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Resumen VI

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto crioprotector del sorbitol incorporado
al musculo de yamu (Brycon amazonicus), sometido a diferentes tiempos y temperaturas
de almacenamiento. La metodologia consisti6 en analizar cambios microestructurales,
perfil proteico y propiedades fisicoquimicas (textura, capacidad de retencion de agua y pH)
de la carne bajo dos temperaturas (2 + 2°C y -18 + 2°C), dos tiempos de almacenamiento
(24 y 48 horas) y la incorporacion o no de 5 % (p/p) de una solucién de sorbitol al 60%.
Los cambios microestructurales fueron analizados por medio de microscopia Optica y
electrénica de barrido y el perfil proteico se analizé por medio de electroforesis SDS PAGE.
El andlisis de varianza mostr6 diferencia significativa entre tratamientos para las tres
variables analizadas. El tratamiento con mayor textura fue el tratamiento 4 (-18°C con
sorbitol durante 24 horas) y el de menor textura fue el tratamiento 7 (-18°C sin sorbitol
durante 48 horas). La mayor capacidad de retencién de agua fue para el tratamiento 1 (2°C
sin sorbitol durante 24 horas) y la menor para el tratamiento 7 (-18°C sin sorbitol durante
48 horas). El pH mas alto lo obtuvo el tratamiento 2 (2°C con sorbitol durante 24 horas) y
el mas bajo el tratamiento 7 (-18°C sin sorbitol durante 48 horas). Las propiedades
fisicoquimicas evaluadas en la carne de yamu se vieron afectadas principalmente por la
interaccion entre la temperatura y el tiempo de almacenamiento. Las proteinas miofibrilares
sufrieron una degradacién parcial y se evidenciaron cambios en el tejido conectivo,
relacionados con la perdida de textura, especialmente cuando la carne no fue tratada con
sorbitol a temperatura de congelacion (-18 + 2 °C). La utilizacién de sorbitol minimiz6 los
efectos negativos de la congelacion sobre las caracteristicas del masculo de yamd,
manteniendo una mayor integridad de la microestructura muscular, generando un efecto
crioprotector en comparacion a la carne no tratada.

Palabras clave: Actina, colageno, electroforesis, microscopia, miosina, sorbitol, textura.
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Abstract

The aim of this study was to determine the cryoprotective effect of sorbitol incorporated into
the yamu muscle (Brycon amazonicus), exposed to different storage times and
temperatures. The methodology consisted of analyzing microstructural changes, protein
profile and physicochemical properties (texture, water holding capacity and pH) of the meat
under two temperatures (2 + 2 °C or -18 + 2 °C), two storage times (24 and 48 hours) and
the incorporation or not of 5% (w/w) of a 60% sorbitol solution. The microstructural changes
were analyzed by optical microscopy and scanning electron microscopy; the protein profile
was analyzed by SDS PAGE electrophoresis. The treatment with the highest texture was
treatment 4 (-18 ° C with sorbitol for 24 hours) and the one with the least texture was
treatment 7 (-18 ° C without sorbitol for 48 hours). The highest water holding capacity was
for treatment 1 (2 ° C without sorbitol for 24 hours) and the lowest for treatment 7 (-18 ° C
without sorbitol for 48 hours). The highest pH was obtained by treatment 2 (2 ° C with
sorbitol for 24 hours) and the lowest by treatment 7 (-18 ° C without sorbitol for 48 hours).
The physicochemical properties evaluated in yami meat were affected mainly by the
interaction between temperature and storage time. The myofibrillar proteins unerwent a
partial degradation and changes in the connective tissue were observed, related to the loss
of texture especially when the meat was not treated with sorbitol at freezing temperature (-
18 + 2 °C). Sorbitol minimized the negative effects of freezing on the characteristics of the
yaml muscle, maintaining the integrity of the muscular microstructure, generating a
cryoprotective effect in comparison to untreated meat.

Key words:
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Introduccion

El almacenamiento refrigerado y congelado se ha utilizado ampliamente para conservar la
calidad sensorial y nutricional de los peces de consumo y subproductos. Alrededor del 50%
del total de los productos procesados consumidos, asi como el 21% de la produccién
pesquera total, se ofrece a los mercados en forma de productos congelados (1). Aunque
el almacenamiento refrigerado o congelado es capaz de prevenir el deterioro microbiano,
no puede mitigar los cambios fisicos y quimicos, incluyendo la desnaturalizacién de las
proteinas y la oxidacion de los lipidos en los productos (2).

La desnaturalizacion de las proteinas musculares inducida por el proceso de congelacion
estd asociada con el deterioro, especialmente la pérdida de propiedades funcionales y
aceptabilidad por parte del consumidor (3). Las reacciones quimicas responsables de la
oxidacion o desnaturalizacion de las proteinas del pescado se producen especialmente
cuando los productos estan expuestos a cambios de temperatura durante el
almacenamiento prolongado (2, 4).

La desnaturalizacién de proteinas inducida por congelaciéon seguida de agregacion se
debe principalmente al desarrollo y crecimiento de cristales de hielo intra o intercelulares
(5). Como resultado de la desnaturalizaciéon de las proteinas miofibrilares, en las
principales proteinas de los peces y los mariscos se genera una pérdida de propiedades
funcionales en la carne, como la capacidad de formacion de gel, la pérdida de retencién
de agua, solubilidad de las proteinas y nutrientes (6, 7).

La miosina del pescado, la principal proteina miofibrilar, es particularmente susceptible a
la desnaturalizacion durante el almacenamiento congelado prolongado a lo largo del
tiempo. Las cabezas globulares de esta proteina son responsables de la actividad de la
ATPasa y son sensibles a la alteracion en la configuracién inducida por procesos de
congelacion o descongelacion (3). Ademas, las reacciones que ocurren entre productos de
oxidacion lipidica y componentes del musculo de pescado tales como proteinas,
aminoacidos, vitaminas y colesterol también provocan degradaciones o modificaciones
indeseables de estos componentes como la formacién de compuestos carbonilos (7, 8). La
formacion de carbonilos proteicos a partir de cadenas laterales de aminoacidos esta



2 Introduccién

relacionada con los cambios conformacionales de las proteinas miofibrilares, dando lugar
a fragmentacién, agregacion, pérdida de solubilidad y funcionalidad (3). Estas reacciones
perjudiciales conducen a la pérdida de textura o ablandamiento y en general pérdida de
calidad y valor nutricional de los productos (8). Por lo anterior, es importante retrasar o
prevenir la progresién de este fendmeno para el mantenimiento de la apariencia y la
frescura del pescado (9).

Los cambios que se producen en las proteinas de musculo de pescado durante el
almacenamiento congelado pueden minimizarse utilizando aditivos crioprotectores
apropiados (10). Un crioprotector es una sustancia que protege el tejido biolégico del dafio
por congelamiento al ralentizar la tasa de crecimiento del cristal de hielo (11). Se sabe que
los crioprotectores reducen la desnaturalizacion y/o la agregacién de la proteina miofibrilar
durante el almacenamiento congelado, manteniendo de este modo las propiedades
funcionales, tales como la capacidad de formacién de gel, la capacidad de retencion de
aguay la solubilidad de las proteinas (3, 12).

El yamu (Brycon amazonicus) es la especie mas comun entre los bryconidos. Nativa de
los Llanos Orientales colombianos, y la mas explorada para piscicultura dado su habito
alimenticio omnivoro, su rapido crecimiento y eficiencia alimenticia, 6ptimo sabor de su
carne y sus especiales caracteristicas para la pesca deportiva (13). Sin embargo, el
musculo de yamu es altamente susceptible a la pérdida de calidad inducida durante el
almacenamiento congelado. Actualmente, no hay informacion cientifica disponible sobre el
efecto crioprotector del sorbitol en la carne de esta especie. Por tal razén, éste estudio tuvo
como objetivo determinar el efecto crioprotector del sorbitol incorporado al musculo de
yamu, sometido a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.



Capitulo 1. Utilizacion de crioprotectores en carne
y productos procesados de pescado
almacenados a bajas temperaturas

1.1 Pérdida de calidad y degradacion proteica en
pescado o productos a base de pescado
almacenados a bajas temperaturas

La calidad es la capacidad de un producto de satisfacer las necesidades declaradas o
implicitas del consumidor a través de sus propiedades o caracteristicas (en el caso del
pescado la apariencia, frescura, inocuidad y método de almacenamiento); asi, la
adecuacion del termino calidad es definido por el usuario o consumidor (14).

La frescura es uno de los principales atributos de calidad general del pescado y sus
productos, puesto que son conocidos por ser muy vulnerables y perecederos. Ya sea que
el pescado se utilice como materia prima para la industria alimentaria o para el consumo
directo, para aumentar la vida Gtil y reducir la tasa de degradacion bioguimica y microbiana,
se han utilizado diferentes métodos de conservacion, principalmente basados en bajas
temperaturas, para su distribucién y almacenamiento (15).

Los métodos de conservacion en pescados mas utilizados incluyen almacenamiento
congelado de -18 a -40°C, almacenamiento refrigerado entre 0 y 4°C y almacenamiento
super refrigerado de -1 a -3°C. La suUper refrigeracion, que también se denomina
enfriamiento profundo o congelacién parcial, se utiliza a menudo para describir un proceso
en el que los productos alimenticios se almacenan entre el punto de congelacion del
producto y 1°C por debajo de este nivel. Los puntos iniciales de congelacion de la mayoria
de los productos alimenticios estan entre -0,5 °C y -2,8°C (16). La vida util de los alimentos
super refrigerados puede extenderse 1,5 a 4 veces en relacion con los alimentos
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refrigerados y deberia ser una alternativa atractiva a la congelacién y al enfriamiento
convencional (17).

La formacion de cristales de hielo durante la congelacion perjudica la ultra estructura del
musculo de los peces, lo que a su vez provoca alteraciones en las reacciones bioquimicas
gue se producen a nivel celular e influyen en los parametros de calidad fisica de la carne
(18). Debido a una velocidad de congelacién diferente entre el exterior y el interior de la
célula, la formacion de cristales de hielo y la concentracion de soluto aumentada se produce
fuera de la célula. La concentracion desequilibrada del soluto conduce posiblemente a la
migracién de la humedad del interior de la célula al espacio extracelular debido a la 6smosis,
dando por resultado el crecimiento de cristales de hielo (19).

1.1.1 Degradacion de las proteinas miofibrilares en el pescado

Las proteinas miofibrilares son responsables de las propiedades funcionales tales como
gelificacién, capacidad de retencion de aguay la ligazon en productos carnicos. A pesar de
tener similitudes en la funcionalidad entre especies, las proteinas musculares del pez
exhiben caracteristicas Unicas. La principal es la reduccion de la estabilidad en
almacenamiento congelado (20), por lo que se ha propuesto que tales diferencias podrian
atribuirse al hecho que los peces son animales poiquilotermos (su temperatura corporal
varia con el ambiente y su actividad depende de él), mientras que las aves de corral y los
mamiferos son homeotermos (son capaces de mantener una temperatura constante e
independiente a la del ambiente) (21).

La desnaturalizacion de proteinas del pescado y sus productos debido a la refrigeracion o
al almacenamiento congelado ocurre por la disminucion de la solubilidad de las proteinas
miofibrilares (principalmente miosina), desaparicion de la contraccién inducida por ATP de
la fibra muscular y disminucién de la actividad de la ATPasa de la miosina (2). Las proteinas
de la mayoria de los peces son conocidas por ser mas propensas a la desnaturalizacion
que las proteinas contractiles de los homeotermos (22). La miosina y la actina, las
principales proteinas contractiles, son en gran parte responsables de las propiedades
funcionales de la carne, por lo cual la variacion en la estabilidad de la carne de diferentes
especies de peces en el almacenamiento a bajas temperaturas, puede atribuirse en cierta
medida a las caracteristicas intrinsecas de las respectivas miosinas (23). La secuencia de
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aminoacidos dicta la estructura tridimensional de una proteina y por lo tanto su estabilidad
termodinamica, distribucién de carga y caracteristicas hidrofébicas que son importantes
para la relacion de funcion estructural (24).

El deterioro de la calidad, especialmente en la textura, el sabor y el color, se producen
durante la refrigeracion y el almacenamiento congelado debido a la eliminacion osmética
del agua, la desnaturalizacion de la miosina, el dafio mecanico, asi como la fragmentacién
y agregacion de proteinas miofibrilares (18). Las dos principales proteinas miofibrilares,
miosina y actina, son responsables de los ciclos de contraccion y relajacion muscular. La
miosina, que es la fraccion mas abundante de estas proteinas, constituye del 60% al 70%
de su cantidad total y forma los filamentos gruesos mientras que la actina, que va del 15 al
20%, es el componente principal de los filamentos delgados (25). Las proteinas miofibrilares
incluyen proteinas contractiles como miosina y actina, proteinas reguladoras como
tropomiosina y troponina, y otras proteinas menores (26). Estas proteinas, son propensas
a oxidacion y desnaturalizacion durante el almacenamiento congelado (8). Sus propiedades
afectan enormemente la calidad final de la carne, especialmente la miosina, que es
responsable de la actividad muscular (27).

La modificacion oxidativa de las proteinas de pescado y especificamente de las proteinas
miofibrilares estd generalmente relacionada con los cambios indeseables en las
propiedades funcionales, nutricionales y sensoriales de la carne incluyendo gelificacion,
emulsificacion, viscosidad, solubilidad y capacidad de retencion de agua. Ademas, ocurre
oxidacién de las proteinas sarcoplasmicas, que constituyen entre el 20 y el 30% de las
proteinas totales del pez, lo cual conduce a la decoloracién del musculo (28).

Hay tres teorias que describen alteraciones en el microambiente de las proteinas que
causan la desnaturalizacion de estas mismas durante el almacenamiento congelado: la
primera es un aumento en la concentracion de solutos; la segunda es la deshidratacién de
las células y, por ultimo, los cambios auto oxidativos que alteran el equilibrio de proteina -
proteina y las interacciones proteina — agua (29). Es posible que la secuencia de
aminoacidos sea la respuesta. Sin embargo, las miosinas en peces aun no han sido
estudiadas para determinar su estructura, debido al gran nimero de especies existentes, al
alto peso molecular de esta proteina (> 200 kDa) y a la complejidad de la determinacion de
la secuencia de aminoacidos (20).

La desnaturalizacion y la agregacion de proteinas miofibrilares se asocia con la pérdida de
calidad. La alteracion de las proteinas de los peces durante la congelacion y el
almacenamiento congelado esta generalmente asociada con la deshidratacion parcial de la
proteina, un aumento de la concentracion de sal en la fase no congelada y la interaccién de
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lipidos, acidos grasos libres y/o productos de oxidacion lipidica con proteinas (2). La
liberacion de enzimas dada por la descomposicién de la membrana lisosomal da como
resultado la desnaturalizacién de las proteinas miofibrilares mediante la produccion de
formaldehido durante el almacenamiento congelado (30).

1.1.2 Degradacion de proteinas del tejido conectivo

Las proteinas del estroma, o tejido conectivo, constituyen aproximadamente el 3% del total
de las proteinas en teledsteos y cerca del 10% en elasmobranquios. Estas proteinas son
insolubles en agua y soluciones salinas. Son las proteinas responsables de la firmeza de la
carne (tejido conectivo que mantiene juntas las células musculares) y estan formadas
principalmente por el colageno y en menor proporcion por la elastina (4:1) (27). Actualmente
es aceptado que existen distintos colagenos, quimica y genéticamente diferentes, entre
mismos individuos. En peces, en el tejido conectivo peri celular es reconocida la existencia
de colageno tipo | y en mayor proporcién colageno tipo V; este ultimo ha sido sugerido como
posible responsable de la textura post-mortem (31), debido a que la fibra de colageno tipo
V presenta menor diametro, frente a la fibra de colageno tipo I; ademas, el didmetro de las
fibras de colageno disminuye con el incremento de la proporcién de colageno tipo V en el
musculo (32). Se ha aclarado, por observaciones histolégicas, que el endomisio, una parte
del tejido conectivo, se debilita con la progresion del ablandamiento post-mortem y que las
fibrillas de colageno, que constituyen el endomisio, se descomponen paralelamente al
debilitamiento del mismo. Sin embargo, las fibrillas de colageno de la miocomata, que
ocupan la mayor parte del colageno muscular, no muestran ningn cambio. La localizacion
de las fibrillas de colageno degradadas plantea la posibilidad de que las fibrillas de colageno
tengan diferentes caracteristicas dependiendo de su ubicacion (9).

El ablandamiento post mortem en los peces es una caracteristica que determina la calidad,
puesto que la firmeza del masculo es un indice de frescura de la carne, de forma que el
ablandamiento resulta en una disminucion de tal calidad. Lo anterior estd directamente
influenciado por el tipo de colagenos presentes en cada especie y la degradacion del
colageno esté relacionada con los fendmenos que acontecen durante el almacenamiento
en frio (33). El andlisis del colageno tipo V es dispendioso ya que es un constituyente menor.
Los estudios de la relacion entre el ablandamiento post mortem y el contenido de colageno
tipo V soélo se han realizado en la trucha arco iris (34), sardina y pez globo (35); incluso en



Capitulo 2. Evaluacion de cambios microestructurales en el musculo de yamu (Brycon amazonicus)
tratado con un crioprotector bajo dos condiciones de temperatura de almacenamiento.

esos reportes, el tiempo de medicion de la firmeza de la carne se limité a 0 y 24 h después
del sacrificio. Casi toda la carne de pescado se ablanda dentro de un dia de
almacenamiento en frio y la velocidad del procedimiento de ablandamiento varia de acuerdo
a la especie de pez (36); es por lo anterior que la correlacion entre la tasa de ablandamiento
y la cantidad de colageno tipo V aln no esté clara (9).

Ha sido reportada pérdida de textura del muasculo de pez amazonico yamu (Brycon
amazonicus) durante el almacenamiento en frio, encontrada principalmente en el tejido
conectivo, evidenciando la degradacion del colageno en la estructura miofibrilar,
representada en la pérdida de textura, presencia de gaping (ocurre cuando el tejido entre
los bloques musculares llamado miosepto y los bloques se separan) y malformaciones
superficiales (37), tornandose en un factor muy importante para evaluar la calidad de la
carne de pescado y fundamental al momento de comercializarla (33). Algunos peces
muestran una mayor propension al gaping que otros, lo que comercialmente es un problema
(38), ya que hace que el consumidor lo rechace por su apariencia y textura, ademas
haciendo el procesamiento de la carne mucho mas dificil debido a la perdida de sus
propiedades tecnoldgicas.

1.2 Crioproteccion y alteraciones celulares

La criopreservacion o crioconservacion es la rama de la criobiologia (estudio de la vida a
bajas temperaturas) por medio de la cual se espera prolongar indefinidamente el potencial
total de vitalidad y las funciones metabdlicas normales de las células. Por medio de este
proceso se busca la estabilizacion de las células a temperaturas de hasta -196 °C en la que
se detiene la actividad metabdlica, permitiendo su preservacion por periodos de tiempo
indefinidos (39).

Las células tienen diferente tamafio y manejan diferente composicién de solutos; en general
el éxito de la criopreservacién es inversamente correlacionado con la complejidad de los
sistemas biol6gicos congelados. Criopreservar células suele ser mas facil a diferencia de
hacerlo en ciertos tejidos debido a la compartimentalizacion de estos ultimos, lo que lo hace
mucho més complejo (40). La membrana plasmatica de la célula eucariota,
independientemente de su composicion, tiene una estructura organizada segun el modelo
de mosaico fluido (41). Estas membranas se componen basicamente de lipidos anfipaticos
(moléculas que poseen un extremo hidrofilico, es decir, que es soluble en agua y otro que
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es hidréfobo, lo cual significa que rechaza el agua) proteinas y un pequefio porcentaje de
carbohidratos que es variable de acuerdo al tipo y especie celular.

El transporte de moléculas a través de la membrana es el punto critico para la supervivencia
celular durante y después de la descongelacién. Es conocido que las membranas son las
estructuras que sufren mayor dafio en los procesos de congelacién, debido a la pérdida de
fluidez de sus componentes lipidicos; la transicion de lipidos fluidos a sélidos se da a una
temperatura entre 10°C y 16°C, alterando las funciones de la membrana. Durante la
deshidratacion celular a lo largo del proceso de congelacién se presenta una pérdida de
lipidos, que afecta la integridad de la membrana por pérdida de su capacidad de expansion
durante la rehidratacion (42).

1.2.1 Agentes crioprotectores penetrantes

Los agentes crioprotectores penetrantes son de bajo peso molecular y permeables a través
de la membrana celular. Son utilizados el dimetilsulfoxido (DMSO), propanediol (PROH) y
el glicerol. El dimetilsulfoxido es un solvente bipolar aprético (son solventes polares que no
tiene enlaces O-H o N-H y no da ni acepta protones), hidrosoluble y de bajo peso molecular;
desde el descubrimiento de sus propiedades se ha usado como un crioprotector (43). Su
accion crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de prevenir acumulacion
excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelamiento y la
formacion de cristales de hielo que rompen la estructura de la membrana; su bajo peso
molecular permite la entrada rapida a través de la membrana celular (44), modula la
estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos, también afecta los procesos de
solvatacion de agua. Sustancias como el 1-2 propanediol y el glicerol son utilizadas
principalmente para congelacién de blastocistos y embriones en estado de preimplantacion
de humanos y otras especies (45).

1.2.2 Agentes crioprotectores no penetrantes

Los agentes crioprotectores no penetrantes son sustancias de alto peso molecular,
efectivos a velocidades altas de congelacidon, que son importantes por ejercer su
accion crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacién celular, siendo usados
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asociados a los agentes penetrantes. Los més utilizados son sacarosa, glucosa,
dextrosa y dextrano. Estos compuestos generalmente son polimeros que forman
puentes de hidrégeno con el agua, reduciendo su actividad. La adicion del
criopreservante por si misma genera estrés osmoético sobre las células porque
aumenta la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se deshidratan para
compensar la fuerza osmética inducida por la presencia de los crioprotectores, para
una posterior hidratacién (46).

1.3 Crioproteccion en la industria alimentaria

A pesar de las ventajas de la congelacion, esta provoca ciertos cambios
desfavorables en la calidad de la carne de pescado. El hielo ocupa un volumen
mayor que el agua, y la exclusiéon de solutos a partir de cristales de hielo provoca
un aumento de la fuerza ionica en el agua. En conjunto, estos fendmenos provocan
una pérdida en la estructura de algunas proteinas del musculo y por ende de los
tejidos (47).

Para evitar cambios en la funcionalidad y estructura de las proteinas, se afiaden
comunmente sustancias crioprotectoras para asegurar la maxima funcionalidad de
los productos congelados de pescado o mariscos, ayudando a minimizar la
desnaturalizacién y/o agregacion de proteinas miofibrilares durante la congelacion
o el almacenamiento congelado prolongado (12, 48). De esa manera se pueden
mantener o mejorar las propiedades tecnoldgicas del tejido muscular, tales como
capacidad de formacion de gel, capacidad de retencion de agua y solubilidad de
proteinas. Asi, la vida util de los pescados y mariscos congelados puede extenderse
mediante el uso de crioprotectores (47, 49-51).

Diversas sustancias como azlcares, alcoholes de azucar y polifosfatos han sido
investigadas como crioprotectores contra la desnaturalizacion inducida por
congelacion de la proteina miofibrilar (52). Las mas comunmente utilizadas en la
industria por su eficacia son sacarosa, sorbitol, maltodextrinas y polidextrosa (53,
54).
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En la industria alimentaria se hace extensivo el uso de monosacaridos como la
glucosa, disacaridos como la sacarosa, polisacaridos como la polidextrosa, mas
conocidos como azlcares, y los polioles como el sorbitol, que son alcoholes
derivados de azucares, que tienen como funcién afadir volumen y textura a los
alimentos; esas sustancias tienen capacidad edulcorante, ademas de ayudar a
retener humedad, sin causar caramelizacion cuando se calientan (55). Los
crioprotectores mencionados aumentan la tension superficial del agua, asi como la
cantidad de agua ligada, por lo que la salida de las moléculas de agua de las
proteinas se retrasa, estabilizando asi las proteinas. La migracion de agua durante
la congelacién o el almacenamiento congelado se asocia con la interrupcion de los
enlaces de hidrogeno entre la proteina y el agua o el complejo proteina-proteina. El
efecto estabilizador también es causado al mejorar la fuerza de interaccion
intramolecular hidrofébica de las moléculas de proteinas (2).

Los aditivos crioprotectores ofrecen un medio organolépticamente aceptable y de
bajo costo que extiende la calidad durante el almacenamiento congelado. La
inyeccion de crioprotectores en carnes también puede minimizar el dafio debido a
la congelacion, pero la distribucion uniforme de crioprotectores dentro de los
componentes del tejido puede ser mas dificil que para el surimi (22). Los
crioprotectores mejoran la calidad y prolongan la vida util de los alimentos
congelados mediante la prevencion de cambios perjudiciales en las proteinas
causados por la congelacién, el almacenamiento congelado y la descongelacion.
Hay muchos crioprotectores utilizados en los alimentos congelados, pero de los
mencionados anteriormente la mezcla (1:1) de sacarosa / sorbitol es la mas comun,
usada comercialmente en productos pesqueros como el surimi debido a su alta
disponibilidad y bajo costo (29).

1.3.1 Crioproteccion en productos a base de pescado

Los crioprotectores se afiaden comunmente al surimi para minimizar la
desnaturalizacion de las proteinas causada por el proceso de congelacion. El surimi
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es un concentrado humedo de la proteina miofibrilar que se puede producir tanto de
peces marinos como de agua dulce (56). Aparte de una mezcla de sacarosa con
sorbitol (5% de sacarosa y sorbitol al 4%), los polifosfatos utilizados en la fabricacion
de surimi son pirofosfato sédico y una mezcla de tripolifosfato sédico y pirofosfato
sédico. Aunque la cantidad de polifosfato afiadido depende del tipo de surimi,
generalmente se afiaden al surimi polifosfatos de 0,2 a 0,3% (p / p). Los polifosfatos
ajustan (aumentan) el pH, aumentan la fuerza ionica, tienen la capacidad de quelar
los iones Ca y Mg y disocian miosina y actina (19, 52).

Diversos autores han estudiado el uso de potenciales crioprotectores sobre
productos preparados a base de carne de pescado. En Brasil fue evaluado el efecto
de tres tratamientos con diferentes mezclas de crioprotectores (A) 2% de sacarosa,
2% de sorbitol y 0,1 % de tripolifosfato de sodio (B) 4% de sacarosa, 4% de sorbitol
y 0,3 % de tripolifosfato de sodio y (C) 6% de sacarosa, 6% de sorbitol y 0,5 % de
tripolifosfato de sodio en la formulacién de surimi de yama (Brycon amazonicus)
almacenado a -18°c; fue realizado un analisis de capacidad de retencion de agua
(57) y de SDS-PAGE (58) cada 30 dias durante 120 dias, reportando que el
crioprotector con las concentraciones mas altas ((C) 6% de sacarosa, 6% de sorbitol
y 0,5 % de tripolifosfato) permiti6 obtener un producto con mejores resultados en
cuanto a la estabilidad bajo congelacion, una mejor capacidad de retencion de agua
y la mitigacion de la desnaturalizacion de las proteinas. Los autores resaltan que
durante el almacenamiento la miosina de cadena pesada fue la mas propensa a la
degradacion, lo cual fue observado gracias a los geles obtenidos por medio de SDS-
PAGE (59). De manera similar, fue analizado el efecto de soluciones de sorbitol,
sacarosa, y glutamato monosodico sobre un complejo de actomiosina extraido de
carpa (Cyprinius carpio) sometido a congelacién a -18°C, con resultados similares
al anterior estudio, donde los autores enfatizan que, mientras las soluciones de
sorbitol y sacarosa estabilizan las proteinas y retrasan su desnaturalizacion, el
glutamato monosoédico actia como antioxidante, pero no protege la estructura de
las proteinas (60).
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Los efectos de la super refrigeracion (-1 y -3°C)combinada con crioprotectores (una
mezcla de sacarosa y sorbitol, 1:1) sobre la oxidacién de proteinas y cambios
estructurales fueron estudiados en el surimi de carpa comun (Cyprinus carpio) (56),
encontrando que la incorporacion de crioprotectores en el surimi de carpa comun
inhibe significativamente la formacion de carbonilos proteicos; su contenido de
carbonilos fue significativamente mas bajo que en las muestras super refrigeradas
de -1 ° C y -3 ° sin crioprotector, reduciendo asi los cambios estructurales de las
proteinas que se sabe que deterioran la textura de los productos de surimi. Fue
posible explicar que el uso de la super refrigeracion sin crioprotectores causa dafos
por congelacion al formar cristales de hielo intra y extracelulares, destruyendo la
estructura celular e induciendo la liberacion de enzimas oxidativas. Ademas, se
encontré que la utilizacion de crioprotectores disminuye el punto de congelacion del
surimi de -1°C a -3°C (61).

La inhibicion de varios compuestos [tripolifosfato de sodio (STPP), pirofosfato
tetrasodico (TSPP), STPP / TSPP, pirofosfato trisddico (3SP), hexametafosfato de
sodio (SHMP) y fosfato disédico anhidro)] sobre la desnaturalizacién y agregacion
fisicoquimica de las proteinas fue determinada utilizando un sistema de actomiosina
natural extraida de pescadilla del Pacifico (Merluccius gayi) con o sin adicion de
crioprotectores (4% de sorbitol y 5% de azucar) (5). EI STPP fue el compuesto mas
eficaz en el retraso tanto de la desnaturalizacion de proteinas y la agregacion
inducida por congelacion. La actomiosina sin crioprotectores fue mas rapidamente
desnaturalizada y agregada que la que si contenia crioprotectores.

1.3.2 Crioprotectores aplicados en musculo de pescado

Diversos estudios han sido realizados para evaluar la efectividad de crioprotectores
aplicados en el muasculo de pescados. Para el caso de filetes de trucha arcoiris
(Onchorynchus mykiss) fue evaluada la estabilizacion de las proteinas miofibrilares a -20
°C, durante 90 dias de almacenamiento y después de descongelar los filetes en agua,
realizando una inmersion en soluciones al 8,0% de sacarosa / sorbitol, o lactato de sodio
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1,0% y con o sin 0,5% de fosfato y con o sin 0,05% de cloruro de magnesio para un total
de 12 tratamientos; los autores encontraron que las soluciones de sacarosa / sorbitol
proporcionaron una crioproteccion mas eficaz que el lactato de sodio en la preservacion de
la estructura de las proteinas (29). Posterior a dicho ensayo, los mismos autores (62)
evaluaron el efecto crioprotector sobre las propiedades fisicoquimicas (textura, pH,
rendimiento en coccién, y color) de carne reestructurada de la misma especie, incluyendo
en la formulacién 8% (p/p) de sacarosa / sorbitol (1:1 p/p), 8% (p/p) trehalosa, 8% (p/p) de
trehalosa / sorbitol (1:1 p/p ) 0 2% (p/p) lactato de sodio, reportando que las formulas con
sacarosa, sorbitol y trehalosa pueden ser utilizadas por igual como crioprotectores
basandose en los resultados obtenidos para pérdidas por descongelamiento y de textura
por medio de un analisis de tensién y compresion, mientras que el lactato de sodio no fue
efectivo en la crioconservacion de la carne.

En el caso de la merluza roja (Urophycis chuss) se evalud la inyeccién de varios
crioprotectores (sorbitol y TPFS 40% a 60%: 3%; 1,5% de alginato, o 0,75% de alginato
con APS, sorbitol y TPFS 5% a 10%: 40%: 3%), sobre la estabilidad de congelacion y
descongelacion y la mejora de la textura del musculo, por medio de analisis instrumental
con equipo de medicién de fuerza de corte, andlisis de SDS-PAGE y andlisis sensorial
calificado por escala hedénica de 1 a 9 por medio de panel entrenado. Los autores
encontraron que los filetes inyectados con 10% de APS, 1,5% de alginato o 0,75% de
alginato-5% APS con un 40% de sorbitol y el 3% de TPFS mostraron la mejor capacidad de
retencién de agua, textura y gusto general, afirmando que la inyeccion de crioprotectores
mejord la capacidad de retencién de agua; gracias a las imagenes obtenidas por SDS-
PAGE fue observado que no varié el tamafio de las bandas para actina y miosina, infiriendo
una baja desnaturalizacion de dichas proteinas, retrasando las interacciones
intermoleculares (63).

La incorporacién de crioprotectores de bajo peso molecular en muasculo intacto de trucha
arcoiris (Onchorynchus mykiss), por medio de la inyeccién con una solucién a diferentes
concentraciones de sorbitol (0, 20, 30, 45, 60 %) y la inmersion o0 no en una solucién de
sorbitol al 25%, dio como resultado que, a concentraciones mas altas hubo una mayor
retencion de sorbitol en el musculo. Ademas, tanto los tratamientos de solo inyeccion, solo
inmersion y la combinacion de inyeccion con inmersion, arrojaron excelentes resultados en
cuanto a la crioproteccion de la carne en términos de contenido de humedad, retencion de
sorbitol en musculo y cambios en la actividad de miosina ATPasa. Sin embargo, en los
tratamientos donde se aplicé inyeccion e inmersion, se presentaron pérdidas de rendimiento
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bastante altas expresadas en cambios en la humedad y el peso de las muestras, dando
como recomendacion la inyeccién de 5% p/p de la solucion de sorbitol al 60% sin inmersién
como la opcion mas valida (22).

1.4 Aceptabilidad sensorial de los polioles y azlUcares

Los polioles son sustancias cristalinas de sabor ligeramente dulce a muy dulce. Son
generalmente edulcorantes con calorias reducidas que se pueden usar en la misma
cantidad que la sacarosa, aunque no tienen el mismo grado de dulzura (55), por lo que su
aplicacion estd limitada por su dulzura. La intensidad de la dulzura es diferente para cada
poliol y las sensaciones sensoriales mas complejas (el tiempo transcurrido de la sensacion
de dulzor y de sabor) también son diferentes. En este sentido, se realizé un analisis
sensorial de los diferentes crioprotectores comiunmente utilizados disueltos en soluciones
acuosas (sacarosa, sorbitol, maltodextrina y polidextrosa) para preservar las caracteristicas
funcionales en carnes (47). El analisis se llevd a cabo con un panel entrenado conformado
por 8 personas entre los 40 y los 50 afios de edad, teniendo en cuenta como principales
factores el grado de dulzura y el tiempo de intensidad del sabor. Los resultados del ensayo
indicaron que la polidextrosa es el crioprotector con mayor aceptabilidad sensorial, seguido
por el sorbitol debido a su bajo grado de dulzura e impacto total de sabor en general; sin
embargo, este analisis no fue hecho directamente en la carne, sino en soluciones acuosas
por lo cual el autor recomienda realizar el ensayo sobre la carne para asi evitar reacciones
desconaocidas entre la sustancia y la carne de pescado, res, cerdo o pollo. La dulzura de
carbohidratos seleccionados y edulcorantes de alta resistencia, tales como sacarosa,
fructosa, aspartame, ciclamatos, acesulfame K y sacarina, también se evaluaron mediante
este método por otro autor, encontrando resultados similares, con preferencia por la
polidextrosa por su baja capacidad edulcorante (64).

1.5 Conclusiones

Los crioprotectores mejoran significativamente la calidad de filetes y productos de
pescado susceptibles al dafio por congelacion, minimizando los efectos negativos
del almacenamiento en frio, especialmente sobre los cambios que pueden sufrir las
proteinas miofibrilares como la degradacion de la miosina y la actina, principales
proteinas del musculo. El uso de estos protectores asegura buena textura,
apariencia, aceptabilidad por parte del consumidor y propiedades funcionales como



Capitulo 2. Evaluacién de cambios microestructurales en el musculo de yamu (Brycon amazonicus)
tratado con un crioprotector bajo dos condiciones de temperatura de almacenamiento.

la capacidad de retencion de agua, pH, capacidad emulsificante y capacidad de
formacion de gel siempre y cuando se asocien con técnicas de congelacion
adecuadas. Estos efectos positivos de los crioprotectores se presentan
especialmente cuando se utilizan carbohidratos como la sacarosa, o polioles como
el sorbitol en la formulacion de productos procesados a base de pescado, e incluso
cuando se utiliza su incorporacion en los filetes de diferentes especies, indicando
estos aditivos como una muy buena opcion para ser utilizados en la crioproteccion
de carne y productos de pescado por los resultados obtenidos en la estabilidad de
las proteinas miofibrilares y su disponibilidad.
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Capitulo 2. Evaluacién de cambios
microestructurales en el musculo de yamu
(Brycon amazonicus) tratado con crioprotector
bajo dos condiciones de temperatura de
almacenamiento

2.1 Resumen

Este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto crioprotector del sorbitol incorporado
al masculo de yamu (Brycon amazonicus), sometido a diferentes tiempos y temperaturas
de almacenamiento. La metodologia consistié en analizar cambios microestructurales, perfil
proteico y propiedades fisicoquimicas (textura, capacidad de retencién de agua y pH) de la
carne bajo dos temperaturas (2 + 2°C y -18 + 2°C), dos tiempos de almacenamiento (24 y
48 horas) y la incorporacion o no de 5 % (p/p) de una solucién de sorbitol al 60%. Los
cambios microestructurales fueron analizados por medio de microscopia Optica y
electrénica de barrido y el perfil proteico se analizé por medio de electroforesis SDS PAGE.
El analisis de varianza mostrd diferencia significativa entre tratamientos para las tres
variables analizadas. EIl tratamiento con mayor textura fue el tratamiento 4 (-18°C con
sorbitol durante 24 horas) y el de menor textura fue el tratamiento 7 (-18°C sin sorbitol
durante 48 horas). La mayor capacidad de retencién de agua fue para el tratamiento 1 (2°C
sin sorbitol durante 24 horas) y la menor para el tratamiento 7 (-18°C sin sorbitol durante 48
horas). El pH mas alto lo obtuvo el tratamiento 2 (2°C con sorbitol durante 24 horas) y el
mas bajo el tratamiento 7 (-18°C sin sorbitol durante 48 horas). Las propiedades
fisicoquimicas evaluadas en la carne de yamu se vieron afectadas principalmente por la
interaccion entre la temperatura y el tiempo de almacenamiento. Las proteinas miofibrilares
sufrieron una degradacion parcial y se evidenciaron cambios en el tejido conectivo,
relacionados con la perdida de textura, especialmente cuando la carne no fue tratada con
sorbitol a temperatura de congelacion (-18 + 2 °C). La utilizaciéon de sorbitol minimizé los
efectos negativos de la congelacion sobre las caracteristicas del musculo de yama,
manteniendo una mayor integridad de la microestructura muscular, generando un efecto
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crioprotector en comparacién a la carne no tratada.
Palabras clave:

Actina, colageno, electroforesis, microscopia, miosina, sorbitol, textura.

2.1.1 Abstract

The aim of this study was to determine the cryoprotective effect of sorbitol incorporated into
the yamld muscle (Brycon amazonicus), exposed to different storage times and
temperatures. The methodology consisted of analyzing microstructural changes, protein
profile and physicochemical properties (texture, water holding capacity and pH) of the meat
under two temperatures (2 + 2 °C or -18 + 2 °C), two storage times (24 and 48 hours) and
the incorporation or not of 5% (w/w) of a 60% sorbitol solution. The microstructural changes
were analyzed by optical microscopy and scanning electron microscopy; the protein profile
was analyzed by SDS PAGE electrophoresis. The treatment with the highest texture was
treatment 4 (-18 ° C with sorbitol for 24 hours) and the one with the least texture was
treatment 7 (-18 ° C without sorbitol for 48 hours). The highest water holding capacity was
for treatment 1 (2 ° C without sorbitol for 24 hours) and the lowest for treatment 7 (-18 ° C
without sorbitol for 48 hours). The highest pH was obtained by treatment 2 (2 ° C with sorbitol
for 24 hours) and the lowest by treatment 7 (-18 ° C without sorbitol for 48 hours). The
physicochemical properties evaluated in yamu meat were affected mainly by the interaction
between temperature and storage time. The myofibrillar proteins unerwent a partial
degradation and changes in the connective tissue were observed, related to the loss of
texture especially when the meat was not treated with sorbitol at freezing temperature (-18
+ 2 °C). Sorbitol minimized the negative effects of freezing on the characteristics of the yamu
muscle, maintaining the integrity of the muscular microstructure, generating a cryoprotective
effect in comparison to untreated meat.

Key words:

Actin, collagen, electrophoresis, microscopy, myosin, sorbitol, texture.

2.2 Introduccidn

La congelacion se utiliza generalmente para conservar la calidad sensorial y nutricional de
los pescados y sus productos (1), sin embargo, no puede mitigar los cambios fisicoquimicos
durante el almacenamiento (2). Debido a una velocidad de congelacién diferente entre el
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exterior y el interior de la célula, se genera la reduccion de la humedad del interior de la
célula al espacio extracelular, dando por resultado el crecimiento de cristales de hielo (19),
gue sumados a los cambios de temperatura durante el almacenamiento congelado, dafian
la estructura del musculo, lo que a su vez provoca alteraciones en las reacciones
bioquimicas que se producen a nivel celular e influyen en los pardmetros de calidad fisica
delacarne (2, 4, 5, 18). Esas alteraciones, incluyendo la desnaturalizacion de las proteinas
miofibrilares, estdn asociadas a la pérdida de propiedades nutricionales, sensoriales y
funcionales de la carne, incluyendo gelificacion, emulsificacion, viscosidad, solubilidad y
capacidad de retencion de agua (3, 6, 7, 28).

Las proteinas miofibrilares incluyen proteinas contractiles como miosina y actina, proteinas
reguladoras como tropomiosina y troponina y otras proteinas menores (26). Estas son en
gran parte responsables de las propiedades funcionales de la carne, especialmente la
miosina (23, 24, 27) y son propensas a la desnaturalizacion durante el almacenamiento
congelado a largo plazo (8, 22). Los cambios que se producen en el misculo de pescado
durante el almacenamiento congelado pueden minimizarse utilizando aditivos
crioprotectores apropiados (10), pues pueden proteger el tejido del dafio por congelamiento
al mitigar el crecimiento de cristales de hielo (11). Se sabe que los crioprotectores como
carbohidratos y polioles reducen la desnaturalizacion de la proteina miofibrilar durante el
almacenamiento congelado, manteniendo las propiedades funcionales en la carne (3, 12).

El yamu (Brycon amazonicus) es la especie mas comun entre los bryconidos, nativa de los
Llanos Orientales colombianos, y la mas explorada para piscicultura dado su habito
alimenticio omnivoro, su rapido crecimiento y eficiencia alimenticia, éptimo sabor de su
carne y sus especiales caracteristicas para la pesca deportiva (13). El miUsculo de yamu es
altamente susceptible a la pérdida de calidad inducida durante el almacenamiento
congelado, sin embargo, aun no existen reportes cientificos sobre el efecto crioprotector del
sorbitol en la carne de este pescado. Asi, el presente estudio tuvo como objetivo determinar
el efecto crioprotector del sorbitol incorporado al muasculo de yamu, sometido a diferentes
tiempos y temperaturas de almacenamiento.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Material bioldgico

Los ejemplares de yamu (Brycon amazonicus) fueron obtenidos de una finca de produccion
piscicola ubicada en el Municipio de Lejanias, Departamento del Meta, localizado entre los
04°54'25” y los 01°36°52” de latitud norte, y los 71°4’38” y 74°53’57” de longitud oeste, con
una temperatura promedio de 24°C en la llanura. Se utilizaron 24 ejemplares clinicamente
sanos de 500 g de peso vivo y talla total media de 43 cm. Los peces se sactrificaron por
choque térmico en agua con hielo (0 + 2°C), se evisceraron y enviaron inmediatamente al
Laboratorio de analisis y control de calidad de carnes, pescados y derivados del Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia. Durante el
transporte los ejemplares se mantuvieron empacados en bolsas plasticas bajo refrigeracion
a 4°C en neveras de poliestireno expandido con hielo durante 4 horas. Al llegar al laboratorio
los ejemplares se lavaron con agua fria (5 + 1,5°C) y posteriormente se procedioé a retirar
dos filetes de cada uno.

2.3.2 Tratamientos experimentales y preparacién de muestras

Los filetes se almacenaron a 2 + 2°C o0 -18 = 2°C, durante 24 o 48 horas junto con la
inyeccion solucion de sorbitol al 60% (Sorbitol USP 70%, Ciacomeq S.A.S) hasta lograr una
absorcion del 5% p/p, para un total de 8 tratamientos con 3 repeticiones para cada uno, el
disefio experimental puede ser observado en la tabla 1.

Tabla 1. Disefio experimental de la carne de yamu (Brycon amazonicus) sometida a la
incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7 8
INCLUSION DE sin con sin con sin con sin con
SORBITOL sorbitol sorbitol sorbitol | sorbitol | sorbitol | sorbitol sorbitol | sorbitol
TEMPERATURA 2+2°C -18 + 2°C 2+2°C -18 + 2°C
TIEMPO 24 HORAS 48 HORAS

2.3.3 Analisis de textura

Esta caracteristica se evalu6 mediante un test de compresién (65), utilizando un
texturémetro electronico modelo Stable Micro System texture analyser (TA.XT2, Surrey,
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England). Todas las pruebas se realizaron a temperatura de refrigeracion (4°C), utilizando
como muestra de cada filete tres cubos de 2 cm x 2 cm x 1 cm. Las velocidades del test
fueron: antes de la prueba: 1,00 mm/s, durante la prueba: 1,10 mm/s y después de la
prueba: 10,00 mm/s. La distancia entre el cilindro y la muestra de 15,0 mm y la compresion
de la muestra 40,0 %.

2.3.4 Capacidad de retencion de agua (CRA)

La capacidad de retencion de agua (CRA) de las muestras carnicas de yamu se realizd
siguiendo la metodologia propuesta por Sanchez-Alonso et al (66), en la cual se tomaron 3
gramos de la muestra y se envolvieron en papel filtro (2 papeles filtro Whatman No. 1, de
110 mm de didmetro) previamente pesados; posteriormente se introdujeron en un tubo
Falcon, y se centrifugaron durante 15 minutos a 3000 g. Después del centrifugado, se
retiraron cuidadosamente los papeles y se pesaron. La CRA se expresé como porcentaje
de agua retenida por la muestra después de la centrifugacion.

2.3.5 Medicion de pH

El pH de la suspension resultante fue medido con un pH metro calibrado después de
homogenizar 10 gramos de muestra con 100 mL de agua destilada, segun la metodologia
descrita por Mohan et al (67).

2.3.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras para este procedimiento se fijaron en formol buferado al 4%, posteriormente
se secaron a punto critico utilizando el equipo EK 3150 durante 15 minutos y luego se
metalizaron con oro utilizando un equipo Quorum, Q150R ES, para proceder a la
observacién con microscopio SEM (FEI, Quanta 200 —r). Las muestras de filete se montaron
en soportes individuales. Las imagenes obtenidas se captaron con magnitudes de 200X,
1000X y 4000X (37).

2.3.7 Microscopia Optica

Las muestras fueron fijadas en formol buferado al 4% y embebidas en parafina. Las placas
con la muestra extendida fueron tefiidas con tricromico de Masson, con el fin de resaltar las
fiboras de coldgeno. Para este proceso, inicialmente se lavaron con agua destilada y
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posteriormente se sumergieron en Hematoxilina de Weigert durante 5 minutos; después se
lavaron con agua destilada y se sumergieron en Fucsina de Ponceau durante 5 minutos.
Luego se sumergieron en acido fosfomolibdico por 5 min y se pasaron a una solucién azul
de anilina durante 5 minutos. Finalmente, las muestras se analizaron con un microscopio
Leica DM750 P (Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland) y se tomaron imagenes con
diferentes acercamientos (4X, 10X y 40X) (37).

2.3.8 Extraccién de proteinas

La extraccion de proteinas se realiz6 aplicando modificaciones al método propuesto por
Cao et al (68). Un gramo de muestra se homogenizd en un equipo homogeneizador Ultra-
turrax® IKA T-25, USA con 4 volumenes de agua destilada-desionizada durante 30 s; luego
se centrifugd a 5000 g y 4°C durante 5 min, se retir6 el sobrenadante y se lavé el precipitado
con buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7,5 durante 30 s. Posteriormente el homogenizado
se centrifugd a 5000 g y 4°C por 5 min; el precipitado se suspendi6é en 4 volimenes de
buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7,5 frio y se repitié el proceso de centrifugado 2 veces
mas, se descarto el sobrenadante y después se realiz6 un ultimo centrifugado a 3000 g por
15 minutos y se diluy6 el precipitado con buffer fosfato 50mM y 500 mM de NaCl pH 8.0. A
cada uno de los extractos de proteinas se le agregaron 5 pl iodacetamida 100 mM y 25 ul
de EDTA 50 mM como inhibidores enzimaticos.

2.3.9 Cuantificacion de proteinas

Se realizé una cuantificacion de cada extracto proteico con el fin de estandarizar la cantidad
de proteina en cada muestra. La cuantificacién de la concentracion de proteinas se realiz6
siguiendo el método del &cido bicinconinico (BCA), por medio de un Kit de determinacién
de proteinas Pierce ™ BCA® Thermo Scientific para conteo total de proteinas. Este método
combina la reduccién por parte de la proteina de los cationes cupricos (Cu+2) a cuprosos
(Cu+') en un medio alcalino y la reaccién de color verde a purpura por la quelacién de las
moléculas de BCA con los iones cuprosos. Este complejo soluble en agua exhibe una fuerte
absorbancia a 562 nm que es casi lineal con el aumento de las concentraciones de proteina
en un rango de 20 a 2000 pg / ml (69).
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2.3.10 Perfiles de movilidad electroforetica por SDS-PAGE

Para la identificacion de los perfiles de proteinas miofibrilares de la carne de yama, se llevé

a cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida con un sistema de electroforesis (Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad, 25 USA). El gel de separacion fue
del 7%, el gel de concentracion del 5% (p/v) y el buffer de corrido utilizado fue Tris-glicina
pH 8,3. Se sembraron 30 ug de proteina total de los extractos proteicos obtenidos de cada
muestra. La separacion se realiz6 a un voltaje constante de 120 V para el gel de
concentracion y 100 V para el gel de resolucion. Se emple6 un patrén de peso molecular
de 12 a 225 kDa y la tincién se realiz6 con Azul coomassie coloidal G-250 (CBB), el cual se
preparo diluyendo 125 g de CBB en 125 mL de isopropanol; posteriormente se le agregaron
50 mL de acido acético glacial y se completé un volumen de 500 mL con agua destilada
desionizada (70).

2.3.11 Analisis Estadistico

Inicialmente se realiz6 un andlisis descriptivo por tratamiento a los datos obtenidos para
textura, capacidad de retencién de agua y pH, para explorar medidas de tendencia central,
dispersion y observaciones atipicas en los datos. Los ochos tratamientos fueron analizados
de acuerdo a un disefio completamente al azar en arreglo factorial 23, donde los factores
fueron temperatura de almacenamiento, tiempo y uso de sorbitol. Cada tratamiento conté
con tres repeticiones. Se realiz6 un analisis de varianza para determinar si existié o no
diferencia entre los niveles de cada uno de los factores. Cuando se encontrd diferencia
entre los niveles de los factores se realiz6é un test de Tukey con el fin de encontrar cual de
los tratamientos tuvo diferencia significativa. Adicionalmente se realiz6 un andlisis de
varianza para cada respuesta con el fin de establecer la diferencia e interaccién entre
factores. Se evaluaron supuestos de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (prueba de Bartlett). En presencia de interaccion se
construyeron los graficos de interaccion para poder concluir sobre los mejores tratamientos,
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se utilizé el programa R Studio 1.1.383 ® (2017).

2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Analisis de textura

La textura es uno de los pardmetros de calidad més importantes en la carne de pescado, y
puede variar dependiendo de la especie, &rea muscular, almacenamiento y procesamiento
(71). Los cambios de textura durante el almacenamiento congelado pueden afectar las
propiedades sensoriales y funcionales del pescado. Los resultados del analisis de textura
son presentados en la tabla 2.

Tabla 2. Textura de la carne de yamu (Brycon amazonicus) sometida a la incorporaciéon o no de
sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento. Letras diferentes obtuvieron
diferencia estadisticamente significativa (P < 0,05) entre tratamientos.

TIEMPO TEMPERATURA SORBITOL TEXTURA
) 4 9o T1 SIN SORBITOL 1545,09 + 363,14 °d
i o
T2 CON SORBITOL 1613,21 + 487,73 ¢d
24 HORAS
T3 SIN SORBITOL 1801,94 + 336,6 ©
18 + 2°C
T4 CON SORBITOL 243271+ 411,12
) 4 g T5 SIN SORBITOL 1720,26 + 157,38 ¢
i o
T6 CON SORBITOL 1849,56 + 390,37 ¢
48 HORAS
16 1 2°C T7 SIN SORBITOL 1143,85 + 344,17 ¢
- + °
T8 CON SORBITOL 2356,87 + 249,03 @

La figura 1 muestra la variacion de la fuerza de compresion de la carne de yamu (Brycon
amazonicus) sometida a la incorporacibn o no de sorbitol a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento. Se cumplieron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas (P-valor = 0.7437 para la prueba de Shaphiro-Wilk y P-valor =
0.1705 para la prueba de Bartlett). El andlisis de varianza realizado para los parametros de
textura obtenidos evidencia que hubo diferencia significativa entre tratamientos (P < 0,05).
La prueba de Tukey muestra que el tratamiento sometido durante 24 horas a -18 = 2°C con
la incorporacion de sorbitol (T4) obtuvo el mayor valor de fuerza de compresién, siendo
estadisticamente similar al tratamiento sometido durante 48 horas a -18 + 2°C con la
incorporacion de sorbitol (T8) que disminuyé un 3,1% (respecto a T4).
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Figura 1. Variacion de la fuerza de compresion de la carne de yamu (Brycon amazonicus) sometida
a la incorporacién o no de sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.

Las barras de error corresponden a la desviacién estandar y letras diferentes representan diferencia
estadisticamente significativa.

La figura 2 muestra el efecto de la Interaccion entre la incorporacion o no de sorbitol a
diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento de carne de yamua (Brycon
amazonicus) sobre la variable textura. La textura de la carne de yamu tuvo diferencia
significativa por la incorporacion de sorbitol y el tiempo de almacenamiento por separado
(P < 0,05) y a su vez tuvo diferencia significativa por la interaccién entre la incorporacion
del sorbitol con la temperatura de almacenamiento (P < 0,05), siendo notable que los
valores de textura son mayores cuando la carne se trata con sorbitol y se almacena a
temperatura de -18°C, independientemente del tiempo que ésta permanecié almacenada,
debido a que el crioprotector actla Unicamente a temperatura de congelacién, impidiendo
la formacién de cristales de hielo intra o intercelulares que puedan afectar la textura. La
interaccion (P < 0,05) de la incorporacion de sorbitol con el tiempo de almacenamiento
permite observar que la textura de la carne es mayor en todos los casos en que se incorpora
sorbitol a la carne, especialmente cuando se compara con la carne que se almaceno
durante 48 horas sin la incorporacion del crioportector.
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(1) Temperatura vs sorbitol (2) temperatura vs tiempo (3) tiempo vs sorbitol.
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Figura 2. Efecto de la Interaccion entre la incorporacién o no de sorbitol a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento de carne de yamu (Brycon amazonicus) sobre la variable textura.

La presencia de interaccion (P < 0,05) entre temperatura y tiempo de almacenamiento
indican que la temperatura de congelaciébn mantiene una mayor textura en la carne durante
las primeras 24 horas de almacenamiento, respecto a la disminucion de la textura
observada a las 48 horas de almacenamiento congelado, independientemente del uso o no
de sorbitol. El efecto del sorbitol no es visible cuando la carne se almacena a temperatura
de 2°C independientemente del tiempo de almacenamiento (T2: 24 horas a 2 °C con sorbitol
y T6: 48 horas a 2 °C con sorbitol). Ademas, se obtuvo una pérdida importante de textura
en los tratamientos que no utilizaron la incorporacion de sorbitol a temperatura de 2°C (T1:
24 horas a 2 °C sin sorbitol y T5: 48 horas a 2 °C sin sorbitol) y de igual manera a -18°C
(T3: 24 horas a -18°C sin sorbitol) y con una pérdida aun mayor cuando la carne fue
almacenada durante 48 horas (T7: 48 horas a -18°C sin sorbitol). Sin embargo, cuando la
incorporaciéon de sorbitol se utilizd a temperatura de -18°C (T4: 24 horas a -18°C con
sorbitol) se obtuvo una mayor fuerza de compresion respecto a los demas tratamientos,
aungue esta se ve disminuida a las 48 horas de almacenamiento (T8: 48 horas a -18°C con
sorbitol).

Los resultados obtenidos en el test de compresion muestran valores mayores en todos los
tratamientos a los reportados para filetes de la misma especie, almacenados a -8°C durante
61 horas (37) y para matrinxa (Brycon cephalus) almacenado a -3°C por 12 horas (31), lo
cual puede estar influenciado por el tiempo transcurrido desde su sacrificio hasta su
almacenamiento, el tiempo de almacenamiento, y el tratamiento con sorbitol. Sin embargo,
los datos son similares a los reportados para merluza roja (Urophycis chuss) tratado con la
incorporacién de sorbitol y tripolifosfato de sodio (1600 gf) (63).
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La pérdida de textura es evidente cuando la carne es sometida a -18°C sin la incorporacion
de sorbitol debido a dafios generados por la formacion de cristales de hielo intra e inter
celulares que dafian la estructura muscular (18, 47, 61), siendo mayor el dafio a medida
que transcurre el tiempo de almacenamiento. Por otro lado, la incorporacion de sorbitol en
la carne es efectiva cuando ésta se almacena a temperatura de -18°C, obteniendo asi
valores de fuerza de compresion por encima de los demas tratamientos, con resultados
similares a los obtenidos en filetes de trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) inmersos en
una solucién al 8% de sorbitol y sacarosa y almacenados a -20°C (29).

2.4.2 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retenencion de agua del musculo se considera un esencial parametro de
calidad y una mayor capacidad de retencion de agua es de gran importancia tanto para la
industria como para el consumidor final (72). Los resultados de la capacidad de retencion
de agua pueden ser observadas en la tabla 3.

Tabla 3. Capacidad de retencién de agua de la carne de yamu (Brycon amazonicus) sometida a la
incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento. Letras
diferentes obtuvieron diferencia estadisticamente significativa (P < 0,05) entre tratamientos.

TIEMPO TEMPERATURA SORBITOL RESPUESTA
T1 SIN SORBITOL 70,4+ 1,752
2+2°C T2 CON SORBITOL 66,3 + 0,86 P¢
T3 SIN SORBITOL 63,05 + 1,87 de
24 HORAS -18°+2°C T4 CON SORBITOL 66,47 + 0,98 P
T5 SIN SORBITOL 65,7 + 1,35 bed
2+2°C T6 CON SORBITOL 63,46 + 1,13 cde
T7 SIN SORBITOL 62,01 + 1,08 ©
48 HORAS -18°+2°C T8 CON SORBITOL 66,92 + 0,28 P

La figura 3 muestra la variacion de la capacidad de retencion de agua de la carne de yamu
(Brycon amazonicus) sometida a la incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento. Se cumplieron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas (P-valor = 0.1071 para la prueba de Shaphiro-Wilk y P-valor =
0.3028 para la prueba de Bartlett). El andlisis de varianza realizado para los pardmetros de
capacidad de retencion de agua obtenidos evidencia que hubo diferencia significativa entre
tratamientos (P < 0,05). La prueba de Tukey muestra que el tratamiento sometido durante
24 horas a 2°C sin la incorporacion de sorbitol (T1) obtuvo la mayor capacidad de retencion
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de agua, mientras que la menor capacidad de retencion de agua obtenida fue la del
tratamiento sometido durante 48 horas a 18°C sin la incorporacién de sorbitol (T7), siendo
estadisticamente similar a los tratamientos T3 (24 horas a -18°C sin sorbitol) y T5 (48 horas
a 2 °C sin sorbitol).
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Figura 3. Variacion de la capacidad de retencion de agua de la carne de yamu (Brycon amazonicus)
sometida a la incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.

Las barras de error corresponden a la desviacién estandar y letras diferentes representan diferencia
estadisticamente significativa.

La figura 2 muestra el efecto de la Interaccién entre la incorporacién o no de sorbitol a
diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento de carne de yamu (Brycon
amazonicus) sobre la variable capacidad de retencion de agua. Estos valores fueron
afectados por la temperatura y el tiempo de almacenamiento (P < 0,05), presentando
ademas un efecto significativo (P < 0,05) por la interaccién entre la incorporacion del sorbitol
con la temperatura de almacenamiento debido a que la CRA es menor cuando la carne se
almacena a -18°C sin la incorporacién del crioprotector, mientras que dicha caracteristica
se mantiene cuando la carne se trata con sorbitol. La interaccion entre la temperatura con
el tiempo de almacenamiento (P < 0,05) muestra que independientemente de la
temperatura de almacenamiento, la CRA disminuye al cabo de 48 horas para todos los
tratamientos, especialmente para aquellos que no fueron tratados con sorbitol.
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Figura 4. Efecto de la Interaccion entre la incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento de carne de yamu (Brycon amazonicus) sobre la variable
capacidad de retencion de agua.

La mayor capacidad de retencién de agua se obtuvo cuando se almacené la carne a 2°C
durante 24 horas sin sorbitol (70.4% para T1) con una importante pérdida de CRA a las 48
horas de almacenamiento a 2°C sin sorbitol (65.7% para T5). La menor CRA se obtuvo en
los tratamientos que fueron almacenados a -18°C sin la incorporaciéon de sorbitol durante
24 y 48 horas (63.05 y 62.01% para T3 y T7 respectivamente). Los tratamientos que
utilizaron la incorporacién de sorbitol almacenados a 2°C durante 24 y 48 horas muestran
una baja en la capacidad de retenciébn de agua (66.30 a 63.46% para T2 y T6
respectivamente), mientras que la incorporacion de sorbitol a -18°C durante 24 y 48 horas
muestra una capacidad de retencibn de agua mayor (66.47 a 66.92% para T4 y T8
respectivamente) que aquellos tratamientos que no tuvieron la incorporacion de sorbitol.
La capacidad de retencibn de agua sufri6 una importante reduccién en todos los
tratamientos, siendo aln mayor en los que no tuvieron la inclusién de sorbitol, explicado por
la inyeccion del 5 % (p/p) de la solucién de sorbitol que aumentd la humedad de los filetes
tratados. Esta reduccién en la capacidad de retencién de agua se da por la pérdida de
funcionalidad de las membranas celulares, que sufren dafios irreversibles durante la
congelacioén, perdiendo su capacidad de rehidratacién por pérdida de componentes lipidicos
(42) y la desnaturalizacién de proteinas miofibrilares como actina y miosina (6, 7). Los
resultados de capacidad de retencion de agua estan relacionados con los resultados
obtenidos en el test de compresion, donde los tratamientos que mantuvieron los valores
para CRA durante las 48 horas de refrigeracion fueron los mismos sometidos a -18°C con
la incorporacion de sorbitol y que obtuvieron los mayores valores de fuerza de compresion
al cabo de 24 y 48 horas de almacenamiento (figura 1).
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2.4.3 pH

Los valores obtenidos para pH pueden ser observados en la tabla 4.

Tabla 4. pH de la carne de yamu (Brycon amazonicus) sometida a la incorporacién o no de
sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.

TIEMPO TEMPERATURA SORBITOL pH
T1 SIN SORBITOL 6,01+0,01 ©
2+2°C T2 CON SORBITOL 6,17+ 0,02 °
T3 SIN SORBITOL 5,95 + 0,01 %
24 HORAS -18°+2°C T4 CON SORBITOL 610,02
T5 SIN SORBITOL 5,98 + 0,02 <
242°C T6 CON SORBITOL 6,08 + 0,005 °
T7 SIN SORBITOL 5,93 +0,01 ¢
48 HORAS -18°+2°C T8 CON SORBITOL 6+0,01°

Se cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas (P-valor = 0.4002
para la prueba de Shaphiro-Wilk y P-valor = 0.8251 para la prueba de Bartlett). El analisis
de varianza realizado para los pardmetros de capacidad de retencién de agua obtenidos
evidencia que hubo diferencia significativa entre tratamientos (P < 0,05).

La figura 5 muestra la variacion de la capacidad de retencion de agua de la carne de yamu
(Brycon amazonicus) sometida a la incorporaciéon o no de sorbitol a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento. La prueba de Tukey muestra que el tratamiento sometido
a 2°C durante 24 horas con la incorporacién de sorbitol obtuvo el pH mas alto (6,17 para
T2), seguido el tratamiento sometido a 2°C durante 48 horas con la incorporacion de sorbitol
(6,08 paraT6). El tratamiento sometido a -18°C durante 48 horas sin la incorporacion de
sorbitol (5,93 para T7) fue el que obtuvo el pH mas bajo, que a su vez presento similitud
estadistica con el tratamiento sometido a -18°C durante 24 horas sin la incorporacion de
sorbitol (5,95 para T3).
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Figura 5. Variacion de la capacidad de retencion de agua de la carne de yamu (Brycon amazonicus)

sometida a la incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento.

Las barras de error corresponden a la desviacién estandar y letras diferentes representan diferencia
estadisticamente significativa.

La figura 6 muestra el efecto de la Interaccion entre la incorporacion o no de sorbitol a
diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento de carne de yamu (Brycon
amazonicus) sobre la variable Ph. Se evidencié un pH mas bajo para los tratamientos sin
la incorporacién de sorbitol a 2°C y -18°C a lo largo de 24 horas de almacenamiento (6.01
y 5.95 para T1 y T3 respectivamente) el cual disminuye a las 48 horas de almacenamiento
(5.98 y 5.93 para T5 y T7 respectivamente). Los valores de pH mas alto se presentaron en
el tratamiento con la incorporacién de sorbitol a 2 °C almacenado por 24 horas (6.17 para
T2), sin embargo, se presentd la misma disminuciéon en el pH al cabo de 48 horas de
almacenamiento (6.08 para T6). El pH para el tratamiento almacenado a -18°C con la
incorporacioén de sorbitol, fue de 6.00, el cual se mantuvo igual durante el almacenamiento
por 48 horas (T8).
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(1) Temperatura vs sorbitol

(2) temperatura vs tiempo

(3) tiempo vs sorbitol.
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Figura 6. Efecto de la Interaccion entre la incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos
y temperaturas de almacenamiento de carne de yamu (Brycon amazonicus) sobre la
variable pH.

El pH es mayor cuando se incorpora sorbitol a la carne de yamu, independientemente del
tiempo de almacenamiento. Sin embargo, en ausencia de sorbitol, el almacenamiento a -
18°C genera una reduccion del pH, especialmente cuando este se prolonga por 48 horas.
El descenso del pH durante el almacenamiento indica la transformacion de glucégeno
muscular en &cido lactico durante la etapa post mortem (73). De igual manera, un pH bajo
esta directamente relacionado con la perdida de textura (74, 75), debido al debilitamiento
del tejido conectivo y la desnaturalizacién proteica (76). El pH se mantiene estable durante
el almacenamiento por 48 horas cuando se incorpora sorbitol en la carne sometida a -18°C.

2.4.4 Microscopia electronica de barrido

Las imagenes obtenidas por medio de microscopia electrénica de barrido son presentadas
en la figura 7. Los tratamientos almacenados durante 24 horas a 2°C con o sin la
incorporacién de sorbitol (T1: 2°C durante 24 horas sin sorbitol y T2: 2°C durante 24 horas
con sorbitol) permiten observar la estructura miofibrilar en estado integro sin la separacion
de los miotomos, mientras que la separacion de los mismos es observada en los
tratamientos almacenados durante 24 horas a -18°C (T3: y T4). Ademas, se evidencio la
afectacion en la organizacion de las fibras musculares en tratamientos almacenados a 2°C
por 48 horas (T5 y T6). Para el tratamiento almacenado durante 48 horas a -18°C (T7) se
evidencié una mayor separacion entre miotomos y separacion de las miofibrillas que para
el tratamiento que tuvo la incorporacion con sorbitol (T8), donde no fue tan evidente la
separacion de las miofibrillas a pesar de que esta no fue medida.
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Figura 7. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de la carne de yami (Brycon
amazonicus), sometida a la incorporacién o no de sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de
almacenamiento. F: filete fresco; T1: 2°C sin sorbitol durante 24 horas; T2: 2°C con sorbitol durante
24 horas; T3: -18°C sin sorbitol durante 24 horas; T4: -18°C con sorbitol durante 24 horas; T5: 2°C
sin sorbitol durante 48 horas; T6: 2°C con sorbitol durante 48 horas; T7: -18°C sin sorbitol durante
48 horas; T8: -18°C con sorbitol durante 48 horas.

2.4.5 Microscopia 6ptica

Las imagenes obtenidas por medio de microscopia Optica se presentan en la figura 5. Los
cortes transversales de las fibras musculares muestran separacion del endomisio en
tratamientos almacenados durante 24 o 48 horas a 2°C no tratados con sorbitol (T1: 2°C
sin sorbitol durante 24 horas y T5: 2°C sin sorbitol durante 48 horas), mientras que los
tratamientos con incorporacién de sorbitol bajo las mismas condiciones no presentaron
dicha separacion (T2: 2°C con sorbitol durante 24 horas y T6: 2°C con sorbitol durante 48
horas). La estructura del endomisio se vio afectada en areas de mayor tamafio en
tratamientos sometidos a -18°C y no tratados con sorbitol independientemente del tiempo
de almacenamiento (T3: -18°C sin sorbitol durante 24 horas y T7: -18°C sin sorbitol durante
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48 horas) ademas de la presencia de separaciones interfibrilares. Los tratamientos
sometidos a -18°C con incorporacion de sorbitol presentaron una menor separacion del
endomisio y de espacios interfibrilares (T4: -18°C con sorbitol durante 24 horas), aunque
levemente mayor para cuando el almacenamiento se prolongé durante 48 horas (T8 -18°C
con sorbitol durante 48 horas).

Figura 8. Imagenes de microscopia éptica de la carne de yamu (Brycon amazonicus), sometida a
la incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento. F: filete
fresco; T1: 2°C sin sorbitol durante 24 horas; T2: 2°C con sorbitol durante 24 horas; T3: -18°C sin
sorbitol durante 24 horas; T4: -18°C con sorbitol durante 24 horas; T5: 2°C sin sorbitol durante 48
horas; T6: 2°C con sorbitol durante 48 horas; T7: -18°C sin sorbitol durante 48 horas; T8: -18°C con
sorbitol durante 48 horas.

Los resultados obtenidos por medio del analisis con microscopia éptica y electrénica de
barrido muestran la degradacién del tejido conectivo a causa del almacenamiento a bajas
temperaturas, especialmente a -18°C donde es evidente la perdida de tejido interfibrilar,
espacios en la miocomata y la separacion entre miotomas, ademas de desprendimiento del
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endomisio ya reportado para otras especies (medregal del Japon (Seriola quinqueradiata),
dorada del Japén (Pagrus major) y jurel (Pseudocaranx dentex) (9) independientemente del
tiempo de almacenamiento (Figura 4 y 5). Resultados similares son reportados para filetes
obtenidos de la misma especie y almacenados a temperatura de -8°C (37) e indican la
degradacion del coldgeno a causa del almacenamiento a bajas temperaturas; lo anterior
también ha sido reportado para diversas especies (9, 34, 35, 36, 65). La formacion de
cristales de hielo durante la congelacion afecta la ultraestructura del musculo de los peces,
lo que a su vez provoca alteraciones en las reacciones bioquimicas que se producen a nivel
celular e influyen en los pardmetros de calidad fisica de la carne (18). Sin embargo, la
estructura muscular se mantuvo en un estado mas integro cuando la carne fue tratada en
las mismas condiciones y con la incorporacién de sorbitol, encontrando menor separacion
entre miotomas y mayor integridad del tejido interfibrilar.

2.4.6 Perfiles de movilidad electroforetica por SDS-PAGE

El perfil proteico obtenido puede ser observado en la figura 6. Se detectaron hasta 14
bandas en la electroforesis en gel de poliacrilamida. Las bandas con mayor peso molecular
(243.54 y 220.93 kDa) se encontraron en todos los tratamientos, con una mayor intensidad
en tratamientos almacenados durante 48 horas (T5: 2°C sin sorbitol durante 48 horas; T6:
2°C con sorbitol durante 48 horas; T7: -18°C sin sorbitol durante 48 horas y T8: -18°C con
sorbitol durante 48 horas). Ademds, se encontraron bandas con menor peso molecular
(156.08 kDa, 104.39 kDa, 99.43 kDa, 79.09 kDa, 76.72 kDa, 71.31 kDa, 67.51 kDa, 60.93
kDa y 57.68 kDa) en todos los tratamientos especialmente en aquellos sometidos a -18°C
(T3: -18°C sin sorbitol durante 24 horas y T4: -18°C con sorbitol durante 24 horas) y con
una intensidad ligeramente mayor en los tratamientos sometidos a -18°C durante 48 horas
(T7: -18°C sin sorbitol durante 48 horas y T8: -18°C con sorbitol durante 48 horas). Se
presentaron bandas con peso molecular de 45.76 y 43.96 kDa con baja intensidad para
tratamientos almacenado durante 24 horas a 2°C (T1: 2°C sin sorbitol durante 24 horas y
T2: 2°C con sorbitol durante 24 horas). Las mismas bandas ligeramente mas intensas para
los tratamientos almacenados 24 horas a -18°C (T3: -18°C sin sorbitol durante 24 horas y
T4: -18°C con sorbitol durante 24 horas) y una intensidad mucho mayor para los
tratamientos almacenados a 2 y — 18°C y con la incorporacion de sorbitol (T6: 2°C con
sorbitol durante 48 horas y T8: -18°C con sorbitol durante 48 horas) o sin la incorporacion
de este mismo (T7: -18°C sin sorbitol durante 48 horas).
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Figura 9. Electroforesis SDS-PAGE en gel del 7 % de acrilamida de extractos proteicos de la carne
de yamu (Brycon amazonicus), sometida a la incorporacion o no de sorbitol a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento. Linea F: carne fresca; linea T1: 2°C sin sorbitol durante 24 horas;
linea T2: 2°C con sorbitol durante 24 horas; linea T3: -18°C sin sorbitol durante 24 horas; linea T4: -
18°C con sorbitol durante 24 horas; linea T5: 2°C sin sorbitol durante 48 horas; linea T6: 2°C con
sorbitol durante 48 horas; linea T7: -18°C sin sorbitol durante 48 horas; linea T8: -18°C con sorbitol
durante 48 horas; linea MWM: patrén de peso molecular; RMM: masa molecular relativa.

Las proteinas miofibrilares incluyen proteinas contractiles como miosina y actina, proteinas
reguladoras como la troponina, y otras proteinas menores (26). El peso molecular de
algunas proteinas presentes en la carne de pescado ha sido reportado por otros autores,
como la miosina de cadena larga 200 kDa (77), a- actina 105 kDa, troponina 78 kDa (78) y
actina 45 kDa (68). Bandas con pesos moleculares similares se pueden observar en todos
los tratamientos y con mayor intensidad en tratamientos almacenados por 48 horas (T5, T6,
T7y T8 Fig. 6) donde se mantuvieron las bandas con pesos similares a miosina de cadena
pesada (220.93 kDa), a- actina (104.39 kDa), troponina (79.09 kDa) y actina (45.76 y 43.06
kDa). Por otro lado, también se encontraron bandas con peso molecular mayor (243.54
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kDa) y menor (156.08, 99.43, 76.72 y 23.12 kDa) que no estadn presentes en la linea
correspondiente al perfil proteico de la carne fresca analizada (F), y que tienen mayor
intensidad a las 48 horas de almacenamiento a 2°C y -18°C con la incorporaciéon o no de
sorbitol (T5, T6 y T7). Se puede inferir que dichas bandas son agregados proteicos o
fragmentos de proteinas miofibrilares parcialmente degradadas como la miosina y la actina,
que son en gran parte responsables de las propiedades funcionales de la carne durante el
almacenamiento refrigerado o congelado (23). La fragmentacion o agregacion de las
proteinas miofibrilares genera pérdidas en su funcionalidad y solubilidad generando
ablandamiento (3, 18, 22) siendo este menor en el tratamiento sometido a -18°C durante
24 horas con la incorporacién de sorbitol (T4) lo cual indica que el uso de sorbitol a
temperatura de congelacion reduce la degradacion de las proteinas miofibrilares y a su vez
ayuda a mantener las propiedades funcionales de la carne a lo largo del almacenamiento
congelado.

2.5 Conclusiones

e La carne de yamu sufri6 una degradacion parcial de sus proteinas miofibrilares
como miosina, a- actina y actina, especialmente cuando no fue tratada con sorbitol
a temperatura de congelacion (-18°C). Adicionalmente se evidenciaron cambios en
el tejido conectivo, relacionados con la perdida de textura.

e Las propiedades fisicoquimicas evaluadas en la carne de yamu se vieron afectadas
principalmente por la interaccion entre la temperatura y el tiempo de
almacenamiento, mientras que la incorporaciéon de sorbitol y la temperatura de
almacenamiento tuvieron un efecto significativo sobre la textura de la carne de
yamu. La capacidad de retenciéon de agua se vio afectada significativamente por el
tiempo y la temperatura de almacenamiento, mientras que el pH de la carne se vio
afectado significativamente por los tres factores.

e Lacapacidad de retencion de agua tiene una relacién directamente proporcional con
la fuerza de compresion de los filetes, siendo esta mayor cuando la textura de la
carne se mantiene.
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e La utilizacién de sorbitol a -18°C minimizé los efectos negativos de la congelacién
sobre las caracteristicas del musculo de yamu, manteniendo en un estado mas
integro la microestructura muscular, generando un efecto crioprotector en
comparacion a la carne no tratada.
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