia -tal como lo
plantedbamos al comienzo del capitulo- no s6lo sobre la porcidn
lipfdica sino a su vez produciendo alteraciones importantes sobre
distintas cspecies de la fraccidn proteica con el consiguiente

dafio en sus cualidades nutricionales, organolépticas y funciona-

les.
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ASPECTOS SIGNIFICATIVOS DEL EFECTO DE LAS BAJAS TEMPERATURAS

SOBRE LA OXIDACION LIPIDICA EN CARNES.

Acorde con el objetivo central de este trabajo sobre la evo
lucidén de la oxidacibén lipfdica en carnes almacenadas, gran par-
te del mismo tuvo como bropésito la implementacién y optimiza-
c1dn de un método de evaluacién del proceso sobre un nuevo siste
ma de estudio.

En funcidn de las diversas formas y procedimicntos preexis-
tentes para llevar a cabo el ensayo de TBA (directamente sobre
¢l alimento, sobrc un ecxtracto del mismo o bien sobre una frac-
cidn del destilado por arrastre por vapor), su aplicacibn sobre
el exudado desproteinizado proveniente de la carne, introduce
una alternativa con caracterfsticas promisorias.

Sin embargo, como toda opcién presenta limitaciones en la
extensidn de su aplicacién( va que el hecho de gue el sustrato
-por su estructura fisica v composicién quimica- sea capaz de
rendir su contenido de exudado, se convierte en una de ellas.
Por ejemplo, en el caso de tocino (sin salar) no fue posible
aplicar esta metodologfa por las caracteristicas del alimento.
No obstante, en los casos en que sea viapnle, el exudado ofrece
como aporte el constituir una parte natural del tejido represen-
tativa de sus componentes hidrosolubles, siendo a la vez un sis-
tema mds simple que brinda una mayor facilidad para su estudio.

Evidentemente el MAL determinado en el exudado no es el to-
tal del MAL oroducido por los procesos oxidativos; este dialdehi-
do y otros compuestos carbonflicos se producen a través de las
reacciones de descomposicién de los hidroperbxides, de manera tal
que su concentracibén va aumentando paulatinamente pero, a medida

que estos compuestos carbonflicos se van produciendo, se distribu
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yen y difunden a través de las distintas fases del alimento,
pudiendo entonces entrar en contacto con otros componentes de

la carne con los cuales pueden reaccionar. Estas Gltimas reac-
ciones, que son de gran importancia por las consecuencias nu-
tricionales, organolépticas y funcionales,ocurren princivalmente
con las proteinas a través de las reacciones de condensacifn,
pudiendo originar complejos de proteina-lipido. Es a través de
estas reacciones que cl contenido de MAL libre disminuye de for-
ma tal que,cuando las mismas resultan ser mds importantes que
las reacciones de produccidn, la concentracidn neta de MAL libre
decrece tal como se observd en el pescado congelado.

La interaccidn entre MAL y otros componentes fue puesta de
manifiesto mediante ensayos de recuperacidn de MAL agregado al
exudado, el cual disminuyd sensiblemente de 80,7 (t = 0 dia) a
54,5% (t = 1 dfa). En este caso, c¢l MAL agrcgado sc combind muy
probablemente con las proteinas presentes en el exudado disminu-
vendo por lo tanto el MAL libre determinable. En lo que se refie
re a la carne es posible una interaccibn mas compleja aln,por la
existencia de otro tipo de protefnas ademds de aquellas presen-
tes en el exudado.

No descartamos tampoco la posibilidad gue la microflora,
especcialmente en el caso de carnes refrigeradas, pudiera haber
influido en alguna medida en el nivel medible de MAL.

De esta manera, podrfa explicarse el bajo rendimiento del
MAL recuperado en carnes inyectadas, como asi también las dife-
rencias observadas entre los dias 0 y 1. Esto confirmarfa la

nccesidad de conocer dichos factores de recuperacién a fin de
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poder determinar los niveles reales de MAL en la carne almace-
nada (tanto el MAL libre como cl combinado). Aparte dec estas
causas estrictamente quimicas, esa baja recuperacién puede deber
se también a variaciones en el rendimiento de exudado.

Ahora bien, analizando las metodologfas empleadas -el método
tradicional de Tarladgis para determinar MAL (en medio acido
90%) vy el método de Matsushita modificado (buffer pH = 3,6)-,
hemos llegado a la conclusibén que éste dltimo si bien es menos
scnsible es més cspecifico. Decimos esto Gltimo,debido a los
barridos cspectrofotométricos de las soluciones resultantes de
la aplicaci6n de ambos métodos y de las experiencias de compara-
c16n (exudado versus destilado). Aplicando el método de Matsushita
modificado al exudado desproteinizado,se obtienen resultados siste
mdticamente inferiores a los obtenidos por la técnica de Tarladais
al destilado, aunque con la misma evolucién. La obtencién de va-
lores inferiores en el caso del exudado pueden ser cxplicados en
base a la ausencia de reacciones de oxidacién que pueden ocurrir
en el balébn durante la destilacidn misma.

Dc acuerdo con la naturalcza de los procesos de refrigera-
cibn y congelacidn (la temperatura y tiempo de almacenamiento)
a los que fueron sometidas las carnes, se confirmé la menor inci
dencia de la oxidacidn lipidica prevista para el caso de las car
nes refrigeradas. Este hecho est& relacionado con la temperatura
del proceso y con la mayor ocurrencia de alteraciones deteriora-
tivas de origen microbiano, las cuales limitan el perfodo de

vida Gtil dc las carnes mucho antes que puedan manifestarse alte

raciones de tipo oxidativo.
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Ademds, cabe senalar a fines de comparacidn que luego de
cuatro meses de almacenamiento congelado a -5°C para carne vacu
na, el nivel de oxidacibn -medido a través del n@mero de TBA-
fue similar al obtenido al cabo de diez dfas a 4°C. Paralelamen
te, el nivel de oxidacién para salmén congelado (pescado graso)
almacenado a -20°C al cabo de 18 semanas,ain resultd menor que
el detectado para la misma especie al cabo de un mes de almace-
namiento congelado a -5°C. Todo esto refuerza nuevamente la impor
tancia de la temperatura de almagenamiento en los procesos de
oxidacién, lo cual sc cnsambla con datos dc literatura sobre la
vida Gtil de varias especies de pescado (Labuza, 1982). Asf, a
través de la evaluacidn organoléptica sobre el"flavor"o cambios

de textura, se expone la dependencia del Q con las esvecies

10
seglin su contenido graso,siendo mavor para el caso de los pesca-
dos grasos.

En el caso de las carnes vacunas refrigeradas,pudo observar
sc el continuo aumento de la concentracidn de sustancias reacti-
vas al TBA (MAL) a lo largo del almacenamiento.

Con respecto a las carnes congeladas almacenadas, las de
pollo y bovino no prescntaron un aumento sustancial de la oxida-
cibén pero en el caso de pescado congelado, se registrd6 un gran
incremento y descenso posterior en la concentracidn de MAL,
comportamiento tipico observado en este tipo de procesos oxida-
tivos (Deng y col., 1977; Tarladgis y Watts, 1960).

asf, pudo detectarse una evolucibn diferencial para las di

: [e]
versas especies almacenadas a la misma temperatura (-5°C), lo

cual estd relacionado con su distinta susceptibilidad a la auto
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Xidacidn lipfdica originada en diferencias en su composicién acf
dica, contenido en sustancias antioxidantes (a-tocoferol), sustan
cias prooxidantes, mioglobina, ctc.

£n base a los argumentos expuestos, hemos evaluado como
factible el seguimiento de la oxidacidén lipfdica a través del
ensayo de TBA practicado sobre exudados desproteinizados oprove-
nicntes de carnes de las diversas especies estudiadas.

En cuanto a la velocidad de congelacidn, nuestros resulta-
dos indican que este pardmetro no ejercerfa neta influencia sobre
¢l desarrollo de la rancidez oxidativa en carnes de pollo y pes-
cado (salmdn de mar). No obstante, dada la incidencia del mismo
a nivel histolbgico y sobre la desnaturalizacibén de protefnas
(Love, 1966; Wagner y Anén, 1985), la conclusidén serfa trabajar
a velocidades de congelacidn rdpidas a fin de no introducir danos
con consecuencias negativas en la calidad final del alimento.

Por otra parte, en alimentos de muy alto contenido graso
resultd ser muy conveniente la implementacibfn de un método combi-
nado de conservacibn considerando por un lado el almacenamiento
congelado a distintas temperaturas y por otro, el envasado al
vacfio empleando peliculas plasticas flexibles.

Asf{, trabajando tanto a -10 comp a -20°C y envasando al
vacfo con pelfcula EVA/SARAN/EVA, se logr6 inhibir o minimizar
el deterioro que de otra forma sufrirfan muestras de tocino (sin
salar),sin alterarse factores como coloracibn superficial y esta-

bilidad microbiolbgica por el término de 6 meses.
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Con respecto al tema interaccidn lipidos autoxidados-pro
teinas, el mismo tiene gran importancia desde el punto de vista
nutricional debido a las implicancias que reviste, segln lo comen
tado en la seccidn 5.2.

Cabe senalar que a pesar de sus limitaciones, el empleo de
un test acelerado (temperatura de incubacifn-tiempo) permitid
la obtencibén de informacidn sobre la evolucién de los sistemas
de estudio con mayor antelacién que su desarrollo en condiciones
reales. Esto puede comprobarse considerando el tenor de oxidacién
lipidica registrado para alguno de dichos sistemas a través del
nimero de TBA (= 300 mg MAL/Kg grasa) al cabo de 15 hs. a 25°C,
respecto de los niveles de rancidez oxidativa correspondientes
a carne vacuna congelada almacenada 15 semanas a -5°C (* 0,2 mg
MAL/Kg carne) (Tabla 17 y Fig. 18, respectivamente).

Ademds, los distintos sistemas analizados (M4), (M25),
(M+L) y (M+Per), si bien entrarfan en la categoria de sistemas
modelo, presentan un nivel de complejidad e interaccibén mayor
gue estos Gltimos, dada su naturaleza poliproteica. Este hecho
brinda como aspccto positivo una mayor rcpresentatividad, es
decir un mayor acercamiento a la realidad sin incluir las difi-
cultades que presupone el estudio del‘mﬁsculo bovino tal cual.

As{, analizando el comportamiento exhibido por distintos
sistemas constitufdos por proteinas miofibrilares v lipidos de
mGsculo semitendinoso bovino -con distintos niveles de oxidacifn-
incubados a 25°C, pudieron registrarse una serie de cambios en
el perfil clectroforético de los mismos tales como: aumento de

la concentracién de especies proteicas (PM = 24.000) producido
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posiblemente por efecto de proteflisis; aumento de la concentra-

ci1d6n de especies proteicas (PM = 36.000 - 40.000) y disminucidn
del pico de actina (PM = 43.000) con la consecuente aparicidn de
agregados de PM mayores (75.000 - 90,000), especialmente en sis-

temas con lipidos peroxidados luego de un tiempo considerable de
interaccibén. A partir del tratamiento realizado con SDS y urea
-ambos agentes disociantes~ y con mercaptoetanol (agente reduc-
tor), pudo inferirse que la naturaleza de enlaces involucrados
en dichos agregados implicarfa, en primera instancia, un cierto
nimero de puentes disulfuro (-S-S-) predominando los de tipo
covalente a medida que se incrementa el tiempo de incubacién.

Paralelamente, la incubacidén en atmésfera de nitr6geno
-cn este caso- aportd un ligero efecto protector sobre la oxida-
cidn lipidica, debido probablemente en parte a una incompleta
exclusidn del oxfgeno del sistema. Complementando la informacidén
disponible y realizando una extrapolacidn al sistema real objeto
de nuestro estudio (carne almacenada al estado congelado), la
evidencia de las alteraciones comentadas sobre la fraccidn protei
ca requerirfa un cierto tiempo para que el desarrollo de la ran-
cidez oxidativa alcance un nivel y extensidn considerable, cons-
tituyendo la misma un factor limitante en lo que hace a la cali-
dad del producto.

En funcidén de todo lo expresado, es importante entonces el
estudio de este tipo de interacci6n sobre la base de las altera-
ciones o dahos registrados sobre la fraccidn proteica de la carne,
como asf{ también sobre los diversos factores que gobiernan su

manifestacibén que en suma, son los que ejercen su influencia sobre
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el desarrollo de los procesos oxidativos tratados en el presente

trabajo de tesis.



CONCLUSIONES
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El exudado desproteinizado proveniente de carnes refrigeradas
Yy congeladas constituye una nueva opcibn para el seguimiento
de la oxidacidn lipidica en funcién del tiempo de almacenamien

to a través del ensayo de TBA.

En la evaluacidén de la oxidacidén lipfdica mediante el ensayo
de TBA, el método de Matsushita modificado es m&as especifico
que el método de Tarladgis en su aplicacibn a exudados despro-
teinizados de carnes refrigeradas y conceladas. Por otra par-

te, ¢l método de Tarladgis es m&s scnsible que ¢l de Matsushita

modificado en su empleo sobre destilados.

El MAL determinado en el exudado es una parte del total produ-
cido en los procesos oxidativos, el cual puede estimarse me-
diante el cdlculo dec los respectivos factores a través de cnsa

vos de recuperacidn formulados a tal efecto.

Existe una tendencia de aumento de la oxidacidédn lipidica en

funcién del tiempo de almacenamiento en carne vacuna refrige-

rada.

La incidencia de la oxidacién lipidica es mayor en el caso de
las carnes congeladas gque en el de carnes refrigeradas,dado
que las alteraciones de origen microbiano son predominantes
en éstas Gltimas debido a las temperaturas superiores a 0°C

empleadas.
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La temperatura de almacenamiento congelado reviste gran im-
portancia en el desarrollo de los procesos de autoxidacidén
lipfidica, especialmente en sustratos susceptibles de sufrir
este tipo de deterioro (salmén, tocino sin salar). Asfi, a me-
nor temperatura se registra una menor incidencia o un mayor

retardo de su evolucidén en funcidén del tiempo de almacenamien

to.

- Para una misma temperatura de almacenamiento congelado (T =
-5°C), diversas especies pueden presentar distinta susceptibi
lidad a la oxidacidén lipfdica debido, entre otros factores, a
diferencias en su composicién acidica (especialmente en el
contenido de &cidos grasos poliinsaturados), contenido de sus

tanclias antioxidantes (a—-tocoferol), etc.

- En carnes vacuna y de pollo congeladas almacenadas a -5°C,
no se observd un aumento sensible del nlmero de TBA a lo lar-
go de 4 meses de almacenamiento, aunaue esta filtima especie
mostr® ser mas proclive a sufrir autoxidacidn. La carne de
salmbén congelada en cambio, presentd una marcada susceptibili-
dad a los procesos oxidativos registrdndose una tipica curva

de oxidacién durante el curso del almacenamiento.

- E1 cmplco de un método combinado de preservacidn temperatura
de congelacién-cnvasado al vacfo (-20°C, pelfcula EVA/SARAN/
EVA; -10°C, EVA/SARAN/EVA) permite inhibir o minimizar el de-

terioro producido por la oxidaci6én lipidica en sustratos de
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alto contenido graso (por ejemplo, tocino sin salar), sin
verse afectados aspectos tales como coloracidén superficial y

estabilidad microbioldgica.

La velocidad de congelacidén no tendrfia influencia sobre el

proceso de oxidacién lipidica en las especies estudiadas.

La interaccidn lipidos autoxidados-protefinas miofibrilares de
misculo bovino provoca danos en la fraccibn proteica (actina,

troponinas). Se registra también la formacibn de agregados de

mayor peso molecular.

(= o

MARve7 C TomAS

Ura. MARIA CRISTINA ARON



Caminante, son fws huetlas el camino y nada mds,

Caminante no hay camino, se hace camino al andar ...

Antondio Machado
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(M+L)

(M+L)N

(M+Per)

Mo L

actividad acuosa
absorbancia

dias

factor de dilucién
histidina

humedad relativa
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constante de proporcionalidad (Ec. 2)

velocidad de la reaccibdn ROO- + AH -+ ROOI + A- (Ec.5)

velocidad de las reacciones de propagacién (Ec. 1)

velocidad de las reacciones de terminacidn (Ec. 1)

lisina

masa de lipidos (q)

conjunto de sustancias reactivas al f4cido 2-tiobarbi

tGrico (TBA) incluyendo principalmente al malonalde-

hfdo

sistema control constituido por miofibrillas incuba-

das a T = 4°C

sistema control constituido por miofibrillas incuba-

das a T = (25+2)°C

sistema constituido
dos en atmbsfera de
sistema constituido
dos en atmbsfera de

sistema constituido

por miofibrillas y lipidos incuba
aire a T = (25*2)°C

por miofibrillas y lipidos incuba
nitrébgeno a T = (25:2)°C

por miofibrillas y productos pro-

venientes de la peroxidacién lipidica de mGsculo semi-

tendinoso bovino incubados en atm6sfera de aire a T =

(25+2)°C

metionina



nO

PM

PV

TBA

normalidad de Na28203 (Ec. 7)

normalidad de NaOH (Ec. 8)

ntmero de TBA (mg MAL/Kg carne)

peso molecular MAL (Ec. 6)

fndice de perdxido

velocidad global de reaccibén (Ec. 1)

velocidad de las reacciones de iniciaciébn (Ec. 1)
temperatura

tiempo caracteristico de congelacibn

volumen total de exudado (Ec. 6)

volumen de Na28203 (Ec. 7)

volumen de NaOH (Ec. 8)

volumen de exudado gque interviene (Ec. 6) en la

reaccidn de TBA

peso de la muestra (Ec. 6)

LETRAS GRILEGAS

98

M
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coeficiente de extincidn o absorcidn molar aparente



FE DE ERRATAS

Pagina 36, linea 18: Dice: meq. de I2/kg de acidos grasos
Debe decir: el, indice de perdéxido se expresa en

meq. de iodo por kilo de grasa.

Pagina 125, linea 6: Dice: agua, cenizas, proteinas

Debe decir: agua, minerales, proteinas

Titulo del Capitulo III: Dice: Oxidacibdn lipidica en carne

Debe decir: Oxidacidén lipidica en carne vacuna



