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RESUMEN

Las tendencias en el mercado de los alimentos exponen que el humano ya
no solo consume alimentos por la necesidad de nutrirse, ahora el componente
heddnico juega un rol muy importante. EI consumidor hoy en dia se preocupa (y
paga) por obtener un producto con caracteristicas sensoriales deseables, que sea
sano, inocuo y auténtico. Las reacciones post mortem de un organismo dependen
en gran medida de su biologia, por esta razén cada especie de interés comercial
debe ser estudiada individualmente. Lo anterior con el fin de establecer cuales son
las condiciones O6ptimas de mantenimiento, de cosecha (o captura) y de
conservacion post cosecha, que permiten alcanzar todas y cada una de las
caracteristicas deseadas por el consumidor. Mas importante aun, el conocimiento
completo de la especie permite establecer cuales son los parametros adecuados a
medir, y los limites maximos de aceptacion, que permitan el aseguramiento del
concepto de calidad total. El presente trabajo tiene por objetivos: describir y
evaluar los cambios post mortem y el cambio de textura en el musculo de camardn
patiblanco (Litopenaeus vannamei) bajo condiciones o6ptimas de refrigeracion
(0°C); asi como evaluar los cambios textura en musculo de camardn patiblanco
tratado con distintos métodos de congelacion y descongelacion. ElI camaron
estudiado presenta el fenomeno de rigor mortis, el cual inicia y termina 5y 30 h
post mortem, no se evidencié una resolucién del rigor por lo que se confirma que
la actividad proteolitica muscular es despreciable. Se establecio que el

almacenamiento en hielo, promueve la lixiviacion de moléculas de bajo peso



molecular, esto sugiere una pérdida en el sabor caracteristico del producto. Se
determiné que el valor de Ki es el adecuado para cuantificar la frescura del
producto, como indices de deterioro se porponen el uso de la concentracion de
TMA-N o la proporcion de hipoxantina. La carne del camardn cultivado y
cosechado comercialmente es comestible hasta los 18.5 dias si es almacenado en
hielo. De acuerdo con las caracteristicas visuales, de olor y textura, la mejor
calidad de la carne se mantiene hasta los 2.5 dias, después de este tiempo se
desarrollan notables cambios, principalmente en la apariencia y la textura. Los
analisis de textura o microscopicos podrian se usados para evaluar firmeza tanto
en carne cruda como en cocida. Con estos resultados los productores y
distribuidores podran estar en un balance econdmico para definir sus tiempos
“Optimos” de almacenaje. La mayoria de las variables evaluadas en camarones
congelados y descongelados no mostraron diferencias significativas Con base a
los resultados se aconseja para propoésitos comerciales la congelacion por
conveccién y no la criogénica. Para propodsitos de investigacién en estructura
celular y tejidos se recomienda la congelacion criogénica. Se recomienda la

descongelacion lenta para propésitos al menudeo.
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ABSTRACT

Trends in food marketing indicate that the finer points of eating, display,
status, exotic products, and even higher costs now play an important role in the
processing and marketing of food. Today, consumers demand and pay for healthy,
safe, and authentic food. Post-mortem chemical reactions of seafood strongly
depend on the biology of the organism, and for this reason, each commercial
species must be studied individually. Knowledge about seafood post mortem
biochemistry is useful for establishing the best parameters for measuring freshness
and spoilage in seafood and defining the best conditions of management to meet
consumer satisfaction and safety policies. This study describes and evaluates
post-mortem changes in muscle characteristics of whiteleg shrimp (Litopenaeus
vannamei) during storage at 0°C and evaluates changes in muscle texture after
different freeze-thaw treatments. Whiteleg shrimp present rigor mortis
phenomenon that begin at 5 hours after death and is completed at 30 hours after
death. The resolution of rigor mortis was not observed, confirming low proteolytic
activity in shrimp muscle. Lixiviation of low-molecular compounds was observed,
suggesting a lost in sensorial quality. To farmed whiteleg shrimp, Ki is
recommended for measuring freshness. The concentration of trimetilamine and the
proportion of hypoxanthine could be useful as indices of spoilage. Shelf life of
commercial farmed shrimp meat at 0°C was 18.5 days. Based on criteria of
appearance, odor, and texture, the best quality of shrimp meat remained for 2.5

days of storage at 0°C. After this time, significant changes in appearance and
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texture were observed. Texture and microscopic analyses could be used to
evaluate firmness of raw and boiled shrimp meat. No significant changes were
observes in thawed shrimp muscle. Results suggest that cryogenic freezing is
suitable for research proposes and forced convection freezing for commercial
uses. In both cases, the research suggests that shrimp muscle should be thawed

at 0°C.

Key words: Litopenaeus vannamei, post mortem, texture
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l. INTRODUCCION GENERAL

1.1 PRODUCCION, COMERCIALIZACION Y CONSUMO DE

PRODUCTOS PESQUEROS

La superficie del planeta esta cubierta por agua (aproximadamente 80%), la
mayor parte de este recurso se encuentra confinado en mares y océanos. Dentro
de ellos se encuentran un sinfin de nichos ecoldgicos, donde numerosas especies
son albergadas. EI hombre en la interminable busqueda por satisfacer sus
necesidades, ha seleccionado una parte de ellas para alimentarse.

Los recursos pesqueros son un importante componente en la alimentacién
del humano, por ello se han desarrollado a su alrededor una gran cantidad de
industrias. La lista es enorme, ya que a partir de una especie pueden prepararse
varios productos, generando asi, un gran campo de posibilidades y oportunidades,
sobretodo en materia de calidad e inocuidad alimentaria (Bremner, 2000).

El consumo de productos marinos a nivel mundial se ha incrementado
considerablemente (Huss, 1995), aproximadamente 3.6% anual, el doble del
crecimiento poblacional (WHO, 2006). En el 2001, el consumo mundial per capita
promedio de pescados, crustaceos y moluscos fue de 16.1 kg/afio, esto
representa del 13.8 al 16.5% de la proteina total de origen animal consumida.
Analizando por paises, el consumo varia considerablemente; mientras que en
Islandia, Japén, China y Corea del Sur el consumo es de 91.5, 66.1, 58.0 y 52.4

kg/afio respectivamente, existen paises de bajo consumo como lo son India, Haiti



y Puerto Rico, los cuales consumen 4.8, 2.6 y 1.0 kg/afo respectivamente. México
por su parte, presenta un consumo per capita por debajo de la media mundial:
10.4 kg/afo (NFMS, 2006; WHO, 2006).

Dos terceras partes de la produccion mundial de productos pesqueros se
capturan en el mar, lagos y lagunas naturales; el resto se produce por acuicultura.
El incremento en el consumo de productos pesqueros se satisface principalmente
por la acuicultura, ya sea de manera rural o comercial. Cabe mencionar que el
10% de lo producido se pierde debido al manejo deficiente (WHO, 2006).

La comercializacién de un producto pesquero se hace a través de cadenas
productivas; cada una involucra varias etapas, las cuales se inician con la captura
o cosecha y finalizan cuando el producto llega a la mesa del consumidor
(Frederiksen, 2002). Durante la cadena productiva el producto puede someterse a
varias operaciones: lavado, eviscerado, descabezado, descamado, desconchado,
fileteado, coccién, congelacién, etc. Sin importar si estas operaciones son
manuales o0 mecanicas, todas deben realizarse cuidando que el producto se
mantenga a bajas temperaturas (0°C o cercanas) y en condiciones salubres, de tal
manera que el consumidor reciba un producto inocuo, nutritivo y con las
caracteristicas hedonicas deseadas.

La longitud de la cadena dependera del producto a comercializar y de la
presentacion final al consumidor (Bykowski, 1990; Ganowiak, 1990). Un manejo
inadecuado, puede generar un producto no apto para el consumo, ya que se han
formado compuestos quimicos en el producto (organismo), capaces de causar

problemas de salud. Aunado a esto, el producto puede ser rechazado o



depreciado sino cumple con las caracteristicas esperadas por el consumidor
(Taylor y Sumner, 1986).

La mayoria de los estudios de calidad, deterioro y efectos de procesos post
cosecha se han realizado en peces de interés comercial. Los resultados han
ayudado a conocer los fendmenos post mortem y/o post cosecha, generando asi
normas, leyes o procedimientos (nacionales e internacionales) especificos para el
manejo de cada especie. Debido a la gran diferencia en la composicién bioquimica
de los productos pesqueros, no pueden extrapolarse los resultados de estudios de
un organismo a otro, ni siquiera entre organismos del mismo género.

Por las propiedades sensoriales (olor, sabor, textura) la carne de
camarones, langostas y cangrejos es muy apreciada por cierto sector de la
poblaciéon. Generalmente, su precio en el mercado es superior al resto de los

alimentos de origen animal (mamiferos, aves y peces) (PROFECO, 2006).

Figura 1. Camaroén patiblanco Litopenaeus vannamei



1.2 ALGUNOS ASPECTOS BIOLOGICOS DEL CAMARON

Los camarones peneidos (Figura 1) se aparean en mar abierto,
generalmente en profundidades de 10 a 35 brazas. Posterior al desove, los
huevos eclosionan en nauplios y entre el estadio de misis y postlarva ingresan con
las mareas a los estuarios y a las areas costeras de menor salinidad. Una vez
dentro de los estuarios, estas postlarvas se desarrollan corporalmente tanto en
longitud como en peso y cuando alcanzan las tallas de 10 a 12 cm, ya
transformados en camarones juveniles, migran en forma inversa desplazandose
hacia las bocanas y areas costeras de mar abierto, para continuar con su
desarrollo corporal y reproductivo ya en su fase adulta, para luego aparearse
nuevamente y cerrar el ciclo biolégico. La duracién aproximada del ciclo es de un
afio. Los camarones habitan medios con diferentes caracteristicas ambientales, a
lo largo de su desarrollo ontogénico las condiciones de salinidad y temperatura
varian considerablemente. Por ejemplo, los especimenes adultos en altamar se
encuentran en una salinidad de 15 a 25 ppm, en las fases larvarias y juveniles
estan dentro de los estuarios (25 a 34 ppm). El rango de temperaturas de
crecimiento es de 28 a 34°C y concentraciones de oxigeno de 5 a 7 mg/L y pH de

7.5 a 8.5 (Brigss, 2004).

1.3 PRODUCCION, COMERCIALIZACION DEL CAMARON

La produccion mundial de camaron esta dominada principalmente por Asia

y América Latina (Tailandia, Indonesia, Filipinas, Malasia, China, India, Taiwan,



Ecuador y México). El camarén tigre gigante (Penaeus monodon), el camarén
carnoso (Fenneropenaeus chinensis) y el camardn patiblanco (Litopenaeus
vannamei) son las tres especies mas cultivadas en el mundo (Ling, et al., 1996).
Esta ultima ha incrementado su produccion, ya que presenta una buena tasa de
crecimiento bajo diferentes condiciones de cultivo (Briggs et al., 2004).

En México, la captura de estos decapodos representd durante el 2003 el
9.46% del volumen total capturado y el 41.63% del total obtenido por ventas de
primera mano (aproximadamente 5,802 millones de pesos). Hablando sdlo de
camaroén, se capturé el 7.92% de la produccidén pesquera nacional, generando asi
el 37.89% del total en ventas nacionales. Cabe mencionar que el 50.33% del
volumen reportado proviene de la acuicultura, desarrollada principalmente en el
Pacifico del pais (SAGARPA, 2005).

En el Pacifico mexicano la captura de camardn silvestre se compone
principalmente de 5 especies: camardon azul (Litopenaeus stylirostris), camarén
patiblanco (L. vannamei), camarén café (Farfantepenaeus californiensis), camarén
rojo o cristal (F. brevirostris), y el camardn blanco del Pacifico (L. occidentalis).
Adicional a éstas, tenemos la presencia de la captura comercial de otras especies
como: camaron de roca (Sicyonia penicillata, S. ingentis y S. disdorsalis); y otros
de talla pequefia pero muy abundantes: camardn cebra (Rimapenaeus pacificus),
rosadito (Solenocera mutator) y camardn siete barbas (Xiphopenaeus kroyeri)
(CONAPESCA, 2001). Respecto al cultivo de camarones, tenemos que la especie

que predomina es Litopenaeus vannamei (SAGARPA, 2006).



1.4 PLANTEAMIENTO DE LA TESIS

De acuerdo con la informacion anterior, concluimos que la captura o
cosecha del camaron patiblanco (L vannamei) es una actividad de gran valor
economico. Por ello es primordial contar con informacion confiable acerca del
desarrollo de las modificaciones post mortem, asi como del impacto en una de las
propiedades sensoriales mas importantes de la carne de camardn: la textura.

Tomando en cuenta que la biologia de cada especie es distinta, y que lo
poco reportado en decapodos es de organismos silvestres, este trabajo contribuira
significativamente al conocimiento de los fenomenos post mortem en
invertebrados cultivados, especificamente en decapodos.

La tesis doctoral aqui presentada se divide en tres partes principales: en la
primera, por medio de evaluaciones fisicas, quimicas e histolégicas, se describen
los cambios post mortem que ocurren en el musculo de camarén patiblanco (L.
vannamei) durante su almacenamiento a 0°C. En la segunda parte se presentan
los resultados de la evaluacion del efecto de almacenamiento en hielo sobre la
textura de la carne de camardén cruda y cocida. En este apartado se utilizaron
evaluaciones instrumentales de textura y analisis histologicos. Finalmente, en el
capitulo 3 se presenta el efecto de los diferentes tipos de congelado y

descongelado en el musculo de camaron.



S

Il. OBJETIVOS GENERALES

Describir los cambios post mortem en el musculo de camardn patiblanco

(Litopenaeus vannamei) bajo condiciones optimas de refrigeracion (0°C).

Evaluar por medio de herramientas fisicas y microscopicas el cambio en la
textura de la carne cruda y cocida del camardn patiblanco (Litopenaeus
vannamei) cuando el camaron es almacenado bajo condiciones Optimas de

refrigeracion (0°C).

Evaluar los cambios microscopicos y de textura en musculo de camarén
patiblanco (Litopenaeus vannamei) tratado con diferentes métodos de

congelacion y descongelacion.



Ill. CAPITULO 1

“Bioquimica postmortem del musculo de camarén patiblanco

(Litopenaeus vannamei)”



3.1 INTRODUCCION

3.1.1 CALIDAD EN PRODUCTOS MARINOS

3.1.1.1 Conceptos

El término calidad es frecuentemente usado para hacer referencia de los
buenos atributos del producto. Esta palabra es empleada tanto en la vida diaria
como en la literatura cientifica, y no siempre es de la manera adecuada. Para
algunas personas involucradas en las cadenas productivas pesqueras, la “calidad”
es parte de la imagen de su producto y para ellos, la imagen lo es todo.

En el ambito cientifico, es vital tener claros los conceptos de los fenbmenos
que se estudian. Una idea incorrecta o vagamente expresada, puede generar
interpretaciones, inferencias y conclusiones mal fundamentadas, ocasionando que
los reportes sean poco confiables. Por lo anterior, es muy recomendable entender
que calidad es un concepto y no una entidad que puede ser medida como una
fuerza, un peso, una distancia.

Tampoco es razonable el proponer que la calidad de un producto o servicio
sea medido o expresado, sin antes delimitar que la calidad se define en términos
de medidas o estimaciones (Bremner, 2002). Segun ISO una calidad es una
caracteristica que un producto o servicio debe tener para satisfacer al cliente
(Praxiom, 2004). Esta definicion no se puede tomar y aplicar inmediatamente al
producto o servicio de interés, ya que la calidad de un producto puede definirse en

varias calidades, acompafadas de sus medidas, asi como de los procesos o
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procedimientos para lograrla. Un ejemplo de ello se observa en la Figura 2

(Bremner, 2002).

Organizacion
jerarquia de
calidad. Se
basa en un
incremento en
complejidad

A

ESQUEMA ‘ EXPLICACION O EJEMPLO ‘
CALIDAD*
el concepto % | Un eonecepto estético ‘
total
- Calidad es la enumeracion de la
CALIDAD totalidad de las caracteristicas
la definicién — deseadas en un producto de
general reciente' cpsecha o captura. Las
. . caracteristicas del producto debe
Ejemplo: 1SO definirse seglin la presentacion:
vivo, entero, en filetes, en piezas,
ete.
Un pescado de calidad es aquel
CALIDAD* que ha sido cosechado sin un

definiciones
especificas

estrés excesivo, procesado y
manejado bajo buenas practicas
de manufactura. Presenta las
caracteristicas de forma, tamario,
apariencia, eolor, olor, sabor,
textura propias de la especie

CRITERIOS
relacionados
con las
definiciones
especificas

METODOS

para determinar

los criterios

Se dan los valores o propiedades
de las caracteristicas deseadas.
Ejemplo: Olor, color, concentracién
de azlcares, etc.

Métodos estandar. Ejemplo:
AOAC, AOCS, CODEX, Normas
oficiales

Las siguientes
condiciones aplican
en todas las
definiciones cde
CALIDAD™*.

= Mo toxinas

* Mo metales
pesados

* Mo insecticidas
= Baja cuenta
bacteriana

= Libre de
patdgenos

= Empaque
apropiado

Figura 2. Organizacion jerarquica del concepto de calidad
(Adaptado de Bremner, 2002)

3.1.1.2 Calidad de un alimento

En la preferencia de los consumidores por un alimento estan consideradas
principalmente: la regidén geografica, las ideas religiosas, la pertenencia a un grupo

étnico, las caracteristicas sensoriales y el costo. Sin embargo en anos recientes,
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los consumidores han incluido en sus preferencias que el alimento sea sano,
inocuo y auténtico. Los atributos son especificos para cada alimento, sélo la
generacion o preservacion de los mismos, dictaran el éxito comercial del producto.

Los atributos mas comunes que definen la calidad de un alimento son
principalmente cuatro:

a) apariencia: Esta relacionada con la percepcion visual del producto
(color, tamafio, forma, brillo, etc.),

b) aroma: Se espera ausencia o0 presencia de olores y sabores
caracteristicos;

c) textura: Donde se incluyen las sensaciones al tacto (boca y mano).
Suavidad, rigidez, masticabilidad, jugosidad son ejemplos de este atributo, y

d) nutricional: Se mide con base en los requerimientos del consumidor. Se
mide la concentracion y tipo de proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas vy

minerales (Singhal et al., 1997a; Bourne, 2002).

3.1.2 DETERIORO POR ENZIMAS HIDROLITICAS

Las hidrolasas son enzimas catabodlicas que catalizan el rompimiento de
enlaces mediante la adicién de una molécula de agua. En materiales crudos estas
enzimas permanecen activas durante el almacenamiento en congelacion (Sista et

al., 1997).
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3.1.2.1 Enzimas lipoliticas

Las dos principales categorias de enzimas lipoliticas son las lipasas y las
fosfolipasas que hidrolizan los enlaces éster de los triacilgliceroles y fosfolipidos,
respectivamente. Si estas reacciones no son controladas durante el almacenaje la
hidrolisis de los lipidos puede generar cambos de textura, sabor indeseables y
compuestos dafiinos para la salud (Hedges et al., 2002).

A pesar de la reduccion que ocurre en respuesta a la disminucion de la
temperatura, el congelado puede acentuar la lipdlisis por disrupcién de la
membrana liposomal que libera las enzimas hidroliticas. La liberacién de
cantidades suficientes de acidos grasos de cadena corta puede causar rancidez
hidrolitica; ademas éstos pueden interactuar con proteinas para formar un
complejo lipido-proteina insoluble que modifica la textura. Finalmente, la liberacion
de acidos grasos libres a partir de la matriz de triacilgliceroles puede acelerar su
interaccion con catalizadores oxidativos y por lo tanto acelerar la oxidacion de los
lipidos que causan malos sabores. Contrario a lo que sucede con la liberacién de
acidos grasos a partir de triacilgliceroles, la liberacion a partir de fosfolipidos inhibe
la oxidacion lipidica. Lo anterior se debe a que los acidos grasos disminuyen la
interaccion entre la parte oxidada y la parte oxidable de la matriz membranal y por
lo tanto inhibe la propagacion de las reacciones de los radicales libres (Sista et al.,

1997).
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3.1.2.2 Enzimas proteoliticas

Estas enzimas catalizan la hidrdlisis de las proteinas a péptidos de cadena
corta. El musculo de los productos marinos, como el pescado, presenta una mayor
susceptibilidad al deterioro que el musculo de bovinos (Matsumoto 1979). Las
proteinas musculares son altamente susceptibles a desnaturalizarse, las
alteraciones pueden ser monitoreadas midiendo la hidrofobicidad de las proteinas
de superficie, composicién de aminoacidos, estabilidad de la estructura proteica,
agregacion, actividad enzimatica. La pérdida de la funcionalidad puede medirse
comparando la viscosidad, la capacidad de retencion de agua (CRA), gelificacion,
emulsificacién y espumado (Xiong, 1997). En la carne, las proteinasas endogenas
(catepsinas, calpainas Ca?‘-dependientes y colagenasas) son consideradas
benéficas produciendo el ablandamiento del musculo en rigor mortis. Se han
observado ruptura de las lineas Z y de los sarcomeros durante el almacenamiento
en congelacion de pechugas de pollo, aunque en general la accion de estas
enzimas no se considera un detrimento de la calidad (Sista et al., 1997).

Otras enzimas que pueden ser responsables de cambios no deseados, por
ejemplo, la trimetilamina demetilasa, en animales, que produce formaldehido el
cual interactua con las proteinas del musculo haciéndolas insolubles y generando

una textura esponjosa o algodonosa (Sikorski et al., 1990b).
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3.1.3 ESTUDIO DE LA BIOQUIMICA POST MORTEM EN ORGANISMOS

MARINOS.

Las caracteristicas finales de la parte comestible de un producto, dependen
en gran medida de las caracteristicas propias de la especie (factores endoégenos),
de las caracteristicas del medio donde se capturé6 o se cosecho (factores ante
mortem), de las condiciones de cosecha y post cosecha (Gorga y Ronsivall,
1988a; Haard, 2002; Sikorski et al., 1990b). En la Tabla 1 se muestran algunas
caracteristicas.

Cuando un organismo muere, el sistema circulatorio deja de funcionar, ello
ocasiona que el suministro de oxigeno se detenga. Cuando el musculo se
encuentra en anaerobiosis, se da inicio a reacciones que cambiaran su apariencia,
textura, sabor y propiedades funcionales (Haard, 2002), para dar origen a lo que
sSe conoce como carne.

La principal porcion comestible de los animales marinos esta compuesta por
una serie de musculos; el mayor componente del musculo en animales marinos es
el agua (50-85%), el resto consta principalmente de proteinas y lipidos (Sikorski et
al., 1990a). Cada organismo posee una composicion proximal diferente, las
reacciones quimicas post mortem segun el tipo de molécula son:

a) Carbohidratos: Los primeros cambios son la hidrélisis del

glucogeno, donde se generan moléculas de glucosa. Esta
molécula en ausencia de oxigeno, puede transformarse en acido

lactico, contribuyendo al descenso del pH del medio.
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Tabla I. Factores que afectan las propiedades finales de los productos

marinos
Endégenos Ante-mortem Cosecha y Postcosecha
e Temperatura y tiempo
de almacenamiento’

e Especie e Presencia/ausencia de

e Edad del organismo visceras

e Concentracion y e Procesos fisicos y
actividad de enzimas quimicos para detener
responsables de la e Temperatura del habitat las reacciones post
pérdida de frescura en e Método de captura mortem
la parte comestible e Carga microbiana inicial | ¢ Disponibilidad del O,

e Concentracion y en el empaque
disponibilidad de e Presentacion del
sustratos para las producto: entero, filete,
anteriores enzimas trozo, desconchado,

descabazado.
e Condiciones sanitarias
b) Proteinas: Estas moléculas principalmente son hidrolizadas por

proteasas enddgenas, los aminoacidos resultantes contribuyen al

desarrollo de sabores agradables. Sin embargo la hidrdlisis



16

implica una pérdida en la integridad del musculo, cambiando la
textura del mismo.

c) Aminoacidos: Pueden ser degradados por microorganismos,
generando asi aminas biogénicas, las cuales son compuestos
indeseables e incluso téxicas que merman la calidad sensorial y
sanitaria del alimento.

d) Lipidos: Son moléculas que le imparten sabor, olor, y textura
caracteristicos a cada alimento. Son susceptibles a la hidrélisis y a
la oxidacion, los productos de estas reacciones imparten olores y
sabores desagradables.

e) Compuestos nitrogenados no proteicos: La molécula mas
importante de este tipo es el ATP, debido a que su degradacion
enzimatica genera compuestos que imparten sabores tanto
deseables (IMP) como indeseable (hipoxantina) (Haard, 1992,

2002).

3.1.3.1. Frescura y deterioro

Vida de anaquel es un término que indica el periodo durante el cual un
alimento es apto para consumirse. Su extension depende intimamente de la
temperatura a la cual se almacena. Durante este tiempo se llevan a cabo dos
fendmenos: La pérdida de frescura y el incremento del deterioro. Una vez que

el organismo muere, las enzimas endogenas se encargan del primer fendmeno y
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las enzimas microbianas (exdgenas) se encargan del deterioro del producto
(Sikorski et al., 1990b).

Dos conceptos importantes usados al medir las caracteristicas de un
producto pesquero son la edad cronolégica y la edad bioquimica. La cronolégica
se refiere al tiempo que ha pasado desde que murié el organismo, mientras que la
bioquimica hace referencia al mismo tiempo, si el producto se manejé en
condiciones 6ptimas, por ejemplo, fue almacenado en refrigeracién a 0°C (Ocario-
Higuera et al., 2001). La edad bioquimica se vera afectada por los factores que se
indican en la tabla 1.

Para evaluar la frescura y el deterioro, es frecuente que se usen criterios no
definidos, por ejemplo, un alimento puede ser catalogado como: fresco,
comerciable o no apto. Esta manera de catalogar no tiene que ver con la frescura
directamente; el primer grado abarca desde que el alimento es recién capturado
hasta que muestra los primeros signos de deterioro; un alimento de grado
comerciable presenta desde los primeros signos de dafo hasta los limites para el
rechazo. Los criterios no estan bien establecidos, por o que se genera confusion,
ademas estos dependen tanto del destino final del producto, como de la especie.

Algunas personas utilizan la evaluacién sensorial, para determinar si el
producto es 0 no aceptable o apto para consumirse. Las evaluaciones de este tipo
se realizan por un grupo de personas entrenadas (panel de prueba), las cuales
pueden evaluar desde solo una caracteristica o al alimento en general. El
entrenamiento es complicado, costoso y tardado. Adicional a esto, por el

fendmeno de fatiga, el panelista tiene un numero limitado de analisis. Por lo
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anterior, se recomienda el uso de mediciones instrumentales, ya que son mas

exactas, repetibles y rapidas (Abbot, 1972; Gorga and Ronsivall, 1988b; Kress-

Rogers, 2001).

Las mediciones instrumentales pueden usarse para evaluar la frescura y

deterioro mediante:

a)

la cuantificacion de la concentracion de sustratos o productos del
metabolismo del propio organismo o microbiano (Ryder, 1985;
Woyewoda et al., 1986),

la actividad de enzimas relacionadas con las rutas bioquimicas de
la perdida de frescura o incremento de deterioro (Haard, 2002;
Okuma y Watanabe, 2002),

la evaluaciéon de perfiles de compuestos volatiles que imparten
los olores y sabores caracteristicos (Kress-Rogers, 2001;
Spurvey et al., 1997),

las evaluaciones de la estructura micro y macroscépica que

definen la textura (Szczesniak, 1972; Prusa et al., 1982).

3.1.3.2 indices quimicos para evaluar frescura

La frescura es un atributo que se emplea para determinar la calidad de un

alimento, los indices para medirla deben basarse en fendmenos post mortem

endogenos.
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El indice K o valor K es uno de los indices quimicos mas empleados para
medir frescura en productos pesqueros, éste valor fue propuesto por Saito et al.
(1959). El indice relaciona la concentracion de ATP y la de los productos de su
degradacion enzimatica (Figura 3). Las concentraciones de estas biomoléculas
puede evaluarse por métodos instrumentales, y la cuantificacion se realiza

mediante la siguiente formula:

[INOSINA] + [HIPOXANTINA]

= x100 (Ec. 1)
[ATP]+[ADP]+[AMP]+[IMP]+[INOSINA] +[HIPOXANTINA]

%K

La degradacion enzimatica del ATP presenta dividirse dos etapas, en la
primera se produce una acumulacion de IMP, posteriormente en una segunda
etapa el IMP es degradado hasta hipoxantina. A 0°C, la primera etapa culmina

dentro de las primeras 24 h y la segunda en los siguientes dias.

ATP

ADP + Pi

|

AMP + Pi

™

Adenosina IMP + NHS

/.

NH, + Inosina + Pi

By

Hipoxantina Ribosay
ribosa fosfato

0

Figura 3. Productos de la degradacion enzimatica del ATP
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Regularmente, después de la captura el valor del indice K no es mayor al
10%, al principio se incrementa gradualmente por la accidn enzimatica,
posteriormente se presenta un punto de inflexion. (Sikorski et al., 1990b). Si se
desea observar la pérdida de frescura es necesario elaborar una curva del tiempo
y el indice K, con ello se puede conocer el valor minimo de frescura; para saber el
valor maximo, sera necesario relacionarlo con indices de deterioro.

Debido a que la acumulacién de IMP se lleva en menos de 24 h, se ha
propuesto el uso del valor K; para evaluar frescura (Karube et al., 1984; Singhal et

al., 1997b), la ecuacién que lo define es:

ouki - INOSINAL+[HIPOXANTINA] oo (e )
™ T [IMP]+ [INOSINA] + [HIPOXANTINA] '

La carga energética adenilada (CEA) es un indice nos permite conocer
cuantitativamente la respuesta del organismo a los estresantes previo y durante el
sacrificio (Atkinson y Walton, 1967). Se calcula a partir de las concentraciones de

compuestos adenilados (ATP, ADP y AMP) usando la siguiente formula:

[ADP] | 1ATP]

CEA =
[ATP] +[ADP] +[AMP]

(Ec. 3)
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3.1.3.3 indices quimicos para evaluar frescura y deterioro

Como indices de deterioro, se eligen compuestos quimicos que se generan
0 se degradan durante la post captura o post cosecha del organismo.
Generalmente son compuestos que se producen a partir de la degradacion
microbiana de aminoacidos o bases nitrogenadas, ejemplo de éstos tenemos al
amonio, trimetilamina, aminas biogénicas, sulfuros, acidos y bases volatiles. Estos
indices varian segun la especie, por lo que no basta medir un sélo compuesto, es
necesario usar al menos dos indices para tener resultados confiables. A
continuacion se presentan algunos compuestos cuyos indices son empleados para

evaluar el deterioro:

1) Trimetilamina (TMA): Se ha propuesto que para camaron el maximo

permisible es de 10-15 mg/100 g. Antes de elegirlo es necesario
cerciorarse que es el indice adecuado, ya que algunos decapodos

nunca alcanzan los 5 mg/100 g antes de llegar a deteriorarse.

2) Bases volatiles totales (BVT): Dentro de ellas se encuentran el amonio,
la TMA, la dimetilamina y la monometilamina. Un incremento
considerable de este indice es signo de una contaminacién bacteriana.
La Norma Oficial Mexicana para productos pesqueros, nos indica que la
concentracion de BVT-N no debe pasar de 30 mg de N/100g de

muestra.
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3) Aminas biogénicas: Son productos de la actividad microbiana sobre los

aminoacidos libres. Su presencia es sefal de un gran dafo,
posiblemente causado por una refrigeracion deficiente. Generalmente se
miden histamina, cadaverina, putrecina, tiramina, serotonina,
espermidina, triptamina y feniletilamina.

Hipoxantina (Hx): Es un indice que inicialmente se us6 para medir

deterioro, su contenido incrementa linealmente con el tiempo de
almacenamiento, posteriormente el valor decae hasta permanecer
constante. (Halask et al., 1994; Kim et al., 2004, NOM-029-SSA1-1993;

Sikorski et al.,1990b; Singhal, et al., 1997b; Woyewoda et al., 1986).
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3.2 HIPOTESIS

Los factores enddgenos y ante-mortem de los camarones silvestres y
cultivados no son iguales, esto ocasiona que los fenbmenos post-mortem se
desarrollen de diferente manera, por esto los indices y/o limites que rigen la

pérdida de frescura y aumento del deterioro no seran los mismos
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3.3 OBJETIVOS

3.3.1 OBJETIVO GENERAL

Describir los procesos bioquimicos post-mortem (tempranos y tardios) que
ocurren a 0°C en el musculo de camaron patiblanco Litopenaeus vannamei y que

definen sus atributos como alimento.

3.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

€ Evaluacion del cambio anatomico y en la concentracion moléculas
relacionadas con el rigor mortis en el camardn patiblanco almacenado a

0°C.

€ Evaluacion de los cambios microscopicos (a 0°C) en la estructura muscular

del camaron por efecto del rigor mortis.

€ Evaluar la pérdida de frescura en el musculo del camardn patiblanco

almacenado bajo 6ptimas condiciones de refrigeracion (0°C).

€ Evaluar indices que indiquen el comportamiento del deterioro del camarén
blanco L. vannamei almacenado en Optimas condiciones de refrigeracion

(0°C).
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3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 CARACTERISTICAS DE LOS ORGANISMOS

Los camarones [Litopenaeus vannamei (sinénimo: Penaeus vannamei, Boone,
1931)] fueron cosechados de estanques artificiales ubicados en el CIBNOR, S.C.
Con fines de acondicionamiento, los camarones se mantuvieron a 27-28°C
durante tres semanas. Diariamente heces y resto de alimento fueron removidos,
posteriormente se alimentaron ad libitum con pienso comercial. Cada tercer dia se
realizé un recambio del 30% (volumen total) de agua marina (37-38 ppm).

Los camarones presentan un comportamiento evasivo; cuando se sienten
amenazados contraen el abdomen longitudinalmente y se impulsan hacia atras;
este movimiento implica gran un gasto de energia. A fin de evitar al maximo dicho
comportamiento, los camarones fueron sacrificados por hipotermia.
Posteriormente se almacenaron en hielo molido, la temperatura final de
almacenamiento durante todo el experimento fue de 0.0 £ 0.2°C. El peso promedio

de los camarones fue 21.2 + 3.7 g.

3.4.2 EVALUACION DE LOS CAMBIOS POST MORTEM TEMPRANOS

3.4.2.1 Evaluacion macroscoépica del rigor mortis

En estudios preliminares se observd un enconrvamiento en el cuerpo del

camaron, esto es un signo de rigor mortis. A fin de evaluar dicho fenomeno se
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tomaron al azar 20 organismos, los cuales se mantuvieron en hielo (0°C). Cada 2
6 3 h se fotografio digitalmente el perfil de los camarones. En cada imagen se
calculé un angulo imaginario (ver Figura 4), el cual tuvo como vértices: el inicio del
primer somite, el final del tercer somite y el final del sexto somite. Dicho calculo se

realizd con el programa computacional SigmaScan Pro 5 (SYSTAT Software Inc.).

Figura 4. Angulo imaginario medido para evaluar el grado de encorvamiento en el

abdomen del camarén patiblanco durante el fenémeno de rigor mortis a 0°C

3.4.2.2 Evaluacion microscoépica del rigor mortis

Los analisis quimicos, bioquimicos y microscopicos se realizaron en los
mismos camarones. En cada muestreo se tomaron 6 individuos, se registré el
peso completo y abdominal. El segundo somite de cada camardn se cortd para
analizarlo microscépicamente. El resto se almacend a -80°C.

La porcion seleccionada para analisis microscopico se fijo por 24 a 36 h con

solucion de Davidson (ver Anexo |) (Shaw and Battle, 1957) posteriormente el
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tejido se deshidratd, aclaré e incluyé en parafina (ver Anexo Il). Los cortes
transversales de 3 um de espesor se tifieron con la técnica de Hematoxilina-
Eosina (ver Anexo Ill) (Humason, 1979; Sheehan y Hrapchak, 1973).

Las laminillas se analizaron con un microscopio 6ptico (BX50, Olympus, Co.),
los campos de interés se fotografiaron con una camara digital (CoolSNAP-Pro,
Media Cybernetics, Inc) acoplada al microscopio. El analisis de las imagenes se
realizd con el programa computacional Image Pro Plus 4.6 (Media Cybernetics,
Inc). Para medir el cambio post mortem temprano se cuantificé el porcentaje total
de las areas obscuras y claras. El decremento de la porcidn obscura se interpreta

como una contraccién del musculo.

3.4.2.3 Evaluacion quimica y bioquimica del rigor mortis

Después del almacenamiento a -80°C, la porcion destinada para los analisis
quimicos y bioquimicos se liofiliz6. Una vez deshidratado el tejido se molid,
empaco (bolsas de celofan) y almacend6 a -20°C individualmente.

Ya que los cambios post mortem tempranos estan relacionados con la
degradacion de carbohidratos (glucégeno y glucosa) y ATP, se cuantificaron las
concentraciones de las siguientes moléculas: glucégeno, glucosa, acido lactico,

ATP, ADP, AMP, IMP, Ino e Hx.

3.4.2.3.1 Cuantificacion de glucégeno, glucosa y acido lactico
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Los extractos para estos analisis se prepararon de la siguiente manera: 200
mg de musculo liofilizado fueron rehidratados con 1.5 mL de solucion isoténica fria
(450 mM NaCl, 10 mM KCI). La suspensién se homogeneizé a 4°C durante 90 s,
para ello se emple6 un homogeneizador de tejidos (IKA, Ultra-Turrax T8.01).

El glucdégeno se cuantificd por el método de antrona, establecido por van
Handel (1965), adaptado para muestras pequefias (Roe et al., 1957). Con la
finalidad de precipitar el material proteico, se tomaron 250 yL de homogeneizado
de cada muestra y se mezcldo 1:1 (v/v) con TCA al 20%. Las muestras se
centrifugaron en un equipo refrigerado (Eppendorf 5810 R) a 4°C por 10 min a
1376 g. El glucégeno se precipitdé con etanol al 96% (1 mL de etanol por cada 50
ML de sobrenadante). Las muestras se centrifugaron bajo las condiciones descritas
anteriormente, el etanol se decantd y el exceso fue evaporando en un horno-
estufa (VWR-Sheldon Manufacturing 1350FM) a 70°C. El precipitado se
resuspendio en 100 pL de agua destilada. Posteriormente, a cada tubo de muestra
se le agregd 1 mL de solucién de antrona al 0.1% diluida en H,SO4 al 72%. La
mezcla anterior se calentd en un bafo de agua a 90°C durante 5 min, seguido de
un enfriamiento en bafio de hielo. La absorbancia de la mezcla anterior fue
registrada a 620 nm. La cantidad de glucdégeno se calcula al sustituir los valores
de absorbancia en la ecuacién de la recta que describe la curva patron. La
concentracion de glucégeno se expresd en pmol de glucosa por g de tejido

liofilizado.
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La cantidad de glucosa se determiné usando un kit comercial de Boehringer
Mannheim (1072-706), el método consiste en dos reacciones enzimaticas
acopladas, la primera catalizada por la glucosa oxidasa y la segunda por la
peroxidasa (Trinder, 1969). El protocolo es el siguiente: en una microplaca se
mezclé 20 uL del homogenado (solucion isoténica) y 200 uL de solucion reactiva y
se incub6 a temperatura ambiente por 13 min. La absorbancia de la mezcla de
reaccion se leyé a 490 nm en un lector de microplacas (Bio-Rad 550). La cantidad
se calcula interpolando los datos de absorbancia en la curva patron. Los
resultados se expresaron en umol de glucosa por gramo de muestra seca.

La concentracion de lactato se cuantific6 con una prueba enzimatica
colorimétrica [kit de Randox (LC 2389)] (Shimojo et al., 1989). La técnica usa una
serie de reacciones acopladas mediadas por lactato oxidasa, peroxidasa y
ascorbato oxidasa. El ensayo consisti6 en mezclar 20 yL del homogenizado
isotonico con 200 uL de solucién reactiva, después de 10 min de incubacién a
temperatura ambiente, la absorbancia de la mezcla se leyé a 540 nm en un lector
de microplacas (Bio-Rad 550). La cantidad de lactato se calcula al sustituir los
valores de absorbancia en la ecuacion de la recta que describe la curva patrén. La

concentracion final se expresé en pmol de lactato por g de tejido seco.

3.4.2.3.2 Cuantificacion de la concentracion de ATP vy los productos de su

degradacion enzimatica
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Para evaluar el desarrollo de la degradacion del ATP y la carga energética
adenilada es necesario contar con las concentraciones de ATP y los productos de
su degradaciéon enzimatica (ADP, AMP, IMP, Ino e Hx). La identificacion y
cuantificacion de estos compuestos se realizé segun Ryder (1985). Los extractos a
analizar se prepararon homogeneizando 300 mg de musculo con 5 mL de HCIO4
0.6 M durante 1 min a 0°C. La fase liquida contiene los compuestos de interés, por
ello la muestra se centrifugd a 3000 g a 0°C por 10 min en una centrifuga
refrigerada (Beckman J2-21). Dos mL del sobrenadante se ajustaron a pH 6.5-6.8
con KOH 1M. Después de una incubacién (0°C por 30 min), la solucién se filtrd
con papel filtro (Ahlstrom, grade 642. Retention:2 uym). El filtrado se aforé a 10 mL
con agua MilliQ, los extractos se almacenaron a -80°C. Antes de analizar por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) las muestras filtraron con una
membrana con un poro de 0.22 um (Millipore GSWP01300).

El cromatografo utilizado (Agilent Technologies) constaba de 5 mddulos:
bomba cuaternaria (G1311A), degasificador (G1379A), automuestreador
(G1313A), compartimiento de columna (G1316A) y detector de arreglo de diodos
UV-Vis (G1315B). La columna requerida era de fase reversa C18 Ultrasphere
ODS (Beckman #235329), el tamafio de la particula fue de 5 pm, 4.6 mm de
didmetro interno y 250 mm de longitud. Las moléculas en 15 uL de extracto se
separaron con un flujo 1.7 mL/min de fase movil (buffer de fosfatos: KH,PO,4 40
mM; KoHPO4 60 mM). Durante 28 min se registrd la absorbancia a 254 nm. La
identificacion de los compuestos de interés se realizé comparando los tiempos de

retencién de los estandares inyectados. Previamente se realizaron corridas con
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diferentes concentraciones de estandares, se obtuvieron las ecuaciones que
describen las curvas de calibracion de cada compuesto (concentracion vs. area).
La cuantificacion se realizé sustituyendo el area de cada pico en su respectiva

curva de calibracion.

3.4.2.3.3 Determinacion de pH muscular

Este parametro es muy importante ya que durante las primeras horas su
valor cambia considerablemente. El extracto se realiz6 con musculo liofilizado y
agua milli Q (3% wl/v), la mezcla se homogeneizé durante 1 min a 0°C. (Pacheco-
Aguilar et al., 2000). EI pH se midi6 con un potenciometro digital (Hanna

Instruments, HI 98230), calibrado a 0°C.

3.4.2.3.4 Cuantificacion de la concentracién de aminoacidos libres en musculo

Para llevar a cabo los analisis de la concentracion de aminoacidos se uso la
técnica de Church et al., (1982). Se basa en la reaccién del o-ftaldialdehido (OPA)
y el B-mercaptoetanol con las aminas primarias. Brevemente se describe la
metodologia: en una microplaca se mezclaron 50 uL (dilucién 1:50) del extracto de
TCA (preparado para cuantificar glucégeno), con 250 uL del reactivo de OPA (ver
anexo V), se incubd la reaccidon por 2 min a temperatura ambiente. La
absorbancia se mide a 340 nm. La cantidad de aminoacidos libres se calculo

sustituyendo el valor de la absorbancia en la recta patrén de L-Leucina.
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3.4.3 EVALUACION DE LOS CAMBIOS POST MORTEM TARDIOS

Los analisis microscopicos y la estimacién de los indices de calidad y deterioro
se realizaron en los mismos camarones. En cada muestreo se tomaron seis
individuos, se registro el peso completo y abdominal. El segundo somite de cada
camaron se disectd para analizarlo microscépicamente. El resto se almacend

individualmente a -80°C.

3.4.3.1 Evaluacion de indices de frescura y deterioro

3.4.3.1.1 Estimacion de los indices de frescura

Se seleccionaron como indices de frescura el indice K (ver Ec. 1), el valor Ki
(ver Ec. 2) y la carga adenilada (ver Ec. 3). Estos indices se calcularon con la
concentracion del ATP y los productos de su degradaciéon enzimatica. La
metodologia para la cuantificacion de estos nucledtidos, nucledsidos y bases

nitrogenadas, se describié previamente en la introduccién del presente capitulo.

3.4.3.1.2 Estimacién de los indices de deterioro

Los indices seleccionados como de deterioro para el presente trabajo
fueron: pH, concentracion de bases volatiles totales (BVT-N), trimetilamina (TMA-

N).
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3.4.3.1.3 Cuantificacion de Bases Volatiles Totales (BVT-N)

La cuantificacion de las BVT's se realizé segun lo descrito en Woyewoda et
al. (1986). El musculo de camaron se homogenizé con agua destilada dentro de
un matraz bola. Al homogenizado se le adicionan 2 g de MgO, 2 mL de aceite
vegetal de maiz (antiespumante) y perlas de vidrio. El matraz se colocd en un
aparato de destilacion (ver Figura 5), el destilado se recibio (BV's) en una solucion
de HBO3 al 2%. La cantidad de BV's se cuantifico titulando (V) con una solucion
valorada de H»SO4 0.03 N (N). Para calcular la concentracion de BVT se uso la
siguiente formula:

mgBVT-N  VxNx100x14

= (Ec. 4)
100 gmuestra gmuestra

3.4.3.1.4 Cuantificacion deTrimetilamina (TMA-N)

La muestra se homogenizé con TCA al 7.5% (1:2 plv), se centrifugd por 15
min a 5000 g. El sobrenadante se filtrd, el se almacend a 4°C hasta su analisis.

Para la cuantificacion se empleé la técnica para cuantificar TMA en
productos pesqueros (AOAC, 1990), sblo se adaptd para muestras pequefias y
lectura en microplaca. Se mezclaron 300 uyL de extracto con 75 uL de
formaldehido al 10%, 750 uL de tolueno seco y 225 uL de KOH. La mezcla se
incubd a 30°C durante 15 min agitando vigorosamente. Se toman 500 uL de la
fase de tolueno y se mezclan suavemente con 30 mg de Na;SOg4, posteriormente
se incuban 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, 350 pyL de la solucion

incubada se mezclan con 350 yL de acido picrico al 2%. La absorbancia de la
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muestra se registra a 410 nm. La intensidad de la coloracion amarillenta es
directamente proporcional a la concentracién de TMA en la muestra. El calculo de
la cantidad se realiza interpolando el valor de la absorbancia con la recta obtenida

en la curva patrén con TMA.

Figura 5 Aparato de destilacion empleado para cuantificar BVT-N

3.4.3.2 Evaluacion microscépica de los cambios estructurales en el musculo
de camarén

La metodologia empleada para procesar y analizar estas muestras se

describio en la seccion de cambios post mortem tempranos.
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.5.1 CAMBIOS POSTMORTEM TEMPRANOS

En 1956 Bailey et al. analizaron los trabajos relacionados con la evaluacion de
la calidad de camarones almacenados en hielo. Clasificaron las pruebas en tres
grupos: 1) aquellas que indican cambios definitivos en la calidad premier; 2) las
que determinan el inicio de del deterioro y 3) las que determinan la calidad relativa.

Los cambios post mortem tempranos son aquellas reacciones quimicas o
enzimaticas que se desarrollan en la parte comestible de un organismo y que
impactan de manera significativa en la calidad final del alimento. El tiempo cero de
estas reacciones se considera justo después de la muerte y tienen tres
caracteristicas principales: 1) son reacciones que rigen la fisiologia del organismo
vivo; 2) los sustratos son transformados a productos dentro de las primeras 48 a
72 h (a 0-5°C), y 3) la transformacién subsiguiente de los productos, sirven como

indices deterioro.

3.5.1.1 Cambios postmortem tempranos en carbohidratos

El glucoégeno es una molécula de reserva, su hidrélisis produce moléculas
de maltosa y glucosa, posteriormente con otros mono y disacaridos son
transformados a lactato. Una vez que se ioniza el acido lactico el pH del medio

disminuye. La degradaciéon enzimatica del ATP a IMP implica la liberacién de iones
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fosfato, los cuales también contribuyen a la disminucion del pH. (Sikorski et
al.,1990).

En la Figura 6 se muestra la variacion de los azucares y acido
mencionados. El glucogeno no muestra una disminucién en la concentracion. La
concentracion de la glucosa disminuye en las primeras 2 h, posterior a esto se
muestra un pico, el cual puede traducirse como una sintesis post mortem de
glucosa, finalmente la concentracién disminuye hasta permanecer constante. El
lactato muestra dos picos significativos a las 3 y 12 h post mortem. Se observé,
una correlacion con la glucosa hasta la hora 10. El pH se incrementa
gradualmente, contrario a lo reportado en vertebrados, donde el pH disminuye
durante las primeras horas post mortem, esto por la sintesis de lactato (Pacheco-
Aguilar et al., 2000; Sikorski et al., 1990b).

Los valores iniciales de glucogeno, asi como la tendencia al aumento
coinciden con lo reportado en Bayle et al., (1956). Posiblemente el aparente
aumento en la concentracion de glucogeno se debe a un error en la seleccion de
la técnica, ya que en la metodologia empleada la antrona reacciona con todos los

carbohidratos reductores dando asi valores por encima de lo esperado.

3.5.1.2 Cambios postmortem tempranos en ATP y derivados

La concentracion de la suma total de ATP derivados fue de 36.4 + 1.8 pg/g

(8.9 £+ 0.4 pg/g en base humeda). Esto concuerda con las concentraciones
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presentadas en otros invertebrados (Chiou y Huang, 2004; Ocafio-Higuera, et al.,

2006; Yokoyama et al., 1994)
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Figura 6. Efecto del almacenamiento a 0°C en el pH, concentracion de
glucoégeno, glucosa y lactato en el misculo de camaroén patiblanco

(Litopenaeus vannamei)

Los cambios de la concentracion de ATP y derivados se muestran en la Figura
7. Las concentraciones iniciales de ATP, ADP y AMP fueron de 30.3 £ 2.7, 4.7
0.6, 1.1 £ 0.9, respectivamente, con estos datos la CEA se calculé. El valor de
CEA de 0.90 = 0.01 confirma que los organismos fueron sacrificados bajo
condiciones de estrés reducido.

El comportamiento del ATP muestra un descenso en la concentracién hasta la

hora 3, posteriormente se presenta una sintesis hasta la hora 5. La correlacion con
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el AMP muestra la relacién estrecha entre estas dos moléculas. La sintesis post
mortem de ATP fue posible por la presencia de arginina fosfato (Ocafio-Higuera, et
al 2001). La acumulacion maxima de AMP se alcanza 15 h post mortem, la buena
correlacién (r = 0.81) afirma que dicha molécula se transforma lentamente a IMP

durante las siguientes horas.
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Figura 7. Cambios post mortem tempranos en la concentracion del ATP y los
derivados de su degradacion enzimatica en el misculo de camarén

patiblanco almacenado a 0°C

En la figura 8 se muestra la relacién entre el pH y las posibles moléculas que
influyen en su variacion. El primer cambio significativo en el pH ocurre a las 3 h,
esto coincide con la sintesis de lactato y la degradacion de ATP. La siguiente

variacion del pH (15 h) se ve influenciada por estas dos moléculas. Posterior a
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esto, las variaciones se pueden atribuir al AMP e IMP; con la sintesis de IMP a
partir de AMP se produce NHs*, debido a lo anterior el pH del medio se
incrementa. A las 42 h se observa una pequena inflexion en la curva de pH, la cual

se justifica con una ligera resintesis de AMP y la sintesis de inosina.
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Figura 8. Cambio en la concentraciéon de moléculas responsables de la
variacion de pH en el musculo del camarén patiblanco (Litopenaeus

vannamei) almacenado a 0°C

3.5.1.3 Cambios postmortem tempranos en la estructura del camarén
patiblanco (Litopenaeus vannamei)

Al igual que en el resto de los animales el fendmeno de rigor mortis se
presenta en el camardn. La figura 9 muestra el encorvamiento progresivo a 0°C.
La imagen tomada al tiempo 27.5 h corresponde al grado maximo de

encorvamiento mostrado en la figura 10.
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Figura 9. Desarrollo del encorvamiento post mortem en el abdomen del camarén
patiblanco (Litopenaeus vannamei) almacenado a 0°C

El camardn presenta una compleja estructura muscular, por esta razén se
estudioé el fendmeno de rigor mortis de manera transversal y longitudinal. En la
figura 10 se observa que la contraccion muscular transversal (decremento de area
obscura), coincide con el inicio del encorvamiento. Con lo anterior puede
establecerse que el rigor inicia 5 h después de la muerte, el final de este fenémeno
post mortem se observa a las 30 h post mortem. Se observé una resolucién
aparente en la seccion transversal 10 a 15 h después, esto posiblemente por el
desarrollo del rigor de las fibras musculares longitudinales. Por el contrario, hasta

el dia 3.8 (Figura 9) no se observa una resolucién del rigor longitudinal.



41

40 35 - 100
S 35 - a0 [
g —. 80
n.é 30 + L 25 5 20
= s o
X 25 - 20 £ 60 3
< 90 1 550 S
2 —4— ATF L 15 2 =
= —o— |MP 2 L 40 T
‘.E 15 —v— A Angulo de = =
& ENCOrvamiento - 10 2 | a0
E 10 - —m— Froporcion de drea obscura E
g L 5 - 20
o 4
o 9 - 10

- 0
U T %‘ + i T — D

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo de almacenamiento a 0°C (h)

Figura 10. Cambios post mortem tempranos en la estructura macroy
microscoépicas del musculo del camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei)

almacenado en hielo (0°C)

En vertebrados, la resolucién del rigor ocurre por accion de proteasas
endogenas (Jiang, 1998, Oliveira et al., 2004). En especie el rigor no se resuelve,
lo que indica una baja actividad de proteasas musculares. Yan et al. (1994)
demostré que en musculo de Penaeus penicillatus la actividad de proteasas es
baja (20 veces menor a la presente en cefalotorax).

Estudios previos en decapodos revelan que la tasa de rigor mortis se
incrementa con la temperatura (Sidhu et al., 1974; Wilaichon et al, 1977). Estudios
en camardn P. setiferus (descabezado in vivo) indican que a 0°C, el abdomen
inicia y se resuelve el rigor mortis, 7 y 11 h post mortem respectivamente

(Wilaichon, et al., 1997). Es probable que el ejercicio durante la captura y
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descabezado, hayan abatido la concentracion de ATP, logrando asi un inicio y

resolucion prematuros.
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Figura 11. Cromatograma resultante del agua de deshielo después de
almacenar camaroén a 0°C durante 5 d. La linea sélida corresponde a la

muestra. La linea punteada representa la inyeccion de estandares

3.5.2 CAMBIOS POST MORTEM TARDIOS EN EL MUSCULO DE CAMARON

PATIBLANCO (Litopenaeus vannamei)

3.5.2.1 Pérdida de aminoacidos, nucleétidos, nucleésidos y bases
nitrogenadas
Analizando la variacién del la suma total de ATP y los derivados de su

hidrdlisis, observamos una clara pérdida de moléculas durante el almacenamiento

en hielo (Figura 12). Al dia 4 se han perdido cerca del 12% del valor mas alto de
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concentracion, el 50% de pérdida se registra al dia 22, finalizando con una pérdida
del 74 % después de 1 mes de almacenamiento.

En la figura 11 se muestra un cromatograma donde se evidencia la presencia
de nucledtidos en el agua de deshielo al dia 5, principalmente se observa la
presencia de inosina e hipoxantina. Adicional a esto, se cuantificd la concentracion
de aminoacidos libres en musculo durante las primeras horas. Los analisis
mostraron que al dia 2 se perdié cerca del 50% de la concentracion inicial [213.3
pmol/g musculo (base humeda)].

Los camarones son organismos que crecen a diferentes condiciones de
salinidad (Briggs, 2004), esa es una sefa de la gran capacidad que tiene para
osmorregular (Cobb Il et al., 1975). Cuando se captura o se cosecha el camarén,
el primer método de preservacion es el enhielado; generalmente el hielo empleado
estd hecho de agua dulce (Potter, 1978, Sikorski, 1990). La diferencia de
concentraciones de solutos entre el interior y el exterior del camardn ocasiona un
desequilibrio al interior del camarén. Una via para igualar las concentraciones de
solutos es la entrada de agua, por ello el producto se hidrata (ver capitulo2).
Durante el proceso de equilibrio también se presenta un fendmeno de lixiviacion,
donde compuestos de bajo peso molecular se solubilizan en el agua de deshielo.
Cobb Il et al. (1974) observo que en el musculo abdominal de Penaeus setiferus,
la concentracién de aminoacidos libres disminuian durante el almacenamiento.
Después de algunos experimentos donde se vari6 la tasa de deshielo se concluyé
que los aminoacidos eran lixiviados por el agua de deshielo. Spurvey et al (1998)

menciona que estas moléculas son las responsables del sabor en la carne de los



44

invertebrados marinos; por lo que durante la lixiviacion la calidad sensorial del

producto final disminuye.

3.5.2.2 Variacion del ATP y los derivados de su degradacion enzimatica

Debido a lo anterior, el analisis de la degradacion post mortem tardia de
ATP, debera realizarse usando las proporciones de cada molécula en la suma
total (Figura 12). Al momento de morir los organismos, la proporcion de ATP fue
del 83%, practicamente después de 1 d las moléculas habian sido transformadas
a AMP. La rapida acumulacion de AMP en esta especie, sugiere una gran
actividad catalitica de ATPasa y miokinasa, o una actividad limitada de la AMP
deaminasa. Estudios previos en invertebrados (artropodos y moluscos) indican
que el agotamiento de ATP agotamiento se realiza dentro de las primeras 48 a 72
h post mortem. Sin embargo al igual que en estos organismos, la degradacién de
AMP a IMP se desarrolla de manera gradual a lo largo del almacenamiento
(Mendes et al., 2001, Ocafo-Higuera et al., 2006; Shimada et al., 1998; Sidhu et
al., 1974; Yokohama et al., 1994). A partir del dia 9, la sintesis de IMP se origina
por la degradacion del AMP (r = 0.83). Finalmente el IMP es convertido a Ino y

este a su vez en Hx. La sintesis de ésta ultima presenta un aumento lineal.

3.5.2.3 indices de frescura

Los indices de frescura surgen por dos razones: la necesidad de
darle un valor numérico a la caracteristica “frescura” y establecer los limites

permisibles. Todo con el objetivo de simplificar la evaluacion de ésta caracteristica
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durante la comercializacion. En la Figura 13 se muestra el comportamiento de tres
indices de frescura: %K, %Ki, y CEA. Se ha discutido si el indice K (%K) es el
valor mas adecuado para medir frescura, si bien el calculo de este valor se deriva
de la actividad enddégena, después de un tiempo de almacenamiento, el aumento
de esta depende de la actividad microbiana (sintesis de Hx).

El ajuste lineal de %K (r = 0.91) y %Ki (r = 0.98) se muestran en la Figura
13. Ambos indices podrian considerarse adecuados (r > 0.75), sin embargo
observando la tendencia de los valores de %K, vemos que el ajuste adecuado
para esta variable y el tiempo de almacenamiento es el polinomial (r = 0.99).

Para L. vannamei el indice K no se considera un parametro adecuado para
describir la pérdida de frescura, ya que su aumento no se explica de una manera
lineal. En contraste el indice %Ki puede considerarse adecuado. La ecuacién que
describe la relacién del tiempo de almacenamiento y esta variable se indica en la
Ecuacién 5, donde x corresponde al tiempo (d) de almacenamiento a 0°C y y al
indice de frescura (%Ki). Estudios previos han demostrado que el %K es un indice
adecuado para evaluar frescura en peces (Sikorski et al., 1990b, Pacheco-Aguilar
et al. 2000). Este indice se ha propuesto para evaluar calidad en invertebrados
(moluscos y artropodos), sin embargo dichos estudios estan realizados a tiempos
cortos de almacenamiento, lo cual impidié observaran que para estas especies la
relacion no presenta un ajuste lineal real (Mendes et al., 2001; Ocafo-Higuera et

al., 2006; Sikorski et al., 1990b; Yamagata and Low, 1995).
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Para el camaron patiblanco, la CEA podria servir como un probable indice
de cosecha, ya que puede evidenciar el impacto de condiciones estresantes
previas y durante la cosecha. No podria ser empleado a como un indice de
frescura ya que después del dia 4 (Figura 13), se generan compuestos que
coinciden con el tiempo de retencion del ATP (analisis por HPLC), dando asi
falsos valores de CEA.

y =2.3337x + 24.77 (Ec. 5)

La carga energética adenilada relaciona la concentracion de ATP, ADP y
AMP, es un indicador que cuantifica la respuesta de un organismo a efectos
estresantes previos y durante la captura o cosecha. (Chiou y Huang, 2004). Un
valor inicial de CEA = 0.9, indica que: a) el organismo murié bajo condiciones de
estrés reducido, b) durante la captura no hubo lucha o esta fue nula y c) la muerte
fue rapida.

Yokoyama et al. (1994) demostré que para cuatro especies de moluscos el
valor del indice K no se incrementé mas alla del 20%. Llegando a la conclusion
que para Cassostrea gigas, Meretrix lusoria, Anadara broughtonii y Haliotis discus;

los valores tanto el %Ki como la CEA servian como indices de frescura.

3.5.2.4 indices de deterioro

La NOM-029-SSA1-1993, rige en México las especificaciones sanitarias
para el manejo los crustaceos frescos-refrigerados y congelados. En ella se indica
que el limite maximo de nitrégeno amoniacal es de 30 mg/100 g. En la Figura 14

se muestra que el valor inicial de BVT-N en el musculo de camarén es de 21.5. El
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responsable de este valor no es la actividad microbiana, ya que el producto es de
reciente cosecha; por ello se sugiere que el amoniaco evaluado proviene de
alguna sal de amonio (Spurvey et al, 1998). Se ha demostrado que este

compuesto participa en el fendmeno fisioldgico de osmorregulacion.

indices de Frescura Ky Ki (%)
Carga Energética Adenilada

0 a Ll U I L] I

0.0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo de almacenamiento a 0°C (d)

Figura 13. Variaciones presentadas en los indices de frescura durante el

almacenamiento a 0°C del camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei)

Al dia 5 se alcanza un valor cercano al limite de la NOM, lo que indicaria un
rechazo del producto por estar deteriorado. Sin embargo el producto se encuentra
en Optimas condiciones ya que no presenta olores desagradables (amoniaco),
adicional a esto se tiene que la concentracion de TMA (Figura 14) es de 0.2 mg

TMA-N/100 g, valor muy por debajo del limite permisible (3 mg/100 g).
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Leitdo y Rios (2000) y Ocano-Higuera et al., 2006; obtuvieron valores
similares de BVT-N en el musculo de Macrobrachium rossenbergii y Argopecten
ventricosus).

En la figura 14 se muestra el incremento en la concentraciéon muscular de

TMA, el valor al dia 30 es cercano a 9 mg en 100 g de tejido, lo cual indica que la
vida de anaquel para este producto es de 30 d. En este dia de almacenamiento se
comenz6 a detectar olores ligeramente desagradables.
Desde el inicio del almacenamiento el incremento de la proporcion de hipoxantina
con respecto al tiempo es lineal (r = 0.98) (Figura 14). Debido a esto podria
tomarse como indice de deterioro la proporcién de Hx en el musculo, tomando
como limite maximo un 70%. La ecuacién que describe el comportamiento se
indica en la ecuacién 6 donde x corresponde al tiempo (dias) de almacenamiento
a 0°C y y a la proporcion de hipoxantina en la suma de la concentracion de ATP y
sus derivados en el musculo de camaron patiblanco.

y =0.022 x -0.32 (Ec. 6)

El cambio del pH muscular respecto al tiempo se muestra en la Figura 12, en
ella se observa un incremento lineal desde el dia cero hasta el dia 13, (7.20 a
8.31) posteriormente el valor permanece sin cambios significativos. Esta variable
tampoco podra ser usada como indicador de deterioro (pH final = 8.25).

Reportes previos en los crustaceos: Nephorops norvegicus, Panulirus polyphagus,

Parapenaeus longirostris y Penaeus monodon muestran que el valor inicial de pH
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y su incremento post mortem es considerablemente mayor (Fatima y Qadri, 1985;
Gongalves et al., 2003; Lou, 1985; Sikorski et al., 1990b).

Fatima y Qadri (1985), evaluaron los cambios en la calidad del musculo de
langosta (Panulirus poliphagus) almacenada en hielo. Reportaron que incrementos
de pH menores o iguales a 0.1, indican que se trata de musculos de primera
calidad, mientras que incrementos entre 0.1 a 0.2, son musculos de calidad

aceptable. Incrementos de 0.2 unidades o mas, corresponden a productos

deteriorados.
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Figura 14. Variaciones presentadas en los indices de deterioro durante el

almacenamiento a 0°C del camarén pariblanco (Litopenaeus vannamei)
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3.6 CONCLUSIONES

El humano ya no so6lo consume alimentos por la necesidad de nutrirse,
ahora el componente heddnico juega un rol muy importante. EI consumidor hoy en
dia se preocupa (y paga) por obtener un producto con caracteristicas sensoriales
deseables, que sea sano, inocuo y auténtico.

Las reacciones post mortem de un organismo dependen en gran medida de
su biologia, por esta razén cada especie de interés comercial debe ser estudiada
individualmente. Lo anterior con el fin de establecer cuales son las condiciones
optimas de mantenimiento, de cosecha (o captura) y de conservacion post
cosecha, que permiten alcanzar todas y cada una de las caracteristicas deseadas
por el consumidor. Mas importante aun, el conocimiento completo de la especie
permite establecer cuales son los parametros adecuados a medir, y los limites
maximos de aceptacion, que permitan el aseguramiento del concepto de calidad
total.

Durante los primeras horas post mortem Litopenaeus vannamei presenta al
igual que en el resto de los animales una sintesis de acido lactico, y degradacién
de ATP, sin embargo esto no es suficiente para disminuir significativamente el pH
muscular. Por lo anterior el pH no puede considerarse como un indicador
confiable.

El camardn estudiado presenta el fenomeno de rigor mortis, el cual inicia y

termina 5 y 30 h post mortem. Hasta después de 3.8 d no se observo una
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resolucion del rigor por lo que se confirma que la actividad proteolitica muscular es
despreciable.

En el presente estudio se establecié que el almacenamiento en hielo,
promueve la lixiviacion de moléculas de bajo peso molecular (aminoacidos,
nucledtidos, etc.). Esto implica una pérdida en el sabor caracteristico del producto.
Posiblemente la ausencia de estos compuestos sea la responsable de que la vida
de anaquel se prolongue hasta casi 30 d, debido a que los micoorganismos
responsables del deterioro usan como sustrato dichos compuestos.

Bajo las condiciones ensayadas se determiné que el valor de Ki es el
adecuado para cuantificar la frescura del producto, esto porque presenta una
correlacion aceptable con el tiempo de almacenamiento.

Como indice de deterioro se sugiere el uso de la concentracion de TMA-N o
la proporcion de hipoxantina. Ya que ambos presentan un incremento gradual
durante el almacenamiento a 0°C.

La concentracion inicial de BVT-N en musculo de camaron es alta, debido a
esto el limite maximo permisible por la NOM se rebasa al dia 6, cuado la calidad
sanitaria del producto es aceptable. Por lo anterior es necesario que se modifique
la dicha norma, ya que se podria rechazar producto de manera equivocada,
afectando asi los intereses econdmicos de los integrantes de la cadena productiva

del camaron.



IV. CAPITULO 2

“Efecto del almacenamiento bajo condiciones 6ptimas de
refrigeracion (0°C) en la textura de la carne cruda y cocida del

camaron patiblanco (Litopenaeus vannamei)”

53



54

4.1 INTRODUCCION

4.1.1 MUSCULO DE ORGANISMOS MARINOS

Un gran numero de funciones fisiolégicas son realizadas por musculo,
dichas funciones son muy diversas entre si. A pesar de ello, es evidente que todos
los musculos involucran una interaccion entre filamentos que contienen miosina y
actina, ello gracias a una hidrolisis del ATP. Los filamentos pueden variar en su
arreglo e incluso en el tipo de proteinas del que estén compuestos, en la Figura 15
se muestra la estructura jerarquica de un haz muscular. Los tejidos musculares en
vertebrados se dividen en dos grupos: liso y estriado; este ultimo se subdivide en
cardiaco y esquelético (Bagshaw, 1982).

Por otro lado, se sabe que los invertebrados ademas de presentar musculo
estriado y liso, presentan un tercer tipo que es el oblicuo. Basandose en
observaciones microscopicas en posicion transversal del musculo estriado,
tenemos que se subdivide en dos tipos: con lineas Z continuas (similar a
vertebrados) y con lineas Z discontinuas (éste ultimo en ocasiones se confunde
con el estriado oblicuo). Hablando del musculo liso, el de invertebrados difiere
considerablemente del presente en vertebrados, ademas de que algunos tipos de
células presentan un patrén ultraestructural intermediario entre el transversal
estriado y el estriado oblicuo, o entre el oblicuo estriado y el liso (Royuela y col.,

2000).
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Figura 15. Estructura jerarquica de un haz muscular (Nelson y Cox, 2000)

En general, los musculos estan compuestos de varios tipos de proteina: las
del sarcoplasma, destinadas para las funciones celulares; las miofibrilares,
responsables de la contraccion; las conectivas, responsables de la integridad del
musculo. Ejemplo de las presentes en el sarcoplasma, tenemos a las enzimas
responsables de la oxidacién de la glucosa. Miosina, paramiosina, actina, titina y
conectina son ejemplo de proteinas miofibrilares. Las proteinas conectivas mas

comunes son el colageno y la elastina (Sikorski et al., 1990a).

4.1.2 CAMBIOS POST MORTEM QUE AFECTAN A LA ESTRUCTURA

MUSCULAR

Los cambios post mortem, involucran algunos componentes de los tejidos,

principalmente las proteinas, con esto no es extrafio las modificaciones
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estructurales del musculo. El proceso catabdlico inicia en un animal recién muerto,
el cual tiene la carne flexible, poco firme y elastica. Posteriormente se torna rigida,
dura e inextensible, este fendmeno se conoce como rigor mortis, este
endurecimiento es un signo seguro de frescura. Tras la resolucién de rigor mortis,
después de varias horas, la carne gradualmente se vuelve a tornar suave y
flexible, pero ya incapaz de responder a estimulos eléctricos.

El rigor mortis se da por el enlace de las cabezas de miosina del flamento
grueso con los centros de la actina del filamento delgado. En la figura 16 podemos
observar el musculo antes del rigor mortis y durante el mismo. Una vez unidas la
miosina y actina, se forma una estructura rigida por los filamentos entrecruzados.
La resolucidon ocurre a causa de la accion de proteinasas, las cuales rompen los
enlaces peptidicos de los aminoacidos, ocasionando una desestabilizacion de las
proteinas. La intensidad de estos cambios degradativos incrementa con la edad

cronoldgica del producto (Sikorski et al., 1990b).

Myasin head
Myosin

o~ ————— ot g e
Actin "ME Actin

{a) Relaxed state

(b) Centracted state
Copyright @ 2001 Benjamin Summings, an impnnt of Addisen Weslay Longman, Inc.

Figura 16. Estado muscular relajado (inmediatamente después de la muerte) y estado

muscular contraido (rigor mortis) (Marieb, 2003)
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4.1.3 CONCEPTOS DE TEXTURA

El sabor, la apariencia y la textura son los tres mayores componentes de la
aceptabilidad de un alimento (Bourne, 1978). En estudios mas recientes se incluye
el valor nutricional como un cuarto componente, debido a la preocupacién del
consumidor por su salud. Otros factores como el costo, conveniencia y el
empacado también son importantes pero no son considerados factores de calidad
de un alimento (Bourne, 2002).

Szczesniak (1963) encontré que las caracteristicas que determinan la
textura de un alimento pueden agruparse en tres clases principales: 1) mecanicas
2) geométricas y 3) otras caracteristicas, donde se incluyen principalmente la
humedad y el contenido lipidico.

Bourne (2002), por su parte propone que el término textura no debe ser
utilizado, ya que infiere un solo parametro; en su lugar deberia ser utilizado
‘propiedades texturales”. Estas se definen como: “las propiedades que son
detectadas principalmente por el sentido del tacto, estan relacionadas con la
deformacion, desintegracién y flujo del alimento bajo una fuerza, y son medidas
objetivamente por funciones de masa, tiempo y distancia”.

Los analisis con texturometros ofrecen la posibilidad de generar curvas
donde se evaluan la fuerza y el tiempo. Con estas graficas es posible obtener siete

parametros de textura:
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Fracturabilidad: Es definido como la fuerza necesaria para obtener un
primer rompimiento significativo en la curva.

Dureza: Es definido como el pico de fuerza durante el primer ciclo de
compresion (es el equivalente a la primera mordida.

Cohesividad: Se define como la relacion de la fuerza positiva de la
segunda compresion entre la de la primera.

Adhesividad: Es la fuerza negativa para la primera mordida, representando
el trabajo necesario para retirar el émbolo de comprension desde la
muestra.

Elasticidad: Es la altura que recobra el alimento durante el tiempo que
transcurre entre el fin de la primera mordida y el inicio de la segunda.
Gomosidad: Es el producto de la dureza por la cohesividad.
Masticabilidad: Es el producto de la gomosidad por la elasticidad. (Bourne,

1978)

Existe una larga historia de esfuerzos para medir la textura por métodos

instrumentales; siendo los trabajos de Lipowitz en 1861 los primeros reportes

acerca del tema (Bourne, 1978). Los equipos utilizados para la medicion de los

parametros relacionados con la textura son:

X/
L X4

Penetrometros: basados en el principio de penetracion del material a

probar mediante una sonda en forma de cono o tipo vara y midiendo la
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fuerza aplicada o la profundidad de la penetracion; a mayor fuerza, mayor la
resistencia del material. Sirve para medir la firmeza.

«» Compresimetros: mide la resistencia de los alimentos a la compresion. Se
puede medir tanto la fuerza necesaria para crear una deformacion, o medir
la deformacién causada por una fuerza dada.

+ Dispositivos de corte: empleados para alimentos solidos, pueden ser de
hoja simple o de varias hojas. Mide la suavidad de un alimento. Algunas
variantes utilizan hojas tipo cuchillo para alimentos fibrosos.

s Masticometros: disefiados para medir las propiedades de textura bajo

condiciones aproximadas a las de la masticacion.

4.1.4 PROCESOS TERMICOS

Las caracteristicas sensoriales de los productos marinos les imparten la
propiedad de ser muy versatiles de consumir; las principales presentaciones son
crudos y cocidos. El procesamiento térmico es una de las técnicas mas
importantes y comunes, tanto en la industria de los alimentos como en las
practicas culinarias. Los principales objetivos de estos tratamientos son la
preservacion y generar caracteristicas aceptables para el consumidor (Singhal,
1997c).

Durante el tratamiento térmico de un alimento se suscitan cambios en las
moléculas, estos dependeran de su tipo y concentracion. Dichos cambios
impactaran en el valor nutricional, la textura, el sabor y el olor del platillo a

consumir. La combinacion temperatura-tiempo es importante, ya que un exceso
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puede promover reacciones quimicas que generen compuestos indeseables; tal es
el caso de las reacciones de Maillard, las cuales ocurren entre los grupos amino y
carbohidratos reductores (Badui, 1995). Las proteinas se coagulan
(desnaturalizan), perdiendo asi propiedades funcionales como lo son: el ligado de
iones (Ca*?, Mg*?, PO4?) y la retencion de agua. Las enzimas pierden solubilidad y
actividad. Los aminoacidos libres se pierden, modificando el sabor del producto

(Nack y Artyukhova, 1990).
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4.2 HIPOTESIS

Durante el almacenamiento a 0°C la estructura muscular se modifica, lo
cual se refleja en la textura de la carne de camardn. Es posible evaluar estos
cambios tanto por medios fisicos y microscopicos, ya que ambos poseen una

correlacion estrecha.
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4.3 OBJETIVOS

4.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar por medio de herramientas fisicas y microscopicas el cambio en la
textura de la carne cruda y cocida del camarén patiblanco (Litopenaeus
vannamei) cuando el camaron es almacenado bajo condiciones éptimas de

refrigeracién (0°C).

4.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

“® Evaluar la capacidad de retencion de agua y el rendimiento de la carne
cruda y cocida del camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei) cuando el

camaroén es almacenado bajo condiciones 6ptimas de refrigeracion (0°C).

“® Evaluar el cambio del esfuerzo al corte, la dureza y fracturabilidad de la
carne cruda y cocida del camardon patiblanco (Litopenaeus vannamei)
cuando el camardon es almacenado bajo condiciones Optimas de

refrigeracion (0°C).

“® Evaluar el cambio en la estructura microscopica de la carne cruda y cocida
del camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei) cuando el camarén es

almacenado bajo condiciones 6ptimas de refrigeracion (0°C).
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 CARACTERISTICAS Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Para este experimento se utilizaron camarones cultivados comercialmente
en granjas camaronicolas ubicadas en Tastiota, Sonora. Los especimenes
cosechados tenian un peso promedio de 28.95 + 3.66 g. Los organismos fueron
obtenidos durante las operaciones de cosecha comercial; al salir del estanque se
depositaron en un bafio de agua y hielo para su sacrificio. Finalmente los
camarones se transportaron al laboratorio en hieleras con hielo potable molido (0.0
t+ 0.2°C). Estas condiciones de almacenamiento se mantuvieron durante todo el
experimento. Diariamente se muestrearon al azar algunos camarones para
inspeccionar los cambios en la apariencia y el olor.

Para los analisis se tomaron 40 camarones como muestra, se pesaron, y se
calculé el rendimiento de la carne cruda utilizando la relacidn entre el peso final y
el inicial. Para evaluar el efecto del almacenamiento sobre la carne cocida se
hirvieron veinte camarones en agua (7 mL por gramo) durante dos minutos (Tseng
et al., 2003). Posteriormente fueron enfriados con agua fresca. Se removié el
exoesqueleto tanto de los camarones crudos como de los cocidos y se tomo el
abdomen para los analisis de textura e histologia. El rendimiento del cocido se

calculé usando la relacion entre el peso de la carne cocida y cruda.
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4.4.2 ANALISIS DE TEXTURA

La textura fue evaluada en un texturémetro universal (modelo 132, serie
125, Instron, Inc., Canton, MA) (ver Figura 17). El esfuerzo al corte fue evaluado
usando una celda de corte tipo Warner-Bratzer unida a la celda de 50 kg (Prusa, et
al.,, 1982; Zhang y Mittal, 1993). Para imitar la mordida humana el abdomen del
camaron se corto transversalmente entre el tercer y cuarto somite, la velocidad de
corte fue de 10 cm/min. El primer pico de fuerza mayor fue tomado como la

maxima fuerza de corte requerida para cortar la muestra muscular.

Figura 17. Texturometro universal

La dureza y la fracturabilidad fueron medidas usando el analisis de perfil

de textura, de acuerdo a Bourne (1978). La muestra usada para esta prueba fue el
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segmento con el primer y segundo somite del camarén. La muestra fue
comprimida en un 75% de la altura original (aproximadamente 1.45 cm). El
protocolo usado fue el de doble mordida. El primer pico de fuerza registrado se
tomé como valor de la fracturabilidad y el pico mayor fue registrado como dureza.

La capacidad de retencion de agua (CRA) fue medida por centrifugaciéon
(Cheng, et al., 1979). El quinto y sexto segmento abdominal fueron cortados
longitudinalmente, cada uno se tomé como réplica de la prueba. Cada segmento
se secO con toallas de papel y fue pesado (Pi), posteriormente se colocaron en
tubos para centrifuga; las muestras fueron centrifugadas a 28000 g, a 4°C durante
30 min. Los segmentos tratados fueron removidos con pinzas, se secaron con
toallas de papel y el peso final fue registrado (Pf). La CRA fue calculada como
porcentaje usando la Ecuacion 7:

Pi — Pf
Pi

%CRA = (1- )x100 (Ec. 7.)

4.4 3 HISTOLOGIA Y ANALISIS DE IMAGENES

El tercer somite (n = 6 por tratamiento) fue cortado y fijado en solucién
Davidson (ver Anexo |), posteriormente el tejido fue deshidratado. Aclarado e
incluido en parafina (ver Anexo Il), cada bloque de parafina fue cortado con un
microtomo. Los cortes de 3 um de espesor se tifieron con la técnica tricromica de
Masson (ver Anexo V) (Sheehan y Hrapchak, 1973). Las muestras fueron
observadas en un microscopio 6ptico (modelo BX50, Olympus Co., Tokio, Japdn).

Las microfotografias fueron tomadas al azar con una camara digital (CoolSnap-
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Pro, Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, EUA) conectada a una
computadora personal. Se hizo un analisis de imagen de cada fotografia con el
software Image-Pro Plus version 4.5.19 (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring,
MD, EUA). Se identificaron y calcularon las areas obscuras y brillantes; los

resultados fueron expresados en porcentajes del area total.

4.4.4 ANALISIS ESTADISTICOS

Para los analisis estadisticos de las variables medidas se utilizé un analisis
de varianza de una sola via (ANOVA). Las comparaciones post-hoc se realizaron
con la prueba de Diferencia Minima Significativa (LSD) (a=0.05). Los analisis de
regresion fueron hechos para determinar la posible relacion entre los resultados de

textura y los microscoépicos. El software estadistico usado para procesar los datos

fue el STATGRAPHICS Centurion XV (StatPoint, Inc., 2005).
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4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5 1 PESO Y RENDIMIENTO DE LA COCCION

Después de la inspeccion diaria del olor y la apariencia del cada muestra
seleccionada, los olores indeseables fueron detectados a los 19.5 d de
almacenamiento a 0°C, por lo tanto, la vida de anaquel del camarén completo en
almacenamiento fue de 18.5 dias.

Durante el almacenamiento del camardn se observd un incremento en el
peso (Figura 18). La absorcion de agua por el tejido muscular (6smosis) fue
observada como un resultado de las diferencias de concentracion de los solutos
entre el hielo y el musculo del camardn. El coeficiente de correlacion (r = -0.891)
entre los rendimientos de los crudos y los cocidos sugiere que el agua ganada
durante el almacenamiento se perdié durante la coccién. Este hecho fue
observado en otros decapodos tales como: Macrobrachium rosenbergii

(Srinivivasan et al., 1998) y Cherax quadricarinatus (Kong et al., 2006).

4.5.2 ANALISIS DE TEXTURA EN LA CARNE DE LOS CAMARONES CRUDOS

Para cualquier alimento, los métodos de preservacion y procesado son
importantes debido a que tienen un efecto significativo en las caracteristicas
finales del alimento (Santos-Yap, 1995). El esfuerzo al corte en la carne cruda
permanece sin cambios por 2.5 d, después de este tiempo, se establecié una

rigidez progresiva hasta los 13.5 d, después de esto el musculo se suavizo
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Figura 18. Efecto del tiempo de almacenamiento a 0°C en el rendimiento del camarén

crudo y cocido

(Figura 19). El primer cambio puede ser atribuido a la agregacion de las proteinas
y el segundo a hidrdlisis ligera de proteinas. La fracturabilidad demostrd que la
capa muscular externa no fue modificada. Sin embargo, durante el
almacenamiento en hielo se observo un incremento en la dureza, por lo tanto, la
carne de camaron cruda tiende a presentar resistencia durante el masticado
(Bourne, 2002). La modificacién en la capacidad de retencién de agua estuvo
influenciada por dos factores: a) la absorcidbn de agua durante el tiempo de
almacenamiento y b) la pérdida en la funcionalidad de las proteinas por la
agregacion y desnaturalizacion (Xiong, 1997). La reduccién en la capacidad de
retencion del agua ayuda a explicar el cambio en la textura. En la Tabla Il, se

presenta el analisis del coeficiente de correlacion de las propiedades de la textura.
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Se observé una buena correlacion entre la dureza y la fracturabilidad (r =0.83), la
capacidad de retencién de agua (r =-0.77) y el rendimiento en la coccién (r =0.84).

Los datos de las dos ultimas propiedades presentaron una alta correlacion (r =-

0.92).
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Figura 19. Efecto del tiempo de almacenamiento a 0°C en la textura cruda de camarén
patiblanco almacenado a 0°C. Esfuerzo al corte (V¥), Fracturabilidad (e), Dureza (),
%CRA (o). Las barras representan error estandar, las letras diferentes representan

diferencias significativas entre muestreos
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Tabla Il. Coeficiente de correlacién (r) entre las variables microscépicas y de textura medidas en el musculo

de camarén crudo y cocido

Factores % AO EC Dureza Fracturabilidad % CRA RC
% AO —_ —_ —_ —_ —_ —_
EC 0.75 —_ —_ —_ —_ —
Dureza 0.26 0.28 —_ —_ —_ —
Crudo
Fracturabilidad 0.43 0.52 0.83 —_ —_ —_
% CRA 0.08 0.25 -0.77 -0.38 —_ —_
RC 0.12 0.03 0.84 0.62 -0.92 —_
% AO —_ —_ —_ — —
EC -0.89 —_ —_ —_ —_ —_
Dureza -0.07 -0.16 —_ —_ — —_
Cocido
Fracturabilidad -0.08 -0.24 0.87 —_ —_ —_
% CRA 0.90 -0.86 0.02 0.20 — —_
RC 0.61 -0.87 0.55 0.57 0.58 —

Los numeros en negritas indican un coeficiente de correlacion significativo entre los factores

AO = Area Obscura
EC = Esfuerzo al Corte
CRA = Capacidad de Retencion de Agua

RC = Rendimiento de la coccion
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4.5.3 ANALISIS DE LA TEXTURA EN LA CARNE DE LOS CAMARONES

COCIDOS

La textura de la carne de los camarones cocidos presenté valores mas altos
que los observados en la carne cruda (Figura 20). La rigidez de esta carne es
consecuencia de la coagulacion, desnaturalizacion y compactacion de la proteina
muscular por el calentamiento (Milewzski, 2001). A los 18.5 dias el esfuerzo al
corte se redujo en 60%. Esto sugiere una pérdida de la firmeza, dando como
resultado una textura arenosa, lo que concuerda con resultados observados en
Macrobrachium rosenbergii (Nip y Moy, 1988). Los valores de dureza y
fracturabilidad sugieren que el almacenamiento en hielo produce una carne mas
dura. Durante la coccidn las proteinas se desnaturalizaron, perdiendo la capacidad
de unir agua, debido a esto la CRA no es una buena propiedad para describir la
textura en la carne cocida.

Se observo una correlacion significativa en el esfuerzo al corte con la CRA'y
el rendimiento de la coccion, asi como entre la dureza y la fracturabilidad (Tabla
II). Resultados similares fueron observados en Cherax quadricarinatus (Kong et
al., 2006), Panulirus polyphagus (Fatima y Qadri, 1985), y Machrobrachium

rosenbergii (Nip y Moy, 1988; Xiong, et al., 2002).
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Figura 20. Efecto del tiempo de almacenamiento a 0°C en la textura cocida de camarén
patiblanco almacenado a 0°C. Esfuerzo al corte (V), Fracturabilidad (e), Dureza (#),
%CRA (o). Las barras representan error estandar, las letras representan diferencias

significativas entre muestreos

4.5.4 ANALISIS MICROSCOPICOS

Con el analisis de imagenes de los cortes histologicos, se observaron dos
tipos de vistas de los sarcomeros: transversal (Figuras 21A y 21C), y longitudinal
(Figuras 21B y 21D). Cada disposicion de los sarcomeros ofrece diferente
resistencia al corte o compresion. Para observar y calcular las proporciones de
cada uno, se construyé una imagen de la vista transversal del abdomen del
camaroén (Figura 22), se analizo la imagen y se observaron 4 secciones. En las
secciones 1, 3 y 4 se observo la vista transversal, las cuales al ser sumadas

representaron el 64.15% del area total.
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La seccion 2 mostré vistas longitudinales, que representaban en 35.85% del

area total. Debido a lo anterior, se escogieron las vistas transversales para

cuantificar la proporcion del area obscura como u indicador de la firmeza.

AL

/ s

Figura 21. Vista transversal (A, C) y longitudinal (B, D) del misculo crudo (A, B) y
cocido (C, D) de camarén patiblanco. La barra blanca representa 200 pm

La Figura 23 muestra algunas fotos representativas usadas en el andlisis de
imagenes. Fue observado un incremento en el area blanca entre las fibras
musculares; probablemente esta es una sefal visual de la desnaturalizacion de las
proteinas. Por otro lado, el musculo de camardn cocido presenté compactacion de
las fibras musculares; probablemente este fue el resultado de los cambios

conformacionales de las proteinas con el calentamiento. Reportes previos en
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Macrobrachium rosenbergii mostraron que durante el enfriamiento en hielo, las
fibras musculares fueron degradadas gradualmente y finalmente fueron separadas
por una desintegracion paulatina del perimisium y el endomisium (Nip y Moy,

1988).

Figura 22. Corte transversal del abdomen del camarén patiblanco (Litopenaeus

vannamei). Los nUmeros muestran las cuatro secciones observadas. La escala

representa 1 mm

Se encontrd un coeficiente de correlaciéon significativo entre el esfuerzo al

corte de las carnes cruda y cocida (Tabla Il). Por lo tanto, el analisis microscépico
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solo podra empelarse para predecir la firmeza en ambas presentaciones.

Figura 23. Fotografias representativas del analisis de imagenes del misculo cocido y

crudo de camaron patiblanco (Litopenaeus vannamei) durante el almacenamiento a
0°C. a, c y e muestran al musculo crudo a los dias 0.5, 7.5 y 18.5 respectivamente. b, d y
f muestran al musculo cocido a los dias 0.5, 7.5 y 18.5 respectivamente. La escala

representa 200 ym.
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4.5.5 MELANOSIS

A las 36 horas se presentaron puntos amarillos en las branquias de algunos
especimenes. Este es el inicio de un fendmeno post mortem llamado melanosis.
Después de 4 dias todos los camarones presentaban puntos negros en el
cefalotérax. La melanosis es un oscurecimiento enzimatico causado por la catalisis
de enzimas endodgenas: polifenoloxidasa (PPO) 6 1, 2 benzenediol-oxigeno
oxidoreductasa (EC 1.10.3.1). Dado que el sabor, olor, calidad nutricional y las
caracteristicas de sanidad son insignificativamente cambiadas, solo la apariencia
puede afectar la aceptacion. Este inconveniente podria ser evitado usando algun

tratamiento quimico o enzimatico (Kim et al., 2000).
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4.6 CONCLUSIONES

La carne del camardn patiblanco es comestible hasta los 18.5 dias si es
almacenado en hielo. De acuerdo con las caracteristicas visuales, de olor y
textura, la mejor calidad de la carne se mantiene hasta los 2.5 dias, después de
este tiempo se desarrollan notables cambios, principalmente en la apariencia y la
textura. Los analisis de textura o microscopicos podrian se usados para evaluar
firmeza tanto en carne cruda como en cocida. Con estos resultados los
productores y distribuidores podran estar en un balance econémico para definir

sus tiempos “Optimos” de almacenaje.



V. CAPITULO 3

“Efecto de la congelaciéon y descongelacion en la textura de la
carne cruda y cocida del camarén patiblanco (Litopenaeus

vannamei).”
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5.1 INTRODUCCION

5.1.1 CONGELACION

El hombre a través del tiempo se ha preocupado por producir alimentos
para cubrir sus necesidades, sin embargo en ocasiones la produccion se realiza
en exceso por lo que se ve en la necesidad de almacenarlo. La mayoria de los
alimentos tienen una actividad de agua alta, ésta caracteristica los hace
susceptibles al deterioro por actividad microbiana o por actividad de enzimas
endoégenas (Badui, 1995).

Una de las estrategias mas usadas en la tecnologia de alimentos es la
disminucién de la temperatura. El rol de la temperatura en la estabilidad de los
sistemas bioldgicos es un factor clave, ya que en general la velocidad de reaccion
incrementa conforme lo hace la temperatura. El descenso de la temperatura por si
mismo reduce la velocidad de reaccién relacionada con muchos procesos
importantes; la presencia del hielo en los sistemas congelados implica que la
concentracion de agua en las fases no congeladas es reducida. La disminucion de
la actividad de agua es un factor que hace al alimento menos susceptible al
deterioro por actividad microbiologica (Reid, 1997).

La refrigeracion y la congelacion se cuentan entre los métodos mas
antiguos de conservacion de alimentos. La refrigeracion maneja un rango de

temperatura de 15°C a -2°C, mientras que la congelacion trabaja con temperaturas

menores a -2°C. A pesar de que el agua pura se congela a 0°C, la concentracién
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de solutos en un alimento bajan el punto de congelacion, haciendo que se congele
a temperaturas inferiores (Potter, 1978).

La congelacién es un excelente proceso para preservar la calidad de los
productos pesqueros por largos periodos de tiempo (Santos-Yap, 1995) y ha sido
utiizada desde hace mucho tiempo. En las primeras décadas del siglo XX,
Clarence Birdseye observé que los productos pesqueros y carnes que se
congelaban en el invierno artico tenian mejor sabor que aquellos que eran
congelados en primavera en lugares con climas menos frios. De esta observacion
desarroll6 un proceso que él llamé “la maquina de congelacion rapida”, dando

origen a la era moderna de la congelacion (Hedges et al., 2002).

5.1.2 ETAPAS DE LA CONGELACION

5.1.2.1 Desplazamiento de calor

Congelar un alimento implica la remocion de calor acompafada por un
cambio de fase del agua contenida en él. La velocidad a la cual el calor puede ser
removido es funcién de muchos factores, los cuales pueden ser agrupados de
manera general en dos categorias; la primera comprende factores intrinsecos del
objeto a ser congelado, los cuales incluyen el tamafio del objeto, el area superficial
y las propiedades térmicas internas. La segunda categoria abarca los factores
caracteristicos del sistema de congelacion como la temperatura del medio de
transferencia de calor y el coeficiente de transferencia de calor entre el medio

refrigerante y el objeto a ser congelado (Reid, 1997). Por ejemplo, la solidificacion
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completa de la fase liquida en musculo de bacalao (Gadus spp.) se lleva a cabo

alrededor de -70°C (Sikorski y Kolakowska, 1990).

5.1.2.2 Cambios de fase

El calor que debe ser removido del alimento a congelar tiene dos fuentes: el
calor sensible, o calor especifico, asociado con la reduccion de la temperatura y
refleja cinética molecular; la segunda fuente de calor estda asociada con los
cambios de fase. Estos cambios no estdn necesariamente asociados a la
temperatura, de hecho en un material puro los cambios de fase se llevan a cabo a
temperatura constante. Este calor se conoce como calor latente. Ambos deben
ser considerados a la hora de calcular las variables relacionadas con la
congelacion (Reid, 1997). La velocidad de disminucion de la temperatura cambia
con el tiempo debido al hecho de que la mayoria del calor latente de cristalizacion
es removido en el rango de -1 y -5°C y que la difusividad térmica incrementa

debido a la formacion de cristales de hielo (Sikorski y Kolakowska, 1990).

5.1.2.3 Nucleacion

Desde el punto de vista termodinamico el equilibrio de la fase liquida (agua)
y la fase solida (hielo) se da a los 0°C, por lo que debajo de esa temperatura solo
deberia haber hielo. Sin embargo, los procesos de congelacion no se encuentran
sblo bajo el control termodinamico. Antes de que el hielo pueda formarse se
requiere que exista una semilla, un nucleo, a partir del cual los cristales pueden

crecer; a este fendbmeno se le conoce como nucleacién (Reid, 1997). La
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nucleacion homogénea (o espontanea) a partir de agua liquida superenfriada no
se lleva a cabo hasta llegar a una temperatura cercana a los -40°C (Sahagian y

Goff, 1996; Reid, 1997)

5.1.2.4 Propagacion

Una vez que la nucleacion ha actuado entonces los cristales pueden crecer
y propagarse, pero dado que hay liberacion de calor asociado al cambio de fases,
el crecimiento puede no ser instantaneo. El crecimiento puede ser controlado por
la velocidad de remocién de calor y por la velocidad resultante de avance de la
isoterma del punto de congelacion (Sahagian y Goff, 1996; Hedges et al., 2002).
La transferencia de calor, sin embargo, no es el unico factor que puede influenciar
la velocidad de propagacién del hielo; si el hielo cristaliza a partir de una solucion,
el soluto puede ser desplazado del lugar ocupado por el hielo, por lo tanto, en la
propagacion existe una transferencia de masa: el agua puede difundir hacia el
hielo y los solutos desplazarse desde la superficie del cristal (Reid, 1997; Badui,
1995). Este fenomeno tiene grandes consecuencias en las caracteristicas finales

del alimento.

5.1.2.5 Velocidad de congelacién

Como en cada caso anterior, esta variable depende de muchos factores. En
términos generales se acepta que la velocidad de congelacion puede dividirse en
tres rangos: de 1 cm/h o menor (velocidad lenta), de 1-3 cm/h (velocidad media)

y de 3 en adelante (velocidad rapida) (Potter, 1978; Mogens, 1984). Las



83

velocidades mas altas aseguran una mejor calidad del producto, sin embargo, el
costo implicito en estos procesos es muy alto. Haciendo un balance entre la
calidad deseada y el costo, las velocidades medias (1-3 cm/h) presentan el mejor
rendimiento mantenido una calidad alta manteniendo un costo rentable para el

proceso (Potter, 1978).

5.1.2.6 Migracion de la humedad y recristalizacion

La migracién de la humedad es el principal cambio fisico que ocurre en los
productos congelados y tiene grandes efectos sobre las propiedades quimicas y
bioquimicas del alimento; se manifiesta en varias formas: pérdida de humedad por
sublimacion, reabsorcion y redistribucion de la humedad en los alimentos o sus
componentes, recristalizacion del hielo y exudacion de liquido durante la
descongelacion (Pham y Mawson, 1997). En filetes de pescado, al inicio se
utilizaba un proceso llamado glaseado (se rociaba el filete congelado con agua
varias veces para que éste quedara protegido por sucesivas capas de hielo) para
evitar la deshidratacion; en la actualidad se utilizan envolturas impermeables para
este fin (Gorga y Ronsivall, 1988).

La pérdida de humedad de los alimentos es importante y ha recibido mucha
atencion, sobre todo por las pérdidas econdmicas que conlleva. Las pérdidas de
peso tipicas durante el procesamiento convencional de la carne, por ejemplo, van
de 1-2% durante el enfriamiento, 1% en la congelacion y 0.5% por mes en el
almacenamiento y transporte, a menos que el producto sea empacado en una

pelicula impermeable. Por otro lado, el aseguramiento de la calidad y sanidad del
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alimento esta basado en algun grado de pérdida de humedad. Por ejemplo, en el
enfriamiento de la carne es necesario un poco de secado en la superficie para
prevenir el crecimiento microbiano (por la reduccién de la actividad de agua
superficial), asi como evitar la apariencia de cristal cuando la carne es congelada
(Pham y Mawson, 1997).

La recristalizacion es el proceso por el cual los cristales de hielo aumentan
en tamafo y disminuyen en numero debido a la redistribucion del agua desde los
cristales pequefos hacia los grandes (Sahagian y Goff, 1996; Hedges y Nielsen,
2000). En productos como los helados, tejidos vegetales y postres congelados la
recristalizacion puede tener un efecto importante sobre la apariencia y la textura.
Durante la congelacién algunos productos son susceptibles a un defecto de
apariencia conocido como quemadura por congelacion, la prevencion suele
llevarse a cabo de la misma forma que la deshidratacién: glaseado o envolturas
adecuadas (Rehbein, 2002). El fendbmeno esta relacionado con la pérdida de
humedad, aunque no de una forma directa; la causa es la formacion de pequenas
cavidades justo debajo de la superficie por sublimacion del hielo, las cuales

refractan la luz (Pham y Mawson, 1997).

5.1.3 DESCONGELADO

El proceso de descongelado, también tiene un efecto sobre la calidad final
del producto pesquero por ello debe tenerse en cuenta que la descongelacion no
es simplemente el proceso inverso de la congelacion. El hielo y el agua tienen

diferentes capacidades calorificas, conductividad y difusividad térmica (Reid,
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1997). Si la combinacion congelacién-descongelacion no es adecuada, al final el
producto podria ser totalmente rechazado o disminuiria considerablemente el
precio. El color es una de las caracteristicas que pueden ser afectadas. En los
camarones descongelados por encima de los 0°C ocurre el oscurecimiento
conocido como melanosis, debido a la exposicion al aire, lo que causa oxidacion
(Santos-Yap, 1995).

Generalmente los productos frescos después de capturados o cosechados
se procesan de alguna manera, a fin de conservar sus propiedades por mas
tiempo. Uno de los procesos consiste en disminuir la temperatura del medio, los
tratamientos mas comunes son el enhielado, la refrigeracién y la congelacion; si
bien los tres métodos tienen la misma finalidad, el congelado es considerado como
un buen método para preservar la calidad del alimento a largo plazo (Santos-Yap,

1995).
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5.2 HIPOTESIS

Durante la congelacion del musculo de camardn patiblanco (Litopenaeus
vannamei) la textura se ve afectada significativamente, por ello la velocidad de
congelacion tendrda un mayor impacto en la textura que la velocidad de

descongelado.
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5.3 OBJETIVOS

5.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios microscopicos y de textura en musculo de camaron
patiblanco (Litopenaeus vannamei) tratado con diferentes métodos de

congelacion y descongelacién

5.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

& Evaluar la capacidad de retencién de agua del musculo de camarén
patiblanco (Litopenaeus vannamei) tratado con diferentes métodos de

congelacion y descongelacion.

& Evaluar el cambio del esfuerzo al corte, la dureza y fracturabilidad del
musculo de camarén patiblanco (L. vannamei) tratado con diferentes

meétodos de congelacion y descongelacion.

# Evaluar el cambio en la estructura microscopica del musculo de camardn

patiblanco (L. vannamei) tratado con diferentes métodos de congelacion y

descongelacion.
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5.4 MATERIALES Y METODOS

5.4.1 CARACTERISTICAS Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Los camarones patiblancos Litopenaeus vannamei fueron colectados de
granjas comerciales ubicadas en Bahia de Kino, Sonora. El peso promedio del
abdomen fue de 14.5 + 1.7, mientras que el peso promedio de los organismos
completos fue de 27.7 + 2.8 g.

Para el presente experimento dos variables fueron ensayadas: congelacién
y descongelacion. Cada una conté con dos tratamientos; congelacién criogénica
(C) y por conveccion (F). Descongelado adecuado (A) (4°C por 24 h), e
inadecuado (1) (25°C por 4 h).

Los especimenes para el congelado criogénico fueron tratados
inmediatamente después de ser cosechados de los estanques. Los camarones
fueron sumergidos, uno por uno, en nitrégeno liquido por 40 s, posteriormente
transportados en hieleras con hielo seco (CO; sd6lido). Al llegar al laboratorio (4-5 h
después), las muestras se empacaron en bolsas de polietileno, y se almacenaron
a -80°C. Para el otro tratamiento de congelacion, los especimenes que recibieron
el tratamiento de conveccion, se transportaron en hielo molido hacia el laboratorio,
una vez ahi (4-5 h después) se empacaron de acuerdo a la condiciones anteriores
y se almacenaron a -20°C dentro de una camara de congelacién por conveccion.
Las muestras se mantuvieron congeladas menos de una semana. Después de eso

los camarones almacenados fueron descongelados; el exoesqueleto fue removido
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manualmente para obtener el musculo del abdomen para los analisis. A fin de

tener controles, se ensayaron muestras sin congelar.

5.4.2 ANALISIS DE TEXTURA Y CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA

Los analisis se realizaron de la misma manera que los descritos en el capitulo 2.

5.4.3 FRACCIONAMIENTO Y ANALISIS DE LAS PROTEINAS DEL MUSCULO

Las proteinas del musculo fueron extraidas de acuerdo al protocolo de
solubilidad desarrollado por Hashimoto et al. (1979). Durante la extraccion de
proteinas se obtuvieron tres fracciones: sarcoplasmicas, miofibrilares y solubles en
alcali.

La extraccion de proteinas sarcoplasmicas se realiz6 homogeneizando 1 g
de musculo de camarén con 10 mL de buffer de fosfatos A (15.6 mM Na;HPOy,,
3.5 mM KH,POy, i = 0.05, pH 7.5). El extracto fue centrifugado a 5000 g por 15 min
a 4°C. El preciptado se resuspendié en otros 10 mL del buffer de fosfatos A, y fue
centrifugado bajo las condiciones anteriores. Los sobrenadantes contenian las
proteinas sarcoplasmicas, por lo que se mezclaron.

El precipitado anterior fue resuspendido en 10 mL de buffer de fosfatos B
(15.6 mM Na;HPO,, 3.5 mM KH;PO,, 045 M KCI, i = 0.5, pH 7.5) y fue
centrifugado bajo las condiciones anteriores. El sobrenadante resultante contenia
la fraccidon miofibrilar. Para extraer las proteinas solubles en alcali, el segundo

precipitado fue tratado con 10 mL de una solucion de NaOH 100 mM vy
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almacenado al menos 24 h a 4°C con agitacion suave la separacion de fases se
realizd centrifugando bajo las condiciones ya descritas.

La concentracion de proteina se cuantificé segun Bradford (1976). Las
proteinas de cada fraccion se separaron por electroforesis en condiciones
reductoras. Para ello se usaron geles discontinuos de poliacrilamida al 10%, (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970). El ensayo de electroforesis se realiz6 a intensidad
constante (15 mA/gel) en una unidad tipo SE 250 Mighty Small Il (Hoefer Scientific
Instrument, San Francisco, CA). Se usaron como estandares de peso molecular
bajo: fosforilasa b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa
carbonica (30 kDa) e inhibidor de tripsina (20.1 kDa). Y como estandares de peso
molecular alto: miosina (220 kDa), ap-macroglobulina (170 kDa), B-galactosidasa
(116 kDa), transferrina (76 kDa), y glutamato deshidrogenasa (53 kDa).

Después de la electroforesis, los geles fueron tefiidos con una solucién de
azul brillante de Coomasie R (0.5% de colorante, 40% de metanol, 7% de acido
acético). El exceso de colorante fue removido con la misma solucion pero sin
colorante. Los geles fueron escaneados y analizados con el software 1D Image

Analisis (East Kodak Co., Rochester, NY).

5.4.4 EVALUACION MICROSCOPICA DE LOS CAMBIOS ESTRUCTURALES

EN EL MUSCULO DE CAMARON

Los tratamientos histologicos se describieron en los capitulos 1 y 2. Los

cortes se tifleron con la técnica de Hematoxilina-Eosina (ver Anexo ).
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Para analizar las fotografias se uso el analizador de imagenes ya descrito
con anterioridad. Se calcularon las areas blancas, tejido muscular (rojo) y tejido
conectivo (purpura). Los resultados fueron expresados como porcentajes del area

total analizada.

5.4.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados usando una ANOVA con un disefio factorial de
2x2 (principal efecto 1: velocidad de congelacion; principal efecto 2: velocidad de
descongelacion, con dos niveles cada uno). Cuando la interaccion de los
principales efectos no era significativa, se aplico una ANOVA de una via y una
prueba de comparacion (LSD), cuando se requirio. Las muestras de camarones no
tratados (control) fueron introducidas en un nuevo disefio estadistico, donde los
datos fueron analizados con Analisis de Varianza de una sola via (a = 0.05). El
software utilizado para el analisis fue el STATISTICA version 5.5 (StatSoft Inc.,

Tulsa, OK).
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5.5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.1 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS EN LA TEXTURA Y CAPACIDAD DE

RETENCION DE AGUA

Las proteinas de los alimentos cambian su estructura durante cualquier
tratamiento térmico. Tales cambios definen sus caracteristicas finales y
determinan si el método es adecuado para el producto y por lo tanto, aceptable
para el consumidor. Para los parametros de textura evaluados (esfuerzo al corte,
fracturabilidad, dureza y capacidad de retencion de agua), los resultados no
indican interaccidén significativa entre los factores principales: congelado y
descongelado (P >0.05). Por esta razén, cada tratamiento de congelado-
descongelado fue considerado como independiente. Las variables de respuesta
que se afectaron significativamente fueron el esfuerzo al corte y la dureza (Tabla
[ll). Si no se cuidan las condiciones del congelado, el producto final puede
presentar alteraciones, ejemplo de ellas son la agregacién de proteinas y la
pérdida de agua después del descongelado, esto da como resultado un producto
mas duro (Sikorski and Kolakowska, 1990). Estudio realizados por Srinivisan et al.
(1998) en Macrobrachium rosenbergii mostraron que el valor de esfuerzo al corte
en langostinos crudos mostraba una dependencia con la presencia de
exoesqueleto durante la congelacion. Los camarones congelados con
exoesqueleto presentaron menos cambios en la textura que los congelados sin el

exoesqueleto. Ezquerra Brauer et al. (2003) reporté un impacto significativo del
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almacenamiento en hielo molido sobre el esfuerzo al corte de musculo de camaron
crudo. En el presente trabajo, la variable que mas impacté en la textura del
camaroén fue la congelacion. Independientemente del método de descongelacion,

el congelado criogénico dafié menos la textura del producto (Tabla IlI).

Tabla Ill. Efecto de las combinaciones de congelaciéon y descongelacién
en el esfuerzo al corte, dureza, fracturabilidad y CRA en el musculo de

camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei)

Tratamiento Esfuerzo al Fracturabilidad Dureza CRA
corte (N) (N) (N) (%)
NT 227+4.0° 458+ 105 83.1+15.8*  97.2+0.5°
CA 31.0+6.7°  38.8+10.9° 92.8+19.7%*  96.8+0.8°
Cl 282+59°  46.0+17.6% 99.2+16.2°  96.9+0.5
FA 32.8+3.4° 53.2+7.1° 102.1+10.4°> 955+0.7°
Fl 32.2 + 4.4 51.4 +9.6° 99.2+16.6° 95.1+0.5°
N = Newton. EC = Esfuerzo al corte, CRA = Capacidad de Retencion de Agua, NT =
Control, C = Criogénica, F = Conveccion, A = Adecuada, | = Inadecuada

Las diferencias estadisticamente significativas se indican con una letra diferente

dentro de la misma columna (P < 0.05).

El agua puede encontrarse de dos maneras dentro de la estructura de una
proteina. Puede estar unida a la proteina y no esta disponible como solvente,
ademas es altamente dependiente de las caracteristicas fisicoquimicas de la
proteina. La otra forma es atrapada dentro de la matriz de proteina y esta afectada

por la estructura de la matriz de proteina del musculo (Barbut, 1996).
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Los resultados experimentales muestran que independientemente del
protocolo de descongelado, la congelacion criogénica mantiene intactos los
valores de %CRA (P <0.05), esto sugiere una ausencia de agregados protéicos y
dafio celular minimo. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en estudios
del camardén Penaeus monodon vy la tilapia (Oreochromis sp.) (Chen y Pan, 1997;
Pan y Yeh, 1993). Ellos ensayaron tratamientos de congelacion similares vy
encontraron que la congelacion con nitrégeno liquido es mejor para mantener
intactas las estructuras muscular y celular. Respecto a la vida de anaquel, se
observd que los individuos congelados criogénicamente presentaron un mayor
valor que los congelados con aire frio.

Durante el proceso de congelacion criogénica, algunos camarones sufrieron un
rompimiento en la region dorsal del exoesqueleto y la capa muscular externa.
Dado que la fracturabilidad es la fuerza necesaria para crear el primer rompimiento
significativo cuando se analiza la textura (Bourne, 2002), una ruptura en la capa
muscular externa reduce la fuerza necesaria para hacer que una muestra cruja. El
consumidor espera un producto firme, por ello durante el congelado criogénico

debe evitarse una ruptura del producto.

5.5.2 ANALISIS HISTOLOGICO

El efecto de los tratamientos sobre la estructura microscépica de las secciones
transversales del musculo se muestra en la Figura 24. La interaccidén de congelado
y descongelado sobre las areas blancas y de tejido muscular fue significativa (P <

0.05), no asi para el tejido conectivo, el cual se mantuvo constante en todos los
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tratamientos. Al analizar el control con los tratamientos no se observo diferencias
significativas (P >0.05), en la Tabla IV se muestran los resultados. Posiblemente
no se hayan encontrado diferencias significativas con el control, ya que el tiempo

de almacenamiento fue corto.

Tabla IV. Efecto de las combinaciones de tratamientos (congelacion y
descongelacién) en la estructura microscépica del musculo de

camarén patiblanco (Litopenaeus vannamei)

Factor Tejido Area Tejido

muscular vacia conectivo

Congelado Descongelado (%) (%) (%)
NT NT 449+9.9%° 39.7+10.7% 15.5 + 4.8°
A 40.7+7.6° 39.2+9.6° 20.0 + 5.9°
c I 455+52%° 349+59° 19.7 £ 5.0°
. A 453+89° 354+9.1° 19.0 £ 4.1°
I 389+6.3* 43.3+6.2° 17.8 + 3.8°

NT = Control, C = Criogénica, F = Conveccion, A = Adecuada, | = Inadecuada

Las diferencias estadisticamente significativas se indican con una letra diferente
dentro de la misma columna (P < 0.05).
La interaccion entre los factores fue significativa (P < 0.05) para el tejido muscular y

el area vacia.
5.5.3 ANALISIS DE PROTEINA

La relacidon de proteinas sarcoplasmicas, miofibrilares y del estroma en el
musculo esta relacionado con la funcidn muscular en el organismo vivo
(Matsumoto, 1979). Analizando los perfiles de las fracciones extraidas se

encontraron ligeros cambios entre los tratamientos. En las Figuras 25, 26 y 27 se
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muestran las los perfiles proteicos de las fracciones sarcoplasmicas, miofibrilares y
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Figura 24. Vistas transversales del musculo de camarén tratado bajo

condiciones de congelado y descongelado antes mencionadas. Tratamientos:
(a) criogénico-adecuado, (b) criogénico-inadecuado, (c) conveccién-adecuada,
(d) conveccidén-inadecuada y (e) controles. BA = areas blancas, CTA = area de

tejido conjuntivo, MTA = area de tejido muscular. La escala representa 50 ym
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Figuras 25 y 26. Efecto de la congelaciéon y descongelacion en la fracciéon de
proteinas sarcoplasmicas (izq) y miofibrilares (der) en musculo de camarén
patiblanco. a, b, ¢, d, y e son las regiones para analizar las bandas de proteina.
LM = marcador de peso molecular bajo, HM = marcador de peso molecular alto,
NT = control, F = congelado por conveccién, C = congelado criogénico, A =

descongelado adecuado, | = descongelado inadecuado

Las proteinas sarcoplasmicas presentes en el musculo son principalmente
enzimas hidroliticas. Dentro de las cuales se incluyen las proteasas, cuando el
musculo es descongelado éstas son liberadas y activadas. La hidrdlisis de
proteinas musculares desestabiliza |la estructura tridimensional. Si la protedlisis es
excesiva se observara una modificacion en la textura del musculo (Kijowski, 2001,
Sikorski et al., 1990b). Para el analisis de la fraccion sarcoplasmica las bandas
fueron agrupadas en 5 regiones (Figura 25). Comparando con los camarones no

tratados, en la region a y b se observd un incremento en todas las bandas de las
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muestras Cl, FA y FI, principalmente en las proteinas con peso mayor a 220 kDa.
En las mismas muestras, las regiones d y e presentaron una reduccién en la
densidad de las bandas. Tales cambios indican que el congelado causa
desnaturalizacion y agregacién de proteinas por el efecto de formaciéon de hielo
que reduce la disponibilidad de agua, incrementa la fuerza ibnica en los
alrededores. Esto puede inducir la formacion de nuevos enlaces covalentes
(Shenouda 1980, Sikorski and Kolakowska 1990). Fueron observados cambios en
las regiones b, c y d en las muestras CA.

Las fracciones miofibrilares y soluble en alcali presentan un perfil protéico
similar (Benjakul et al., 2002; Hashimoto et al., 1979). Ya que el electroforegrama
de la fraccion miofibrilar (Figura 26) no permite una comparacion entre fracciones,
se hicieron los analisis de esta fraccion usando la fraccion soluble en élcali. En la
Figura 27, son presentadas las principales proteinas miofibrilares: miosina
(cadenas ligera y pesada), paramiosina, actina y tropomiosina. Kijowski (2001) y
Matsumoto (1979), indican que esta fraccion es susceptible a cambios
estructurales y agregaciéon cuando se congela y descongela. A pesar de ello no se
encontraron cambios mayores en el perfil, solo cambié la paramiosina en FA.
Posiblemente con un tiempo de almacenamiento mayor se pueden observar
cambios mas drasticos. French (1986), reporté que el efecto del almacenamiento
en congelacion sobre las proteinas musculares de la fraccion miofibrilar solo se

observé después de 10 dias a -20°C.
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Figuras 27. Efecto de la congelacion y descongelacién en la fracciéon de
proteinas soluble en alcali en musculo de camarén patiblanco. a, b, ¢, d, y e
son las regiones para analizar las bandas de proteina. LM = marcador de peso
molecular bajo, HM = marcador de peso molecular alto, NT = control, F =
congelado por conveccion, C = congelado criogénico, A = descongelado

adecuado, | = descongelado inadecuado

5.5.4 MELANOSIS

Todos los camarones congelados desarrollaron manchas obscuras durante el
descongelado, principalmente en las branquias y el hepatopancreas (Figura 28).
Este fendmeno es llamado melanosis u obscurecimiento enzimatico. Esta es una
reaccion post-mortem en crustaceos causada por la catalisis de la enzima

endogena polifenoloxidasa (PPO) o 1,2 benzenediol:oxigeno oxidoreductasa (EC
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1.10.3.1). Dado que el olor, sabor y la calidad nutricional y sanitaria no se
modifican significativamente por la melanosis, solo la apariencia puede afectar la
aceptacion (Kim et al., 2000). Previamente habiamos observado manchas negras
en camarones durante almacenamiento a 4°C (datos sin publicar). Comparado con
aquellas muestras, el congelado y descongelado de los organismos recientemente
capturados, se incrementé significativamente la melanosis, a un nivel similar al de
especimenes almacenados solo 2 6 3 dias a 4°C. Esto es debido a que durante el
congelado y descongelado, la forma inactiva de la PPO (prePPO) almacenada en
los hemocitos, la glandula digestiva (en las células R) y los cromatéforos (en el
musculo) (Yang et al., 1993) es facilmente liberada y activada en presencia de

sustratos adecuados y oxigeno, y la melanosis se desarrolla mas rapido.

Figuras 28. Camarén patiblanco después de un tratamiento de congelacion-
desconaelacion
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5.6 CONCLUSIONES

La sanidad alimentaria y las cualidades sensoriales son las principales
preocupaciones de los consumidores. Por esta razon es importante medir el
impacto de los métodos de preservacion sobre las caracteristicas deseables de los
alimentos. En este estudio la mayoria de las variables estudiadas no mostraron
diferencias significativas con las interacciones de los tratamientos de congelado y
descongelado. Comparados con especimenes no tratados los cambios en la
textura de los camarones tratados no muestran diferencias significativas. Con
estos resultados, para propésitos comerciales se recomendaria la congelacién por
conveccién y no la criogénica. Para propositos de investigacidn en estructura
celular y tejidos se recomienda la congelacion criogénica. Se recomienda la
descongelacion lenta para propésitos al menudeo. La melanosis se desarrolla en
los camarones descongelados; lo que puede afectar la aceptacién por parte de los
consumidores. Normalmente las reacciones de melanosis pueden ser faciimente
inhibidas o retrasadas por la adicibn de agentes quimicos, pero las nuevas
regulaciones en sanidad restringen su uso. Por esta razon el estudio de melanosis

sin agentes quimicos es esencial para la seguridad del consumidor.
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7. ANEXOS



Compuesto
Glicerina
Formaldehido al 37-40%
Alcohol etilico 96%
Agua de mar filtrada

Acido acético

ANEXO |

SOLUCION DAVIDSON

(Shaw y Battle, 1957)

Volumen (mL)
100
200
300
300

100
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ANEXO Il

TECNICA HISTOLOGICA PARA CORTES EN PARAFINA

Deshidratacién y aclaramiento

1.- Alcohol etilico 70% (minimo 1 h)

2.- Alcohol etilico 80% (1 h)

3.- Alcohol etilico 90% (1 h)

4 .- Alcohol etilico 96% (1 h)

5.- Alcohol etilico 100% (dos cambios de 1 h en c/u)
6.- Alcohol etilico-xilol 1:1 (20 min)

7.- Xilol absoluto (5 min)

Inclusion en parafina
8.- Parafina-xilol 1:1 (25 min)

9.- Paraplast X-Tra (3 cambios de 1 h cada uno)



ANEXO Il

TECNICA DE HEMATOXILINA-EOSINA

(Humason, 1979; Sheehan y Hrapchak, 1973)

Desparafinado e hidratacion

1.- Xilol (3 cambios de 10 min cada uno)

2.- Alcohol etilico 96% (2 min)

3.- Alcohol etilico 70% (2 cambios de 2 min c/u)

4.- Agua destilada (5 min)

Tincion

5.- Hematoxilina de Harris (1-2 min)

6.- Agua destilada (dos cambios de 5 min cada uno)
7.- Alcohol acido (10 segundos)

8.- Agua destilada (5 min)

9.- Agua amoniacal (10 segundos)

10.- Agua destilada (5 min)

11.- Alcohol etilico 50% (2 min)

12.- Alcohol etilico 70% (2 min)

13.- Eosina-floxina (3 min)

14.- Alcohol etilico 96% (dos cambios de 2 min c/u)

15.- Alcohol etilico 100% (dos cambios de 1 min c/u)
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16.- CitriSolv (sustituto de xilol) (5 min c/u) y montar en Estellan (resina sintética)
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ANEXO IV

SOLUCION DE O-FTALDIALDEHIDO (OPA)

(Church, et al. 1982)

16 mg de OPA disueltos en 400 pyL de metanol
10 mL de Na,B,O; 100 mM.

1 mL de SDS al 20 %

0.1 mL de 3-mercaptoetanol.

Aforar todo a 100 mL con agua Milli Q.

Notas:

0 La solucién de OPA se almacena a 4°C en ausencia de luz. Y la vida util es de
36 a 48 h como maximo.

o Es importante manejar el reactivo con guantes y limpiar adecuadamente el area
de trabajo.

o Evitar el contacto con la luz durante el pesado.

o El borato de sodio (Na;B4O7) necesita cerca de 6 h para solubilizarse.

o Cada vez que se haga una nueva solucion de trabajo (OPA) se debe hacer una

curva estandar.
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ANEXO V

TRICROMICA DE MASSON

1.- Desparafinar e hidratar en agua destilada (Ver Anexo II)

2.- Mordentar en Bouin durante 1 h a 58%C a temperatura ambiente

3- Dejar enfriar, lavar en agua corriente hasta quitar el color amarillo (10 min)

4.- Tenir con Hematoxilina de Weigert (de hierro) (10 min)

5.- Lavar en agua corriente (10 min)

6.- Enjuagar en agua destilada

7.- Tehir con Escarlata de Biebrich-fucsina acida (7 a 10 min)

8.- Lavar en agua destilada (1-2 min)

9.- Solucion de acido fosfotungstico-fosfomolibdico (10-15 min). Si el colageno
retiene el color rojo de la solucién de Biebrich scarlet, repetir la diferenciacion en
acido fosfotungstico-fosfomolibdico

10.- Tefiir con Anilina Azul o light green (5 min)

11.- Agua destilada (un bafio)

12a.-Si se usa anilina azulosa diferenciar con acido acético al 1% por 3-5 min

12b. Si se usa verde (light green) diferenciar con solucion de acido fosfotungstico
(15 min)

13.- Deshidratar en alcohol etilico 96% (1 min)

14 .-Deshidratar en alcohol etilico 100% | y Il (2 min c/u)

15.- Aclarar en Xilol o Citrosolv I, Il y Il (5 min c/u) y montar en resina sintética
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ANEXO VI

Diaz-Tenorio, L.M., Garcia-Carrefio, F.L. and Pacheco-Aguilar, R. 2006.
Comparison of freezing and thawing treatments on muscle properties of whiteleg

shrimp (Litopenaeus vannamei). Journal of Food Biochemistry. En prensa.

Diaz-Tenorio, L.M., Garcia-Carrefio, F.L. and Pacheco-Aguilar, R. 2006. Changes
in texture quality of whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) during storage in ice.

Food Science and Technology International. Sometido.



