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Resumen

0. RESUMEN

La blandura de la carne es uno de los atributos de calidad mas importantes para el
consumidor, y depende de un gran nimero de factores pre y post sacrificio. Para la industria
céarnica, el marinado puede ser una de las formas mas benéficas de conservar y proporcionar
valor agregado a cortes de carne fresca muy duros, ya que es posible la utilizacién de cortes con
bajo valor comercial, y poca aceptacion. El objetivo de esta investigacion fue determinar la
posibilidad de reducir la dureza del misculo Braquiocephalicus de Bovino, marinado en una
solucién de cloruro de calcio 150 mM, para activar las calpainas mediante un sistema de
masajeo al vacio. También se inocularon bacterias Kcticas (P. pentosaceus) o bien se
adicion6 Glucono Delta Lactona para reducir el valor de pH y activar las catepsinas.

El estudio se disefié en dos partes, en la primera parte se realizé un ensayo preliminar para
determinar las condiciones Optimas de marinado mediante un sistema de masajeo al vacio,
estableciendo cuatro niveles de masajeo (golpes por minuto, GPM): 1000, 2000, 3000 y 4000,
el efecto de éstos, fue comparado con una muestra marinada por inmersion durante 48 h datos
gue ya se han reportado en la literatura. En la segunda parte, una vez establecidas las mejores
condiciones de masajeo, la carne bien se inoculé con BAL (Pediococcus pentosaceus) o bien
se afadid Glucono Delta Lactona (GDL). Los parametros que se evaluaron fueron
fisicoquimicos; concentracién de calcio, pH, capacidad de retencién de humedad (CRA), y
textura. Microbioldgicos; poblacién de coliformes totales y bacterias lacticas. Y degradacion de
proteinas miofibhlares; indice de fragmentacién miofibrilar (IFM), y SDS-PAGE. Los das de
muestreo fueron 1, 5, 10, y 15. Todos los analisis se hicieron por duplicado.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando un disefio factorial
completamente al azar, usando un analisis de varianza con los factores y la interaccion entre
ellos, las variables que presentaron diferencias estadisticamente significativas fueron
analizadas mediante la prueba de comparaciones mdultiples de Duncan. En el ensayo
preliminar, - primera parte - los resultados indicaron que no hubo diferencia significativa
(P<0.05) en cuanto al numero de revoluciones o GPM utilizados, pero si se encontrd que las
muestras tratadas con masajeo al vacio fueron mas suaves (valores de fuerza menores) que las
muestras marinadas 48h a 4° C. Esto implica un ahorro en los tiempos de proceso y una mejora
considerable en las caracteristicas mecanicas de cortes de bajo valor comercial.

En la segunda parte del experimento, se encontré que la acidez producida tanto por BAL o GDL,
no disminuyo la dureza de la carne. El pH alcanzado en las muestras mediante la aplicacion de
GDL, mostro valores de fuerza mayores inclusive que en la muestra testigo. Por otra parte, se
obtuvieron valores de fuerza menores mediante la inoculacién con BAL, aunque estos no fueron
estadisticamente significativos con respecto al testigo. La CRA fue menor en las muestras
tratadas debido a la influencia del pH, al situar a las proteinas en su punto isoeléctrico donde
éstas exhiben la minima capacidad de retener su propia agua o el agua afiadida. La fuerza al
corte de las muestras marinadas con CaCl, y BAL fueron mas blandas que las tratadas con
GDL al dia 5, no variando con el paso de los dias. El IFM también estuvo influenciado por el
pH dado que hubo una menor fragmentacion de las miofibrillas en las muestras tratadas, al
exhibir valores de pH bajos con respecto al testigo. El analisis electroforetico mostré un mayor
nuamero de bandas en la carne marinada con LAB al dia 5, lo cual concuerda con los resultados
antes descritos. La muestra con GDL mostré el menor mimero de bandas y se mantuvo
constante hasta los 15 dias. La marinacién con CaCl, puede ser una buena herramienta para
producir carne blanda de cortes clasificados como duros.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

De todas las caracteristicas sensoriales que contribuyen a la calidad de la carne, la
blandura es probablemente la mas importante a la hora de su consumo, ya que la
blandura de la carne es una parte fundamental en cuanto a la aceptabilidad 6
rechazo por parte del consumidor. La dureza de la carne depende de un gran
namero de factores biolégicos intrinsecos, tales como raza, edad, sexo,
alimentacion y tipo de musculo. Asi como de factores de manejo de los animales
antes de su sacrificio y de las condiciones postmortem de la carne y la canal

(Thompson, 2002).

Uno de los problemas que se presentan en la obtencion de este tipo de carne, es
gue las principales razas que se sacrifican en los rastros de México son de tipo
cebuino, ganado que tiene caracteristicas que hacen que produzca carne dura,
algunas de estas caracteristicas son la cantidad de tejido conectivo, grado de

marmoleo, etcétera.

Una alternativa para conseguir un mayor ablandamiento de la carne y asi
incrementar la calidad sensorial, es la maduracion de la misma, proceso natural
donde las enzimas endogenas juegan un papel importante en la mejora de la
textura. La maduracion es un proceso que se lleva a cabo a temperatura arriba de
congelacion durante 1-2 semanas. En México, esta practica no se lleva a cabo
principalmente por los altos costos de almacenamiento de la carne y la energia

requerida, ademas de que no hay un sistema de clasificacion.
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Introduccién

La maduracion de la carne es atribuida a la accion de dos sistemas enzimaticos
enddgenos principales: las calpainas y las catepsinas (Jaarsveld y col., 1997),
ambos tipos de enzimas son activadas después de la muerte del animal pero en

vivo, su funcion es minima y esté dedicada al reciclaje de prote inas.

Las catepsinas son liberadas de los lisosomas debido al rompimiento de la
membrana lipoproteinica, como consecuencia de valores bajos de pH alcanzados
después del sacrificio del animal. De las dos calpainas encontradas en el
citoplasma de la célula, solo la /y-calpaina es activada de forma natural (1-5 pM
CaCh) y la m-calpaina no es capaz de degradar proteinas al no disponer de un
aporte de iones de calcio para su activacion (80-120 mM). Dado que la mayoria
del calcio del organismo esta en los huesos y en los dientes, el contenido de éste
en el musculo es minimo, con valores aproximados al 0.1%, entre Ca, Mg, He, Co,

Cu, Zn, Mn, Ni (Forrest y col., 1979).

Una de las alternativas tecnoldgicas de ablandamiento de la carne consiste en el
marinado, ademas de permitir la conservacion de la carne por mas tiempo, se
consiguen ciertos atributos de calidad importantes que permiten obtener un
producto con mayor blandura, mas jugosidad, sabor caracteristico, y facilita su

preparacion.
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Antecedentes

2. JUSTIFICACION

Se ha invertido mucho en investigacion relativa al problema de falta de blandura
de la carne (Morgan y col., 1991a; Kendall, 1993; Steen y col., 1997; Wheeler y
col.,, 1997a; Pérez-Chabela y col., 1998; Aktas y Kaya, 2001; Berge y col., 2001;
Gonzalez y col., 2001). Sin duda se han conseguido avances en esta materia, no
obstante, los resultados positivos se limitan a cierto tipo de misculos en particular

y el problema de falta de blandura aun persiste en el mercado.

Dransfield (1997) reportd que en Inglaterra los consumidores prefieren pagar un
precio mas alto por productos de calidad, consecuentemente es esencial mejorar y
desarrollar diferentes procesos postmortem para incrementar la blandura de la
carne, particularmente en esos misculos que son tradicionalmente duros y que

usualmente son castigados con precios bajos.

Para la industria carnica, el marinado puede ser una de las formas mas benéficas
de conservar y proporcionar valor agregado a los cortes de carne fresca muy
duros, ya que es posible la utilizacion de cortes con bajo valor comercial y poca
aceptacion por parte de los consumidores. Otro aspecto importante del marinado
es el aumento de rendimiento de la materia prima, el cual, bien controlado, puede

ofrecer beneficios al productor.

La marinacion con calcio es un método para producir ablandamiento de la carne,
sin embargo, requiere de largos periodos de proceso (48 horas) para obtener
buenos resultados, debido a esto es importante encontrar un sistema que permita

la reduccion del tiempo de marinacion.
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3. ANTECEDENTES

La calidad de la carne viene definida por aspectos sensoriales, nutricionales,
higiénicos y tecnoldgicos. La carne de bovino es considerada como una fuente
alimenticia relativamente econémica en comparacion con otras especies, es un
alimento completo debido a su alto valor biolégico. Sus principales atributos de

calidad sensorial son la apariencia, el aroma y la textura.

La textura se define como la composicibn y combinacion de los elementos

estructurales de la carne que da como resultado determinadas propiedades

mecénicas y puede ser detectada sensorialmente (Tornberg, 1996).

La blandura se refiere a la fuerza de corte necesaria para trozar la carne, mientras
gue la textura implica la conformacion del tejido conectivo. La blandura de la carne
es la resultante de dos fuerzas, la relacionada con el tejido conectivo y la
relacionada con el tejido miofibrilar. En €rminos practicos se puede decir que la
fuerza de las tres primeras mordidas se asocia con el tejido miofibrilar y lo que

gueda aun por destruir es debido al tejido conectivo (Velazco, 1996).

Se ha propuesto que el grado de entrecruzamiento del complejo actomiosina del
sarcomero dentro de las miofibrillas, puede contribuir a la dureza de la carne

postmortem (Smulders y col., 1990; Taylor y col., 1995).

AUn no es posible explicar de modo total los cambios que sufre la carne durante la
maduracion. No obstante, se han observado modificaciones en la estructura de las

proteinas miofibrilares las cuales podrian ser responsables del aumento de la
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blandura. Un conocimiento mas profundo de los mecanismos que participan en
estos procesos se debe al descubrimiento y aislamiento de enzimas proteoliticas
que digieren algunas proteinas miofibrilares y producen muchos de los cambios

observados durante el almacenamiento (Penny, 1984).

Se han estudiado varios métodos para lograr el ablandamiento de la carne: la
adicion de proteasas exdégenas, (Fogle y col.,, 1982; Khouri y col., 1991), la
infusién de iones de calcio (Koohmaraie y col., 1990; Wheeler y col., 1997a), la
marinacion, (Koohmaraie y col, 1990; Gault, 1991), la estimulacién eléctrica en la
canal después del sacrificio (Moribo y col., 1999; Morton y col.,, 1999), el
acondicionamiento a altas temperaturas (Hildrum y col., 1999), y diversos métodos

mecéanicos como el molido, la inyeccién y el masajeo.

3.1 Estructura y composicion del musculo.

La unidad estructural del misculo esquelético es una célula muy especializada
llamada fibra muscular, compuesta a la vez de miofibrillas, bastones largos y finos
de aproximadamente uno a dos micrémetros de diametro, su eje mayor es
paralelo al de la fibora muscular, extendiéndose a todo lo largo de la fibra muscular
(Forrest y col., 1979). Los cortes transversales de las miofibrillas presentan una
serie de elementos estructurales de dos tipos distintos: los filamentos gruesos y
delgados. Estos dan la apariencia de bandas claras y oscuras. La banda clara es
monorefringente cuando se observa con luz polarizada, se describe como
isotropica y se llama banda |, contiene mayormente moléculas de actina. La

amplia banda obscura presenta doble refringencia a la luz polarizada, es
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anisotrgpica y se llama banda A, contiene moléculas de miosina (Murai y col.,
1995). La banda | esté dividida por una banda obscura estrecha llamada linea Z,
gue es una estructura densa tridimensional (Vigoreaux, 1994). La porcién de
miofibrilia comprendida entre dos lineas Z adyacentes se llama sarcémero, y
comprende una banda Ay dos medias bandas | que se localizan a cada lado de la
banda A. El sarcomero es la unidad estructural repetitiva de la miofibrilia, asi como
la unidad basica en la que tiene lugar el ciclo de contraccion-relajacion muscular
(Price y Schweigert, 1987). La longitud del sarcémero varia pero se puede admitir

una longitud media de 2.5//m (Lawrie, 1985).

Las figuras 1 y 2 muestran un diagrama de la organizacion del masculo
esquelético, desde estructura macroscopica a nivel molecular. (A) musculo
esquelético, (B) un haz de las fibras musculares, (C) una fibra muscular en la que
se aprecian las miofibrillas, (D) una miofibrilia que muestra el sarcomero y sus
distintas bandas vy lineas, (E) un sarcomero en la que se ve la posicién de los
miofilamentos de la miofibrilia, (F-l) secciones transversales que muestran la
disposicion de los miofilamentos en diversas partes del sarcomero, (J) moléculas
de actina G, (K) un filamento de actina formado por dos cadenas de actina F
enrolladas entre si, (L) un filamento de miosina mostrando las relaciones de las
cabezas con el filamento, (M) un filamento de miosina en el que se aprecian las
regiones de cabeza y cola, y (N) meromiosina ligera (LNM) y meromiosina pesada

(Forresty col., 1979).
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Figura 1. Organizacion del misculo esquelético
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Figura 2. Macrofotografia electrénica en el que se aprecian porciones de dos
miofibrilias y un sarcomero, asi como un diagrama correspondiente a un
sarcomero en el que se muestran las distintas bandas, zonasy lineas.

3.2 Valor nutritivo de la carne.

Los tres componentes principales de la carne son el agua, la proteina y la grasa. El

musculo contiene aproximadamente 75% de agua, porcentaje que varia del 65-80%

(dependiendo de la cantidad de grasa). Las proteinas constituyen el 16-22% de la

masa muscular y son el componente principal de la materia solida. (Forrest y col.,

1979). El musculo estriado contiene tres tipos de prote inas: las miofibrilares (actina,

miosina, etcétera), las del sarcoplasma (mioglobina, enzimas hidrosolubles etcétera)

y las del tejido conectivo (colagena, elastinay reticulina (Lawrie, 1985).
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3.2.1 Proteinas miofibrilares.

Las proteinas miofibrilares constituyen del 55 al 60% del total de la proteina del
musculo. Basadas en sus funciones fisioldgicas dentro del musculo, las proteinas
miofibrilares pueden clasificarse en proteinas contractiles y proteinas reguladoras

(Forrestycol., 1979).

Proteinas contractiles.- En este grupo se encuentran la miosina y la actina, las

cuales estan directamente relacionadas con el ciclo contraccién-relajacion del
musculo. La miosina es la proteina miofibrilar mas abundante, constituye més de
una tercera parte de la proteina del musculo, tiene un peso molecular de 500 kDa y
contiene dos cadenas pesadas idénticas de aproximadamente 220 kDa cada una
y dos cadenas ligeras de aproximadamente 14 a 20 kDa dependiendo de la especie

y tipo de musculo (Lawrie, 1985).

La actina es la segunda prote ina miofibrilar mas abundante comprendiendo un 20 %
del total, su peso molecular es aproximadamente 42 kDa tiene una estructura

globular con menos de un 30% de a hélice (Price y Schweigert, 1987).

Proteinas reguladoras.- Estas proteinas juegan un papel muy importante en el

ciclo de la contraccién-relajacion. Se dividen en dos grupos: las proteinas

reguladoras mayores Yy las reguladoras menores (Lawrie, 1985).

Proteinas reguladoras mayores.- Son la tropomiosina y la troponina. La

tropomiosina es la segunda proteina mas abundante del filamento delgado y

constituye aproximadamente el 7% de la proteina total de la miofibrilla, tiene un
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peso molecular aproximado de 68 kDa. La troponina es una proteina globular con
un contenido alto de prolina, constituye del 8 al 10% de la prote ina miofibrilar. Los
tres componentes de la troponina son: troponina | (PM 22 kDa) la cual por si
misma inhibe la actomiosina ATP-asa en presencia o ausencia de iones Ca®"; la
troponina C (PM 18 kDa) que se fija reversiblemente a los iones Ca®*, y la
troponina T (PM 37 kDa), que se une a la tropomiosina y fija los otros dos

componentes al filamento delgado (Penny, 1984).

Proteinas reguladoras menores.- Cuantitativamente la mayor parte de ellas no son

importantes, pero se cree que tienen conexién con la estructura de los filamentos
miofibrilares. La a actinina es el mayor componente de la linea Z y esta estimado
que esta prote ina constituye menos del 20% del total de la proteina de la linea Z
en el masculo esquelético. Una de las posibles funciones de la a-actinina puede
ser regular el ancho de los filamentos al igual que la titina y la nebulina (Vigoreaux,
1994). La Tabla 1 muestra las diferentes proteinas miofibrilares contenidas en el

musculo, su peso molecular, contenido y su localizacion. (Maruyamay col., 1977).
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Tabla 1. Proteinas miofibrilares del musculo esquelético de vertebrados.

Proteinas Peso Molecular Contenido % Localizacién
Contractiles
Miosina 500 kDa 43 Banda A
Actina 43kDa 22 Banda |
Requladoras Mayores
Troponina 70 kDa Banda |
Tropomiosina (33 kDa) x 2 5 Banda |
Requladoras Menores
Proteina M 165 kDa Banda A
Proteina C 135 kDa Banda A
Proteina H 69 kDa <1 Banda A
Proteina F 121 kDa <1 Banda A
Proteina 1 50 kDa <1 Banda A
Proteina X 152 kDa <1 Banda A
[? actinina 35 kDa + 32 kDa <1 Fin de la banda
y actinina 35 kDa <1 Bandcla 1(?)
Filamentos Intermedios
Desmina 53 kDa 1 Periferia de
Vimentina 55 kDa 1 miofibrillas

entre discos Z

Conectina 2x10°kDa 10 Unién Al
Discos Z
a actinina (95 kDa) x 2 2 Discos Z
Proteina Z 50 kDa <1 Discos Z
Eu-actinina 43 kDa <1 Discos Z
Proteina 34 K 34 kDa <1 Discos Z
ABP (filamina) (250 kDa) x 2 <1 Discos Z
Otras proteinas
Vinculina 130 kDa <1 Sarcolema
Nebulina 800 kDa 3 Banda |

11
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3.2.2 Proteinas sarcoplasmicas.

Las proteinas sarcoplasmicas son endocelulares e hidrosolubles. Constituyen la
masa fluida que bafa a las miofibrillas, proporcionandoles energia y capacidad de
sintetizar proteina, y haciendo posible la eliminacién de ciertos desechos
metabdlicos. Se encuentran en el fluido que se desprende de la carne

(sarcoplasma) durante el proceso de descongelacion (Olson y col., 1976).

Tiene pocas propiedades funcionales, pero son importantes por su actividad
enzimatica, de transporte y almacenamiento de oxigeno; desde el punto de vista
de calidad de carne como alimento, la mas importante es la mioglobina ya que

esta relacionada con el color de la misma.

3.2.3 Tejido conectivo.

Las proteinas del tejido conectivo son: coldgena, elastina y reticulina. A pesar de
que las proteinas del tejido conectivo juegan un papel importante en la dureza de
la carne son pocas las observaciones indicadoras de que se alteran durante la
maduracion. El tejido conectivo tiene tres funciones principales: proporcionar
fuerza mecanica a los 6rganos, mejorar la estructura del movimiento y promover el
crecimiento y proliferacién celular, sus propiedades fisicas estan determinadas
principalmente por su composicion y organizacibn macromolecular. La principal
propiedad funcional de esta macromolécula es que es capaz de formar fibras,

filamentos y redes con propiedades mecanicas indispensables en la estructura

12

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Antecedentes

organizacional de un organismo (Bailey y Light, 1989). La Tabla 2 muestra la

cantidad de tejido conectivo en diferentes tejidos.

Tabla 2. Cantidad de tejido conectivo y elastina en diferentes tejidos.

Tejido Colageno (%) Elastina (%)
Tendodn 95 1

Piel 50 5
Sistema vascular 40 50
Hueso 25 -
Pulmon 15 20
Rifén 4 -
Higado -
Musculo 2 0.1

Se ha comprobado que la unidad fundamental del colageno, el tropocolageno,

esta formado por tres cadenas polipeptidicas en Félice, unidas por enlaces muy

fuertes que aumentan con la edad del animal, de ahi que sea una proteina dificil

de atacar por enzimas digestivas. Al calentarse se transforma en gelatina de bajo

valor biologico. El colageno contiene un 30% de glicina y un 25% de prolina e

hidroxiprolina. Cuando mas abunden estos aminoacidos, mas rigido y resistente

es el coldgeno. La edad no influye en el contenido pero si en la calidad debido a

gue aumenta el nimero de enlaces. El coldgeno es la proteina mas abundante de

los mamiferos. Solo en los musculos forma el epimisio, endomisio y perimisio

(Carballo y Lépez de Torre, 1991).
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Es necesario hacer una marcada distincién entre los musculos de soporte y los de
locomocion, aquellos misculos que se utilizan para mover el peso de la canal, no
solo estaran mas ejercitados, sino que son el punto de convergencia de todas las
capas de tejido conectivo (epimisio y endomisio). Mientras mas distante esté el
pedazo de carne de la canal, mayor sera su dureza, los musculos que estan cerca
de la espina dorsal poseen funciones de soporte y por tanto son mas suaves
(Velazco, 1999). Se sabe ademas que la dureza de corte es siempre mayor
cuando éste se hace transversalmente al eje de las fibras. Por tanto, las

oportunidades de encontrar cortes duros son mayores en el cuarto delantero.
3.3 Conversion de musculo a carne.

En el masculo vivo, los componentes activos de la estructura del cuerpo estan
bajo estricto control del sistema nervioso central y bien abastecidos con nutrientes y
oxigeno por la sangre, después del sacrificio quedan como estructuras aisladas sin

control y sin el abastecimiento de nutrientes y oxigeno (Bailey y Light, 1989).

Al momento sacrificar un animal, sus musculos aun contienen altos niveles de
ATP, creatin fosfato (CF) y su pH es de 6,7 a 7,2. El mUsculo en estado de pre-
rigor es extensible y se puede estirar de modo reversible hasta el 130-140 % de su
longitud en reposo. En el musculo vivo el ATP estd siendo constantemente
resintetizado para mantener el metabolismo en reposo, pero cuando se yugula el
suministro de sangre portadora de oxigeno, el masculo entra en anaerobiosis y no
puede entonces mantener el nivel de ATP mediante fosforilacion oxidativa. Al

principio, el nivel de ATP muscular se mantiene por conversion de ADP en ATP a

14

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Antecedentes

expensas del CF, y cuando este Ultimo se agota, la concentracién de ATP
desciende. La pérdida de ATP también desencadena la conversion anaerdbica de
glucégeno en lactato con el consiguiente descenso del pH de 7,2 a 5,5 pasadas 24
horas. Cuando los niveles de ATP descienden a valores inferiores a 0,1//mol/g, los
filamentos de miosina de la miofibrilla forman enlace con los filamentos de actina
gue los solapan, el misculo pierde su extensibilidad y entra en fase de rigor

(Penny, 1984).
3.4 Rigor.

El masculo privado de ATP entra en un estado de contraccidén excesivo e
incontrolado llamado rigor mortis (rigidez cadavérica). El masculo no permanece
en este estado de rigidez, pero queda flacido debido a una serie de procesos
enzimaticos degradativos sobre la integridad de la estructura. Este rompimiento y
resolucion del rigor es realizado por proteasas citopiasmaticas (neutro) y
lisosomales (acido). La caida del pH reduce importancia a las proteasas neutras y la
de las proteasas acidas aumenta. Estas enzimas llamadas catepsinas son
liberadas de los lisosomas y contribuyen al rompimiento parcial en la integridad de la
estructura del complejo actomiosina, este proceso puede tener un efecto
considerable sobre la capacidad de estiramiento de las fibras musculares y
contribuir al menos en parte a la resolucion del rigor. Las catepsinas también
dafan el tejido conectivo alrededor de la célula muscular, pero se desconoce si

pudiese afectar a la dureza generada por la actomiosina. El producto obtenido
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después de la resolucion del rigor es la carne, y el periodo de almacenamiento

proporciona mayor blanduraa la carne (Bailey y Light, 1989).

3.5 Ablandamiento postmortem.

El almacenamiento de la carne a temperaturas por arriba de la congelacion (0-
5°C) por periodos de dias cortos a varias semanas ha sido ampliamente usado
para mejorar la palatabilidad de la carne. Sin embargo, este largo tiempo de
almacenamiento de la carne, incrementa la merma de la canal y requiere de

excesivo acondicionamiento antes de su preparacion (Price y Schweigert, 1987).

Cuando se cuece un musculo en estado de pre-rigor ordinariamente es blando,
pero su dureza aumenta a medida que el musculo entra en rigor y alcanza un
maximo a las 24 horas postmortem. A medida que transcurre el estado
postmortem la dureza disminuye. Esta reduccion es rapida durante los primeros
dias de conservacion y a continuacion su velocidad desciende. Después de 10
dias de almacenamiento a 1°C se alcanza aproximadamente un 80 % de la

reduccion total de la dureza inicial (Dransfield, 1994).

Este comportamiento puede verse alterado cuando las canales de vacuno se
enfrian muy aprisa. Inmediatamente después del sacrificio se puede alcanzar en la
musculatura superficial una temperatura de 15°C o menor, cuando todavia el
musculo contiene un 25% del total de ATP. En estas circunstancias, el misculo se
contrae y los sarcomeros experimentan un encogimiento de hasta un 40 % de su
longitud en reposo. Este fendmeno, denominado acortamiento por frio, se

acompafa de un endurecimiento considerable de la carne (Penny, 1984).
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La blandura de la carne ocurre en dos pasos, una fase rapida y después una lenta,
el rapido incremento en la blandura es debido principalmente al debilitamiento de
las miofibrillas y el proceso lento sobre todo es causado por el debilitamiento del

endomisio y perimisio (Takahashi, 1996).

Se han estudiado algunos métodos de ablandamiento de la carne: la estimulacion
eléctrica en la canal después del sacrificio (Moribo y col., 1999; Morton y col.,
1999), el acondicionamiento a altas temperaturas (Hildrum y col., 1999), la
suspension pélvica de la canal (Thompson, 2002), y diversos métodos mecanicos

como el molido, la inyeccion y el masajeo.

La primera prueba positiva de que la estructura miofibrilar se altera durante la
maduracion se realiz6 al observar que las miofibrillas obtenidas homogeneizando
musculo madurado eran mas cortas y tenian menos sarcomeros integros que las
obtenidas a partir de misculo sin madurar. Cuando se observaron al microscopio
estos fragmentos miofibrilares cortos, los discos Z se observaban palidos (Penny,

1984).

Los musculos al entrar en estado de rigor no se pueden estirar debido a la unién
de la actina con la miosina. Sin embargo, después de mantenerlos durante unos
dias a 0 - 4°C, los musculos pueden de nuevo estirarse a aproximadamente la
misma longitud que tenian cuando estaban en pre-rigor, pero ahora el estiramiento
ya no es reversible como lo era en el estado de pre-rigor. EI examen mediante
microscopio electronico revela que el estiramiento del musculo separa los

filamentos | de sus uniones con los discos Z, produciéndose grandes huecos.
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Como consecuencia del debilitamiento de los discos Z, la carne madurada rinde al
homogeneizarla una cantidad mayor de fragmentos mas pequefios que la carne

sin madurar.

El grado de fragmentacion ha sido utilizado por diversos investigadores para medir la
magnitud de la maduracion, se ha observando que el numero las miofibrillas
aumenta de 1-4 sarcOmeros con el periodo de maduraciéon. Sin embargo, otros
investigadores utilizaron el cambio de turbidez a 540 nm para medir el grado de
fragmentacion, observando que la turbidez aumenta durante la maduracion. El
cambio del grado de fragmentacidn, si bien es una medida de la modificacion
estructural de las miofibrillas, se corresponde significativamente con el aumento de
la blandura de la carne cocinada después de la maduracion. Asi pues el grado de
debilitamiento de discos Z es un factor importante en la reduccion de la dureza

durante el periodo de maduracion (Penny, 1984).
3.6 Maduracion.

El proceso que consiste en mantener a la carne fresca a una temperatura superior
al punto de congelacion se denomina maduracion y durante éste, la carne se hace
mas blanda y aromatica (Lawrie, 1985). La maduracién postmortem es uno de los
mejores métodos para producir carne blanda. La protedlisis del misculo parece
ser uno de los factores que mas contribuyen al proceso de ablandamiento durante la

maduracion (Koohmaraie, 1992).

Es un hecho demostrado que las proteasas del masculo son fundamentales en el

desarrollo de la blandura y la calidad de la carne durante la maduracion, algunos
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estudios muestran que estas enzimas en forma individual, contribuyen al
rompimiento de las miofibrillas y la estructura del tejido conectivo (Toldra y
Etherington, 1988). Existen 2 tipos de proteasas enddgenas: las enzimas
lisosomales, llamadas catepsinas y las enzimas neutras dependientes del calcio
llamadas calpainas. Existen controversias sobre la accion precisa de estos dos
sistemas proteoliticos, ya que algunos autores han propuesto que la maduracion
se atribuye al sistema dependiente del calcio, mientras que otros autores lo
atribuyen al sistema lisosomal. A la vez otros han sugerido la accién cooperativa

de estos dos sistemas proteoliticos.
3.6.1 Catepsinas.

Zeece Yy col. (1992) reportaron que existen en todas las células organelos
celulares denominados lisosomas que contienen enzimas con gran actividad
proteolitica, entre ellas se encuentran las catepsinas, reconocidas por su
participacion en el ablandamiento postmortem. Los lisosomas tienen membranas
lipoproteicas intactas a los niveles in vivo de pH pero que se rompen al descender
el pH postmortem o cuando el tejido sufre una lesion grave, liberando enzimas

proteoliticas (Lawrie, 1985).

Las enzimas de los lisosomas intervienen en la degradacién de proteinas,
polisacaridos y lipidos, ademéas de otros compuestos ya que los lisosomas estan
relacionados con la digestion intracelular. Cuando los lisosomas se rompen se
destruye la célula, debido a que las enzimas contenidas son capaces de degradar

los componentes principales de esta (Novikoff y Hotlzman, 1978).

19

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Antecedentes

Estudios histoquimicos han reportado la localizacion de las catepsinas, y explicado
su participacion en el ablandamiento de la carne. Se ha encontrado que al cuarto
dia de maduracion, las catepsinas estan mas difundidas en la fibra muscular, lo
gue permite deducir que una vez degradada la membrana de los lisosomas
durante el descenso de pH postmortem la accion de las enzimas se incrementa
con el tiempo de almacenamiento (Chambers y col., 1994). Se ha reportado que a
temperaturas de almacenamiento a 37°C, aumenta el rompimiento de las
membranas lisosomales (Sancho y col., 1997), causando una degradacion
extensiva de las proteinas miofibrilares. Las catepsinas tienen un pH éptimo acido
(Lawrie, 1985). De las 8 enzimas reportadas como existentes en los lisosomas de la
célula del musculo, cuatro han sido las mejor caracterizadas (Koohmaraie y col.,
1990). En la Tabla 3 se muestran algunas de estas proteasas, su forma de
actuacion (exo, atacando un extremo definido de la proteina sustrato; 6 endo,
atacando al azar cualquier enlace de la proteina), sus pesos moleculares, pH

Optimos, puntos isoeléctricos y sustratos especificos.

Tabla 3. Propiedades funcionales de las catepsinas in Vitro.
(Carballo y Lopez de Torre, 1991)

Catepsinas Accion PM kDa Pl PH Sustrato*
B Exo Endo 25 5-5.2 4.6 A M, C
D Endo 42 5.5-6.5 3-5 A M TT, T 1Z
H Exo Endo 28 7.1 5565 AyM
L Endo 24 5.86.1 4-65 A M, TT,TI.C

* A: actina, M: miosina, TT: troponina, Tl: troponina |, LZ: linea Z, C: colageno
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3.6.2 Calpainas.

El primer reporte documentado de la existencia de calpainas fue el realizado por
Guroff (1964) quién demostrd la existencia de proteasas dependientes del calcio
en estudios realizados en cerebro de rata. El sistema proteolitico de las calpainas
ha sido nombrado como factor activado por calcio (FAC), proteasas neutras

activadas por calcio (PNAC), y proteasas dependientes del calcio (PDC).

Las calpainas son proteasas con dos sub-unidades (80 y 30 kDa) (Koohmaraie,
1992). El sistema proteolitico de las calpainas consta de dos tipos: de acuerdo a la
concentracion de calcio que requieren para activarse, la //-calpaina (1-5 //M) y la m-
calpaina (80-120 mM) también han sido llamadas calpaina Iy Il (Koohmaraie y col.,
1988). La activacion de calpainas se puede lograr mediante dos vias: inyeccion
con una solucion de CaCte 0.3 M 6 mediante el marinado por inmersion en una
solucion de CaCb a 150 mM durante 48 h. a 4° C. (Uytterhaegen y col., 1994). El
efecto principal de este grupo enzimético se da a los 7 dias postmortem (85% del
efecto), el resto de la suavidad alcanzable se da entre los 7 y los 14 dias (Velasco,
1996). Una de las caracteristicas mas importantes de las calpainas es que el calcio

las activa pero en presencia excesiva de calcio se autolizan.

En las primeras investigaciones sobre la activacion de calpainas, se utilizaron 300
mM de CaCl, inyectado al 10% y se demostrdé una gran mejora en la blandura de
la carne, pero a esta concentracion, lo acompafaron sabores metalicos y amargos

(Morgan y col., 1991b). Sin embargo cuando se utilizaron tratamientos de CaCl,
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con niveles mas bajos (200 mM), los sabores amargos y metalicos no fueron

detectados sensorialmente (Wheeler y col., 1993).

Las condiciones Optimas para la activacién de las calpainas es a 25° C y pH 7.5,
sin embargo el requerimiento minimo de calcio para la activacion de calpainas
parece ser independiente de la temperatura (Cottin y col., 1991). Se observa en la
Tabla 4 las propiedades funcionales de la calpainas, su peso molecular, pH vy

sustrato donde éstas actUan.

Tabla 4. Propiedades funcionales de las calpainas in Vitro.
(Carballo y Lépez de Torre, 1991)

Calpainas  Accion PM kDa pH Sustrato*

lyll Endo 80y 30 (dos subunidades) 6.5—-8 D, TT,TI, T,C.

* D: desmina, TT: troponina T, TI: troponina |, T: tropomiosina, C: conectina

3.6.3 Relacidn calpainas/catepsinas.

Las Catepsinas lisosomales tienen un efecto conjunto con las calpainas del
musculo durante el proceso de maduracion, ambas ayudan al rompimiento de la
miofibrilla por medio de la protedlisis de las prote inas miofibrilares, dando como
resultado el ablandamiento de la fibra muscular (Masayuki y col., 1987), pero se
ha sugerido que las catepsinas son mas importantes que las calpainas en el

rompimiento de la miofibrilla después del rigor mortis (Etherington y col., 1987).
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3.7 Degradacion de proteinas miofibrilares.

Dos de los métodos utilizados para hallar las diferencias que se producen durante la
maduracidén son los cambios de la extractibilidad de las proteinas miofibrilares en
soluciones salinas y la actividad ATP-asa de las miofibrillas, sin embargo ha sido
la introduccion de la electroforesis en gel de poliacrilamida -dodecil sulfato de sodio-
(SDS-PAGE), el método que proporciond a los investigadores los cambios sufridos
por las proteinas de las miofibrillas y de los extractos miofibrilares (Penny, 1984).
Estudios sobre degradacion de proteinas han demostrado que las calpainas
actlan sobre la troponina T, troponina I, tropomiosina, a-actinina, titina y nebulina
(Zeece y col.,, 1992), pero no hay un efecto de calpainas sobre miosina y actina

(Whipple y Koohmaraie, 1991; Greasery Fritz, 1995).

SDS-PAGE de las miofibrillas preparadas a partir de carne madurada muestra que
desaparece la troponina T y que se forma cierto nimero de polipéptidos de peso

molecular mas bajo.

Olson y col. (1976) pusieron de manifiesto que la aparicion en los geles de
miofibrillas del componente 30 kDa se acompafia por la reduccion de la dureza y
aumento del indice de fragmentacion miofibrilar durante la maduracion de la carne
de vacuno. Ademas se ha demostrado que la disminucion de la dureza durante la

maduracion estaba relacionada cuantitativamente con la pérdida de troponina T.
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3.7.1 Enzimas exogenas.

La practica de ablandamiento de la carne por medio de enzimas de origen vegetal,
se ha realizado desde hace siglos, y es aln una practica muy comuan en la cultura
mexicana. Dentro de estas enzimas se cuenta con la ficina, encontrada en las
hojas de la planta de higo; la bromelina, encontrada en la corteza de la cascara de la

pina; y la papaina en el fruto y el arbol de la papaya.

Este tipo de proteasas tienen dos desventajas al ser agregadas como
ablandadores durante la coccién: Son inestables a temperaturas de 70°C y
producen un sabor desagradable en la carne debido a la degradaciéon de la

miosina (Furia, 1983).

Se ha observado que la inyeccion de enzimas vegetales da como resultado una
degradacion extensiva de las fibras musculares, no asi del tejido conectivo
(Chambers y Bowers, 1981), lo que implica que en musculos con alto contenido de
éste tipo de tejido (extremadamente duros), estas enzimas no tienen actividad

proteolitica importante.
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3.7.2 Enzimas bacterianas.

La carne es considerada como un excelente medio de cultivo para el crecimiento
de microorganismos debido a su elevado contenido de humedad y gran diversidad
de nutrientes. Se ha observado que en la refrigeracion, que es el método de
conservacion mas utilizado, favorece un ambiente selectivo, en el que
preferentemente crecen microorganismos psicréfilos y algunas bacterias de
descomposicién cuya actividad es determinante sobre las proteinas miofibrilares
de la carne. Alanis-Garcia (1997) reporté que Pseudomona fragi y Pseudomona
fluorescens son productoras de proteasas y su inoculacion en carne mostré

cambios en cuanto a la textura.

Alanis-Garcia y col. (1999) utilizaron cepas aisladas de carne de bovino para
evaluar su efecto sobre las proteinas miofibrilares, encontrando que existia mayor
actividad proteolitica sobre proteinas de bajo peso molecular. Otros estudios han
reportado la produccion de elastasa por Pseudomonas, dicha cepa también
sintetiza una colagenasa extracelular con poder de hidrolizar residuos de

hidroxiprolina (Ockerman y col., 1969).
3.8 Marinado.

El marinado es una #cnica culinaria tradicional usada para ablandar y mejorar el
sabor de la carne (Gault, 1991), la finalidad del marinado es obtener mejores y
diferentes sabores, incrementando la blandura de misculos duros y prolongar la

vida Util del producto por medio de la sal.
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Existen tres métodos basicos para marinar la carne: inmersion, inyeccion, y el
masajeo con vacio. El primero es el mas tradicional y el menos efectivo. Se
presume que la carne (dependiendo del pH) puede absorber entre 8 y 15 % por
inmersion, mas esto implica un largo periodo de tiempo, lo que se traduce en altos
costos de inventario y en un mayor riesgo microbioldgico. La inyeccidon consiste en
penetrar el producto con agujas y depositar la solucion dentro de este. La
utilizacion de vacio durante el masajeo, es el mejor método para conseguir la
textura y el rendimiento deseado. En este sistema, el sdlido (la carne) y el liquido
se comportan de manera muy similar, es decir, al vacio el solido no lo es tanto,
permitiendo la impregnacion profunda del liquido. Los métodos mecéanicos, son los
mas efectivos para mejorar la suavidad de la carne, puesto que destruyen la
estructura del producto, ambos componentes son afectados: el tejido conectivo y
el tejido miofibrilar, dentro de esta categoria se encuentran la molienda, el golpeo y

la penetracion con agujas o navajas (Velazco, 1996).

El mezclado, tombko y masajeo de la carne a bajas temperaturas facilita el
ablandamiento a través de la desintegracion de las fibras musculares y el
alargamiento de las miofibrillas (Brandt, 2001). Una méaquina empleada en el
masajeo al vacio de la carne durante el proceso de marinado se muestra en la

Figura 3.
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Figura 3. Masajeadoraal vacio util parael marinado de la carne.

3.8.1 Fuerza id6nica.

La fuerza i6nica es un factor clave en la retencién del marinado, depende de la
concentracion molar de varios iones en solucion y sus cargas, tiene impacto en la
disociacién de moléculas. La solubilidad proteica esta en funcidén de la cantidad de
iones en solucion, cuando el pH de un marinado ha bajado mucho, sufre un
cambio en la textura de la carne. Los marinados que son altamente &cidos, (pH
debajo de 5.0) pueden causar una desnaturalizacién de la carne volviéndola méas

blanda (Brandt, 2001).
3.9 Bacterias lacticas.

Las bacterias acidolacticas (BAL) son consideradas generalmente organismos "de
grado alimentario” y muestran un comportamiento dentro de los sistemas
alimentarios que les permite ser seleccionadas como cultivos protectores. Las
estrategias de manufactura para incrementar la segundad en la higiene en carne y

productos carnicos consisten en desarrollar nuevas tecnologias para reducir el
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ndamero de microorganismos patégenos 6 nocivos en estos productos. En este
sentido, las bacterias lacticas que son una microflora natural de los productos
carnicos pueden contribuir a la extensién de su vida de anaquel, debido a que
tienen capacidad para inhibir otros microorganismos patdégenos y de
descomposicion mediante la competencia de los nutrientes, por desplazamiento
del nicho ecoldgico o por la producciéon de sustancias antimicrobianas como los
acidos lactico, acético, diacetilo, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas (Requena y

Peldez, 1995).

Las bacterias lacticas se identifican como cocos o bacilos Gram positivos, no
esporulados, tolerantes a los acidos. Orla-Jensen en 1919 propuso que las
bacterias lacticas verdaderas eran organismos Gram positivos, inmoéviles no
formadores de esporas, en forma de cocos o bastones, los cuales fermentaban
carbohidratos y alcoholes superiores para formar acido lactico principalmente
(Stiles y Holzapfel, 1997). Las bacterias lacticas crecen en la mayoria de los
alimentos, de las bacterias lacticas encontradas en los alimentos, solo unas pocas

especies (Streptococcus) son patdogenas (Lucke, 1996).
3.9.1 Produccion de metabolitos.

Ademas de la formacién de acidos organicos, las bacterias lacticas producen
sustancias antimicrobianas como los metabolitos del oxigeno (peroxido de
hidrogeno) y también algunos productos finales del catabolismo celular (diacetilo,
alcoholes, diéxido de carbono, etcétera). Por otro lado, se ha descrito que algunas

especies de bacterias lacticas son capaces de sintetizar y secretar al medio
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sustancias antimicrobianas de naturaleza proteica conocidas como bacteriocinas

(Requena y Pelaez, 1995).
3.9.2 Acidos organicos.

Las bacterias lacticas fermentan los carbohidratos por diferentes vias metabdlicas y
durante este proceso se obtienen acidos organicos (principalmente lactico y
acético). Los acidos organicos contribuyen al desarrollo del sabor, aroma y textura
de los alimentos, pero también a su estabilidad mediante la inhibicion de
microorganismos deteriorantes (Requena y Pelaez, 1995). El acido Kctico es el
producto caracteristico de la fermentacion de las bacterias lacticas es considerado
como seguro y su acciéon antagonista va principalmente contra bacterias
deteriorantes (pseudomonas y enterobacterias) y microorganismos patbgenos

como Salmonella sp, Streptococcus aereus, y Clostridium botulinum.

3.9.3 Aplicacién de BAL en carne y productos cérnicos.

En contraste con la leche, la carne contiene grandes cantidades de aminoacidos
libres, pero solo unos pocos carbohidratos fermentables. Después de la glucdlisis
postmortem, la concentracion de éstos dificilmente excede 0.3% y puede ser aun
mas bajo en tejidos con un contenido inicial bajo de glucdgeno o ricos en grasa y
colageno. Esto es por lo cual las bacterias lacticas compiten pobremente en carne
cruda fresca al tiempo que el oxigeno molecular esta disponible para la

degradacién aerdbica de carbohidratos y aminoacidos (Lucke, 1996).
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Las bacterias Kcticas forman parte de la microflora enddgena de la carne y han
jugado un papel importante en numerosos procesos fermentativos durante
milenios y no existe ninguna indicacion de que representen riesgos para la salud.
Pueden tener un efecto positivo en la salud del consumidor, ya que algunas de
ellas han estado relacionadas con acciones anticancerigenas y con la regulacion
de las funciones del tracto intestinal. En carne fresca estas bacterias desarrollan
una fermentacion moderada que no afecta las cualidades organokpticas del
producto. Aunque algunas bacterias Kcticas pueden producir efectos indeseables
en la carne (produccion de sulfhidrico, problemas de enverdecimiento y limo) en
general las condiciones que favorecen su crecimiento contribuyen a incrementar la

vida util de la carne.
3.10 Acidulantes.

En la industria de la carne el uso de aditivos es ampliamente usado en una gran
variedad de productos. La Glucono Delta Lactona (GDL) es un agente acidulante
muy importante ya que permite disminuir rapidamente el nivel de pH en productos
carnicos (Totosaus y col., 2000b). Como un acidificante natural, contribuye al
sabor de diferentes alimentos, también ayuda a preservarlos del deterioro por
enzimas y microorganismos. La GDL es un aditivo reconocido generalmente como
seguro (GRAS, por sus siglas en ingkés), funciona como un agente de curado,

controla el pH, y es secuestrante de iones.

Histéricamente los productos carnicos han sido conservados usando la

fermentacion, el curado y el ahumado. Actualmente la GDL es usada para realzar
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las técnicas de conservacion de la carne por reduccién del nivel de nitritos
requeridos, acelerando el proceso de curacion y produciendo una mayor
estabilidad del producto. EI uso de GDL en productos carnicos ha prosperado en
Europa donde se ha considerado como un valioso aditivo en las técnicas de
proceso. Recientemente la tendencia en procesos carnicos usando sistemas
HACCP, incluyen el estricto control del pH entre los parametros criticos de control

para obtener productos seguros (Totosaus y col., 2000b).
3.11 Parametros de calidad de la carne.

Es costumbre clasificar al animal productor de carne, no-solo por su peso sino
también por la apariencia y la calidad de la carne producida. Estos parametros
indican algunas propiedades por las que el consumidor acepta determinado tipo
de carne. De las principales caracteristicas sensoriales, perceptibles por nuestros

sentidos esta la jugosidad, y la textura.
3.11.1 Capacidad de retencion de humedad.

La CRA se define como la capacidad de la carne 6 sistema carnico de retener
toda, o parte de su propia agua o agua afadida durante la aplicacion de fuerzas

externas (Honikel y Ham, 1994).

La carne contiene alrededor de 75% de su peso total de agua, aunque este valor
suele variar debido al manejo. La mayor parte del agua del mlsculo se encuentra

en las miofibrillas, en los espacios entre los filamentos gruesos y delgados los

31

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Antecedentes

cuales varian entre 320 y 270 A dependiendo de la longitud del sarcomero, la

fuerza idnicay la presion osmotica.

El incremento de la CRA esta influenciado por el espacio entre los filamentos y por la
presencia de proteina, este espacio esta determinado por fuerzas electrostaticas,
por lo que en carnes de alio vaior en pH se incrementan las cargas negativas de las
proteinas, lo que permite el hinchamiento de las miofibrillas y en consecuencia
cambras en tas uniones de actina con la linea Z asi como los filamentos de miosina
en la linea M y en los enlaces cruzados entre los filamentos de actina y miosina. Por
lo tanto la pérdida de agua de la carne depende de la cantidad de fluido liberado por
proteinas musculares cuando cambia el espacio entre los filamentos delgados y

gruesos.

Existe una relacion entre la CRA, el pH y la blandura, debido a que la CRA y el pH
tienen el mismo patron de variacion, es decir a menor pH menor CRA. Por otra
parte una blandura mayor refleja un alto contenido de agua y por tanto alta CRA, lo
cual se representa a valores de pH elevados. Cuando el pH esta debajo de 5.5 la
carne es muy blanda debido a la desnaturalizacién de las proteinas y a la
pérdida estructural; esta dtuacién no se presenta en la carne en condiciones
normales siendo exclusiva de carne procesada en vinagre o acidos débiles o en

productos fermentados (Pérez-Alvarez, 1996).
3.11.2 pH

Los cambios de pH que ocurren en una canal durante las primeras 24 h después

del sacrificio son importantes para la calidad final de la carne o productos carnicos.
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La acidificacién del muasculo después de la muerte del animal se debe
principalmente a la disponibilidad de glucogeno después del sacrificio del animal
(Beltran y col., 1997). Varios investigadores han demostrado una relacion entre el

valor del pH final en el musculo, la CRA y la blandura de la carne (Purchas, 1990;

Watanabe y col., 1996; Tomberg, 1996).
3.11.3 Textura.

La textura de los alimentos est4 principalmente determinada por el contenido de
humedad y grasa, el tipo y cantidad de proteinas y carbohidratos estructurales.
Todas las pérdidas y cambios en estos componentes tienen una influencia

importante sobre la textura (Aktas y Kaya, 2001).

La textura de la carne puede ser definida como la composicién de los elementos
estructurales de la carne y puede ser detectada sensorialmente (Tomberg, 1996).
Instrumentalmente la textura se ha determinado por la dureza de corte medida por
una navaja de Wamer-Bratzler, que indica los kilos de fuerza requeridos para
cortar un centimetro cuadrado del musculo, realizando el corte en orientacion

perpendicular a las fibras musculares.

La textura se ve afectada por la edad del animal ya que se ha observado que la
carne de animales jovenes es mas blanda que la de animales viejos. Ademas de
estos factores también se ve involucrado la raza del animal. Crouse y col. (1991)
observaron que la carne obtenida de cruzas de ganado Bos indicus era mas dura

que la obtenida a partir de Bos taurus.
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3.11.31 Fuerza de corte.

La fuerza de corte en los musculos crudos es a veces mayor que en los musculos
cocidos. En el caso de los musculos que son mas suaves cocidos que crudos, es
probable porque contienen una cantidad substancial de tejido conectivo, el cual al
calentarse a 68°C en presencia de humedad, gelatiniza y se hace mas suave. En
los casos donde el cocimiento no haya tenido éste efecto, el tejido predominante es
el miofibrilar (contréctil) y el aumento de fuerza se debe claramente al

acortamiento de la prote ina por efecto de calor (Velazco, 1999).

La fuerza de corte es una variable ampliamente utilizada para evaluar la textura de la
carne. La navaja de Warner-Bratzier grafica la fuerza de corte para comparar las
diferentes muestras. Se debe indicar la velocidad de compresion del mismo.
Luego se obtiene una curva en la pantalla con las mediciones de textura

calculadas por los picos de la curva y el area bajo la curva.

Para evaluar la suavidad en productos de misculo entero, la American Meat
Science Asociation (AMSA, por sus siglas en ingles) recomienda utilizar la
medicion de fuerza de corte Warner-Bratzier. EI musculo se cocina utilizando
procedimientos de coccién estandarizados, luego de cocinar la carne se deja
enfriar. Varias muestras se deben analizar debido a la variacion que puede existir
en el mismo misculo. La muestra se toma en direccion de la fibra muscular
paralela longitudinalmente a la muestra cilindrica. El cilindro se coloca en el centro

del cabezal de corte Warner-Bratzier con las fibras perpendiculares a la navaja. La

34

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Antecedentes

fuerza dara como resultado un valor en kilogramos, que es la fuerza requerida

para cortar una muestra estandar de carne.

La Tabla 5 presenta un resumen de fuerzas de corte de diferentes misculos
medidos con la navaja Warner Bratzler, la fuerza de corte en misculos crudos y
cocido, el porcentaje que éstos representan en la canal y su clasificacion de

acuerdo al grado de blandura (Velazco, 1999).

Tabla 5. Clasificaciéon de muUsculos de acuerdo a su blandura

Musculo Fuerza de corte Fuerza de corte Porcentaje  Grado de
crudo (kg) cocido (kg) delacanal blandura
1, Peroneus tertius 491 5.45 0.16 6
2. Grastrocnemius 4.32 3.82 0.52 4
3. Flexor digital superficial 4.55 6.05 0.10 6
4. Vastus intermedius 4.18 3.14 0.20 5
5. Vastus medialis 4.50 2.86 0.24 4
6. Vastus lateralis 5.14 2.64 0.66 5
7. Rectus femoris 4.27 3.09 0.56 5
8. Sartorius 4.68 4.09 0.08 4
9. Pectineus 3.68 2.27 0.18 4
10. Gracilis 5.23 4.45 0.36 5
11. Adductor 4.82 2.36 0.36 6
12. Semimembranosus 541 2.86 174 5
13. Semitendinosus 5.05 4.95 0.64 5
14. Biceps femoris 4.14 3.36 2.04 4
15. Tensor fasciae latae 491 3.05 0.40 4
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Tabla 5. Clasificacion de musculos de acuerdo a su blandura (continuacion)

Musculo Fuerza de corte Fuerzade corte Porcentaje  Grado de
crudo (kg) cocido (kg) delacanal blandura
16. Obturatur externus 3.27 391 0.14 3
17. llliacus 341 2.27 0.22 2
18. Gluteus medius 3.73 2.14 0.88 3
19. Psoas major 3.23 182 0.52 1
20. Psoas minor 3.23 2.23 0.10 2
21. Multifidus dorsi 3.64 241 0.60 3
22. Longissimus dorsi 3.77 173 192 3
23. Longissiumus costarum 3.59 4.55 0.12 3
24. Oblicuus abdominis internus 5.73 2.14 0.60 7
25. Oblicuus abdominis externus 541 6.09 0.56 6
26. Rectus abdominis 5.27 3.68 0.72 5
27. Cutaneus trunchi 6.27 11.82 0.54 7
28. Diafragma 4.55 3.77 0.24 5
29. Intercostalis 4.55 3.77 0.82 5
30. Latissimus dorsi 5.68 5.09 0.60 7
31. Spinalis dorsi 3.82 2.86 0.20 4
32. Rhomboideus 741 391 0.32 7
33. Trapezius 6.36 791 0.40 7
34. Subscapularis 4.50 2.64 0.32 5
35. Complexus 6.55 5.64 0.20 7
36. Infraspinatus 3.64 2.59 0.60 3
37. Serratus ventralis 4.23 341 124 4
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Tabla 5. Clasificacion de musculos de acuerdo a su blandura (continuacion)

Musculo Fuerza de corte Fuerza de corte Porcentaje Grado de

crudo (kg) cocido (kg) de la blandura
38. Transversus abdominis 5.95 4.00 0.32 7
39. Pectoralis ascendens 5.59 5.68 0.86 7
40. Pectoralis descendens 6.95 4.73 0.52 7
41. Supraspinatus 4.18 4.32 0.42 4
42. Teres major 5.05 4.27 0.12 5
43. Deltoideus 541 7.73 0.12 6
44. Splenius 6.09 4.00 0.16 7
45. Brachiocephalicus 6.18 8.18 0.36 7
46. Sternocephalicus 7.09 9.00 0.14 7
47. Brachialis 541 741 0.12 6
48. Triceps branchi 3.86 3.55 104 4
49. Biceps branchi 4.00 5.82 0.16 5
50. Extensor carpi radialis 527 6.32 0.20 6
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4. OBJETIVOS
41  Objetivo general.

Determinar las propiedades fisicoquimicas y de textura del mdusculo

Brachiocephalicus de Bovino marinado con cloruro de calcio.
4.2 Objetivos especificos.

1. Establecer las condiciones para reducir el tiempo de marinado por

inmersién con cloruro de calcio.

2. Conocer los cambios fisicoquimicos y microbiologicos de la carne marinada

con cloruro de calcio y bacterias lacticas.

3. Determinar los cambios fisicoquimicos de la carne marinada con CaCb y

GDL.
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5. MATERIALES Y METODOS

Las muestras de carne de Mdusculo Brachiocephalicus de bovino (48 h
postmortem) fueron obtenidas de una carniceria local. La grasa y el tejido
conectivo superficial del misculo fueron eliminados y se procedid a realizar los

tratamientos de marinado correspondientes.

51 Disefio experimental.

Se utilizé un disefio factorial completamente al azar de dos factores, tratamiento y
tiempo, con tres y cuatro niveles respectivamente. Se utilizd un analisis de
varianza con los factores y la interaccion entre ellos; tratamiento: testigo, BAL y
GDL; tiempo de almacenamiento: 1, 5, 10 y 15 dias. Los resultados fueron
analizados mediante la prueba de comparaciones multiples de Duncan con objeto
de conocer cuales presentaron diferencias estadisticamente significativas. Se

utilizé el paquete estadistico SAS version 8.

5.2  Primera parte: reduccion de tiempo de marinado.

Musculo braquiocefalico limpio de grasa y tejido conectivo fue cortado
paralelamente en orientacion a las fibras musculares en tiras 12 cm. de longitud
por 1.2 cm. de ancho y 1.2 cm. de alto. Estas se distribuyeron aleatoriamente para

hacer el marinado por inmersiony masajeo.

Las condiciones de marinado por inmersion fueron las descritas por Uytterhaegen y
col. (1994), utilizando una solucion de CaCk 150 mM, sumergiendo la carne

totalmente durante 48 h a 4°C.

39

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Materiales y Métodos

El marinado con masajeo al vacio se llevd a cabo en una masajeadora al vacio
modelo SVM-30 C (Edel Ingenieros, Monterrey, México). Las muestras se
masajearon al vacio con una solucion 150 mM CacCl2, en un volumen de 1000 mL a
4°C, trabajando a 15 pulgadas de Hg de presion y a una velocidad de giro de 10
rpm, funcionando a intervalos de 25 minutos con 5 minutos de descanso, hasta
completar 1000, 2000, 3000 y 4000 golpes. Al llegar al nimero de golpes
requeridos, la masajeadora, fue abierta y se extrajeron 2 de las muestras
introducidas inicialmente. Posteriormente todas las tiras fueron empacadas al
vacio y se mantuvieron en refrigeracién hasta el dia siguiente en que se hicieron

los andlisis. Se realizaron tres réplicas del experimento.

El disefio de los tratamientos de marinado por inmersién y masajeo se muestra en

la Tabla 6.

Tabla 6. Disefio de tratamientos para reducir tiempo de marinado.

TO Testigo sin marinar
T1 Inmersion durante 48 horas
T2 Masajeo 1000 giros
T3 Masajeo 2000 giros
T4 Masajeo 3000 giros
T5 Masajeo 4000 giros
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5.3 Segunda parte: efecto del acidulante y bacterias lacticas.

A partir de los resultados de la seccion anterior, se procedio a ver el efecto de los
acidulantes sobre la calidad del musculo braquiocefalico. Una vez establecidas las
mejores condiciones de masajeo, las muestras de carne después del marinado
con CaCl, bien se inocularon con BAL (Pediococcus pentosaceus) o bien fueron
adicionadas con GDL, comparandose el efecto de éstas sobre la evolucion de
diversos pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos durante la maduracion de la
carne: pH, CRA, indice de Fragmentacion Miofibrilar, Fuerza al Corte, SDS PAGE,

Recuento BAL y Coliformes totales -s6lo en la carne inoculada con BAL-.

5.3.1 Inoculaciéon de BAL o adicion de GDL.

Musculo braquiocefalico (aproximadamente 1.5 kg) fue cortado en tres trozos del
mismo tamafio paralelamente en orientacion a las fiboras musculares. Dos de ellos
se sometieron a marinado. El otro se cortd en 4 trozos perpendiculares a las fibras

musculares y cada uno de estos se empacé al vacio utilizandose como testigo.

Las condiciones de marinado en la masajeadora fueron, presién de vacio 15
pulgadas Hg, solucién 150 mM CacClI2 (1000 mL) a 4°C, velocidad de giro de 10
rpm funcionando a intervalos de 25 minutos con 5 minutos de descanso, hasta
completar 2000 golpes. Transcurrido el marinado se sacaron los musculos de la
masajeadora, uno se inoculé con BAL y al otro se le adicion6 GDL, posteriormente

se empacaron al vacio. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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5311 Inoculacién con BAL.

A partir de una cepa pura de la bacteria Pediococcus pentosaceus (PC -111016) se
tomoé una alicuota e inoculd en dos tubos de 10 mL de caldo MRS a 35°C durante
24 h de forma que alcanzara una densidad Optica de 1.0 leida en el
espectrofotdmetro a 650 nm. Posteriormente, uno de los tubos se vertié en un
Erlenmeyer con 25 mL de caldo MRS y se mantuvo a 35°C. hasta alcanzar una
densidad éptica de 1.0. En ese momento se procedié a la inoculacién de la carne
recién marinada con el 5% (v/p) del caldo con las bacterias hcticas respecto al
peso de la carne. La carne se mantuvo en contacto con el medio a temperatura
ambiente durante 15 minutos, tras los cuales se escurrié y se empaco al vacio

para su maduracion.

5.3.1.2 Adicion de GDL.

Por otra parte, al otro lote de carne marinada se le agregé 1 % de GDL disuelto en
500 mL de agua destilada. La carne se mantuvo en contacto durante 30 minutos a

4° C, posteriormente se escurrié y empaco al vacio para su maduracion.

En ambos casos la maduracién consistié en mantener las muestras a 4° C durante 1,
5, 10 o 15 dias, que fueron los tiempos de muestreo utilizados para seguir la
evolucion de los parametros analizados. En ambos casos se tomoé un lote de carne

sin marinar como testigo.
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Todas las muestras fueron empacadas al vacio en bolsas Cryovac 6x8 pulgadas,
con una empacadora modelo VC999 con un porcentaje de vacio aproximado del

99%.

5.3.2 Analisis de textura.

La textura se determin6 mediante fuerza al corte (maxima fuerza detectada)
durante la compresion con una navaja Warner Bratzier en un analizador de textura
Texture Analyser mod. TA-HDi (Texture Technologies, Scarsdale/ NY Stable Micro
System, Surrey, Inglaterra). Se llevd a cabo sobre trozos de carne cruda y cocida,
6.0 cm. de largo x 1.2 cm. de ancho x 1.2 cm. de alto aproximadamente. Se hicieron
tres cortes en cada muestra. La fuerza de corte da como resultado un valor en
kilogramos, que es la fuerza requerida para cortar una muestra estandar de carne

(Lien, 2001).

En el ensayo con BAL y GDL los analisis se realizaron sobre carne cruda y
cocinada en los distintos tiempos de maduracién. El cocinado consistié en
introducir trozos de carne de unos 80 g en agua a 80° C protegidos por una bolsa
de plastico hasta alcanzar una temperatura interna de 70°C (Wheeler y col.,
1997b) Posteriormente las muestras se enfriaron a temperatura ambiente. Las
dimensiones de los trozos de carne cruda y cocinada para el analisis fueron las

mismas que en el ensayo preliminar.

La evaluacion de textura de las muestras se realiz6 mediante un juego de cuchillas
Warner-Bratzler, utilizando una celda de carga de 50 Kg y una velocidad de

ensayo de la sonda de 2 mm/s.
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Figura 4. Analizador detexturay grafico en la evaluacion de textura de la carne

La Figura 4 muestra un equipo analizador de textura con la navaja Warner-

Bratzler y un grafico fipico en la evaluacion de fuerza al corte (maxima fuerza

detectada).
5.3.3 Concentracion de calcio.

La técnica utilizada para evaluar la concentracion de calcio en las muestras
marinadas fue la descrita en la AOAC No. 983.19. Calcio en aves y bovino

mecanicamente separado (AOAC, 1997).

Se pesaron 10 g de muestra previamente homogeneizada en una picadora, y se
afiadieron 30 mi de HCI (1/1) (v/v), se hizo una digestidn a ebullicion lenta durante
20 minutos aproximadamente. El digerido se dej6 enfriar y se filtr6 a través de un

papel filtro Whatman No. 4 en un matraz volumétrico de 200 mL, se lavo el filtro

44

Propiedades fisicoquimicas y de textura del masculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Materiales y Métodos

con agua hasta obtener 190 mL de filtrado. Diluido al volumen y mezclado se tomd
una alicuota de 25 mL a un vaso de 400 mL y se afadieron 50 mL de agua. El
vaso se colocO sobre un agitador magnético, se afadieron 200 mg de indicador
azul de hidroxinaftol y se ajusté el pH a 12.5 con una solucién de KOH-KCN.
Seguidamente se afiadieron exactamente 25 mL de EDTA 0.02M y se titul6 la

muestra con CaCO3 0.02M hasta llegar a un color morado permanentemente.
Se calculo el % de calcio en lacarne de acuerdo a la formula:

% Calcio (Ca) = (A-B)xRxMx4

Donde;

A =mi de EDTA afadidos

B =mi de CaCO3 de la titulacion

R = Relacion, EDTA: CaCC-3

M = Molaridad de EDTA

4 = Valencia del EDTA

5.3.4 Capacidad de retenciéon de agua.

La técnica para la determinacion de CRA de la carne fue la de Hamm (1975), con
modificaciones. Se tomo6 una muestra de 300 mg de carne y se coloco en el centro
del papel filtro, se comprimié entre dos placas plexiglas colocando sobre la parte

posterior un peso de 1 kg durante 10 minutos. Se reportd la capacidad de
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retencion de humedad por diferencia de peso a partir del incremente de peso del

papel una vez eliminada la muestra carne ya presionada.
5.3.5 pH

Se realizd la determinacion del pH segun la €&cnica descrita por Guerrero y col.
(2002). Se pesaron 10 g de muestra homogeneizada y se afadieron 100 ml de
agua destilada y se homogeneizd en una licuadora durante un minuto. El
homogeneizado se filtré6 para eliminar el tejido conectivo, y se utilizé un

potencidmetro marca Oakton serie EP 2500. Singapore.
5.3.6 Analisis microbiolégicos.

536.1 Poblacion de coliformes totales.

Se tomaron 10 g de muestra que se homogeneizaron en 90 mL de agua destilada
estéril con un Stomacher y se realizaron las diluciones pertinentes, se utilizo como
medio de cultivo Agar de Bilis y Rojo Violeta marca Bioxon, hecho en México por
Becton Dickinson S. A. de C. V. (Grau, 1983), las cajas se incubaron a 35°C
durante 24 horas. Al final de este periodo se realizd el conteo, reportandose las

unidades formadoras de colonias por gramo de muestra.
5.3.6.2 Poblacion de BAL.

A partir del homogeneizado obtenido en 5.3.7.1, se realizaron las mismas
diluciones pertinentes, se hizo un recuento en cajas con Agar MRS (Mann-Rogose-

Sharp) incubadas a 35°C durante 24 h.
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5.3.7 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes.
5371 Obtenciéon de las muestras

La extraccion de proteinas de la carne se obtuvo por homogenizacién de 40 g de
muestra en partes iguales de agua y hielo. La mezcla fue agitada en un bafio de
hielo durante 10 min. Se afiadié agua comente (2:3) y se agito por 15 minutos
mas, la suspension se filtrd con una coladera metalica para eliminar el tejido
conectivo. La muestra se centrifugd a 2000 x g durante 15 minutos a 10° C. El
sobrenadante se decantd dejando aproximadamente 7 mL. Este fue resuspendido
en agua destilada y el contenido de proteina se ajustdé a 5 mg/mL (Totosaus y col.,

2000a).
5.3.7.2 Electroforesis en gel (SDS PAGE)

Las proteinas miofibrilares aisladas fueron analizadas de acuerdo al método
descrito por Laemmli (1970). En una camara de electroforesis Mini Protean Il Slab
cell (Bio-Rad, Richmond, California). Se inyectaron 25 pL a cada carril de las
muestras tratadas con la solucién amortiguadora muestra (dodecil sulfato de sodio al
10% mercaptoetanol al 5 % azul de bromofenol al 0.05% glicerol 10% 0.5 M Tris-
HCI pH 6.8) antes de inyectar las muestras se pusieron a ebullicion durante 4
minutos y se centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos a fin de lograr una mejor

solubilizacién.

Se usaron geles verticales con 10 % de poliacrilamida y 4% en el gel

concentrador. Como referencia se aplic6 un marcador que contenia 5 proteinas de
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peso molecular conocido: miosina 200 kDa, (3-galactosidasa 116.25 kDa,
fosforilasa b 97.4 kDa, seroalbumina 66.2 kDa, albumina de huevo 45 kDa. (Bio-

Rad 161-0303).

Las muestras se corrieron con un voltaje constante de 200 V. durante un tiempo

aproximado de 45 minutos.

Terminado el proceso de separacion de los geles, se tifileron empleando una
solucién de azul de Coomasie al 0.1% durante 30 min. y después se destifio
empleando una solucion al 40% de metanol y 10% de acido acético. Se leyeron
los geles en un auto analizador de imagenes Geldoc 2000 (Bio-Rad, California)
para cuantificar los pesos moleculares de las bandas de las proteinas ( Claeys y

col., 1995).

5.3.8 indice de fragmentacion miofibrilar.

Se utilizd la técnica descrita por Olson y col. (1976). Se homogeneizaron 4 g de
muestra con 10 volimenes (v/p) de agua a 2° C. Se utilizd una solucién extractara
100 mM KCI, 20 mM fosfato de potasio (pH 7.0), 1 mM de EDTA y 1ImM de azida
de sodio. EI homogeneizado se centrifug6 a 1000 X g durante 15 min. y se
decanté el precipitado. El precipitado fue resuspendido en 5 voliumenes (v/p) de la
solucién amortiguadora y se filtré para eliminar el tejido conectivo. Este lavado se
repitié en cuatro ocasiones, Yy finalmente el sedimento miofibrilar fue resuspendido
en 5 volimenes (v/p) y se determiné la concentracion de proteina por el

procedimiento de biuret. Se ajusto el contenido de proteina a 10 mL del extracto a
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0.5 mg/ml, se leyo la absorbancia a 540 nM se multiplico por 200 y se reporté por

mL de muestra.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1 Primera parte (ensayo preliminar).

La Tabla 7 muestra la significancia y el coeficiente de correlacién obtenido por las
variables fuerza al corte Wamer-Bratzler (WB) y concentracion de calcio (Ca), la

Tabla 8 el analisis de medias de Duncan (P< 0.05) para estas variables.

Tabla 7. Significancia y coeficiente de correlacion para las variables WB y Ca.

Variables P< R?
Fuerza al corte Warner-Bratzler (Kg) 0.0386 .58555
Concentracion de Calcio (mg) 0.0001 92575

Tabla 8. Analisis de medias de Duncan para las variables WB y Ca.

Tratamientos
Variable respuesta

Testigo Inmgsh 1000 2000 3000 4000
Fuerza al corte 26.45%  14.20° 14.01°13.67° 11.57° 11.48°
WB 0.1199  0.9062 0.639° 0.735°  0.702°° 0.739°

Medias con la misma letra en el mismo renglén no son estadisticamente significativas.

6.1.1 Fuerza al Corte.

La maxima fuerza detectada durante la compresion medida por la navaja Warner-
Bratzler mostré una marcada influencia de los diferentes tratamientos empleados

con respecto a la muestra sin marinar. Esto reafirma lo reportado en los diferentes

50

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Resultados y Discusiones

trabajos sobre ablandamiento de la carne (Morgan y col.,, 1991a; Steen y col.,
1997; Wheelery col., 1997a; Pérez-Chabela y col. 1998), donde el cloruro de calcio
tuvo un efecto significativo (p<0.05) sobre la activacion de enzimas proteoliticas
capaces de degradar tejido miofibrilar, sobre todo las enzimas dependientes del

calcio, esto es, las calpainas.

Por otro lado, no se encontré diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en
cuanto al numero de revoluciones o GPM utilizados, pero si se encontrd6 una
tendencia a un mayor ablandamiento en las muestras tratadas con masajeo al vacio
(valores de fuerza menores) que las muestras marinadas por inmersion durante 48
h a 4°C (Figura 5). Se puede observar que a medida que la carne estuvo mayor
tiempo en la masajeadora reporté valores de fuerza cada vez menores, aunque
éstos no hayan sido significativos (P< 0.05) con respecto al marinado por inmersion
durante 48 horas. Es posible que estos valores de fuerza menores sean también
debidos al dafio ocasionado a la estructura celular durante el proceso de masajeo

(Velazco, 1996).
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Figura 5. Fuerza al corte de los diferentes tratamientos medido con lanavaja
Warner-Bratzler en el ensayo preliminar.

6.1.2 Concentracién de Calcio.

La Figura 6, muestra los resultados de la concentracion de calcio para los
diferentes tratamientos. De acuerdo al analisis de varianza hubo una alta
significancia (Tabla 7) en cuanto a los tratamientos analizados. Como era de
esperarse, la muestra testigo reportd la menor cantidad de calcio dado que no tuvo
ningun tratamiento, la cantidad de éste es solo la contenida en la carne de forma
natural. La cantidad de calcio en el musculo es minima (<0.1 %) dado que la
mayoria del calcio del organismo esta presente en los huesos y los dientes

(Forrest, 1979).
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Las muestras marinadas durante 48 h presentaron una concentracion de calcio
mayor que el resto de los tratamientos, esto es debido a que pasaron mayor

tiempo inmersas en estasolucion.

En cuanto a las muestras tratadas a los diferentes GPM, se observo que a medida
gue permanecian mas tiempo en la masajeadora y como consecuencia mayor
tiempo en la solucion de calcio, la concentracién de éste aumentaba, salvo en el
tratamiento de marinado a 3000 GPM donde la concentracion de calcio tuvo una

pequefia disminucion (Figura 6) aunque no significativa (Tabla 8).
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Figura 6. Concentracién de calcio de las muestras tratadas a diferentes GPM. en
el ensayo preliminar.

Como se mencion6 anteriormente, no hubo diferencias estadisticamente

significativa en la fuerza al corte en cuanto a los tratamientos por medio del
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masajeo y al tratamiento por inmersion durante 48 horas, es decir; se obtienen los
mismos resultados marinando durante 48 horas, que marinando con masajeo al
vacio durante 2, 4, 6, u 8 horas que fue el tiempo requerido para cada uno de los
tratamientos mediante este sistema. Por otra parte, la concentracion de Ca
aunque es superior en las muestras marinadas por inmersion que por masajeo,
esta diferencia desde el punto de vista de la dureza parece no tener
repercusiones. Por lo tanto, esta primera prueba nos conduce a afirmar que
empleando un sistema de masajeo al vacio permite un ahorro considerable de
tiempo en conseguir cierto ablandamiento de la carne del mdusculo

Brachiocephalicus de Bovino.

Este criterio fue utilizado para elegir el marinado de las muestras en la segunda
parte del experimento, marinando a 2000 GPM y consiguiendo con esto acelerar

los tiempos de proceso.

En cualquier caso quedo patente el efecto del marinado con CaCl bien sea por
inmersion o por masajeo sobre la fuerza al corte de la carne. Sin embargo,
Gonzalez y col. (2001) aunque si encontraron efecto positivo del marinado con
CaCl, sobre el indice de fragmentacion miofibrilar, no llegaron a observar un
decremento significativo en la fuerza al corte entre la carne sin marinar y la carne
marinada, tal vez por el corto tiempo de marinado por inmersion (2 horas) que
podria no ser suficiente para alcanzar wna concentracion de Ca. suficiente en el

interior de las piezas.
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6.2 Segunda parte (ensayo con BAL o GDL). 6.2.1 Analisis fisicoquimicos.

6.2.1.1 Andalisis estadistico

La Tabla 10 muestra la significancia y el coeficiente de correlacion obtenido por las
variables pH, capacidad de retencion de humedad, y textura (fuerza al corte) para
las muestras crudas y cocidas. Se observa una alta significancia (P<0.0001) en

cuanto a las variables analizadas.

Tabla 9. Significanciay coeficiente de correlacion de las variables analizadas
pH, CRA,y fuerzaal corte en las muestras marinadas con BALo GDL.

variable P< R®
pH 0.0003 0.2627
CRA 0.0001 0.7516
Fuerza al corte(cruda) 0.0001 0. 5332
Fuerza al corte(cocida) 0.0001 0.5702

La Tabla 11 muestra la significancia para las variables tiempo de maduracion,
tratamiento e interaccion entre tiempo y tratamiento analizados. Se puede
observar que el tiempo de almacenamiento solo fue significativo para la CRA y
fuerza al corte en muestras crudas, y por otra parte existio una alta significancia

(P<0.0001) en cuanto a los tratamientos utilizados para todas las variables asi
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como para la interaccion tiempo- tratamiento de CRA vy fuerza al corte en muestras
cocidas. Las Tablas 12 y 13 muestran el analisis de medias de las variables

estudiadas.

Tabla 10. Significancia paralas variables tiempo de maduracion, tratamiento y la
interaccion tiempo - tratamiento en las muestras marinadas.

Variable P<
Variable respuesta
Tiempo Tratamiento Tiempo * Tratamiento
PH 0.7321 0.0001 0.6343
CRA 0.0001 0.0001 0.0020
F max. cruda 0.0263 0.0001 0.0233
F max. cocida 0.1030 0.0001 0.0001

Tabla 11. Analisis de medias de Duncan en las muestras maduradas a diferente

tiempo.
Dias
Variable
1 5 10 15

PH 5.652 5557 5.552 5.502
CRA 60.6° 65.02 64.82 63.32
F.max. cruda 9.78° 10.03° 12.012 11.28%
F. max. cocida 8.02% 7.62° 8.34% 8.48?

* Medias con la misma letra en el mismo renglén no son estadisticamente significativas.
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Tabla 12. Analisis de medias de Duncan en los diferentes tratamientos utilizados.

Tratamiento

Variable
Testigo BAL GDL
pH 5.942 5.40° 5.33"
CRA 71.0% 61.8° 575°
F. max. cruda 9.85 7.75° 14.72°
F. max. cocida 6.91° 7.46" 9.96

* Medias con la misma letra en el mismo renglén no son estadisticamente significativas.

6.2.1.2 pH

En la figura 7 se observan los valores de pH para cada uno de los tratamientos
empleados y su evolucién a lo largo del tiempo de maduracion. Se puede apreciar
gue el pH de las muestras testigo es mayor que el de los otros dos tratamientos,
incluso en el primer dia de maduracion. Como consecuencia de la adicion de BAL
o GDL, se obtuvieron valores de pH bajos en las muestras marinadas, con
respecto a la muestra testigo dado que esta no contenia ningin agente que hiciera
bajar el nivel de pH. Esto quiere decir que la acidificacion de la carne por la
hidrélisis del GDL o la inoculacion de BAL es patente ya desde el primer dia de

maduracion.

Por otra parte se puede observar que en el primer dia de maduracion, el pH de las
muestras inoculadas con BAL es mayor a las acidificadas con GDL, pero las
diferencias no son estadisticamente significativas. Este hecho se debe

probablemente que las BAL producen acido Kctico a partir de los carbohidratos
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presentes en la carne, pero la cantidad de éstos es muy poca, descendiendo el pH
durante los 5 primeros dias de maduracién. A partir del dia 5 de maduracion el pH

experimenté pocos cambios en las muestras analizadas.

Se sabe que el pH de la carne depende de varios factores, entre otros, de las
condiciones pre y postmortem, siendo especialmente importantes el contenido de
glucégeno del muasculo al momento del sacrificio, la velocidad y el nivel de
degradacién de ese glucdgeno durante la transformaciéon del misculo en carne
(Guerrero y col.,, 2002). También el pH depende de las condiciones y tiempo de
almacenamiento. Durante el almacenamiento, el nivel de pH de la carne aumenta
ligeramente por la formacion bases nitrogenadas formadas principalmente a partir
de compuestos aminados como las proteinas, péptidos y aminoacidos. Ademas en
el caso de los productos carnicos, el pH depende de los aditivos que se incluyan en
su formulacién o de los procesos de fermentacion que se lleven a cabo.

4— TEST —¢— BAL —— GDL

6.2 —’
6 ——— — >

I
|

5.8 = sl
% 56 -
5.4
5.2 -

Tiempo (dias)
Figura 7. Valores de pH para las muestras testigo, marinadas con BAL 6 GDL.
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6.2.1.3 CRA

La figura 8 sefala los valores de la CRA de las muestras marinadas de los tres
tratamientos a lo largo de todo el tiempo de maduracién. La capacidad de
retencion de humedad (P<0.001) fue menor en las muestras tratadas con BAL y
GDL, respecto a la muestra testigo, debido principalmente a que la acidez
producida en ambas disminuyé el nivel de pH hasta situarlo en valores alrededor
de 5, cercanos al punto isoeléctrico de las proteinas de la carne, mientras que el
valor de pH de la muestra testigo se situé entre valores de 5.8y 6.2, (alejados del
punto isoeléctrico). Asimismo, las muestras tratadas con BAL presentaron un valor

de CRA ligeramente superior al de las tratadas con GDL.

El pH tiene un efecto definitivo en la CRA, a valores de pH 5, punto isoeléctrico de
la mayoria de las proteinas carnicas, no existe en ellas carga eléctrica neta y
existe, por tanto la menor repulsion entre las moléculas de proteina entre si. A
medida que aumenta el pH, por un lado aumenta la carga neta, o que genera una
repulsion entre las moléculas de proteina cargadas de igual signo. Igualmente se
comportan las proteinas carnicas al disminuir de pH por debajo del pl. Luego la
minima CRA coincide con el pH 5, aumentando a medida que se aleja del mismo

(Carballo y L6pez de Torre, 1991).

Aktas y Kaya (2001) mencionaron que los bajos valores de pH bajo pueden
resultar en la desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares o sarcoplasmicas, las

cuales pueden alterar su capacidad de retencion de humedad.
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Figura 8. Valores d e CRA para las muestras testigo, marinadas con BAL o GDL.

6.2.1.4
Fuerza al corte

La figura 9 muestra los valores de fuerza maxima al corte en las muestras de
carne marinada sin cocinar. En primer lugar se observa que las muestras tratadas
con GDL fueron bs que presentaron los valores fuerza mas altos convirtiéndose
en la muestra mas dura. En segundo lugar, las muestras tratadas con BAL
presentaron valores de fuerza méas bajos, que la muestra testigo. La diferencia
debida al tratamiento fue altamente significativa (P< 0.0001). Este ablandamiento

mayor tal vez sea debido a diferencias en la cantidad de tejido conectivo presente
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al momento de analizar la muestra tratada con GDL, sin embargo, este resultado

no es importante debido a que la carne no se consume cruda.

Testigo BAL GDL

20.00
18.00
16.00 -
14.00 |
12.00
10.00 \
8.00 -
6.00 -
4.00 +—
2.00
0.00 - . Jagsuanne i S
1 5 10 15
Tiempo (Dias)
Figura 9. Valores de fuerza al corte en muestrascrudas.

Kg fuerza / crudo

En la figura 10 se observan los valores de fuerza méxima al corte de la carne
marinada cocida. Al igual que en las muestras crudas, las muestras cocidas
tratadas con GDL presentaron los valores mas elevados en cuanto a dureza. En
este caso, a diferencia de la carne cruda, las muestras con BAL presentaron
valores de fuerza algo mas altos en comparacion con el testigo aunque esta

diferencia numérica no fue significativa.

Tomando en cuenta el criterio de Steen y col. (1997) ellos reportan que el

ablandamiento a valores de pH altos es el resultado de un incremento en la
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actividad proteolitica, incremento en la CRA y reduccion de pérdidas por

cocimiento, la mayor blandura de la muestra testigo se podria explicar al menos

parcialmente por su mayor pH y por tanto su mayor CRA y por la protedlisis

normal de lacarne.

Kg fuerza / cocido

10.00 J
|

Testigo BAL GDL

12.00

8.00

6.00 -

000 { - —— = = e = |
1 5 10 15
Tiempo (Dias)

Figura 10. Valores de Fuerzaal corte en muestras cocidas.

Por otra parte, cuando el pH de la carne es suficientemente bajo como es el caso

de la carne procesada en vinagre o acidos débiles o en productos fermentados la

carne se ablanda debido a la desnaturalizacién de las proteinas y a la pérdida

estructural (Pérez-Alvarez, 1996), por lo que cabria esperar un ablandamiento de

la carne cuando se adiciona acido en cantidad suficiente.

Propiedades fisicoquimicas y de textura del musculo brachiocephalicus de bovino, marinado con

cloruro de calcio.
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Sin embargo, el mecanismo de ablandamiento de la carne mediante el marinado
con soluciones de &cidos organicos débiles no esta totalmente comprendido,
aunque parece ser importante el efecto del acido sobre el colageno del tejido
conjuntivo (Aktas y Kaya, 2001) o el colageno y la estructura miofibrilar (Berger y

col., 2001).

En este sentido, existen cuestiones sin explicar acerca del efecto de los acidos
sobre el ablandamiento, por ejemplo el diferente efecto que tienen distintos acidos
utilizados en las mismas concentraciones sobre el ablandamiento, Aktas y Kaya
(2001) no encontraron un efecto de ablandamiento de la carne marinada utilizando
acido citrico, aunque si observaron que el marinado con acido Ectico fue efectivo
en el ablandamiento en concentraciones entre el 0.5 a 1.5%. Igualmente, Berge y
col. (2001) encontraron que la acidificacion de la carne mediante inyeccién de
acido lactico hasta conseguir un pH de 5, aumenté la blandura de la carne. En el
presente trabajo se encontré que la GDL endurece la carne respecto a la
acidificacion con BAL e incluso respecto al testigo (carne marinada no acidificada),

sin poder encontrar una causaa este hecho.

En cualquier caso, para lograr ablandar la carne mediante el marinado con acidos
organicos, se requiere de suficiente concentracibn de acido y una completa
penetracion de las soluciones acidas, que tal vez no se hayan alcanzado en el
presente experimento, ya que el uso de los agentes utilizados no disminuyo la

dureza.
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Por otro lado, otro factor a tener en cuenta en el marinado con &cidos organicos es
gue pueden tener efectos perjudiciales sobre el sabor o el color de la carne (Berge y

col., 2001).

El efecto en blandura de las muestras marinadas con cloruro de calcio y
adicionandoles bacterias lacticas es gradual y se produce en los primeros 5 dias de
maduracion, permaneciendo constante en los siguientes dias. Cabe hacer notar
gue las enzimas enddégenas no afectan las prote inas del tejido conectivo, las cuales
son las responsables de la dureza de la carne, el ablandamiento por calpainas es
principalmente debido a la degradacién de proteinas como a-actinina, desmina y
troponina T, proteinas reguladoras y que se encuentran en una proporcion en el

musculo menor al 1% (Pérez-Chabela, 1998).

Finalmente, comparando ambas figuras (9 y 10) se observa que los valores de
fuerza fueron menores en las muestras cocinadas que en las muestras crudas
(P<0.0001). Esto puede haber sido debido a la propiedad termolabil del colageno
gue al calentarse a temperaturas entre 65 y 70°C. éste tiende a gelatinizarse y
COmo consecuencia proporciona un mayor ablandamiento a la carne (Bailey y

Light, 1989).

6.2.2 Analisis Microbioldgicos.

Los microorganismos que se estudiaron fueron coliformes totales y bacterias

lacticas, la figura 11 muestra la presencia de éstos durante el periodo de
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almacenamiento de las muestras testigo. Se puede observar un crecimiento

continuo a través de los dias tanto de bacterias lacticas como de coliformes.

~#— Coliformes —#— Lécticas
1.00E+07 -

1.00E+06 - RS
1.00E+05 - ¢ —

1.00E+04 -
ro0Ges

1.00E+02

1.00E+01 -

1.00E+00 - _ T

uno cinco diez quince
dias

o
3

Lt
5

Figura1l. Presenciade BAL ycoliformes totales en muestras testigo.

La figura 12 muestra la presencia de estos microorganismos en muestras tratadas
con BAL. Se puede apreciar un crecimiento de las BAL y un descenso de los
coliformes, lo que se puede explicar por el efecto de las BAL durante el periodo de
almacenamiento inhibiendo la actividad de los coliformes. Numerosos trabajos
constatan el efecto antagonista de las bacterias lacticas sobre microorganismos
patdégenos, lo que permite una mayor vida de anaquel de los productos carnicos

tratados con estas.

65

Propiedades fisicoquimicas y de textura del masculo brachiocephalicus de bovino, marinado con
cloruro de calcio.



Resultados y Discusiones
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Figura 12. Presencia de BAL y coliformes en muestras tratadas.

Requena y Pelaez (1995) y Heiander y col., (1997) mencionan que las bacterias
lacticas, pueden contribuir a la extension de la vida de anaquel de los productos
carnicos, debido a que tienen capacidad para inhibir otros microorganismos
patogenos y de descomposicion mediante la competencia de los nutrientes, por
desplazamiento del nicho ecolbégico o por la produccién de sustancias
antimicrobianas como los acidos lactico, acético, diacetilo, peréxido de hidrégeno y

bacteriocinas.
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6.2.3 Degradaciéon de proteinas miofibrilares.

6.2.3.1 indices de fragmentacioén miofibrilar.

La determinacién cuantitativa del grado de fragmentacion miofibrilar de las
muestras analizadas, se realizO mediante la absorbancia de luz en una suspension
de miofibrillas medido a 540 nm. Este método de absorbancia esta basado sobre la
premisa de que la cantidad de luz absorbida por una suspensiéon miofibrilar es
proporcional al tamafio relativo de las miofibrillas en la suspension. Es decir; en
dos suspensiones miofibrilares teniendo la misma concentracion de proteina, la
suspensiéon que tiene mas fragmentacion de miofibrillas es la mas turbia y tiene los

valores de absorbancia mas altos (Olson y col., 1976).

La Tabla 13 muestra la alta significancia de los resultados de esta variable tanto
en el tiempo de almacenamiento de las muestras como en el tratamiento recibido
por ellas y la interaccion existente entre estos. Por otro lado en la Tabla 14 se
observa el analisis de medias de Duncan durante el tiempo de almacenamientoy el
tratamiento utilizado. Asi también, en la figura 13 los valores del IFM. para las

muestras analizadas durante los dias 1, 5, 10, o 15.
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Tabla 13. Significancia, coeficiente de correlacion, tiempo, tratamiento e
interaccion entre tiempo y tratamiento del IFM.

Variable P< R* Tiempo Tratamiento Tiempo
Tratamiento
IFM 0.0001 0.6918 0.0001 0.0001 0.0001

Tabla 14. Analisis de medias de Duncan del IFM durante el tiempo de
almacenamiento y el tratamiento utilizado.

Tiempo Tratamiento
1 5 10 15 Testigo  BAL GDL
IFM  47.633° 50.933° 59.533% 55.033° 61.200® 50.175° 48.475°

Variable

Medias con la misma letra en el mismo renglén no son estadisticamente significativas.

Testigo BAL GDL
90.00

80.00 -
70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00
30.00 -

20.00 : SR OUT ——
1 5 10 15
Tiempo (Dias)

Figura 13. Indice de fragmentacion miofibrilar en muestras testigo, BAL y GDL
almacenadas durante 1, 5,10 6 15 dias.

IFM (absorbancia a 540 nM X 200)
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El indice de fragmentacion miofibrilar aumentd significativamente (P< 0.0001)
durante los dias de almacenamiento de la carne, tanto en muestras testigo como
las tratadas con BAL o GDL. Los valores fueron incrementando a medida que

transcurria el periodo de maduracion principalmente en la muestra testigo.

La fragmentacion de las miofibrillas ocurrié durante los primeros dias de
almacenamiento y que se haya incrementado significativamente durante el
proceso de almacenamiento es indicativo de que la actividad del factor activado
por el calcio. (FAC) sobre las proteinas miofibrilares, ocurre durante los primeros
dias de almacenamiento de la carne. EL FAC es una proteasa neutra activada
después del sacrificio de los animales y es responsable de la degradacion de
proteinas miofibrilares, de la desaparicion de troponina T, troponina | y la aparicion
de un componente 30 kDa durante el almacenamiento postmortem (Olson y col.,

1976).

Estos resultados muestran una mayor degradacion de las miofibrillas en la
muestra testigo que en las muestras tratadas, esta diferencia numeérica,
posiblemente sea debida a los bajos valores de pH alcanzados durante la
aplicacion de los acidulantes, que inhibieron la accién de las calpainas, y no hubo
una activaciéon de catepsinas como se esperaba, disminuyendo asi el potencial

proteolitico de estas enzimas o a la variacidén entre los datos reportados.

Estos resultados muestran la importancia de las proteinas miofibrilares y su
relacion con el ablandamiento de la carne durante el almacenamiento.

Particularmente la relacion entre IFM y la fuerza al corte.
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6.2.3.2 Electroforesis (SDS PAGE).

La marinacién con bacterias lacticas y la adicibn de gluconolactona, tenian la
funcién de bajar el nivel de pH y con esto activar a las enzimas enddgenas
catepsinas, sin embargo, los resultados obtenidos por SDS-PAGE (Tabla 15 y
Figura 14) muestran que la mayor degradacion estd en la carne marinada con
bacterias hcticas, pero esta degradacién es similar al testigo en el dia 5, esto
podria significar que el pH no bajb lo suficiente y que las Unicas enzimas que
estan actuando son las calpainas lo cual concuerda con los resultados de pH y

fuerza al corte encontrados, donde se obtuvieron valores similares en todas las

muestras.

En el tratamiento con GDL el numero de bandas es menor y se mantiene
constante durante los 15 das de almacenamiento, esto podria ser por el pH

obtenido o porque tal vez la GDL sea un inhibidor para la actividad de las enzimas.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en fuerza al corte donde la GDL

tiene los valores mas altos de dureza.

Olson y Parrish (1976) pusieron de manifiesto que la aparicion en los geles de
miofibrillas del componente 30 kDa se acompafia por la reduccion de la dureza y
aumento del indice de fragmentacion miofibrilar durante la maduracién de la carne
de vacuno. Ademas se ha demostrado que la disminucién de la dureza durante la

maduracion estaba relacionada cuantitativamente con la pérdida de troponina T.
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La troponina T es un indicador de protedlisis postmortem y aparece tanto en
testigo, marinada con BAL y GDL desde el dia 1, pero la carne marinada con BAL

muestra mas bandas menores que la GDL.

La desmina y la a- actinina aparecen en todos los tiempos y todos los tratamientos
de las muestras después del dia 5, los patrones electroforéticos no muestran
cambios en la carne marinada con BAL y GDL, esto concuerda con los datos de

pH obtenidos similares en todas las muestras.

Trabajos previos, han indicado que la fragmentacion miofibrilar y la apariencia del
componente a 30 kDa al parecer esta relacionado con el ablandamiento del

musculo de bovino postmortem (Olson y col., 1976).

Estudios sobre degradacion de proteinas han demostrado que las calpainas
actian sobre la troponina T, troponina I, tropomiosina, a-actinina, titina y nebulina

(Zeece y col., 1992), pero no hay un efecto de calpainas sobre miosina y actina

(Whipple y Koohmaraie, 1991; Greasery Fritz, 1995).
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Tabla 15. Perfil electroforético de las muestras testigo, marinadas con BAL y

GDL.
TESTIGO BAL GPL

Dia BANDA _ P. M. (KDA) BANDA P.M. (KDA) BANDA _ P. M. (KDA)
1 257.5 1 262.5 1 206.1
2 237.8 2 206.7 2 101.3

1 3 178.4 3 158.0 3 68.5
4 146.4 4 84.1 4 62.5
5 108.9° 5 70.3 5 58.4
6 101.7 6 63.2 6 45.0
7 87.6 7 57.8 7 39.8
8 70.8 8 46.4 8 37.3
9 65.1 9 43.5
10 59.1 10 40.4
11 45.2 1 378"
12 42.4
13 39.4
14 375"

5 1 267.6 1 259.5 1 218.4
2 169.9 2 193.4 2 185.7
3 140.2 3 156.3 3 148.6
4 126.8 4 105.5 4 104.4
5 100.8 5 99.4 5 66.7
6 95.8 6 66.7 6 62.8
7 80.7 7 60.8 7 56.4
8 66.5 8 55.9 8 43.6
9 60.1 9 49.8 9 38.2"
10 56.8 10 45.8
11 44.7 1 42.6
12 42.2 12 39.5
13 392" 13 379

10 1 212.8 1 131.6 1 190.5
2 185.1 2 63.2 2 153.1
3 163.5 3 52.5 3 103.6
4 135.7 4 374" 4 84.1
5 104.3 5 315 5 67.6
6 62.2 6 60.7
7 53.3 7 53.5
8 351" 8 341"
9 315 9 27.9
10 27.4

15 1 176.7 1 206.3 1 209.5
2 153.7 2 153.7 2 158.5
3 133.7 3 140.0 3 111.6
4 101.5 4 102.9 4 65.2
5 82.2 5 67.2 5 55.8
6 66.2 6 55.9 6 386"
7 59.4 7 379" 7 31.0
8 53.3 8 33.5
9 34.6' 9 28.7
10 27.9
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Figural4. Electrofogramas de las muestras testigo (T), marinadas con
bacterias acido lacticas (L) y glucono-lactona (G) alos 1, 5,10 y 15 dias. La
M es el marcador de pesos moleculares.
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7. CONCLUSIONES

» Se logro reducir el tiempo de marinado de la carne de 48 horas por

L)

inmersion a solo 4 mediante el sistema de masajeo al vacio utilizado,

obteniendo los mismos resultados en cuanto a blandura.

% La incorporacion de bacterias Kcticas en la carne marinada, no afecté en
gran manera la dureza de la carne, pero si redujo considerablemente el

ndmero de coliformes totales.

>

K/
*

El uso de gluconolactona no tuvo efecto en el ablandamiento de la carne,

)

bajo las condiciones experimentales utilizadas.

>

K/
*

I mejor efecto de la marinacién con calcio se dio en los primeros 5 dias, y en

)

los siguientes no se alter6 su estructura por lo tanto podria ser ocupada
también para alargar la vida de anaquel de la carne empacada al vacio y

almacenada a 4°C.

La marinacion con cloruro de calcio podria ser una buena herramienta para

o
A5

producir ablandamiento de la carne de musculos clasificados como duros.
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