CALIDAD

PROPIEDADES HIDROTERMICAS-
ISOMETRICAS DEL TEJIDO CONECTIVO
PERIMISIO DEL MUSCULO
SEMITENDINOSO BOVINO

Durante la coccion de la carne, tanto la firmeza del pro-
ducto cocido como la cantidad de liquido exudado de
coccion aumentan. Los cambios en la terneza de la
carne a temperaturas superiores a los 65°C podrian
estar asociados a la desnaturalizacion y contraccion del
colageno dentro del tejido conectivo intramuscular
(IMCT). El componente mayoritario del IMCT es el peri-
misio y la fuerza de contraccion inducida por el calor
podria ser considerada la fuerza principal de contrac-
cion que contribuye de manera importante a las pérdi-
das por coccion.

Dado el importante rol del perimisio en la sen-
sibilidad a los cambios durante la coccion, se evalud en
este trabajo la tension hidrotérmica-isométrica (HIT) en
muestras del tejido perimisio aisladas de carne cruda en
diferentes soluciones, a fin de evaluar las fuerzas que
pueden ser generadas por el componente mas impor-
tante IMCT en relacion a diferentes solutos presentes en
el medio de coccion.
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Sobre muestras de tejido perimisio, aisladas del muscu-
lo Semitendinoso bovino a los cinco dias post-mortem,
se evaluo la HIT. El tejido perimisio en diferentes solu-
ciones (H20; 100% PBS (pH: 7,4); Manitol (380 mM;
pH: 5,6); 25% Ringer (pH: 7,4) y 25% Sal (pH: 5,6)) fue
sometido a un régimen de calentamiento desde tempe-
ratura ambiente hasta 85°C y luego mantenido a 85°C
durante 30 min.

La temperatura minima de calentamiento para
el desarrollo de la fuerza de contraccion se vio afectada
por la presencia de solutos en solucidn, siendo equiva-
lente entre las diferentes soluciones (63,5-64,5°C) y
significativamente menor respecto de la temperatura
del perimisio en agua (67°C). Los porcentajes de relaja-
cion al final del tratamiento respecto a las fuerzas maxi-
mas desarrolladas por el perimisio en los distintos sis-
temas presentaron diferencias significativas. Ello estaria
indicando que si bien el perimisio en este masculo es
muy estable al calor, las condiciones del medio podrian
afectar la contraccion y capacidad de relajacion respec-
to a la fuerza maxima alcanzada a los 85°C.

Los resultados apoyan la hipétesis de que las
fuerzas generadas en la red del perimisio dentro de la
carne durante la coccion podrian contribuir a las pérdidas
de liquido por coccién por encima de los 65°C y ser afec-
tadas directamente por cambios en la red del colageno
durante la contraccion inducida por el calentamiento y por
los solutos presentes en el medio de coccion.

Palabras clave: perimisio, colageno, firmeza, fuerza de
contraccion



INTRODUCCION

La carne es un sistema complejo en cualquiera de los
niveles estructurales y sus propiedades macroscopicas
dependen de las caracteristicas de reorganizacion de
todos los niveles (Lepetit, 2008). La terneza es el atri-
buto de mayor interés, es la cualidad mas importante
por el cual se determina la aceptabilidad general de la
carne y este atributo es detectado en la carne cocida.
Este propiedad, terneza, esta influenciada por las carac-
teristicas de los distintos niveles estructurales y por las
modificaciones y reorganizacion que la estructura
general de la carne sufre durante el tratamiento térmi-
co. Algunas de las caracteristicas que contribuyen a
determinar la resistencia mecdanica de la carne cruda
tienen bajo o ningun efecto sobre la fuerza de la carne
cocida. Por otra parte, dependiendo del tratamiento tér-
mico, la influencia de cada caracteristica sobre la dure-
za de la carne puede variar (Lepetit, 2008).

La coccion de la carne implica un aumento
progresivo de la temperatura en el sistema, y a medida
que el proceso de coccidon avanza aumentan tanto la
tenacidad del producto como la cantidad de liquido
exudado (Davey y Gilbert, 1974; Tornberg 2005).
Martens y col. (1982) observaron una correlacion entre
la desnaturalizacion térmica de las proteinas, miosina
(40-60°C), colageno (56-62°C) y actina (66-73°C), y los
cambios en las caracteristicas de firmeza, cohesividad y
jugosidad, respectivamente. Los autores notaron que la
textura 6ptima se alcanza en la region de temperatura 60-
67°C, lo que implica desnaturalizacion de la miosinay del
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coldgeno, pero no de la actina (actina nativa). Esto sugie-
re que el aumento de la dureza de la carne a temperatu-
ras mayores a 60°C puede asociarse especialmente a la
desnaturalizacion del colageno dentro del tejido conecti-
vo intramuscular (IMCT). Esto es coherente con los
resultados de Cartaginese y Purslow (2014) donde se
observé que las fuerzas de contraccion del IMCT son
considerables a temperaturas por encima de 65°C.

El IMCT esta compuesto principalmente por
fibras de colageno y elastina, rodeado por un matriz de
proteoglicanos (PG). El contenido total de colageno en
los musculos de carne pueden variar de 1 a 15% del
peso seco; mientras que la elastina es un componente
menor que varia de 0,6 a 3,7% (Bendall, 1967). En el
masculo el principal IMCT es el perimisio (90%)
(McCormick, 1994) y la cantidad varia entre los muscu-
los de la canal (Purslow, 2005).
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Lepetit (2008) sugiri6 que la presion sobre las fibras
musculares, que se produce debido a la contraccion en
el sistema inducido por la coccion, se debe a la elastici-
dad de las redes de coldgeno desnaturalizado por el
calor y a los entrecruzamientos covalentes presentes. A
partir de los resultados de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y microscopia de transmision electroni-
ca, Purslow (2014) sugiri6 que tres poblaciones de
moléculas de colageno se combinan dentro de las fibri-
llas de coldgeno: una poblacion formada por entrecru-
zamientos débiles (labil), una fraccion estable y una
poblacion con entrecruzamientos fuertes, de alta estabi-
lidad térmica. Ademas sugiere que el colageno labil -térmi-
camente soluble aun en periodos cortos de coccién- no
tienen ningln efecto sobre la contribucion de a la fuerza
del IMCT, mientras que la fracciones restantes insolubles
al calor podrian solubilizarse progresivamente durante el
calentamiento prolongado a temperaturas intermedias o
durante los regimenes de coccion a alta temperatura-corto
tiempo, pero que sin embargo durante la coccion rapida
esta fraccion es insoluble.

Por otra parte, Aktas y col. (2001, 2003) evalua-
ron los efectos del pH, NaCl y CaCl2 sobres los cambios en
la desnaturalizacion del colageno mediante DCS y observa-
ron en la temperatura inicial (To) y la temperatura maxima
de desnaturalizacion (Tp) se ven fuertemente influenciadas
por el pH. También vieron que las diferentes sales y con-
centraciones afectan la estabilidad térmica del tejido
conectivo intramuscular.

Considerables fuerzas se producen en el IMCT
perimisio debido a las caracteristicas y cambios producidos
en el coldgeno durante la coccion (Cartaginese y Purslow,
2014). Dichas fuerza pueden ser medidas restringiendo su
cambio de longitud mediante estudios de HIT. Los estudios
HIT reportados hasta la fecha en tejidos perimisio son esca-
S0S e incipientes, por otra parte no se han encontrados
datos en la bibliografia donde se evalde el efecto de diferen-
tes solutos, iones y H+/0OH- en solucion sobre la tension
generada en el perimisio o los cambios en la estructura del
colageno durante el calentamiento (coccidn).

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar si la
presencia de diferentes solutos e iones en el medio de coc-
cion afectan la fuerza de tension del IMCT-perimisio. La
fuerza de tension se relaciona con el atributo de mayor
interés en calidad de carne —terneza- y los cambios pueden
deberse a las caracteristicas de desnaturalizacion y reo-
rientacion de las fibras de colageno durante la coccion. De
acuerdo con Lewis y Purslow (1989), las fuerzas produci-
das durante el calentamiento por la red perimisial que
rodea los fasciculos podria ser la responsable de la exclu-
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sion de liquido de las fibras musculares y del aumento de
la dureza. El ensayo de HIT permite evaluar las caracteris-
ticas de fuerza generadas por el perimisio durante el calen-
tamiento, permitiendo vincularlo con las caracteristicas de
firmeza de la carne cocida.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de perimisio fueron obtenidas a partir de
musculo semitendinoso bovino, de novillos Aberdeen
Angus disponibles comercialmente (>18 meses de edad
y aprox. 400 kg) y extraidos de la canal a las 48 horas
post-mortem. El misculo fue cortado en rodajas de 2-3
cm, en forma transversal a la direccion de las fibras
musculares, envasado en bolsas Ziploc® inmediata-
mente después del corte y mantenido a 4°C durante tres
dias previos a la congelacion a -20°C. Todas las porcio-
nes de carne se mantuvieron congeladas hasta su uso.
Pequefias tiras de tejido conectivo perimiso fueron ais-
ladas de las rebanadas de carne cruda, previamente
descongelada a temperatura ambiente, utilizando bisturi
quirdrgico.

Las tiras de perimisio fueron colocadas en
porta-muestras para la medicion de la fuerza de tension
a longitud fija en diferentes soluciones utilizando el apa-
rato de HIT descripto por Purslow y col. (1998). Las
soluciones utilizadas para evaluar la HIT del perimisio
semitendinoso fueron: H20 (destilada); 100% Solucion
Buffer Fosfato (PBS; pH:7,4); 100% Manitol (380 mM
Manitol, 5mM AcK+, pH:5,6); 25% solucion salina de
Ringer (0,72% NaCl, 0,037% KCI, 1,5mM CaCl2,
pH:7,4) y 25% solucion salina (0,72% NaCl, 0,037%
KCI, 10 mM AcH/AcNa+, pH:5,6).

Cada sistema muestra-solucion fue sometido a
un régimen de calentamiento constante a 3°C/min
desde temperatura ambiente hasta 85°C, utilizando una
placa con agitacion (EchoThermTM). Alcanzados los
85°C, las muestras se mantuvieron a dicha temperatura
(85°C) durante otros 30 minutos. La fuerza en funcion
del tiempo y la temperatura fue registrada a lo largo de
todo el ensayo.

Para cada sistema se evaluaron diez especime-
nes (n=10, perimisio) en solucion y se obtuvieron del
ensayo HIT la temperatura minima de calentamiento
para el desarrollo de la fuerza de contraccion
(Temperatura On-set; TOn-Set), la fuerza maxima a la
mayor temperatura y la fuerza residual al final del peri-
odo del calentamiento (85°C; 30 min). La caida de la
carga maxima se expresO como porcentaje de relajacion
en relacion a la carga maxima del tejido (F85°C;
30min/FMax %).



Los resultados fueron analizados estadisticamente y los
sistemas evaluados mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) con nivel de significancia (o) de 0,05. La compa-
racion de muestras se llevo a cabo mediante test de Tukey
a posteriori. Para el analisis se utilizé el utilitario Prism5
(Statistical Software para Windows; GraphPad, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

El ensayo de tension hidrotérmica isométrica tiene el
proposito de medir las caracteristicas mecanicas del
IMCT perimisio durante el calentamiento (Kopp y
Bonnet, 1987). La figura 1 muestra la curva caracteris-
tica de la fuerza de carga (mN) del perimisio a longitud
fija, para el sistema perimisio en H20, y la curva de
temperatura (°C) en el sistema (perimisio-H20) en fun-
cion al tiempo (s), obtenidas del andlisis de HIT.

Del ensayo se pudo observar que el desarrollo
de fuerza, generacion de carga apreciable, para el siste-
ma perimisio en H20 no se observo antes de que la

temperatura supere los 67°C. A diferencia de esta situa-
cion, la presencia de solutos en solucion presento tem-
peraturas minimas para el desarrollo de fuerza aprecia-
ble (TOn-Set) equivalentes entre ellas y significativa-
mente menores en comparacion a la observada en el
sistema perimisio-H20 (Tabla 1). Se sabe que la tempe-
ratura de transicion del colageno en solucion depende
de numerosos factores, incluyendo el contenido de
hidroxiprolina, la presencia de mucopolisacaridos, pHy
la composicion ionica del medio acuoso (Aktas, 2003).

Las TOn-set para el perimisio en las solucio-
nes ensayadas fueron de 63,5-64,5°C siendo este valor
concurrente al obtenido por Cartaginese y Purslow
(2014) al evaluar la HIT del perimisio de semitendinoso
bovino en solucion Buffer (100% PBS).

No obstante que la presencia de solutos, inde-
pendientemente del pH, presentd menor TOn-Set respec-
to al perimisio en agua, una vez puesto de manifiesto el
desarrollo de la fuerza (Figura 2) el aumento de la carga

en relacion al calentamiento

FIGURA 1 - Fuerza (mN) (azul, eje derecho) y temperatura (°C)
(rojo; eje izquierdo) versus el tiempo de tratamiento (s) para el sistema perimisio
en agua durante el ensayo HIT
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TABLA 1 - Resultados de obtenidos a partir del ensayo de HIT del tejido

S o . . . N luego del desarrollo de la fuerza
perimisio aislado de semitendinoso bovino en diferentes soluciones™. . .
. - .. de contraccion completa, fibras
Sistemas (perimisio-solucién)

° enderezadas, tratan de aminorar

100% pBs  S50mM ki 25% Sal SRV
H,0 Manitol Ringer (pH:5,6) contra la restriccion isométrica.
Debido a que las tiras de tejido

CPH:74)  CHs6)  (pH:7,4)
a b b b b
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Gradie}:;g (l;“zafr 0.53(0,04) 0.51(0,05) 0,62(0.04) 051 (0,04) 0.47(0,02) Iong.|tud constapte (isométrica),
(mN/°C) las fibras de colageno no pueden

% Relajacion 9 (1)° 19 (2)° 11 (2) 14 (1)® 11 (2)° reorientarse, a diferencia de las

F 3 i F a
(Fasoc; sonin /Frtes) _ — : probetas en las pruebas de
*Se muestran los valores promedios y entre paréntesis el error estandar (n=10). L .

extension de Lewis y Purslow

Letras distintas indican diferencias significativas entre sistemas (p<0,05). )
(1989). Los resultados obteni-

dos, junto a los de Cartaginese y
Purslow (2014), apoyan la hipétesis de que las fuerzas del
encogimiento del tejido conectivo intramuscular a tempe-
raturas de coccion por encima de 65°C son considerables
y que podrian contribuir a la pérdida de liquido y al
aumento de la dureza de la carne a altas temperaturas.
Con respecto las diferencias observadas en la
pérdida de fuerza durante la cocci6n para el perimisio
en buffer PBS respecto a los demas sistemas, si bien se
podria pensar en efecto de la solubilizacion del colage-
no, fraccion estable, a los 85°C durante el periodo de 30
min a dicha temperatura, los resultados del trabajo de
Cartagenes y Purslow (2014) mostraron que s6lo un
3,6% del total del colageno fue solubilizado durante el
tratamiento térmico a 85°C-30min. Los autores indica-
ron que el pequefio grado de solubilizacion es propor-
cional a una pequefa relajacion en la fuerza de contrac-
cion. Asimismo sugieren que el perimisio de este mus-
culo es muy resistente a la coccion.

Una vez alcanzada la temperatura maxima (85°C), el
sistema se mantuvo a dicha temperatura durante 30
minutos (fin del ensayo); el perimisio, indistintamente
de la solucidn, mostrd su maximo desarrollo de fuerza
al llegar a los 85°C o cerca de esta temperatura. La fuer-
za maxima de carga desarrollada por el tejido no se vio
afectada por los iones, H+/OH- o fuerza iénica y los
valores fueron entre 10,5-12,5 mN. Sin embargo la
estabilidad -capacidad de retencion de dicha fuerza en
el tiempo (30 min) a alta temperatura (85°C)- se vio
perturbada por los solutos (fuerza ionica) presente en la
solucion buffer PBS a diferencia de los demads sistemas
(Figura 2). Tal como se puede en los valores en la tabla
1, el sistema perimisio-solucion buffer PBS presentd el
maximo porcentaje de relajacion, menor estabilidad tér-
mica de conectivo.

La parte de inicial de la curva de fuerza (forma
sigmoidea) refleja el “enderezamiento” (straightening)
de las fibras de coldgeno inicialmente onduladas y que

FIGURA 2 - Fuerza Relativa porcentual (FTi;ti /FMax %) versus tiempo de Por otra parte, Aktas
tratamiento (s) para el perimisio en distintas soluciones (H20-azul; (2003) ha observado que
100% PBS-rojo; 380mM Manitol-verde; 25% Ringer-violeta; 25%Sal-negro) diferentes concentraciones
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CONCLUSIONES

Este estudio ha demostrado la viabilidad de poder exa-
minar a pequefia escala las propiedades mecanicas
intrinsecas de perimisio aislado de la carne. Esta técni-
ca podria ser de interés para la determinacion de cam-
bios en el IMCT-perimisio, proveniente de diferentes
animales (edad, raza, alimentacion, etc.), dado que los
cambios en la fuerza del componente perimisial durante
la coccion contribuyen fuertemente sobre la textura
(terneza) de la carne cocida. Los resultados del trabajo
apoyan la hipétesis de que las fuerzas generadas en la
red del perimisio dentro de la carne durante la coccion
podrian contribuir a las pérdidas de liquido por encima
de los 65°C y ser afectadas directamente por cambios en
la red del colageno durante la contraccion inducida por el
calentamiento y por los solutos (iones, [H+]/[OH-] y fuer-
za idnica) presentes en el medio de coccion.
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