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RESUMEN

El propdsito de este trabajo consisti6 en evaluar el efecto de la conservacion en frio
sobre la carne del pescado Yamu (Brycon amazonicus), utilizando un disefio factorial 2 X
2 X 3; utilizando dos temperaturas diferentes de almacenamiento (0°C+1,6°C y -8+1°C) y
dos tiempos de conservacion (13 horas y 61 horas), adicionalmente se estudi6 el sistema
con animales de dos origenes distintos (cultivo y rio). Durante el experimento se
analizaron los cambios en el perfil proteico y en la estructura muscular, a las muestras de
filetes en estado fresco y almacenado. Fueron realizados andlisis microestructurales por
medio de microscopia electronica de barrido y microscopia éptica. Las propiedades
fisicoquimicas fueron determinadas por medio de analisis de capacidad de retencion de
agua CRA, pH, perfil proteico (SDS - Page) y textura de la carne. Los resultados del
andlisis de las imagenes de la microestructura de la carne mostraron un efecto negativo
de la conservacion en frio sobre el musculo en general, observandose alteraciones en la
superficie muscular. Asi mismo los resultados obtenidos del andlisis de la microscopia
Optica y microscopia electrénica de barrido, mostraron que el efecto del frio en el misculo
afecto el tejido conectivo, evidenciandose una pérdida de textura. Por otro lado el perfil
proteico sufrid alteraciones leves en la Miosina de cadena pesada (WHC), Troponina
(~80KDa) y en la Actina (~45KDa), aspecto que sugiere que durante la conservacion en
frio de la carne de Yamd, la degradacion de las proteinas miofibrilares puede ser
responsable de la pérdida de textura. El origen de los peces tuvo efecto significativo en
los cambios de textura (p<0.05), por su parte el tiempo de almacenamiento tuvo efecto
significativo sobre las tres caracteristicas tecnologicas de la carne (CRA, pH y Textura)
(p<0.05); por su parte la temperatura de almacenamiento no afect6 de manera

significativa la CRA (p>0.05).



Palabras Clave: Musculo de pescado, Yamu, protedlisis, SEM, almacenamiento en frio,

Textura, Capacidad de retencion de Agua.

ABSTRACT

The purpose of this work consisted in evaluating the effect of the storage in cold on the
flesh of the fish Yamu (Brycon amazonicus), using two different storage temperatures
(0°C and - 8°C) and two different times of conservation(13 hours and 61 hours). In
addition, we studied the system with fish from two different resources (cultivated and
river). Samples of fresh and stored fillets were used during the experiment; changes were
analyzed in the protein profile and in the muscle structure. Microstructural analyses were
done by optical and scanning electron microscopy. The physical-chemical properties were
determined by the analysis of water retention capacity CRA, pH, protein profile and the
texture of the flesh. The results of the microstructure images showed a negative effect on
the muscle preservation caused by the storage in cold. The outcome obtained from the
analysis of the optical and scanning electron microscopy, showed that the effect of the
cold on the muscle affected the connective tissue too. On the other hand protein Profile
suffered minor alterations in myosin heavy chain (WHC ) , troponin ( ~ 80 kDa ) and actin
(~ 45 kDa ) , effect that suggest during cold storage of meat Yamu , the degradation of
myofibrillar proteins may be responsible for the loss of texture. The origin of the fish had a
significant effect on changes in texture (p0.05), while the variation of pH, only emphasized
the texture of fish stored for 61 hours. However, the storage time had a significant effect
on the three technological characteristics of the meat (CRA, pH and texture) (p <0.05);
while, the storage temperature did not affect significantly the CRA (p <0.05), but it

influenced the texture and pH of the Yamu meat (p> 0.05).
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Introduccion

En Colombia se han reportado mas de 1400 especies distintas de peces de agua
dulce (1, 2), sin embargo la mayor parte de la produccién piscicola del pais (65%)
se debe a 2 especies foraneas (Trucha y Tilapia) (3), este fendmeno se debe a
gue no contamos con la investigacion suficiente que permita desarrollar cultivos
rentables con especies nativas. No obstante diversos investigadores (4, 5)
sugieren que en Colombia existen especies con gran potencial para la

acuicultura, dentro de las cuales encontramos el Yamu (Brycon amazonicus).

Imagen 1: Brycon Amazonicus. Superior: Ejemplar capturado en rio. Inferior:

ejemplar capturado en sistema de cultivo.
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Brycon amazonicus pertenece al género Brycon, género conformado por especies
dulceacuicolas y que posee mas de 40 especies (6). Del género Brycon, el
Brycon amazonicus es la especie nativa que mas se ha investigado para la
produccion acuicola en Colombia (5), debido a que presenta caracteristicas
importantes para esta actividad. Sin embargo gran parte de la produccion de esta
especie es proveniente de la pesca artesanal en la cuenca del rio Meta. Esto se
debe a que el desarrollo del cultivo de esta especie es relativamente joven (12
afos) (4) y ha tenido que enfrentar problemas técnicos durante su desarrollo. No
obstante para el afio 2012 la produccion piscicola de esta especie llego a las

261.9 toneladas (7) lo que la ubicé en el quinto lugar en produccion.

El pez yama o Brycon amazonicus (8), es la especie mas abundante de este
género en los Llanos Orientales colombianos. Es una especie que presenta
grandes ventajas para desarrollar la piscicultura, debido a sus habitos alimenticios
omnivoros, a la gran eficiencia alimenticia que presenta con bajos niveles de
proteina de origen vegetal (4, 9) y a la calidad sensorial de su carne. Segun los
trabajos de Arias y colaboradores (4), la presencia de esta especie se da en
mayor cantidad en los afluentes del rio Meta en Colombia, sin embargo se cree
gue el origen de esta especie es en la cuenca del rio Orinoco y su distribucion
geografica se da a lo largo de la Amazonia colombiana, Brasilera y Venezolana.
Ademas, el cultivo de Yamu se extiende a lo largo de los departamentos de
Meta, Casanare, Arauca y Guaviare y esta incursionando con gran aceptacion en
departamentos como Valle y Antioquia, debido a que las condiciones de cultivo no

son muy diferentes a las de otras especies nativas como la cachama (Piaractus
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brachypomus). Sin embargo si la industria piscicola desea desarrollar una
produccion intensiva de este pez, debe afrontar varios desafios. Sin duda alguna
el reto mas grande que tiene que superar la industria acuicola de esta especie es
la del rapido ablandamiento de la carne cuando esta es sometida a congelacion.
No se sabe con certeza, cuales son los factores, ni como se dan los mecanismos
(10), que generan el efecto de perdida de firmeza de la carne de pescado.
Investigadores como Ando; Suarez; Caballero; Wang (11-14) encontraron en
diferentes especies que durante el periodo de rigor mortis, la carne de pescado
sufre un ablandamiento drastico, lo que genera un rechazo por parte del
consumidor. Se cree que este cambio en la carne, puede ser producto tanto de la
degradacion de las proteinas miofibrilares (15) como de las tejido conectivo
intramuscular (16), debido a la accion enzimatica que se presenta durante el
periodo post-mortem (10, 13, 14, 17) y que este puede variar su intensidad segun
la especie y segun origen de los peces (11, 13, 18, 19), manejo pre-sacrificio (11,

15, 20, 21), asi como del sistema de sacrificio (11).

La textura es uno de los parAmetros mas importante a la hora de determinar la
calidad de la carne de pescado (11, 12), sin embargo esta caracteristica sensorial
se ve afectada rapidamente durante el almacenamiento en frio (22),
presentandose ablandamiento de la carne, fendmeno que no solo afecta la
comercializacion directa de pescado, sino que también restringe el uso de esta
materia prima, para la elaboracion de productos procesados; debido a que la
carne ha perdido caracteristicas fisicas, como la capacidad de retencion de agua

y textura. El fenomeno de ablandamiento de la carne post-mortem en peces y los

13
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mecanismos que lo producen han sido ampliamente estudiados (10, 13, 14, 23-
30), sin embargo y a pesar de las investigaciones, el conocimiento acerca de
estos procesos es todavia insipiente, especialmente porque la mayoria de los
estudios se han realizado en especies altamente comerciales en Europa y Norte
Ameérica como el salmén (14, 21, 23) y el bacalao (10, 31, 32), pero no existe un
registro en especies nativas de Colombia que permita conocer mas acerca de

este fendmeno.

Debido a que se vislumbra un gran potencial econémico con la produccion de
esta especie que sigue aun sin poder explotarse, por causa de la incapacidad de
conservarla en frio durante periodos de tiempo suficientes para comercializarla
fuera del departamento del Meta; y a la posibilidad de encontrar respuesta a
muchos interrogantes acerca de los cambios post-mortem que sufre el masculo
de pescado, se desarrolld6 esta investigacion, la cual tuvo como objetivo
determinar la posible causa de la pérdida de textura de la carne de Yamu (Brycon
amazonicus) por efecto de la conservacion en frio, para lo cual fueron analizados

peces de Yamu tanto de rio como de cultivo.
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Objetivos.

General.

Determinar la posible causa de la pérdida de textura de la carne de Yamu (Brycon

amazonicus) por efecto de la conservacion en frio.

Especificos.

e Analizar la degradacion de proteinas miofibrilares sufrida por el tejido
muscular del Yamu.

e Determinar las alteraciones estructurales y microestructurales de la carne
de Yamu sometida a conservacion en frio.

e Evaluar las variaciones en caracteristicas fisicoquimicas que
experimentan la carne de Yamu sometida a procesos de conservacion en

frio.

15
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Planteamiento del problema.

En Colombia se han reportado mas de 1400 especies distintas de peces de agua
dulce (1), sin embargo la mayor parte de la produccién piscicola del pais (65%) se
debe a 2 especies foraneas (Trucha y Tilapia) (3), este fenOmeno se debe a que
no se cuenta con la investigacion suficiente que permita desarrollar cultivos
rentables con especies nativas. No obstante investigadores como (4, 5) sugieren
gue en Colombia existen especies con gran potencial para la acuicultura, dentro

de las cuales encontramos el Yamu (Brycon amazonicus).

El Yamu es una especie muy conocida por su potencial para ser cultivada, debido
no solo al gran calidad de su carne, sino también a sus habitos omnivoros (33), lo
gue le confiere una gran eficiencia alimenticia (9). Sin embargo la creacién del
paquete tecnolégico, para desarrollar una produccion en masa del Yamu sigue en
desarrollo, y aunque se han encontrado grandes avances en los temas de
reproduccion, alimentacion y canibalismo (4), existe un problema mayor al que

deben enfrentarse los productores y comercializadores de esta especie.

El problema radica en el rdpido ablandamiento que sufre el masculo de esta
especie al someterse a conservacion en frio. No se sabe con certeza, cuales son
los factores, ni como se dan los mecanismos (10), que generan el efecto de
perdida de firmeza de la carne de pescado, sin embargo (10, 13, 14) plantean que
este fendmeno sucede como producto de la protedlisis y que este puede variar su
intensidad segun la especie y segun el origen de los peces (11, 13, 18, 19), asi

como del sistema de sacrificio (11).
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Hipotesis.

La conservacion en frio (0£1,6°C y -8+1,0°C) de la carne del pescado Yamu,
acelera el proceso de pérdida de textura, debido a la degradacion de las
proteinas que dan sustento al tejido carnico de este pez.

17



Capitulo 1.

Cambios en la estructura y en las proteinas miofibrilares
del masculo del Yamu durante la conservacion en frio y

el efecto sobre las caracteristicas fisicas.

Resumen

El propésito de este trabajo consistié en evaluar el efecto de la conservacion en frio
sobre la carne de Yamu (Brycon amazonicus), tras ser almacenados a dos temperaturas
diferentes de almacenamiento (0+1,6°C y -8+1°C) y dos tiempos de conservaciéon (13
horas y 61 horas), adicionalmente se realizaron andlisis con animales de dos origenes
distintos (cultivo y rio). Durante el experimento se analizaron los cambios en el perfil
proteico y en la estructura muscular, al mismo tiempo a filetes en fresco y a los
previamente almacenados fueron analizadas las propiedades fisicoquimicas de
capacidad de retencibn de agua CRA, pH, textura de la carne y alteraciones
microestructurales por medio de microscopia electronica de barrido y 6ptica. Los
resultados del analisis de las imagenes de la microestructura de la carne mostraron un
efecto negativo de la conservacion en frio sobre el misculo en general. Los resultados
del analisis de la microscopia Optica y microscopia electrénica de barrido, mostraron que
el efecto del frio en el masculo se presenta en el tejido conectivo. Por otro lado el pefrfil
proteico no sufrid alteraciones mayores que indiquen que durante la conservacion en frio
de la carne de Yamu, la degradacion de las proteinas miofibrilares fuese responsable de
la pérdida de textura. El origen de los peces tuvo efecto significativo en los cambios de

textura (p<0.05), mientras que la variacion del pH, solo incidi6 en la textura de los peces



almacenados durante 61 horas; por su parte el tiempo de almacenamiento tuvo efecto
significativo sobre las tres caracteristicas tecnologicas de la carne (CRA, pH y Textura)
(p<0.05); por su parte la temperatura de almacenamiento no afect6é de manera
significativa la CRA (p>0.05), pero si influyé en textura y pH de la carne de Yamu

(p>0.05).

Palabras Clave: Musculo de pescado, Yamu, protedlisis, SEM, almacenamiento en frio,

textura, capacidad de retencién de Agua.

Abstract

The purpose of this work consisted in evaluating the effect of the storage in cold on the
flesh of the fish Yamu (Brycon amazonicus), using two different storage temperatures
(0°C and - 8°C) and two different times of conservation(13 hours and 61 hours). In
addition, we studied the system with fish from two different resources (cultivated and
river). Samples of fresh and stored fillets were used during the experiment; changes were
analyzed in the protein profile and in the muscle structure. Microstructural analyses were
done by optical and scanning electron microscopy. The physical-chemical properties were
determined by the analysis of water retention capacity CRA, pH, protein profile and the
texture of the flesh. The results of the microstructure images showed a negative effect on
the muscle preservation caused by the storage in cold. The outcome obtained from the
analysis of the optical and scanning electron microscopy, showed that the effect of the
cold on the muscle affected the connective tissue too. On the other hand protein Profile
suffered minor alterations in myosin heavy chain (WHC ) , troponin ( ~ 80 kDa ) and actin
(~ 45 kDa ) , effect that suggest during cold storage of meat Yamu , the degradation of
myofibrillar proteins may be responsible for the loss of texture. The origin of the fish had a

significant effect on changes in texture (p0.05), while the variation of pH, only emphasized

19



the texture of fish stored for 61 hours. However, the storage time had a significant effect
on the three technological characteristics of the meat (CRA, pH and texture) (p <0.05);
while, the storage temperature did not affect significantly the CRA (p <0.05), but it

influenced the texture and pH of the Yamu meat (p> 0.05).

Keywords: Fish muscle, Yamu, proteolysis, SEM, cold storage, texture, water holding

capacity.

Introduccion

En Colombia han sido reportadas mas de 1400 especies distintas de peces de agua
dulce (1), sin embargo la mayor parte de la produccion piscicola del pais (65%) depende
de dos especies icticas introducidas de otras regiones (Trucha y Tilapia) (3), este
fendmeno se debe a que en Colombia no se cuenta con la investigacion suficiente que

permita desarrollar cultivos rentables con especies nativas.

El Yamu (Brycon amazonicus) es una especie que presenta potencial para ser cultivada,
debido no solo a la calidad de su carne, sino también a sus habitos omnivoros (33), lo
gue le confiere eficiencia alimenticia (9), factor importante en la acuicultura. Sin embargo
la creacion del paquete tecnoldgico, para desarrollar una produccién en masa del Yamu
sigue en desarrollo, y aunque se han encontrado grandes avances en los temas de
reproduccion, alimentacion y canibalismo en el alevinaje (4), ain no se conoce acerca de

las propiedades tecnoldgicas y de los procesos que inciden en la calidad de su carne.

La carne del pez Yamu, una vez sacrificado presenta un problema al que deben
enfrentarse los productores y comercializadores de esta especie. Este radica en el rapido
ablandamiento que sufre la carne de esta especie al conservarse a bajas temperaturas.

No se sabe con certeza, cuales son los factores, ni como se dan los mecanismos que la



afectan (10). No obstante, autores sugieren que la pérdida de textura es ocasionada por
la accion de proteasas sobre proteinas miofibrilares (15), en especial catepsinas,
calpainas y enzimas hidroliticas como elastasas y colagenasas (29). Aunque ha sido
reconocido que el efecto de las proteasas es posterior e independiente a la pérdida inicial

de textura en algunos peces sometidos a refrigeraciéon (10, 34).

Bien es sabido que la textura es un pardmetro importante en la determinacion de la
calidad de la carne de pescado (11, 12), puesto que la pérdida de esta caracteristica,
sugiere alteraciones tanto en sus propiedades tecnolégicas como sensoriales vy
microbioldgicas. Estudios han demostrado que, la carne de pescado se ablanda después
de 24 horas de conservacion en hielo (35, 36). Gran parte de estos trabajos han sido
realizados en peces marinos (10, 31, 32), en los cuales se ha estudiado el
comportamiento post mortem de su carne. Por su parte en especies de peces de agua
dulce, se han realizado estudios similares en carpa (Cyprinus carpio) (37), trucha
(Oncorhynchus mykiss) (11) y salmén (14, 21, 23), especies altamente comerciales y

muy pocos en el género Brycon (2). En la imagen 2 puede observarse el efecto de la

congelacion en filetes del pescado Yamu.
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Imagen 2: Filete de Brycon amazonicus conservado durante 13 horas a -8+1°C.

También se ha reportado un incremento sustancial, en el pH, después de conservar
filetes de merluza y merluzas enteras a -18°C durante 12 meses (38). Otra propiedad
funcional que afecta la carne de pescado bajo almacenamiento en frio (<0°C), es la
capacidad de retencion de agua (CRA), pues esta depende de la humedad y estabilidad
de la estructura (39). La alteracion de esta propiedad tiene efectos negativos en la
comercializacién de la carne, pues se perdera peso con el tiempo de almacenamiento y
durante la coccion, lo que generara rechazo inmediato por parte de los consumidores, asi
mismo la posibilidad de utilizar la carne como materia prima para nuevos productos tipo
embutidos y carnes reconstituidas, se vera reducida, ya que sus caracteristicas
tecnoldgicas se afectaran, produciendo pérdidas y problemas en la elaboracion del

producto.

El objetivo de este trabajo consiste en evaluar el efecto de la conservacion en frio a
temperatura constante sobre los cambios en el perfil proteico y en la estructura muscular
de la carne de Yamu (Brycon amazonicus); Y la influencia en la propiedades fisicas como

capacidad de retencion de agua CRA, pH y textura.

Metodologia

Material Bioldgico

Los ejemplares del pez Yamu (Brycon amazonicus) que se utilizaron en los analisis
fueron obtenidos en el Departamento del Meta. Departamento localizado entre los
04°54’25” y los 01°36'52” de latitud norte, y los 71°4’38” y 74°53’57” de longitud oeste,

con una temperatura variable desde un promedio de 6°C, en el paramo, hasta



temperaturas promedio de mas de 24°C en la llanura; un grupo fue obtenido de una finca
de produccion acuicola ubicada en el departamento del Meta (4°16'17.1"N 73°29'39.0"W,
Municipio de Cumaral) (Cultivo); mientras que el segundo grupo se capturé del medio
natural (4°32'13.9"N 71°50'47.2"W), Municipio de Puerto Gaitan, Vereda San Miguel -
Pescadero) (Rio Meta). Los peces (6 de Rio y 7 de Cultivo) fueron capturados con la
colaboracién de pesadores locales sacrificados (por un golpe en la cabeza) y enviados
inmediatamente al laboratorio bajo refrigeracion en neveras de Poliestireno expandido
con hielo empacado en bolsas plasticas, evitando el contacto directo entre el hielo y los
pescados. Los pescados fueron lavados con agua fria (5 + 1.5°C), eviscerados y se
obtuvieron los filetes de cada pescado; de manera aleatoria los filetes de cada origen se
asignaron a 3 grupos de 8 filetes cada uno para su posterior andlisis. El primer grupo fue
conformado por las muestras en fresco, las cuales se analizaron inmediatamente
después del fileteado; el segundo grupo corresponde a las muestras almacenadas a una
temperatura de 0°C £ 1.5, estas fueron almacenadas en un cuarto frio disefiado para
almacenamiento refrigerado de carnes; y por ultimo el tercer grupo pertenece al
tratamiento de -8 = 1°C, este grupo de muestras se almacenaron en un congelador
industrial. Las muestras de fueron analizadas tras el almacenamiento durante 13 y 61

horas.

Extraccion de proteinas del tejido muscular de Yamu

La extraccion de proteinas se realizd aplicando modificaciones al método propuesto por
Cao et al (28). Un gramo de muestra se homogenizé en un equipo homogeneizador
(Ultra-turrax® IKA T-25, USA) con 4 volumenes de agua destilada-desionizada durante
30 s, luego se centrifugd a 5000 g y 4°C durante 5 min, se retir6 el sobrenadante y se
lavo el precipitado con una solucién de alta fuerza iénica fria (50 mM buffer fosfato pH

7.5) durante 30 s, posteriormente el homogenizado fue centrifugado a 5000 g y 4°C por
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15 min, el precipitado se suspendié en 4 volumenes de 50 mM buffer fosfato frio pH 7.5
frio y se repitio el proceso de centrifugado 2 veces més, se descartaron el sobrenadante
y después se realizé un ultimo centrifugado a 3000 g por 15 minutos y se diluy6 el
precipitado con buffer fosfato 50mM y 500 mM de NaCl pH 8. Este procedimiento utiliza
soluciones de alta fuerza i6nica para precipitar las proteinas miofibrilares altamente
i6nicas. La mitad de cada uno de los extractos de proteinas se almacen6 a -40 + 0.5 °C,

la otra mitad se liofiliz6 para guardar una contramuestra.

Cuantificacion de proteinas

Con el fin de estandarizar la concentracion de proteinas de todos los extractos proteicos
y de esta manera sembrar en los pocillos de los geles muestras con concentraciones
homogéneas, se realizé una cuantificacion de cada extracto. La cuantificacion de la
concentracion de proteinas se realizé siguiendo el método de Bradford (40) modificado
por Torres (2012) (41). Se tomaron 600 pL de cada extracto de proteinas y se adicion¢ el
volumen necesario de NaCl al 1% para completar 1 mL, luego se adicion6 1 mL del
reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA) y se dej6 desarrollar el color
por diez minutos y se leyé la relacion de absorbancias a 450/590 nm. De esta manera se
ubicaron los puntos de cada uno de los extractos en una curva patrén de albumina de

suero bovino (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA).

Electroforesis SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida

con dodecilsulfato sédico)

Para la identificacion de los perfiles de proteinas miofibrilares de la carne de Yamda, se
llevaron a cabo electroforesis en condiciones de desnaturalizaciéon (SDS-PAGE) con un

sistema de electroforesis (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad,



USA). El gel de separacion fue del 10%, el gel de concentracion fue del 5% (p/v) y el
buffer de corrido fue Tris-glicina pH 8,3. En cada pocillo, se sembré 30 ug de proteina
total de los extractos proteicos obtenidos de cada muestra. La separacién se realiz6 a un
voltaje constante de 120 V para el gel de concentracién y 100 V para el gel de resolucion.
Se empled patrén de peso molecular de 20 a 210 kDa vy la tincion se realiz6 con Azul
coomassie coloidal G-250 (CBB), el cual se preparé, diluyendo 125 g de CBB en 125 mL
de isopropanol, posteriormente se le agregaron 50mL de acido acético glacial y se

complet6 un volumen 500 mL con agua destilada desionizada.

Analisis de Microscopia.

Con el fin de analizar cambios en la estructura y microestructura muscular en la carne de
Yamu almacenada en frio, se realizé un andlisis histolégico, para tal fin se tomaron
muestras a nivel epiaxial (dorso) de los filetes y posteriormente cortadas en trozos de 2
mm X 2 mm X 2mm, de tal manera que se pudiesen observar de manera transversal las
fibras musculares. Los trozos se colocaron en viales de 1.5 mL y fueron fijados en 3%
formalina tamponada durante 2 dias, posteriormente se deshidrataron en una serie
graduada de alcohol (50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 99%) seguido de xileno y finalmente
embebidos en parafina. Tres secciones (4um) se cortaron de cada muestra parafinada y
cada seccion fue utilizada para cada uno de los analisis. Las muestras se dividieron en 2
grupos iguales, en el primer grupo se analiz6 la macroestructura por medio de
microscopia Optica, mientras que el segundo .grupo se utiliz6 para analizar la

microestructura, para lo cual se trabaj6é con microscopia electronica de barrido (SEM).
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Microscopia Optica.

Las placas con la muestra extendida fueron tefiidas con tricrémico de Masson (MT) (42),
con el fin de resaltar las fibras de colageno. Para este proceso, las inicialmente se
lavaron con H;O destilada y posteriormente fueron inmersas en Hematoxilina de Weigert
durante 5 min, después se lavaron con agua corriente y se sumergieron en Fucsina de
Ponceau durante 5 min, luego fueron inmersas en &cido fosfomolibdico por 5 min, de
esta solucion pasaron a una solucion Azul de Anilina durante 5-7 min. Finalmente Se
analizaron las muestras con un microscopio (Leica DM750 P, Leica Microsystems,
Heerbrugg, Switzerland) y se tomaron imagenes con diferentes acercamientos (4X, 10Xy

40X).
Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las muestras para este procedimiento, fueron fijadas en bufer glutaraldehido 3%,
posteriormente fueron secadas a punto critico utilizando el equipo EK 3150 durante 15
min y luego se metalizaron con oro utilizando un equipo (Quorum, Q150R ES), para
proceder a la observaciéon con microscopio SEM (FEI, Quanta 200 —r), las muestras de
pescado fueron montadas en soportes individuales. Las imagenes obtenidas fueron

captadas con magnitudes de 200X, 1000X y 4000X.
Capacidad de retencién de agua (CRA) de muestras carnicas de Yamu

La capacidad de retencion de agua (CRA) de las muestras carnicas de Yamu, se realizo
siguiendo la metodologia propuesta por Sanchez-Alonso et al (43) en la cual se tomaron
3g de la muestra y se envolvieron en papel filtro (2 papeles filtro Whatman No. 1, de 110
mm de diametro) previamente pesados y se introdujeron en un tubo falcon,

posteriormente se centrifugaron durante 15 minutos a 3000 g. Después del centrifugado,



se retiraron cuidadosamente los papeles y se pesaron. La CRA se expres6 como

porcentaje de agua retenida por la muestra después de la centrifugacion.

Imagen 3. A) Porciones de tejido carnico de Yamu envuelto en papel filtro para

centrifugar. B) Papel filtro des®pués de centrifugar con un trozo de tejido carnico de

Yamd.

Analisis de textura de la carne de Yamu

Esta caracteristica se evalud utilizando un texturémetro electronico modelo a Stable
Micro System texture analyser (TA.XT2, Surrey, England), siguiendo la metodologia
modificada descrita por Larsson et al., (44), presionando un cilindro de extremo plano (10
mm de diametro, tipo P / 10) contra el tejido muscular, este método pretende simular la
presion ejercida por un dedo indice. Todas las pruebas se hicieron a temperaturas de
refrigeracion, manteniendo los filetes en hielo. De cada filete se tomaron tres cubos de (2

x 2 x 1,2 cm) encima de la linea lateral.
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Se tuvieron en cuenta como variables respuesta la Fuerza maxima de corte (g/g muestra)
y area bajo la curva (g*mm). La prueba que se realiz6 fue un test de Compresion,
velocidad antes de la prueba: 1,00 mm/s, la velocidad de la prueba: 1,10 mm/s y la
velocidad después de la prueba: 10,00 mm/s, distancia entre la probeta y la muestra:
15,0 mm, compresion de la muestra: 40,0 %. Las condiciones fueron las mismas para

cada muestra y se tomaron 7 medidas de cada porcién cérnica.

Determinacion de pH de las muestras de carnicas de Yamu

Este pardmetro se midié con el fin de evaluar siguiendo la metodologia descrita por
Mohan y colaboradores (2007), (45), en la cual se realizé un homogenizado de las
muestras con agua fria (0 £ 0,5°C) desionizada 1:6, utilizando un equipo homogeneizador
(Ultra-turrax® IKA T-25, USA) a 10000 RPM durante 1 minuto. Una vez obtenido el

homogenizado se hizo la lectura de pH utilizando un pH-metro (17£1,5°C) (JENWAY®,

JW-3505, Staffordshire, England). Se tomaron 5 medidas a cada homogenizado.

Imagen 4. Muestras carnicas de Yamu listo para homogenizar y medir pH.



Andalisis estadistico

A los datos obtenidos (pH, textura y CRA) se les realiz6 un analisis de varianza ANOVA,

para establecer si existieron o no diferencias entre los niveles de cada uno de los

factores y cuando se encontraron diferencias en los niveles de los factores se realiz6 un

Test de Tukey, con el fin de encontrar en cual o cuales de los niveles presento diferencia

significativa. Adicionalmente, con el fin de encontrar el efecto de las interacciones entre

los factores, se corrid un analisis de varianza multifactorial, en el cual se tuvieron en

como variables respuesta la textura (Fuerza de corte), pH y capacidad de retencién de

agua (CRA); por su parte las variables controladas fueron: El tiempo y la temperatura de

almacenamiento.

Los datos se corrieron en el paquete estadistico SPSS 19.0 ® (2010).

Resultados y discusion

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Brycon amazonicus de

cultivo

Brycon amazonicus de ambiente

natural
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Conservacion durante 61 horas a -8°+1°C

Imagen 5: Imagenes microscopia éptica de barrido del musculo de Brycon amazonicus
con magnificacion de 4000 X. A) Control de Cultivo; B) Control de Rio; C) Cultivo
Conservado 13 horas a 0°C £ 1.5; D) Rio Conservado 13 horas a 0°C + 1.5; E) Cultivo
Conservado 61 horas a 0°C + 1.5; F) Rio Conservado 61 horas a 0°C = 1.5; G) Cultivo
Conservado 13 horas a -8+1°C; H) Rio Conservado 13 horas a -8+1°C, 1) Cultivo
Conservado 61 horas a -8+1°C; J) Rio Conservado 61 horas a -8+1°C.

Los andlisis de microscopia electronica de barrido de la carne de yamu como efecto de la
conservacion en frio de los filetes de peces obtenidos de ambiente natural y cultivo, son

presentados en la Imagen 7.

A nivel microestructural, las muestras de fibras musculares de los peces yamu
analizados en estado fresco permite observar los mioseptos, miocommata y fibras
musculares en estado integral (Imagen 7. A y B). Por su parte en las muestras
mantenidas a 0°C durante 13 horas (Imagen 7. C y D) evidencié afectacion en la
organizacion de las fibras, la estructura se perdi6 y se formaron desprendimientos entre
miotomos. La muestras conservadas a esta misma temperatura pero por un periodo de
61 horas (Imagen 7. E y F), presentaron mayor pérdida de la arquitectura muscular, la
perdida de colageno incrementd la separacion entre fibras musculares y la estructura es

practicamente amorfa.



En lo referente a las muestras almacenadas a -8+1°C (Imagen 7. G, H, | y J), el dafio
causado por el frio a la estructura muscular fue mayor, se observaron invaginaciones
mucho mas pronunciadas y las fibras perdieron la estructura original, como efecto de la
degradacién de colageno interfibrilar, este fendmeno se acentla con el aumento del
periodo de almacenamiento bajo condiciones de frio, las muestras conservadas durante
61 horas, presentaron mayor desprendimientos entre secciones y total deformidad de la
estructura primaria del musculo. Adicionalmente con esta técnica se evidencié diferencias
una leve diferencia entre los peces de cultivo con respecto a los de origen natural. El
tejido de estos Ultimos, presentd un unas fisuras pronunciadas a partir de las 61 horas

conservadas a 0°C = 1.5 (Imagen 7, D).

Microscopia 6ptica

Brycon amazonicus de cultivo Brycon amazonicus de ambiente

natural

Carne fresca
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Conservacion durante 13 horas a -8+1°C

Conservacion durante 61 horas a -8+1°C

Imagen 6: Imagenes de tejido carnico obtenido del pez “Yamu” Brycon amazonicus
teflidas con tricromico de Masoén, con magnificacion de 40X. A) Control de Cultivo; B)
Control de Rio; C) Cultivo Conservado 13 horas a 0°C £ 1.5; D) Rio Conservado 13 horas
a 0°C * 1.5; E) Cultivo Conservado 61 horas a 0°C £ 1.5; F) Rio Conservado 61 horas a
0°C £ 1.5; G) Cultivo Conservado 13 horas a -8+1°C; H) Rio Conservado 13 horas a -
8+1°C; I) Cultivo Conservado 61 horas a -8+1°C; J) Rio Conservado 61 horas a -8°C. Los
gap's son marcados con flechas, MC es la miocomata y E es el endomesio.
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En la Imagen 8. Son presentadas las imagenes del andlisis realizado con microscopia
Optica de luz de la carne del pez “Yamu” (Brycon amazonicus) como efecto de la

conservacion en frio de los filetes de peces obtenidos de ambiente natural y cultivo.

En los cortes de carne fresca se evidencia una estructura compacta de las fibras
musculares, con poca separacion del endomisio. No obstante en las miocomatas de los
animales provenientes del medio natural, ademas de un leve desorden, se observa un
efecto de separacion interfibrilar mas pronunciado que en la miocomata de los peces de
cultivo (Imagen 8. A y B), resultados similares fueron reportados por (13), para filetes de
(Sparus aurata) conservados a 4°C durante 2 dias; y (46) en filetes de Salmén (Salmo

salar L.) conservado durante un dia en hielo.

El efecto de la baja temperatura y del tiempo de almacenamiento en el tejido, se
evidencia con la con la formacion de areas degradadas de mayor tamafio. Cuando las
muestras fueron conservadas durante 13 horas a 0°C (Imagen 8. C y D), la separacién
entre el endomisio y los miocitos (flechas) fue un poco mayor comparada con las
muestras control, evidenciandose un menor efecto en los peces de rio, probablemente
debido a que los peces de rio eran mas viejos factor que incide en la composicion de
colageno. Sin embargo cuando el tiempo de conservacion en frio fue de 61 horas
(Imagen 8. E y F), el tejido de los animales provenientes de cultivo presenté mayor
afectacion en la estructura histolégica. Las miocomatas en estos animales aparecen
degradadas casi en su totalidad, mientras que las de los peces de rio, aunque presenta
también en menor proporcion pérdida de colageno interfibrilar, puede observarse una

estructura definida.

Claramente se evidencia que a menor temperatura la afectacion del tejido muscular de

Brycon amazonicus es mayor. La pérdida de colageno y formacion de espacios



interfibrilares y el tamafio de estos, son efecto de la baja temperatura presentando
diferencia significativa entre tratamientos, cuando son comparadas las muestras
conservadas a -8+1°C y las de 0°C durante el mismo tiempo de almacenamiento. Las
muestras almacenadas a -8+1°C (Imagen 5. G, H, | y J) evidencian perdida del
miocomata y en tejido interfibrilar evidencian la formacion de espacios en las miocomatas
y entre midbmeros. A esta temperatura el efecto de la procedencia de los peces es
irrelevante, pues el efecto del frio es drastico y de una manera similar en todos los peces.
Otros autores reportan degradacion similar en filetes de salmén conservados durante 14

dias (13).

Este fenbmeno de degradacién de las miofibrillas de tejido conectivo de la carne de
Brycon amazonicus sometida a procesos de conservacion en frio, es un fenémeno que
se ha reportado con anterioridad para diferentes especies de peces conservadas en frio
a diferentes temperaturas y durante diferentes tiempos (13, 16, 46, 47) y que es
explicado como efecto de la degradacion de los proteoglicanos de la matriz, cuya causa
es la descomposicion estructural de la red de colageno, generando fallas en la estructura

muscular (16).
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Capacidad de retencion de agua (CRA) de muestras carnicas de

Yamu
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Grafica 1. Capacidad de retencion de agua (CRA) de la carne de Yamu sometida a
diferentes tiempos y temperaturas. Las barras de error correspondes al desviacion
estandar.

Los valores para la capacidad de retencién de agua (CRA) son presentados en la gréfica
1. La CRA de la carne Yamu fue afectada por el tiempo de almacenamiento (P<0.05)
donde el mayor valor después del obtenido para los animales en fresco fue para filetes
de peces provenientes de rio y almacenados durante 13 horas 0°C = 1.5°C.y el menor
valor para filetes de peces de rio almacenado durante 61 horas 0°C = 1.5°C. (29.7%).
Los valores encontrados difieren de los obtenidos por otros autores, quienes trabajando
con filetes de (Merluccius merluccius) conservados a -40°C + 1.5°C durante 25 semanas
y demostraron que la CRA de la carne de esta especie aunque reduce su capacidad,
esta se mantiene por encima del 40% (43). También se encontraron diferencias en los

valores obtenidos en (Merluccius merluccius) conservado a diferentes temperaturas

durante diferentes periodos de tiempo (0-48 semanas) y encontraron que el efecto del



tiempo de almacenamiento también afecta la CRA de dicha especie (39). El hecho que
los valores de CRA reportados por estos autores sean mayores a los obtenidos en
nuestra investigacion, deja en evidencia que la CRA de la carne de Yamu sufre cambios
drasticos cuando esta es sometida a procesos de conservacion en frio, especialmente a
temperaturas por debajo de los 0°C + 1.5°C. Este fendbmeno es causado por las
alteraciones en el complejo proteina — agua causadas por la exposicion de los grupos
alifaticos en la estructura secundaria de las proteinas (48-50). Estos sucesos suceden
por efecto de la degradacion proteica no controlada con la temperatura de
almacenamiento, lo que claramente explica porque solo el tiempo de almacenamiento es
causante de la reduccion en la CRA, pues a pesar de que los filetes permanecieron a
temperaturas inferiores a 0°C, la accién enzimatica que hidroliza el complejo proteico que

ayuda a retener agua, aln se mantiene trabajando.

Por otra parte, el origen de los pescados (ambiente natural y Cultivo), y el tratamiento de
temperatura de conservacion no fueron factores que incidieran en la variacion en la CRA
(p>0.05), las interacciones entre los tratamientos tampoco ejercieron efecto sobre la CRA

Gréfica 1.
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Analisis de textura de la carne de Yamu

600,00
500,00

400,00

300,00

200,00

100,00 i
0,00

13 Horas 61 Horas 13 Horas 61 Horas O Horas 13 Horas 61 Horas 13 Horas 61 Horas 0 Horas

Fuerza de corte (g fuerza)

(-82C) (02C) Fresco (-82C) (02C) Fresco

Rio Cultivo

Grafica 2. Fuerza de compresion de la carne de Yamu. Obtenido durante la compresién
de la muestra en un 40%. Las barras de error correspondes la desviacién estandar.

Los resultados para textura son presentados en la Grafica 1. Los valores encontrados
indican que la textura de la carne de Yamu fue afectada tanto por el origen de los
animales como por el tiempo de conservacion (P<0.05), asimismo se evidencio un efecto
significativo de la interaccién de los 3 factores sobre la textura de la carne. El origen solo
afecta a la textura cuando el tiempo de almacenamiento llega a 61 horas, a las 13 horas
de almacenamiento no hay diferencias significativas (P>0.05) para la textura entre los

peces provenientes de cultivo y los provenientes de rio.

Los valores obtenidos para la fuerza de compresion en la carne de Yamu, son mayores a
los reportados por otros autores que investigaron con (Oncorhynchus mykiss)
conservada en hielo durante 5 dias y encontraron valores entre 32 — 116 (g - fuerza) (51);

para (Brycon cephalus) después de conservarlo a -3°C durante 12 horas reportaron



valores 96 — 128 (g - fuerza) (52) y para 6 especies distintas almacenadas a 5°C durante
72 horas (11), sin embargo, estos valores son inferiores a los reportados para salmén del
atlantico congelado y refrigerado pre y pos rigor mortem, los cuales oscilaron entre 846.4
—1070.7 (g — fuerza) (53), Pero los datos de la investigacion coinciden por los reportados
por liu y colaboradores (2013) (54), quienes reportan valores medios de 350 g Fuerza y
430 gramos fuerza para (Ctenopharyngodon idella) conservada a -3°C y a 0°C. No
obstante, la carne de Yamu muestra un cambio mas dréstico comparada con los otros
autores citados, coincidiendo con otros trabajos (2), lo que indica que la carne de los
animales del género Brycon puede ser afectada de mayor manera por la conservacion
en frio que en otras especies icticas. Esta pérdida de textura esta altamente relacionada
con la disminucion en la CRA, pues al hidrolizarse las proteinas miofibrilares, la
estructura que da soporte y rigidez a la carne se pierde y en efecto se reduce su

resistencia a la compresion.

Determinacion de pH de las muestras de carnicas de Yamu
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Grafica 3. Variacion de pH en filetes de Yamu conservados a diferentes temperaturas.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

Los valores de pH se vieron afectados por dos de los tres factores (Origen y tiempo de
tratamiento), asi como por la interaccion de todos los factores (p<0.05). Sin embargo el
origen de los peces tuvo un efecto marcado en la variacion del pH de los filetes después

de estos haber sido almacenados durante 61 horas.

Los valores obtenidos muestran que el pH de los peces de cultivo esta cerca de 6.54 +
0.07 para conservados a 13 horas y 6.37 = 0.03 conservados 61 horas. Mientras que
para peces de ambiente natural 6.51 + 0.08 para conservados a 13 horas y 6.48 + 0.09
conservados 61 horas. Estos valores de pH mostraron una tendencia distinta a la
reportada por otros autores (25, 55) quienes trabajando con Labeo rohita, y Mustelus
lunulatus almacenado en hielo durante ocho y dieciocho respectivamente dias: sus
investigaciones mostraron que el pH de estas especies aumentaba a medida que pasaba
el tiempo de almacenamiento; sin embargo en nuestra investigacion el pH mostré un
descenso en el tiempo para los peces en conservados a las 2 temperaturas de
conservacion, resultados que muestran una tendencia similar a la reportada para Bacalao
conservado a 0 — 5 — 10 — 15°C durante 400 horas (56).

Este descenso del pH sugiere que los pescados fueron sometidos a conservaciéon en frio
antes de que empezara el proceso de rigor mortis y el descenso es producto de la
conversion de glucdgeno a lactato durante la glicolisis postmortem (53).

Los cambios bioquimicos juegan un papel importante para la textura de los filetes de
pescado. En particular la acidificacion rapida post-mortem de la glucdlisis anaerébica y
un pH final bajo se han se han asociado con suavidad (18, 57), posiblemente debido a la
reduccion de la fuerza del tejido conjuntivo (58), la desnaturalizaciéon de las proteinas y el

aumento de la protedlisis (16, 58).



Degradacion proteica

TRIIRNIIE

Imagen 7: Perfiles de proteina en extractos de tejido carnico de Yamu (Brycon
amazonicus). Carril 8 perfil proteico Brycon amazonicus proveniente de Rio, carril 9 perfil
proteico Brycon amazonicus proveniente de cultivo.
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Imagen 8: Electroforesis SDS-PAGE al 10%. Se empleé Coomassie coloidal para la
tincion y se sembrd en cada carril 30 ug de proteina. Imagen 6A muestra los perfiles
proteicos de las muestras conservadas a 0°C = 1.5 durante 13 horas. Carril PM.
Marcador de peso molecular. Carril 1 Muestra de Rio. Carril 2. Muestra de Cultivo.
Imagen 6B, carril PM. Marcador de peso molecular. Carril 1. Muestra de Rio 0°C + 1.5 61
horas. Carril 2. Muestra de Cultivo 0°C + 1.5 61 horas. Carril 3. Muestra de Rio -8+1°C
13 horas. Carril 4. Muestra de Cultivo -8£1°C 13 horas. Carril 5. Muestra de Rio -8+1°C
61 horas. Carril 6. Muestra de Cultivo -8+1°C 61 horas.

Los resultados del analisis de perfil proteico determinados por SDS-PAGE 10%
(Acrilamida-bisacrilamida) obtenido a partir tejido cérnico en estado fresco de Yamu tanto
de rio como de cultivo, son presentados en la Imagen 5. Los resultados presentan un
patrén de proteinas estables, las bandas son consistentes y no se observan manchas
gue indiquen fuerte degradacion de las proteinas. Tampoco se observan diferencias

entre el perfil proteico de los Yamu procedentes de rio y de cultivo.

Después de la electroforesis y tincion de las proteinas miofibrilares con azul de
Coomassie, se observaron 14 bandas. Los patrones de proteinas son parecidos a los
reportados por otros autores (10, 26, 59-61). La identificaciéon de los pesos moleculares,
presentd bandas similares a las reportadas por otros autores, miosina de cadena pesada
(WHC ~200KDa) (28, 62), a-actinina (~105KDa) (10), Actina (~45KDa) (28) y Troponina
(~78 KDa) (10). Se observa leve degradacion de estas proteinas en las muestras que
fueron almacenadas en frio (Imagen 6 A), presentandose un mayor efecto en las
muestras conservadas durante 61 horas a menor temperatura (-8+1°C) (carriles 6 y 7).
La banda 222 kDa (Imagen 6B. Carril 2), similar a la miosina de cadena pesada se
presenta para todos los tratamientos y aunque la intensidad de la banda disminuye
encontrandose bandas de menor peso molecular (212,69 kDa; 172,87 kDa; 171,96 kDa;
147,05 kDa; 135,96 kDa; 124,32 kDa y 112,44 kDa) en las muestras conservadas en frio,
se puede inferir que no presenta degradacion total. En las muestras conservadas a 0°C

+ 1.5 durante 13 horas, no se observa una banda definida de un peso molecular similar al



de actina (~45KDa), pero si se evidencia la aparicion de unas bandas de 34,06 KDa vy
30,30 KDa, fendbmeno que sugiere una degradacion de la actina. Las bandas que
representan la a-actinina (~105KDa), dejan de evidenciarse después de haber
almacenado por 13 horas en frio los filetes de Yamu (Fig 6A y 6B), sin embargo aparece
una banda de peso similar en las muestras de rio y cultivo almacenadas a 0°C + 1.5
durante 61 horas y almacenadas a -8°C durante 13 horas, esta banda no tiene la
intensidad de las banda de Actina reportadas en la literatura ni la de la encontrada en los
perfiles iniciales, lo que indicaria que es un fragmento de otra proteina de mayor peso

molecular.

El comportamiento de las muestras proteicas miofibrilares de Brycon amazonicus
almacenado en frio (0°C y -8°C) fue similar para los animales de rio como los de cultivo,
aunqgue al conservarse los filetes por mayor tiempo y a menor temperatura se evidencia
la aparicién de bandas de menos (71,08 y 64,78 KDa) peso moleculares, lo que sugiere
la degradacion de algunas proteinas de mayor peso molecular como la troponina (~78

KDa) (Imagen 6B. Carril 3 - 6).
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Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

El analisis SDS-PAGE evidencio, que los perfiles proteicos de los pescados de rio
como de cultivo, son similares y el comportamiento después del periodo de
almacenamiento en frio fue el mismo, sufren la desaparicién de las bandas de
~222 KDa (MHC), ~45KDa (actina) y 70 KDa (troponina), prote{inas miofibrilares

encargadas de la estructura muscular.

Las fallas presentadas en la estructura miofibrilar del pescado Yamu, son
altamente evidenciables después de 13 horas de almacenamiento tanto a -8
+1°C, como a 0+1°C. No obstante las muestras almacenadas a -8 +1°C,
presentaron mayores alteraciones en su estructura, evidenciandose rupturas en el

tejido conectivo, asi como en la microestructura superficial del musculo.

La carne de los peces de cultivo presenté diferencias importantes en la textura,
comparada con la carne de los peces de obtenidos del medio natural (rio),
evidenciandose asi, un mayor ablandamiento del tejido carnico muscular durante
su almacenamiento (-8 x1°C - 0x1°C) durante 61 horas de almacenamiento,

diferencia que se evidencia claramente en los analisis de microscopia Optica.

El pH de las muestras también marc6 diferencias entre las muestras que
provenian de peces de rio y las que provenian de cultivo, estas Ultimas mostraron
un mayor descenso en el pH, aspecto relacionado con fallas en el tejido
conectivo, lo que genera un desacople en la estructura muscular que altera las
caracteristicas como la textura y la capacidad de retencién de agua. la cuales

juegan un papel importante en la calidad de la carne de pescado.



Los resultados obtenidos, evidencian que las fallas ocurridas en la carne de Yamu
durante el almacenamiento en frio, se presentan principalmente en el tejido
conectivo. Lo anterior es evidencia que la degradacion del colageno, en la
estructura miofibrilar, representada en la pérdida de textura, presencia de “gaping”
y malformaciones superficiales, sin embargo la capacidad de retencién de agua
de la carne Yamu permanecid constante después de las 13 horas de

almacenamiento y hasta las 61 horas.

Aunque después de las 13 horas de almacenamiento en frio de la carne de Yamu,
el comportamiento de los filetes tanto de rio como de cultivo fue similar, en
términos generales se evidencia un mayor efecto de la conservacion en frio sobre
la pérdida de textura en los filetes de peces provenientes de cultivo,
evidencidndose mayor afectacion en las miocomatas, mayor ablandamiento y

menor pH.

Recomendaciones

Se recomienda desarrollar un trabajo similar utilizando mas niveles en el factor de
temperatura y de esta manera establecer una curva de enfriamiento en la que se
puedan identificar temperaturas apropiadas para la conservacion de la carne de

Yamd.

Se hace importante realizar una investigacion, en la que se pueda analizar el
comportamiento de diversos tipos de colageno y de esta manera dilucidar cudl
(es) colagenos son los que se estan degradando de manera acelerada. Asi se
encontrara con mayor detalle la causa de este fenbmeno de pérdida de textura

gue sufre la carne de Yamu al ser almacenada en frio.
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e También se sugiere que realice un estudio utilizando enzimas (Catepsinas B, Dy
L, colagenasas entre otras), para determinar si alguna de estas es la que genera

las alteraciones de en la carne de Yamu, durante su almacenamiento en frio.



Anexos

Anexo 1.Tablas ANOVA de las caracteristicas fisicoquimicas.

Anélisis de varianza multifactorial para capacidad de retencién de agua.

Andlisis de Varianza para CRA (%)

Fuente | Cladrados| libertad | cuadrados| FRf0 | Prvalue
Efecto Principal
A:Tiempo (Horas) 822 1 822 15 0,0004
B:Temperatura
(°C) 2,31053 2,31053 0,04 0,8384
C:Origen 4,83126 4,83126 0,09 0,7681
Interacciones
AB 221,67 1 221,67 4,04 0,0511
AC 113,981 1 113,981 2,08 0,1571
BC 102,14 1 102,14 1,86 0,1799
ABC 49,7358 1 49,7358 0,91 0,3465
Residuos 2192,5 40 54,8124
TOTAL
(Corregido) 3376,76 47
Andlisis de varianza multifactorial para textura.

Andlisis de Varianza para Textura (g - Fuerza)
Grados ,
Fuente cii?rzgce)s ' de C'\SZSLZC?(?S F-Ratio P-Value
ibertad

Efecto Principal
A:Tiempo (Horas) | 1056350,000 1 1056350,000 76,3 0
B:Temperatura
(°O 32673,800 32673,800 2,36 0,1261
C:Origen 75898,700 75898,700 5,48 0,0202
Interacciones
AB 416,7890 1 416,789 0,03 0,8624
AC 47716,500 1 47716,500 3,45 0,0649
BC 146,634 1 146,634 0,01 0,9181
ABC 86160,200 1 86160,200 6,22 0,0134
Residuos 2699710,000 328 13844,700
TOTAL
(Corregido) 4053350,000 335
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Andlisis de varianza multifactorial para pH.

Andlisis de Varianza para pH

Grados :
Fuente C?Jl;grzggs ’ de cwgglrgc?:s F-Ratio | P-Value
ibertad
Efecto Principal
A:Tiempo
(Horas) 0,0455317 1 0,0455317 24,37 0
B:Temperatura
(°C) 0,00251577 0,00251577 1,35 0,2557
C:Origen 0,139101 0,139101 74,44 0
Interacciones
AB 0,0205717 1 0,0205717 11,01 0,0025
AC 0,0416779 1 0,0416779 22,31 0,0001
BC 0,00872214 1 0,00872214 4,67 0,0394
ABC 0,0305416 1 0,0305416 16,35 0,0004
Residuos 0,0523183 232 0,00186851
TOTAL
(Corregido) 0,317497 239




Anexo 2. Prueba de multiples rangos (Test de Tukey).

Test de multiples rangos para Capacidad de retencidon de agua (%)

Método: 95,0 porcentaje LSD

Homogeneidad de
Temperatura ('C) | Cuenta | LS Mean LS Sigma los grupos
-82C 13 31,910 1,522 X
02C 13 40,245 1,522 X
Contraste Sig. Diferencia | +/- Limites
13 Horas - 61 Horas * 8,33538 8,33538

Test de multiples rangos para textura (g — Fuerza) Vs tiempo (Horas)

Método: 95,0 porcentaje LSD

Homogeneidad de
Tiempo (Horas) | Cuenta | LS Mean LS Sigma los grupos
61 Horas 273 198,747 11,385 X
13 Horas 273 344,932 12,267 X
Contraste Sig. Diferencia | +/- Limites
13 Horas - 61 Horas * 146,186 33,006

Test de multiples rangos para textura (g — Fuerza) Vs Origen (Cultivo - Rio)

Método: 95,0 porcentaje LSD
Homogeneidad de
Origen Cuenta | LS Mean LS Sigma los grupos
Cultivo 147 252,247 12,338 X
Rio 126 291,432 11,307 X
Contraste Sig. Diferencia | +/- Limites
. , -39,185 33,006
Cultivo - Rio *

Test de multiples rangos para pH Vs Origen (Rio - Cultivo)

Método: 95,0 porcentaje LSD

Origen

Cuenta

LS Mean

LS Sigma

Homogeneidad de
los grupos
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Cultivo 21 6,459 0,011 X
Rio 18 6,532 0,010 X
Contraste Sig. Diferencia | +/- Limites
Cultivo - Rio * -0,0732083 | 0,0303787

Test de multiples rangos para pH Vs tiempo (13 horas — 16 horas)

Método: 95,0 porcentaje LSD

Homogeneidad de

Tiempo (Horas) | Cuenta | LS Mean LS Sigma los grupos
61 Horas 21 6,432 0,011 X
13 Horas 18 6,560 0,010 X
Contraste Sig. Diferencia | +/- Limites

13 Horas - 61 Horas * 0,128 0,030

Test de multiples rangos para pH Vs Origen (13 horas — 16 horas)

Método: 95,0 porcentaje LSD

Homogeneidad de

13 Horas - 61 Horas

0,030

Tiempo (Horas) | Cuenta | LS Mean LS Sigma los grupos
Cultivo 21 6,459 0,011 X
Rio 18 6,532 0,010 X
Contraste Sig. Diferencia | +/- Limites
-0,073




Anexo 3. Gréaficos de interaccién de los factores.

Gréfico de interaccion de factores para la variable capacidad de retencion de agua.
Capacidad de retencién de agua (CRA) Vs Temperatura de almacenamiento (°C)

CRA (%)

\/

Gréficos de interaccion de factores para la variable textura.
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Textura Vs Origen (Cultivo — Rio)
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Gréficos de interaccion de factores para pH.
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pH Vs Origen (R{io - Cultivo)
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