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1. INTRODUCCION

El cerdo peléon mexicano (CPM) es una raza porcina desarrollada en la Peninsula
de Yucatan, México. EI CPM se caracteriza por su piel oscura y sin pelo, lo que lo
hace especialmente adaptable al clima calido y humedo de la regidn sureste de
México. Ademas, el cerdo es de tamano mediano, con una estructura corporal
robusta (Lemus Flores & Alonso Spilsbury, 2005). La produccion local del cerdo es
importante para preservar las tradiciones de su manejo y su conservacion de la
raza. Ademas, la comercializacion del cerdo es una fuente proteica en la dieta y
una fuente de ingresos para las comunidades rurales. Tradicionalmente, la carne
de CPM se utiliza para la preparacién de platos tradicionales yucatecos como la
cochinita pibil, que es una parte esencial de la gastronomia tipica de la region.
Ademas, la cria del CPM en sistemas extensivos respetuosos con el medio
ambiente promueve la sostenibilidad y preserva los métodos agricolas
tradicionales, ayudando a fortalecer el vinculo entre la comunidad y su territorio
(Rosado Aguilar et al., 2022).

La carne del CPM se destaca por su alto contenido de grasa intramuscular, lo que
le da un marmoleo caracteristico que mejora su jugosidad y sabor. Esta
caracteristica se debe a que el CPM no se ha sometido a procesos intensivos de
seleccidon genética, manteniendo una alta actividad lipogénica en las primeras
etapas de desarrollo. Ademas, la alta proporcion de acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados de la carne de CPM contribuye a su perfil

organoléptico unico (Dzib-Cauich et al., 2020).

El CPM puede representar una muy buena alternativa sustentable en el consumo
de carne tipo gourmet para nuevos mercados especializado (Angel Hernandez
et al., 2020).

La valorizacion de la calidad de la carne de CPM tendria un impacto significativo
para el rescate y preservacion genética como raza en Yucatan (Rosado Aguilar
et al., 2022).
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La maduracion en seco, conocida como Dry aged, es un proceso que tiene como
proposito principal mejorar ciertas caracteristicas de la carne, como su sabor,
terneza y jugosidad. Durante este proceso, la carne esta bajo ciertas condiciones
controladas de temperatura, humedad y velocidad de aire durante un periodo de
tiempo. En el proceso, la carne se deshidrata y las enzimas (proteasas y lipasas)
hidrolizan las proteinas miofibrilares y grasas, resultando en una carne con mejor

textura y realzando su sabor (Carnicas Discare, 2023).

En este proceso es importante destacar que hay diversos factores que deben ser
cuidadosamente controlados para obtener resultados 6ptimos, las cuales son la
temperatura, tiempo de maduracion, humedad relativa de la camara, flujo de aire

entre los mas importantes (Vitale, 2016).

En el siguiente trabajo de Jaramillo Recalde (2016) se evalud el efecto de la
maduracién en seco y en humedo sobre la calidad de la carne bovina (Longissumus
dorsi) de hembras Holstein. Los resultados de los autores indicaron que, a los 12
d, la maduracioén en seco y humedo obtuvieron un valor mas bajo de la fuerza de

corte de 23 N, demostrando una mejora significativa en la terneza de la carne.

En el trabajo de (Guuml rbuuml z et al., 2022) se investigo los efectos del proceso
de maduracion en seco sobre la calidad de la carne de cordero de la raza
Akkaraman. Utilizando los musculos Longissimus thoracis (LT) y Longissimus
Lumborum (LL), las muestras se sometieron a maduracion en seco durante 0, 7 y
14 dias en condiciones controladas de 1 °C, con humedad relativa de 85 % vy flujo
de aire de 0.2- 0.5 m/s. De acuerdo con estos mismos autores, no se registraron
cambios significativos en los valores de pH en los musculos LT y LL a lo largo del
periodo de maduracion; sin embargo, en las muestras LT se presenté una mayor
pérdida de peso de 700£15 a 570£9.5, un incremento significativo en los valores
de color a* de 12.37 £0.55 a 14.66 £ 0.29 (rojo) y b* (amarillo) de 10.36 £0.61 a
12.07 £0.29), y una menor fuerza de corte en comparacién con las muestras LL
siendo de 22.96 £ 1.66 N a 17.36 £ 0.74 N. La maduracion en seco mostré una
disminucién significativa de la fuerza de corte en las muestras LL después de 7 d,

indicando una mejora en la terneza de la carne.
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Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del tiempo de
maduracién en seco de la carne de cerdo pelén mexicano (CPM) sobre los
principales cambios proteoliticos.




2. MARCO TEORICO

2.1 Cerdo Peléon Mexicano (CPM)

Los cerdos Célticos, Ibéricos, Napolitanos y animales de raza asiatica, introducidos
por los espafnoles y China, respectivamente condujo a la formacion de un genotipo
denominado Cerdo Pelén Mexicano (Figura 1), debido a la falta de control entre el
cruzamiento de distintas razas de cerdos criollos (Lemus Flores & Alonso Spilsbury,
2005). ElI nombre proviene del Maya “Birich KéeKén”, que significa Cerdo Pelén
(Ogato, s. f.).

P
—

Figura 1. Genotipo de Cerdo Pélon Mexicano.

El CPM es un genotipo mas difundido de cerdos criollos, estos animales estan
ampliamente distribuidos en todas las regiones costeras y en el sureste de México
tales como los estados de Oaxaca, sur de Veracruz, Tabasco, Chiapas, Campeche,
Quintana Roo, Yucatan y algunos estados hacia el occidente como Nayarit y Jalisco
(Lemus Flores & Alonso Spilsbury, 2005). En la Peninsula de Yucatan, la carne de
CPM es una fuente importante de proteina para la dieta humana y brinda beneficios

econdmicos a los productos. Hay escasos registros de la poblacion de CPM en




Yucatan y de lo reportado en 2010, se indica un registro en existencia de alrededor de

1,000 cerdos puros en Yucatan (Castro Marin, 2010).

Los animales son criados en comunidades rurales en explotacion de tipo familiar
(Figura 2). Es un genotipo que escasamente participa en programas de seleccion
genética y son poblaciones de CPM ampliamente heterogéneas. Ademas, en
ocasiones estan cruzados con otras razas de cerdos, pero conserva un elevado grado

de caracteristicas de estas poblaciones (Lemus Flores & Alonso Spilsbury, 2005).

Figura 2. Cerdo Pelén Mexicano criado en traspatio.

Los CPM tiene la cabeza y cara rectilinea; orejas de tamafio mediano, semirrectas;
dorso un tanto rectilineo, con ancas completamente caidas; el cuerpo esta parcial y
totalmente desprovisto de pelo; su color es grisaceo o combinado con blanco, y son
de talla mediana teniendo una alzada de 57 a 76 cm, una longitud de 83 cm, con un
peso adulto de 70 a 83 Kg (Figura 3) (Lemus Flores & Alonso Spilsbury, 2005). De
acuerdo con De La Rosa et al., (2021) estos animales son considerados una especie
en riesgo de pérdida genética debido al intercambio genético entre razas, el mestizaje
y la cria descontrolada. A pesar de estar en peligro de extincion, productores que tienen
el interés de incrementar su valor agregado a sus productos carnicos procesados, han
impulsado durante los ultimos afios la cria y produccion de carne de CPM (Sierra
Martinez, 2019).




Figura 3. Caracteristicas de los Cerdos Pelén Mexicano. Foto propia.

Debido a su pequefio tamafio y a la alta produccion de grasa subcutanea, la carne de
CPM no ha sido valorada a nivel comercial, sin embargo, al probarse recientemente
que la calidad de la carne del CPM corresponde a una carne exquisita, tierna y con un
sabor singular, el cual son caracteristicas diferentes al de otros cerdos haciéndola
apropiada para su industrializacién, con excelentes productos embutidos de tipo
ibérico, se presenta una oportunidad para estudiar y difundir la elaboracion de
productos en las comunidades rurales, para crear una cultura de conservacion y uso
de proteina animal en la alimentacion humana, mejorando el nivel de nutricion y
beneficiando la preservacion y uso de este tipo de cerdo, fomentando ademas, una
agrupacion de criaderos de CPM que nos permite estudiar y mejorar este cerdo
(Lemus Flores & Alonso Spilsbury, 2005).

Dado que proporciona un sustituto de la produccién comercial de carne del cerdo
americano comun usado en la industria carnica, el CPM ha desempefiado un papel
importante en la economia de supervivencia de los pueblos mayas durante muchos
anos. De lo que se sabe, la carne del CPM es muy reconocido, atribuido al manejo de
los animales en las poblaciones rurales, incluyendo la dieta del animal aprovechando
una gran cantidad de forrajes nativos, como son las hojas de Ramoén, Huaxin,

Tzitzilché, Chichibé, Jabin, entre otros, raices y tubérculos (maiz, calabaza, yuca,




camote), y son animales resistentes a enfermedades zootécnicos (Rosado Aguilar
et al., 2022).

En el mercado gourmet se ha producido un aumento en la demanda de la carne de
CPM. Los restaurantes en México, particularmente en Mérida, Yucatan, demandan
4,000 cerdos anualmente, ademas de 500 cerdos criados en otros estados, segun
datos de la Asociacién Mexicana Especializada en Cerdos Criollos (AMECC) (Rosado
Aguilar et al., 2022).

2.2. Caracteristicas de calidad de la carne y sus cortes

La conformacién corporal del cerdo es uno de los muchos y muy variados factores que
afectan la calidad de la carne de cerdo, que refiere el rendimiento en canal, y las
caracteristicas de la carne y grasas producidas, expresadas en su consistencia, color,
olor y flavor (Pedraza Aguilar, 2019).

La carne debe estar firme, tener un color brillante y una superficie libre de exudado.
Después de la coccidn, la carne debe tener un sabor agradable, una textura distinta y
un buen aroma. Su contenido proteico, la disponibilidad biolégica de los aminoacidos
esenciales, las vitaminas hidrosolubles, los minerales y los lipidos de alta energia son

factores que determinan su valor nutricional (Pedraza Aguilar, 2019)

La carne CPM tiene ventajas que la hacen competitiva y sostenible. Este genotipo de
cerdos exhibe rasgos fisicoquimicos comparables a los de otros tipos de razas
comercialmente reconocidas. Ademas, la carne de estos cerdos tiene un sabor
distintivo y un veteado de acidos grasos de alta calidad. Otras especies de animales
no se benefician de la calidad distintiva de la grasa intramuscular que se encuentra en
la carne. Los acidos grasos Omega 3 y Omega 6, consideradas grasas buenas,
abundan en la carne de CPM. Estos lipidos también estan presentes en la dieta del
cerdo ibérico, muy conocido en Europa por productos premium como el jamon serrano
(Sierra Martinez, 2019). Su sabor singular, tierno, exquisito de la carne CPM,
diferentes al de otras razas semejantes, es caracteristico de la capacidad genética

lograda por el CPM.




Los cortes primarios del CPM se separan en varias partes que se utilizan en la
preparacion de alimentos, al igual que los de otras razas de cerdo. Algunos de los

cortes primarios comunes incluyen (tabla 1):

La tabla 1 muestra los cortes primarios comunes que podemos obtener del CPM.

Tabla 1. Cortes de carne de CPM.

Corte Descripcion

Se encuentra a lo largo de
la espalda y es la parte
Lomo . .
que contiene mas carne

magra.

Es la parte del lomo de
cerdo que esta mas

cercano a la cabeza o al
Cabeza

cogote de la cabeza. Es
de lomo

un trozo de carne mucho
mas grasa y jugosa que el
resto del lomo del cerdo.

Se obtiene del cuarto
trasero una vez que se ha

cortado el rabo y separado
Pernil o _
la pezuna, realizando un
pierna
corte aproximadamente a

la mitad de la longitud del

hueso de la tibia.




Paleta o

brazo

Es el miembro delantero
del cerdo. Que incluye
pezufia delantera y todos
los musculos
gue se encuentran
alrededor de los huesos
de la escapula, humero y

radio, entre otros.

Costillar

Son todas las costillas
junto con la falda, tal como
se obtiene de la media

canal.

Tocino

Es la grasa que se obtiene
entre la piel y el musculo,
en cualquier parte de la

canal.

Panza

Una de las partes con mas
grasa del cerdo es la
panceta, esta parte
también es conocida por el
“‘bacdn” o el “tocino” que

son cortes de la panceta.




Papada

Son los musculos
cutaneos de la cara:
musculos digastricos y

musculos milohioideo.

Una dieta adecuada influye en la salud y el bienestar del animal, asi como también

impacta directamente en las propiedades organolépticas y fisicas de la carne obtenida.

El brindar una dieta equilibrada a la formacion de tejido muscular magro, o que mejora

la terneza y el sabor de la carne. Ciertos autores (tabla 2) plantean dietas disefiadas

utilizando diferentes forrajes para criar al CPM y tener calidad y rendimiento en la canal

proporcionandole un equilibrio optimo entre las porciones de grasa y carne magra.

La tabla 2 muestra las investigaciones recientes sobre la calidad de la carne del CPM

utilizando diferentes forrajes.

Tabla 2. Estudio del rendimiento de la carne de Cerdo Pelén Mexicano con diferentes dietas de forrajes.

Caracteristicas de la calidad

Dieta Resultados Autor
evaluada
Crecimiento y niveles
Maiz quebrado hormonales y ganancia de La dieta MS tuvo valores
adicionado con peso en CPM. mayores que los de MA, con (Hernandez
vitaminas y minerales Dieta a base de maiz respecto al rendimiento en Velazquez,
(MA) y adicionado consumo del alimento y ganancia 2019)

con soya (MS).

quebrado: MA + 7.8 % de
proteina cruday MS + 13.8 %

de proteina cruda.

de peso vivo (16.32 kg).




Ensilaje de maiz
criollo Chak Nal tel

Consumo y ganancia de peso
en el CPM.

La ganancia de peso de los

(Nal), San Pablefio Dieta con ensilado de maices | cerdos obtenida con Nal 30 % + (Bat'Jtista
(San), maiz hibrido criollos: dieta control, TO AlCo AICo' 70 % es c'omparable a Io.s Rodriguez,
(Hib) y alimento 100 %, T1 Nal 30 % + AlCo 70 obtenidos con alimento comercial 2021)

comercial (AICo). | % T25an 30 % + AICo 70 %, (3.4. kg).
T3 Hib 30 % + AICo 70 %.
El 10 % de PA en los cerdos
Pasta de aguacate Caracteristic.as delacanaly | mostrg un mejor rendimiento de
(Porsea americana ganancia de peso. la canal en comparacion de los (Jiménez
Mill) (PA) Dieta a base de PA en 0, 2.5, otros porcentajes. Rendimiento | et al., 2021)
5y 10 %. de la canal, control (PAO %):
53.29 kg, PA10 %:48.88 kg.
Calidad de la canal y cortes
primarios.
Hojas de B. El peso de lomo (4 kg) fue mayor .
alicastrum (BA) y M. Evaluando una dieta con para animales con una dieta de (Gauich
et al., 2022)

oleifera (MO)

forrajes: dieta control, 10 %
MO, 10 % BA, 5 % MO +5 %
BA

BA.

2.3 Maduracién en seco (Dry Aged)

Consiste en el proceso de someter a la carne para su afiejamiento, que se realiza

durante un tiempo prolongado en ambientes con humedad y temperatura controladas

utilizando camaras frigorificas (figura 4). La maduracion de la carne se puede prolongar

de dias hasta anos, pero generalmente se madura entre 7 y 21 dias a una humedad

relativa entre 60 y 80 %. Se sabe que el envejecimiento hace que la carne sea mas

tierna durante su almacenamiento post mortem bajo condiciones de refrigeracion;




entonces, el aumento de la terneza se debe a la pérdida de la integridad de las

miofibrillas postmortem (Lépez-Maldonado, 2009).

Figura 4. Refrigerador Dry Aged

Para este tipo de maduracién se pueden hacer con diferentes tipos de cortes de carne
de cualquier animal, comunmente podemos encontrar este tipo de proceso en carne
de cerdo, bovinos, corderos y algunas veces en aves. Se puede madurar carne magra
o con un alto contenido graso distribuido en el corte de manera uniforme, la grasa
ayuda a proteger a las piezas de un deterioro interno. Durante la maduracion, las
enzimas de la carne actuan sobre el tejido muscular, ablandando la carne y resaltar su

sabor (Palanca Carnissers, 2017).

2.3.1 Tipos

Hablando tradicionalmente, la maduracion se realiza manteniendo la canal entera,
media canal o un cuarto de canal en camaras frigorificas. Todavia hay un mercado
para la carne que es madurada de forma tradicional, pero por lo general, los cortes
que estan destinados a ser picados o cortados en cubos son separados del canal en
un plazo de una semana, y solo los cortes que seran para asarse o freirse son dejados

madurar por mas de 7 dias (Vitale, 2016). No se requiere ninguna preparacién especial
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para madurar un corte de carne; dependiendo del método y del espacio disponible, se

puede realizar con o sin hueso.
2.3.1.1 Maduracién en seco sin bolsa (Tradicional)

Consiste en dejar reposar la carne (canal entera, cuartos o cortes), sin envolver y sin
envasar, se almacena en una sala o camara frigorifica (Figura 5), especialmente
construida para mantener un ambiente con parametros de temperatura, humedad, flujo

aire y nivel de bacterias estrictamente controlado (Vitale, 2016).

Después de la muerte del animal y su posterior limpieza, normalmente se corta por la
mitad (un corte longitudinal) o en cortes primarios grandes, que luego se colocan en
un refrigerador. Las piezas se cuelgan en ganchos en refrigeradores especiales con
aire circulante. El flujo de aire es un factor muy importante, por lo debe hacer cierta
distante entre las piezas. El ambiente dentro del refrigerador debe permanecer en un
clima de 1.5 °C y 3.0 °C con una humedad relativa de 60 y 80 % y las piezas pueden

permanecer entre 21 y 28 dias de maduracién (Samuel, 2019).

Figura 5. Maduracién en seco sin bolsa UMAI Dry.

2.3.1.2 Maduracién en seco con bolsa




Consiste en madurar la carne (canal entera, cuartos o cortes) envasadas en bolsas
permeables al vapor de agua utilizando las bolsas Tublin bag (TUBLIN 10, TUB-EX
ApS, Dinamarca) o Umai dry bag (UMAI Dry; ZACROS USA, Wayzata, MN) (Panella-
Riera et al., 2021). Estas bolsas imitan la maduracién en seco tradicional y permiten
una elevada transmisiéon unidireccional del agua al exterior, pero requieren menos

control ambiental y reducen las pérdidas de rendimiento (Leighton et al., 2021)

La bolsa UMAI Dry se caracteriza por la capacidad de crear un ambiente controlado y
seguro para el proceso de maduracion en seco. Crea una barrera eficaz contra
posibles contaminantes manteniendo la integridad de la carne. También esta disefiado
para adherirse mejor a la superficie de la carne, maximizando la transferencia de sabor
y garantizando resultados uniformes. Comparando el método tradicional y con bolsa,
el primer proceso requiere un control ambiental exhaustivo y da lugar a mayores

pérdidas de peso (Leighton et al., 2021).

No hay riesgo de contaminacion en las bolsas UMAI Dry. Para un envejecimiento en
seco seguro y eficaz, se necesita el 75-80 % de la superficie de la carne este en
contacto con la membrana de la bolsa para que tenga una buena adherencia (Figura
6).

Figura 6. Maduracion en seco con bolsa UMA.I.




2.3.2 Factores que afectan la maduracién en seco

La maduracion en seco es una técnica culinaria conocida por su capacidad para

realzar la ternura y el sabor de la carne. Sin embargo, el éxito depende de la aplicacion

de la técnica en si, asi como de comprender de los factores que pueden influir en este

proceso.

La interaccion de variables como la temperatura, la humedad, el tiempo de maduracion

y la calidad inicial de la carne juegan un papel importante para determinar el resultado

final. El estudio de estos factores (Tabla 3), permite comprender el mecanismo de los

cambios bioquimicos que ocurren durante la maduracion en seco, optimizando el

proceso para lograr los resultados deseados.

Tabla 3. Factores que afectan la maduracién en seco.

Factores

Descripcion

Referencia

Tiempo

El tiempo de maduracion determina la terneza de
la carne y los atributos diferentes de flavor y olor

que adquiere la carne a lo largo del proceso.

La mayoria de los investigadores coinciden en
que el periodo de maduracién mas habitual es

entre 14 y 40 d, con recomendaciones de 70 d.

Segun este autor, el mejor resultado en la
maduracion se produce a los 21 d. La edad del
animal es un factor importante para determinar el
tiempo, entre mas edad tenga el animal, mayor

sera el tiempo de maduracion.

(Y. H. B. Kim etal,
2018)

(Ferreira etal.,, 2018;
Hulankova et al., 2018;
USMEF, 2014)

(DeGeer etal., 2009;
Smith et al., 2014)

Temperatura

La temperatura es un parametro importante
durante el proceso. Cuanto la temperatura es
mas alta, mas rapido son los cambios en textura,

flavor, color, entre otras caracteristicas en la

(Ahnstrom et al., 2006;
Dashdorj et al., 2016; Y.
H. B. Kim et al., 2018)




carne, pero en estas condiciones se promueve el
crecimiento bacteriano, desarrollando malos
olores. Es por esto, que se recomiendan una

temperatura de maduracién de 0y 5 °C.

Humedad

La humedad relativa (HR) es crucial porque la
humedad excesiva puede provocar el
crecimiento de bacterias, causando sabores
desagradables. Sin embargo, si la humedad es
muy baja, no habra ningun crecimiento
microbiano y se perdera mas peso de la carne
por evaporacion. También provocaria la pérdida

de jugosidad en la carne.

Durante el proceso de maduracion, la HR puede
variar entre el 49 y 87 %, segun las guias de
recomendaciones, la HR recomendada esta
entre 75y 85 %.

(Dashdorij et al., 2016; Y.
H. B. Kim etal., 2018;
USMEF, 2014)

Flujo de aire

La carne debe poder liberar la humedad
necesaria para el proceso de secado, por lo que
debe haber suficiente flujo de aire. La carne se
secara mas rapido y las pérdidas de recortes

aumentaran si hay demasiado aire presente.

Para la maduracion enseco, se especifica que la
velocidad adecuada esta entre 0.2 y 16 m/s
sobre el producto y se recomienda un flujo de
aire de 0.5a 2.0 m/s.

(Dashdorij et al., 2016)

(S. Kim et al., 2019; Lee
etal., 2019; USMEF,
2014)

2.3.3 Efecto de la maduracion en seco de la carne sobre la terneza, color, flavor,

etc.

2.3.3.1 Terneza




La terneza es una caracteristica multidimensional de la carne relacionada
principalmente con su dureza y su desmenuzabilidad, se considera la principal
propiedad de calidad de la carne (Cafieque & Sanudo, 2000). Este reconocimiento
muestra un impacto directo en la conciencia mundial sobre la calidad de los productos
carnicos. Las sutilezas influyen en la experiencia sensorial del consumidor y tienen un
impacto directo en la percepcion y la satisfaccion (Bianchi et al., 2004). Es un punto de
partida importante para evaluar otras caracteristicas de calidad de la carne. Hasta
alcanzar un cierto nivel de ternura, la evaluacion de otras cualidades como el sabor, la

jugosidad y la textura pueden ser subjetivas o limitadas.
2.3.3.2 Jugosidad

La jugosidad esta determinada por dos factores importantes: la capacidad de retencion
de agua y la cantidad de grasa intermuscular de la carne. Esto nos indica que la
presencia de humedad y grasa afectan directamente en la precepcion que se tenga
jugosidad de la carne. El proceso de deteccidon de jugosidad consta de dos pasos: la
primera implica la liberacion del jugo de la carne durante las primeras masticaciones
creando una sensacion de humedad y la segunda es una sensacion persistente en la
boca, influenciada por la estimulacién de la grasa durante la salivacion (Hocquette
et al., 2010).

2.3.3.3 Flavor

El flavor corresponde a la combinacién de sensaciones olfativas y gustativas
experimentadas en el momento del consumo. Este término hace referencia tanto al
sabor como al olor de los alimentos, ligado con la presencia de compuestos volatiles.
A pesar de estar presente en cantidades muy pequefas, estos compuestos quimicos
influyen en la aceptabilidad, sin afectar el valor nutritivo. Es un proceso que se inicia
instantes antes de la introduccion del bocado a la boca y que persiste durante la
masticacion, en particular la jugosidad y la textura conformando la aceptacion sensorial

del consumidor (Onega Pagador, 2005).




Durante el proceso de maduracion en seco, los jugos son absorbidos por la carne y se
produce la descomposicion quimica de las proteinas y los componentes grasos, lo que

le da a la carne un sabor a nuez y un sabor mas fuerte (DeGeer et al., 2009).
2.3.3.4 Color

El color es una propiedad organoléptica importante, ya que es lo primero que nota el
consumidor al elegir un producto y realizar la compra de carne (Baidal Freire, 2021).
Esto se determina por la concentracion de un pigmento que forma parte de las
proteinas. Este pigmento se llama “Heme” y las dos proteinas que lo contienen en los
organismos son la hemoglobina, que transporta el oxigeno a los pulmones de las
células y la mioglobina, que almacena el oxigeno de las masas musculares (Becerril
Herrera, 2004).

La concentracion de la mioglobina esta sujeta a diversos factores de produccién como
la especie, la raza, la edad el tipo de musculo y la dieta. El estado de oxidacion o
desnaturalizacion de la mioglobina se ve afectado por procesos postmortem, que
incluyen la reduccion, asi como el tiempo de almacenamiento y las condiciones

durante su comercializacion (Sierra Sanchez, 2010).

Debido a las proteinas mioglobina y hemoglobina, se les puede atribuir el color rojo
intenso del musculo. El color de la carne puede cambiar segun el estado quimico de

la mioglobina (Baidal Freire, 2021):

— Mioglobina Reducida (Deoximioglobina Mb) — Rojo purpura.
— Mioglobina Oxigenada (Oximioglobina MbOz2) — Rojo brillante.

— Mioglobina Oxidada (Metamioglobina MMb) — Marrén, pardo carne.

En la Figura 7, se observa el fendmeno redox en los pigmentos de la carne, como se
ha dicho antes. En condiciones donde no hay presencia de oxigeno, el pigmento se
asemeja a la deoximioglobina o mioglobina reducida (Mb), que exhibe un tono rojo
purpura. Sin embargo, al entrar en contacto con el aire, el pigmento experimenta
oxidacion y se convierte en oximioglobina (MbO2), otorgando un color rojo brillante que

resulta mas atractivo para los consumidores. Tanto la mioglobina como la
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deoximioglobina tienen la capacidad de reaccionar con el oxigeno, dando lugar a la
formacion de la forma oxidada del pigmento denominada metamioglobina (MMb), la
cual presenta un color marréon oscuro que los consumidores perciben como una

degradacion del producto (Ochoa Florez, 2022).

Desoximioglobina (Mb)

reduccion

Oximioglobina (MbO2) Metamioglobina (MMb)
Fe+2 Fe+3

oxidacion

Figura 7. Oxido reduccién de los pigmentos en la carne.

2.3.4 Protedlisis durante la maduracion en seco

La protedlisis, un fendmeno clave en la maduracion en seco de la carne donde las
proteinas se descomponen en péptidos (cadenas cortas de aminoacidos) y
aminoacidos (bloques basicos de las proteinas), juega un papel importante en la
determinacién de la terneza y el sabor del producto final. Este proceso ha sido objeto
de extensas investigaciones (Tabla 4), mostrando diferencias significativas entre las
distintas especies animales y las partes especificas utilizadas en la técnica de
maduracién en seco. Ademas, las condiciones especificas de este proceso, incluido el
tiempo de maduracion, la temperatura, la humedad relativa y entre otros, complican

aun mas el proceso.

La tabla 4 muestra algunos estudios recientes sobre la evaluacién de la protedlisis de

carnes maduradas a diferentes condiciones.

Tabla 4. Evaluacion de la protedlisis de carne madurada en diferentes animales a diferentes condiciones.




Especie

Corte

Condiciones de

maduracion en seco

Hallazgo mas importante

Referencia

Porcino

Lomo

Temperatura: 1 °C
Tiempo: 7y 14 d
HR: 80 %

Flujo de aire: 0.5-1.5

m/s

Sin envasar en bolsa
UMA.i Dry

Se obtuvo un contenido de humedad
de la carne menor en maduracion en
seco (DA) y contenido de grasa mayor
que lo reportado para la maduracién al
vacio (WA). El pH de la carne obtenida
por DA fue significativamente mas alto
que en WA. La fuerza de corte de la
carne resultd menor con el tratamiento
DA en lugar del tratamiento WA,
mientras que el indice de
fragmentacion miofibrilar se incrementé

con el tratamiento DA.

(J.-H. Kim
et al.,
2018a)

Bovino

Lomo corto

Temperatura: 1 °C
Tiempo: 30 d
HR: 85 %

Flujo de aire: 0.5 m/s

Envasado con bolsa
UMAI Dry

En la carne madurada en seco
empacada en bolsa UMAI Dry se
mostré un valor mas alto respecto al
pH, la capacidad de retencién de agua,
el IMF y digestibilidad, pero valores
mas bajos en luminosidad,
enrojecimiento y amarillez, pérdida por
coccion y fuerza de corte en
comparacion con la carne con

maduracion hiumeda.

(J.-H. Kim
et al., 2020)

Porcino

Lomo

Temperatura: 1 °C
Tiempo: 0y 30 d
HR: 80 %

El contenido de grasa cruda, lipidos
totales, colesterol y la fuerza de corte
de la carne de lomo madurada fue

significativamente mayor en el corte

(Yang et al.,
2021)

con dieta SL en comparacion a los que




Flujo de aire: No

reportado

Sin envasar en bolsa
UMA.i Dry

Dieta:

Suero de leche (SL) y
Dieta basal (DB)

tuvieron una DB, mientras tanto, con
DB se obtienen altos valores de
proteina cruda. Igualmente, se observo
que la pérdida por coccion, la dureza y
la gomosidad disminuian entre mas
transcurria el tiempo de maduracion en

SecCo.

Temperatura: 2 °C

El tiempo de maduracion y el uso de

coberturas de grasa animal y vegetal

Tiempo: 21y 28 d no afectaron el color y la fuerza de (Frias
o HR: 75 % corte de la carne. Se redujo la pérdida | Harriague &
_ Longissimus ] _
Bovino . . de peso y aumento las perdidas por Porras
dorsi (LD) Flujo de aire: No
coccion. El uso de coberturas de grasa | Guardado,
reportado
y los dias de maduracion no influyeron 2021)
Sin envasar en bolsa en la aceptacion general del
UMAI Dry consumidor.
Se obtuvo una fuerza de corte mas alta
en la maduracion al vacio (1.9 y 2.1 kg)
Temperatura: 2.1 °C en comparacion a la maduracion en
seco (1.7 y 1.8 kg). El pH mostro
Tiempo: 0,21y 39d _ (_ y. g) P
diferencias significativas entre los (Correa
HR: 76 % periodos de 21y 39 d de maduracion. | | aites de
Ovino Pierna Flujo de aire: No Las pérdidas por coccion y totales Moraes
fueron menores en la maduracién en et al., 2022)

reportado

Sin envasar en bolsa
UMA.i Dry

seco en comparacion a la maduracioén

al vacio. Se demostré que en 21 d son

suficientes para su maduracién tanto
en seco como al vacio, ya que

superando los 39 d se obtuvo un




incremento en el pH y recuento total

aerobio.

Temperatura: 1 °C

El pH se mantuvo constante durante la
maduracion en ambos cortes M.

longissimus lumborum (LL) y M.

M. longissimus thoracis (LT). Aunque el
longissimus | 11€mpPo:0, 7y 14d | corte | T mostré una mayor pérdida de
lumborum HR: 85 % peso que el corte LL. La maduracién (Guuml;
Ovino (LL) y M. en seco resulté en una disminucion rbuuml;z
longissimus Flujo de aire: 0.2y significativa en la fuerza de corte en el | et al., 2022)
thoracis 0.5 m/s corte LL alos 7 d. Ademas, las
(LT). Sin envasar en bolsa | Propiedades sensoriales deseadas en
UMAI Dry los lomos de cordero se alcanzaron a
partir de los 7 d de maduracién en
seco.
Se observaron cambios significativos
Temperatura: 2 a 4 en el color conforme aumentaba el
°C tiempo de maduracién en la
Tiempo: 60 d maduracion en humedo (WA), en seco
sin HR: 85 a 90 % (DA) y seco envasado (DAU). Se (S. Kim
Bovino tuvieron mayores pérdidas por
especificar et al., 2022)

Flujo de aire: No

reportado

Envasado con bolsa
UMA.i Dry

humedad en las muestras DA y DAU
en comparacion a WA. La muestra WA

tuvieron mas pérdidas por coccion,
pero con menor fuerza de corte que las

carnes con DA y DAU.




3 OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar el efecto del tiempo de maduracién en seco de la carne de cerdo peldn

mexicano (CPM) sobre los principales cambios proteoliticos.
3.2 Especificos

1. Determinar el efecto del tiempo de maduracion en seco (bolsas UMAI Dry) sobre
el contenido de colageno total, la solubilidad de proteinas, el indice de
fragmentacion miofibrilar y la textura de la carne (cabeza de lomo) de CPM.

2. Determinar el perfil proteolitico (SDS electroforesis) de carne de cerdo pelén

mexicano sometido a diferentes tiempos de maduracion en seco.




4 JUSTIFICACION

El genotipo del Cerdo Pelén Mexicano (CPM) es una especie con apariencia rustica y
utiliza una gran cantidad de forrajes nativos, como son las hojas de Ramén (Brosimum
alicastrum), Huaxin (Leucaena leucocephala), Tzitzilché (Gymnopodium floribundum
Rolfe var. Antigonoides), Chichibé (Aspidosperma spruceanum), Jabin (Piscidia
piscipula (L.) Sarg.), entre otros, raices y tubérculos (maiz, calabaza, yuca, camote).
Ademas, son animales que presentan resistencia a enfermedades endémicas y se

adaptan al clima tropical de la Peninsula de Yucatan, México.

El CPM es una importante fuente de proteina animal para la dieta de la poblacién de
comunidades rurales. Su carne muestra cualidades unicas de la raza, por ejemplo,
altos niveles de grasa subcutanea y acidos grasos. Se considera una carne de muy
buena calidad, por la forma en que se crian los cerdos, se considera organica, unica y
tierna, una experiencia unica muy diferente a la de otras razas de cerdo. En la
Peninsula de Yucatan, el CPM es considerado una especie en riesgo de pérdida
genética, esto por la cruza y la reproduccién desmedida entre razas, se tiene registro
de pocos ejemplares puros del genotipo, si acaso por logro de pequefios criaderos o

por la actividad de traspatio.

El eje central de la importancia del cerdo pelén son las comunidades rurales, por un
lado, el promover el interés en la crianza de este genotipo de cerdo sienta las bases
de un mercado centrado en el aprovechamiento y la produccion de bienes a partir de

la carne, generando un beneficio econdmico a familias implicadas en su crianza.

De la poca informacion se sabe que la carne del CPM es de buena calidad, pero se
requiere incrementar su valor agregado como una estrategia para conservar el
genotipo. En este sentido, la maduracion en seco es una alternativa novedosa para la
obtencion de nuevos productos del CPM para ingresar a los nuevos mercados de alta

gama.

En la maduracién en seco, la carne se expone a una temperatura y humedad relativa
controlada durante un periodo prolongado para aumentar considerablemente la

ternezay el sabor. El tiempo de maduracion es el factor que mas influye en los cambios
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de la protedlisis de la carne que conduce a cambios bioquimicos que dan lugar a una
mayor terneza y una aceptacion sensorial en los cortes, debido a la importancia de
este tema nos obliga a realizar una investigacién exhaustiva, especialmente cuando
se considera el uso de tecnologia de maduracidén en seco en especies sin precedentes
en la maduracion. Este estudio contribuye en el avance del conocimiento de los

procesos proteoliticos que ocurren durante la maduracién en seco de la carne de CPM.




5 MATERIALES Y METODOS

5.1. Estrategia general de trabajo

Came de Cerdo Pelén Mexicano S 32 .
Envasado de la carne en bolsa Condiciones de maduracién en seco:
UMAI dry para la maduracion. Temperatura 1°C
Humedad relativa 80 %
Flujo de aire 0,5 m/s

Muestras de la came madurada
Came madurada con del CPM
tiempos de maduracion de
7.14y21d

« indice de fragmentacion
miofibrilar

Solubilidad de las proteinas
Contenido de colageno total
Fuerza de corte Warner-Bratzler
Electroforesis SDS-PAGE

Analisis estadistico e
E— interpretacion de
resultados

. o o o

Analisis

Figura 8. Estrategia general de trabajo.
5.2 Obtencion del corte cabeza de lomo

Se obtuvieron 15 kg del corte cabeza de lomo de seis cerdos de la raza peldn
mexicano, certificados por la Asociacion Mexicana Especializada en Cerdos Criollos

(AMECC) de la Cuidad de Mérida, Yucatan. Las muestras congeladas se colocaron en
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una nevera con hielo y se transportaron al Laboratorio de Desarrollo de Alimentos del

Instituto Tecnolégico de Mérida para su uso.

De acuerdo con la informacion proporcionado por la AMECC desde los 12 kg de peso
vivo hasta el sacrificio, la dieta de los animales CPM consistio en salvado de trigo, maiz
molido y poca cantidad de harina de pasta de soya mas vitaminas y minerales. La dieta
se complementd con pasto y Leucaena leucocephala ad libitum, ademas de planta

completa de platano (dos veces por semana) y frutas locales de la region.

5.3. Maduracioén en seco y muestreo

En este estudio se utilizé el método de maduracion en seco utilizando una bolsa UMAI
Dry para madurar la carne de cabeza de lomo (Alvarez et al., 2021). Las muestras se
descongelaron a 4 °C durante 24 h antes de aplicar el tratamiento de maduracion. Las
muestras de carne de CPM (nueve cortes de cabeza de lomo) se envasaron
individualmente al vacio en bolsas de maduracion permeables al oxigeno para

asegurar el contacto entre la bolsa y la carne.

Las bolsas utilizadas para madurar la carne es un elastomero termoplastico de 2 mm
fabricado de un polimero flexible y poliamida rigida (UMAIi Dry® Short Loin de 40 x 70
cm, con tasa de transmision de vapor de agua 800 g/15 y/m?/24 h a 38 °C y 50 % de
humedad relativa; transmision de oxigeno de 2.3 mL/m?/d a 38 °C y 50 % de humedad
relativa; UMAI Dry; Wayzata, MN) (Alvarez et al., 2021).

Las muestras envasadas se almacenaron sobre rejillas de acero inoxidable en una
camara frigorifica y se maduraron bajo oscuridad durante 7, 14 y 21 diasa 1 °C £ 0.5,
80 + 5 % de HR y una velocidad de flujo de aire entre 0.5 y 1.5 m/s. Durante la
maduracion, las muestras de carne se rotaron diariamente de posicion de los estantes
para minimizar la influencia de posicion de la carne en la camara frigorifica (Ustuner
et al., 2021; Zhang et al., 2019).

En este estudio, también se envasaron al vacio bolsas Cryovac® tres muestras de

cabeza de lomo sin madurar (control) y se congelaron a -20 °C hasta su analisis.




Al final de cada periodo de maduracién, se retiré la grasa subcutanea y la capa
superficial seca de la carne, se envaso al vacio y se almaceno a -20 °C hasta su

analisis.
5.4. Métodos analiticos

5.4.1. indice de Fragmentacion Miofibrilar (IFM)

La evaluacion de IFM de las muestras se realizé de acuerdo con el método descrito

por Culler et al., (1978) con pocas modificaciones.

La carne libre de grasa y sin tejido conectivo visible (2 g) fue homogeneizado con 12
mL de una solucién buffer IFM (20 mM de buffer de fosfato de potasio a un pH de 7.0
con 100 mM KCI, 1 mM EDTA, 1mM NaNs, y 1 mM MgCl2) a 16,000 rpm durante 4 min
(T18 Ultra-Turrax®). Las muestras homogeneizadas fueron centrifugadas a 4,000 rpm
a 2 °C durante 15 min para retirar el sobrenadante. Luego, el pellet se re-suspendi6 en
12 mL de buffer IFM y se centrifugd nuevamente siguiendo el mismo procedimiento
descrito anteriormente. El pellet resultante de la centrifugacion anterior fue re-
suspendido en 5 mL de buffer IFM (2 °C), se centrifugd y se recuperé el sobrenadante
aforando a 6 mL con el buffer IFM para determinar el contenido de proteina con el
método de Lowry (ver anexo). Luego, la concentracion de proteina de la suspension
se ajustd a 0.5 mg/mL y se midi6 la absorbancia de la suspension miofibrilar diluida de
(1.64 a 3.10 veces) a 540 nm utilizando un espectrofotémetro (UV/VIS
Spectrophotometer, Optizen POP, Corea del sur).

El valor del IFM se calcul6 utilizando la siguiente formula: IFM= 200 x Absorbancia a
540 nm.

5.4.2. Solubilidad de proteinas

La solubilidad de las proteinas miofibrilares en la carne se realizé de acuerdo con el

metodo descrito por Bowker & Zhuang (2016).




Las muestras se cortaron en pequefias secciones (0.8 g) y se aforaron con 14 mL de
buffer de fosfato de potasio 0.025 M (4 °C) (pH= 7.2). La mezcla se homogeneizé a
14,000 rpm durante 3 min (T18 Ultra-Turrax®) para determinar el contenido soluble de
proteinas sarcoplasmicas. Después de homogeneizar, la mezcla se mantuvo a 4 °C
durante 20 h y luego se centrifugd a 4,000 rpm durante 15 min, se recupero6 el
sobrenadante y se aforé a 14 mL con el buffer 0.025 M fosfato de potasio (pH=7.2) y

se determind la concentracion de proteinas usando el ensayo de Lowry.

Se determiné la solubilidad de la proteina total (sarcoplasmica mas miofibrilar) por
duplicado. Las muestras se cortaron en pequefias secciones (0.8 g) y se aforaron con
14 mL de buffer 0.05 M fosfato de potasio que contenia 0.55 M Kl (4 °C) (pH=7.2) y
se homogeneizaron a 14,000 rpm durante 3 min (T18 Ultra-Turrax®). Después de
homogeneizar, la mezcla se mantuvo a 4 °C durante 20 h y luego se centrifugd a 4,000
rpm durante 15 min, se recuper6 el sobrenadante y se aforé a 14 mL con el buffer 0.05
M fosfato de potasio que contenia 0.55 M Kl (pH= 7.2) y se determind la concentracion

de proteinas usando el ensayo de Lowry.

La solubilidad de proteinas miofibrilares se expresé como mg/g y se calculé como la

diferencia entre los valores de solubilidad de proteinas totales y sarcoplasmicas.
5.4.3. Determinacion del contenido de colageno total

Se determin6 el contenido de colageno total de la carne a partir de la cantidad
detectada de hidroxiprolina, aminoacido presente casi exclusivamente en el colageno.
Como referencia de esta técnica, se utilizd el método propuesto por Hill (1966) con

algunas modificaciones.

El principio se basa en una hidrdlisis de las proteinas en medio acido y caliente, que
libera los residuos de hidroxiprolina de la proteina de la carne. La oxidacién de
hidroxiprolina por la accion de la cloramina T origina derivados de tipo pirrol, que
reaccionan con un reactivo coloreado (p-DMAB, P-dimetilaminobenzaldehido) para dar

un compuesto coloreado cuya absorbancia puede medirse en el espectrofotometro.




Se pesaron 5 g de carne picada libre de grasa y tejido previamente descongelado (4
°C durante 24 h) y se mezclaron con 20 mL de acido sulfurico (H2SO4) al 20 % en agua
destilada, en tubos de ensayo de 50 mL y se agitaron en un vértex (Vértex continuo
Science Med MX-S, Finland Tecnology) durante 5 min. La mezcla se colocé en una
estufa a 100 °C durante 16 h para su hidrélisis. Después del tratamiento térmico, el
contenido del tubo de ensayo se completd a un volumen de 100 mL con agua destilada

y la solucion se filtré a través de papel Whatman No. 42.

Se tomd una alicuota de 25 mL de la solucion filtrada y se ajustoé su pH a 6.5-7.0
anadiendo 21-22 mL de NaOH (10 % v/v en agua destilada). Después del ajuste de
pH, la mezcla se aforé a 100 mL con agua destilada. Se tomé una alicuota de 1 mL de
esta mezcla final y se depositd en un tubo de ensaye con 2 mL de alcohol isopropilico
(CsHsO) y 1 mL de solucion oxidante (que contenia 1 volumen de cloramina T al 10.5
% en agua destilada y 4 volumenes de solucion amortiguadora de pH= 6). La mezcla
se agitd durante 30 s en un vortex y luego se anadieron 3 mL de acido perclérico (17.5
%) y 2 mL de P-dimetilaminobenzaldehido (5 % p/v en alcohol isopropilico), se
homogeneizaron y se colocaron en un bafo de agua con control de temperatura a 60
°C durante 20 min. Después de este tiempo, el tubo con la muestra se enfrié en un
bafo de agua a temperatura ambiente y se completd el volumen de la muestra a 12
mL con alcohol isopropilico. La densidad optica de la muestra se midié a 560 nm
usando un espectrofotometro (UV/VIS Spectrophotometer, Optizen POP, Corea del
sur) usando agua destilada como blanco, remplazando 1 mL de muestra por agua

destilada y agregando los demas reactivos.

La concentracion de colageno total se expres6 como mg/g de carne utilizando una
curva de calibracion preparada con varias concentraciones de Trans-4-hidroxi-L-
prolina (5, 10, 15, 20, 30 y 40 ppm disueltos en alcohol isopropilico). El colageno total

se calculé multiplicando el contenido de hidroxiprolina por 7.25 (Cross et al., 1973).

5.4.4. Fuerza de corte Warner-Bratzler
Se colocaron muestras de carne (5 cm x 5 cm x 3 cm) en bolsas de plastico selladas
(Ziploc®) y fueron cocidos dentro de un bafio de agua (80 °C) (totalmente en

inmersion) hasta que la temperatura central de la carne alcanzo los 80 °C durante
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aproximadamente 10 min. Se retir6 la muestra del agua caliente y se dejo enfriar
durante 30 min a 25 °C. Se tomaron muestras cilindricas de carne cocida (1.2 cm de
diametro y 1 cm de altura) utilizando un sacabocado. Las muestras cilindricas se
colocaron en bolsas al vacio para envasar y se almacenaron a 4 °C. Las muestras

fueron transportadas en una nevera con hielo al CIATEJ unidad sureste.

El valor de la fuerza de corte se determind perpendicular a la orientacion de la fibra
utilizando un analizador de textura Shimadzu EZ test-SX (Kioto, Japdn) equipado con
una célula de carga maxima de 500 N utilizando un accesorio de corte Warner-Bratzler

a una velocidad de cruceta de 10 mm/s y analizados por el software Trapezium X.

La fuerza requerida para cortar las muestras se registr6 como fuerza maxima en
Newtons (N).

5.4.5. Electroforesis
Extraccion de proteina
La extraccion de las proteinas de la carne de CPM del corte de cabeza de lomo se

realiz6 mediante el método descrito por Laemmli (1970).

Se tomaron 5 g de carne picada (libre de grasa ni tejido conectivo) y se
homogeneizaron con 50 mL de buffer frio de fosfato de potasio (0.03 M, pH 7.0) a
14,000 rpm durante 5 min utilizando el T18 Ultra-Turrax®. La mezcla se centrifugd a
3000 rpm durante 15 min a 4 °C (utilizar hielo para evitar calentamiento) y se elimind
el sobrenadante. El pellet resultante se lavo con 50 mL de buffer de fosfato de potasio
(0.03 M) con agitacion en vortéx durante 30 s y se someti6 nuevamente a la

centrifugacion a 3000 rpm durante 15 min a 4 °C y se volvié a eliminar el sobrenadante.

Al pellet se agregaron 50 mL de buffer de fosfato de potasio (0.1 M conteniendo 1.1 M
KCI) y se homogeneizé durante 30 s en un vortéx. La mezcla se centrifugé 3000 rpm
durante 15 min a 4 °C. Se recuperdé el sobrenadante y se filtr6 utilizando papel filtro
Whatman No. 1 (solucién 1) y el pellet obtenido se disolvié nuevamente en 50 mL de
buffer de fosfato 0.1 M contiene 1.1 M KCI, homogeneizado en vortéx durante 30 s y
centrifugado a 3000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se recupero el sobrenadante y se filtrd

con papel filtro Whatman No. 1 (solucion 2). Se combinaron las soluciones 1y 2 y se
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centrifugd (3,000 rpm durante 20 min a 4 °C) para eliminar particulas. Se recolecto el
sobrenadante y se midié su volumen (obteniendo de 45 a 55 ml). El extracto de
proteinas (miofibrilares) fue almacenado a -80 °C para el analisis SDS-PAGE. Se
determind el contenido de proteinas del extracto mediante el método de Lowry

modificado.

Electroforesis en gel poliacrilamida con dodecilsulfato sédico/ sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

Para el perfil de proteinas de la carne por SDS-PAGE se utilizé un extracto de
proteinas de cada muestra a una concentracion de 0.5 mg de proteina total/mL de
buffer. Previamente, el extracto de proteinas (en tubos Eppendorf) fueron
desnaturalizadas a 95 °C durante 5 min en un termobloque digital con control de

temperatura.

Se utilizé un sistema SDS-PAGE discontinuo, con un gel de poliacrilamida (separador)
al 12 % (4.8 mL de una solucion de acrilamida conteniendo 29.2 % de acrilamida y 0.8
% de bisacrilamida, 3 mL de Tris HCI 1.5 M pH= 8.8, 120 pyL de SDS 10 %, 4 mL de
agua destilada, 60 yL de persulfato de amonio 10 % y 10 yL TEMED) y un gel de
apilamiento poliacrilamida al 4 % (664 pL de una solucion de acrilamida, 504 pL de
Tris HCI 0.5 M pH 6.8, 50 pL de SDS 10 %, 3.726 mL de agua destilada, 50 yL de
persulfato de amonio 10 % y 10 yL TEMED).

Se realiz6 la corrida de un estandar (6 puL) de peso molecular de amplio rango (10 a
180 KDa) (PageRuler™ Prestained Protein Ladder) en cada gel, con el fin de
determinar los pesos moleculares de las proteinas. Se utiliz6 una unidad de
electroforesis en gel tetra vertical Mini-Protean® Tetra (Bio-Rad), cargando 15 L de
muestra (12 pL extracto de proteinas extraidas mas 3 pL de buffer de carga,
previamente desnaturalizado a 95 °C durante 5 min) y procesar los geles a un voltaje
constante de 80 V durante 60 a 90 min. Tras la electroforesis, el gel se colocé en una
solucién de fijacién (Solucion stop) (Una mezcla de 20 mL de metanol, 10 mL de acido
acético glacial y 50 pyL de formaldehido y luego aforado a 100 mL con agua estilada)

bajo agitacion durante 20 min (cubierto con papel aluminio), se retird la solucion
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fijadora de forma manual, se lavo el gel en el mismo recipiente de 2 a 3 veces con
etanol al 30 % (20 mL en cada lavado). Posteriormente, al gel se adicion6 una solucion
de pretratamiento de tiosulfato de sodio al 0.02 % (~25 mL, 0.01 g de tiosulfato de
sodio aforado en 50 mL de agua destilada) y se mantuvo bajo oscuridad durante 1 min.
El gel fue tefido (20 min bajo oscuridad) con 60 mL de una solucién de nitrato de plata
(0.12 g de nitrato de plata disuelto en 30 mL de agua mili-q, 44 uL de formaldehido y
se ha completo con agua mili-q), se agité inmediatamente de forma manual, se retird
la solucidn de nitrato de plata de forma manual y el gel se lavo 2 veces con agua mili-
g (20 mL) durante 20 s por cada lavado. El gel resultante se sometié a una solucién de
revelado (15 mL). La solucion de revelado se preparé con 15 pL de formaldehido, 1.8
g de carbonato de sodio; 600 uL de tiosulfato de sodio (toda la solucién fue aforado a
30 mL con agua destilada). El gel y la solucion de revelado se agité cuidadosamente
de forma manual hasta que aparecieron las bandas (15-20 min, evitar que tengan
bandas con apariencia quemada), se decanté la solucion y al gel se le agrego la

solucion stop (solucion de fijacion) rapidamente para detener la reaccion.
Analisis de bandas en software ImageJ

Para analizar las bandas de los geles de cada tratamiento, los geles (humedos) se
escanearon de forma individual mediante un escaner fotografico (Epson Perfection
V370). La imagen se obtuvo en formato TIFF (600 ppi) y se analizé utilizando el

software de analisis de imagenes Image J 1.54 g National Institutes of Health, EUA.

Las imagenes se analizaron en blanco y negro, con un efecto de “invertido” (figura 9).
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Figura 9. Proceso para invertir la imagen.

Las imagenes de los geles estan constituidas por pixeles en escalas de grises, donde
las bandas mas oscuras corresponden a fragmentos de proteinas mas grandes y las

mas claras a fragmentos de proteinas mas pequenos.
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Para la obtencion de los datos se seleccionan las bandas de la muestra (vertical)

usando la opcion del recuadro en herramientas para seleccionar objetos. Después, se

selecciona la opcion “Analyze” de la barra de herramientas, luego “Measure” y se

obtiene una ventana emergente para obtener la densidad total y luego se hace el

mismo procedimiento para cada banda para calcular la densidad relativa de dicha

banda (figura 11).
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Figura 11. Seleccion por corrida total y por pesos moleculares.

Los resultados se expresaron en porcentaje de densidad relativa de grupos de bandas

con la siguiente formula de Excel:

w

4/C. total BlOD B270 | Be140 | B¥2iD |
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Figura 12. Férmula para la obtencién de datos en Excel
En la primera tabla de lado izquierdo son el total de pixeles* de las bandas de la corrida
de la muestra y luego el valor total de pixeles de la banda correspondiente al intervalo
de peso molecular. La tabla del lado derecho, se observa la férmula usada para tener
la densidad relativa por intervalo de bandas, usando la siguiente ecuacion:

Densidad relativa (%)

Total de pixeles por intervalo de peso molecular 100
*

~ Suma Total de pixeles de todas las bandas de la corrida

6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. IFM

La fragmentacion de las miofibrillas de las proteinas de la carne se debe a la protedlisis
miofibrilar post mortem, conduciendo a mejorar la terneza de los cortes de carne. El
IFM mide la concentracion y el grado de fragmentaciéon de las miofibrillas (unidades
estructurales mas pequenas de fibras musculares) durante la maduracion en seco de
la carne y se puede determinar en una suspension miofibrilar de la carne a una longitud

de onda de 540 nm (Baidal Freire, 2021). A medida que la suspension proteica




contenga miofibrillas con mayor fragmentacion también se incrementa la absorcién de
la luz a dicha longitud de onda y su valor es considerado como un indicador de la

terneza de la carne (Koohmaraie & Geesink, 2006a).

La figura 8 muestra la variacion del indice IFM de la carne de CPM durante la
maduracién en seco de la cabeza de lomo de CPM. Se encontré que el valor de IFM
(332.30) de la carne aumenté significativamente después de 7 d de maduracion y se
mantuvo con un valor similar de 340.65 hasta 21 d. Yu et al., (2021), evaluaron el
efecto del tiempo de maduracion sobre el IFM en carne de cerdo (Longissimus thoracis
et lumbarun) conservada a 4°C durante 16 dias post mortem. Los autores observaron
un aumento notable del IFM, que paso de 80.92 £+ 3.24 alos 2d, 110.76 £4.18 alos 9
d y se estabilizo en 112.65 + 3.95 a 16 d. Estos hallazgos corroboran que la protedlisis
miofibrilar ocurre, en su mayoria, en la fase inicial del proceso de maduracion, lo cual
es causado por la actividad de enzimas proteoliticas enddgenas, sobre todo las
calpainas. Estas ultimas son las que se encargan de descomponer las proteinas

estructurales del musculo.

El comportamiento descrito por (Yu etal., 2021) concuerdan con los resultados
obtenidos en este trabajo de maduracién en seco en carne de CPM, que evidencio un
aumento significativo del indice de fragmentacién miofibrilar (IFM) durante los primeros
7 d y luego una fase estable entre los dias 7, 14 y 21. En los dos casos, la tendencia
muestra una etapa inicial de actividad enzimatica encargada de degradar las
miofibrillas, seguida por una periodo de equilibrio estructural. Esto evidencia un

proceso de ablandamiento inicial y posterior conservacion de la textural del musculo.
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Figura 13. Variacion de IFM de la carne de CPM madurada en seco a diferentes tiempos.

El incremento de la fragmentacién tras 7 d de maduracién podria estar asociado a la
accion de las enzimas endodgenas, las calpainas y las catepsinas, que dan inicio a la
hidrélisis de las proteinas miofibrilares (Chacdn, 2004). Estas enzimas rompen los
enlaces peptidicos a través de un método de hidrolisis, usando moléculas de agua

para liberar aminoacidos, péptidos mas cortos y grupos carboxilos libres (Santo, 2009).

Las calpainas particularmente la p-calpaina y la m-calpaina, se encuentran en el
citosol de las células musculares y necesitan cantidades particulares de calcio libre (3—
50 uM para p-calpaina y hasta 800 uM para m-calpaina) para su activacion. Estas
enzimas descomponen proteinas estructurales importantes, como nebulina, titina y
desmina. Como resultado, las miofibrillas se rompen y la carne se vuelve mas tierna.
Su actividad es regulada por calpastatina, un inhibidor endégeno cuya presencia limita

la protedlisis (Koohmaraie & Geesink, 2006b).

A medida que la maduracién progresa y las reservas de calcio libre y la integridad
estructural celular disminuye, la actividad de las calpainas también disminuye. Las
catepsinas (B, D, H y L), situadas en los lisosomas del musculo esquelético, tienen la
capacidad de colaborar en la degradacion de proteinas, sobre todo en entornos acidos

(pH 4.5- 5.5) o cuando el contenido lisosomal se libera al citosol después de la muerte.
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A pesar de que su funcion se considera como un complemento al sistema calpaina-
calpastatina, estas enzimas tienen la capacidad de intervenir en la protedlisis de
proteinas miofibrilares durante etapas mas avanzadas del proceso de maduracion
(Fulkerson & Donaghy, 2001).

Tras el sacrificio y la perdida de sangre, cuando se detiene el suministro de oxigeno al
musculo, este cambia a metabolismo anaerdbico, lo que produce acido lactico. A lo
largo de este proceso, cada molécula de glucosa se transforma en piruvato por medio
del glucolisis. Luego, el piruvato se convierte en acido lactico gracias al lactato
deshidrogenasa, lo que posibilita que la produccion de ATP sea constante mientras
haya reservas de glucogeno. La acumulacion de protones y acido lactico provoca que
el pH intramuscular disminuya, pasando cerca de 7.0 a un rango de 5.4-5.8 en las
primeras 24 h post mortem, tanto en bovinos como en otras especies (Muroya, 2023).
Esta acidificacion tiene un impacto en las caracteristicas de la carne, como el color, la
textura y la habilidad para retener agua (Ge et al., 2021), y también de estimular la
activacion de enzimas proteoliticas. Las calpainas dependientes del calcio son las
comunes en condiciones neutras o ligeramente acidas, mientras que las catepsinas se
activan en entornos mas acidos (Muroya, 2023), lo cual demuestra que existe una
conexién directa entre el pH post mortem y la actividad enzimatica que controla la

protedlisis de los musculos.

En resumen, los resultados de esta investigacion indican que la actividad intensa de
las calpainas esta vinculada directamente en el incremento del IFM durante los
primeros dias de la maduracién en seco de la carne de CPM. En etapas posteriores,
las catepsinas podrian tener un papel complementario. Esta actividad enzimatica
coordinada explica la progresiva mejora de la terneza durante el periodo de
maduracién, lo cual demuestra que las transformaciones bioquimicas y estructurales
del musculo post mortem son fundamentales para el desarrollo de las propiedades

sensoriales que se desean en la carne.




6.2. Solubilidad de proteinas

La solubilidad de proteinas es un método fundamental para determinar como las
proteinas sufren cambios en su estructura y funciones debido a varios procesos, como
la maduracién de la carne post mortem. Este parametro ayuda a diferenciar varias
fracciones de proteinas, especialmente las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares,
cuya solubilidad es afectada por el pH, la actividad enzimatica enddgena y la

temperatura de almacenamiento en la carne (Feng et al., 2020).

La figura 9 muestra la variacién en la solubilidad de las proteinas (sarcoplasmica,
miofibrilar, proteina total) de la carne de CPM durante la maduracion en seco. La
solubilidad de la proteina sarcoplasmica de la carne experimentd un aumento de 22.26
en el dia 0 hasta 42.89 mg/g en el dia 21 de maduracion en seco. De manera general,
se observa que la solubilidad de la proteina miofibrilar resulté mayor a la solubilidad
de la proteina sarcoplasmica durante 21 d de maduracién. Se encontré una tendencia
a incrementar la solubilidad de la proteina total y miofibrilar de la carne durante 21 d
de maduracion, observando diferencias significativas entre el dia 0 (PT-203.81 y PM-
179.06 mg/g) y 21 d (PT-238.03 y PM-205.07 mg/g).

Figura 14. Variacion de la solubilidad de proteinas de la carne de CPM madurado en seco




Durante la maduracion post mortem, la solubilidad de las proteinas es un indicador
critico de los cambios estructurales y funcionales que tienen lugar dentro de las
fracciones proteicas musculares.

En el estudio realizado por (Feng et al., 2020) se evaluaron la solubilidad de la proteina
total (TPS), las fracciones sarcoplasmicas (SPS) y la miofibrilar (MPS) en cinco
musculos de res (semitendinoso (ST), Longissimus toracico (LT), romboides (RH),
gastrocnemio (GN), infraespinoso (IN), psoas mayor (PM) y biceps femoral (BF))
durante 14 dias de maduracion. Estos autores encontraron que el aumento de la
solubilidad miofibrilar fue progresivo hasta el dia 7, seguido de una estabilizacion o
disminucién, dependiendo del tipo de musculo. En LT, el valor de TPS aumenté de
123.76 + 4.27 mg/g en el dia 0 a 138.11 + 4.29 mg/g en el dia 14; el valor de MPS
aumento de 56.87 £ 2.45 a 70.06 £ 2.63 mg/g en el mismo periodo. Caso contrario que
se observo en IN, donde TPS disminuy6 de 127.94+4.09 mg/g dia 7 a 120.27+4.35
mg/g dia 14; la MPS disminuy6 de 61.63+2.60 a 54.39+2.53 mg/g lo que sugiere una
mayor susceptibilidad a la desnaturalizacion proteica. Por otro lado, la SPS mostro una
variacién minima durante el periodo de maduracién en todos los musculos evaluados,
manteniéndose entre 65 y 68 mg/g, sugiriendo una relativa estabilidad en relacién con
el cambio estructural. Estos resultados muestran que la solubilidad proteica, en
especial la proteina miofibrilar, estan estrechamente relacionada con la degradacién
estructural del musculo y puede variar significativamente dependiendo del tipo de
musculo ante la maduracién (Feng et al., 2020).

De acuerdo con los resultados, demostraron que los cambios en la solubilidad de
proteinas durante la maduracién estan directamente relacionados con la disminucién
del valor de pH y debido a las diferencias en las caracteristicas estructurales
dependiendo de cada musculo. Se observé que los musculos con un pH bajo y una
mayor proporcion de fibras oxidativas, como el infraespinoso (IN), presentaron una
disminucidon mas temprana y pronunciada en la solubilidad de la proteina total y

miofibrilar, debido a procesos de desnaturalizacion proteica (Feng et al., 2020).




En la investigacion de J.-H. Kim et al., (2018) analizo el impacto de la maduracion en
seco Yy humedo en el lomo de cerdo, durante 7 y 14 dias. En cuanto a la solubilidad de
proteinas, los autores reportan que la carne sometida a maduracion en seco mostro
valores superiores de solubilidad proteica a comparacién con la carne madurada en
humedo. La solubilidad de proteinas totales fue de 118.86 mg/g en la carne madurada
en seco y 112.34 mg/g en la carne madurada en humedo, lo que indica una liberacién
mas alta de proteinas solubles cuando se expone al aire. También, el tiempo de
maduracion tuvo un impacto importante, los valores de solubilidad total aumentaron de
118.78 mg/g a 122.43 mg/g entre 7d a 14 d.

En cuanto a la solubilidad miofibrilar, vario de 39.37 mg/g a 45.81 mg/g entre los 7d y
14 d, corresponde con la funcion de las enzimas proteoliticas enddégenas (como
calpainas y catepsinas) encargadas de descomponer los puentes estructurales en la
miofibrilla. A pesar de que no se encontraron variaciones relevantes entre las dos
técnicas (maduracién en seco y humedo), los valores de la carne madurada en seco
se mantuvieron ligeramente mas altos, lo cual indica que el entorno con menos
humedad y mas oxigenacion proporciona una protedlisis mas eficaz en ciertas
circunstancias.

Por otra parte, la fraccidén sarcoplasmica permanecioé en un rango estable de 76.8 a
79.2 mgl/g, sin presentar cambios relevantes ni entre los métodos de maduracién ni
entre los tiempos analizados de 7 y 14 d. Esto era de esperar porque las proteinas
sarcoplasmicas al estar compuestas principalmente por enzimas y proteinas solubles
en agua, no sufre una degradacion tan significativa durante la maduraciéon como las

proteinas miofibrilares.

Los resultados obtenidos por (J.-H. Kim et al., 2018b), son consistentes con los
resultados obtenidos en esta investigacion sobre la carne de CPM, donde la solubilidad
de las proteinas y la total aumentaron gradualmente hasta llegar a cifras cercanas a

200 mg/g y 230 mg/g, de acuerdo a 21 d.







6.3. Determinacion de colageno

En la Figura 15, se muestra que en 0 d el valor inicial fue de xx mg/g mientras en 7 d
se presentd una ligera disminucion hasta estar cerca de xx mg/g, no presentaron
diferencias significativas en ambos tiempos. A partir de 14 d, el contenido de colageno
total mostro un incremento significativamente mayor de xx mg/g. Durante 21 d de
maduracion, el colageno total se mantuvo estable.
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Figura 15. Variacién del colageno total de la carne de CPM madurada en seco a diferentes tiempos.




6.4. Fuerza de corte Warner-Bratzler

La textura de la carne es una de las caracteristicas sensoriales mas importantes que
determinan la aceptabilidad del producto (Li et al., 2022). En lo general, la textura de
la carne se evalua de forma sensorial mediante prueba con consumidores, panelistas
semi-entrenados y entrenados; sin embargo, también se disponen de métodos
instrumentales para cuantificar la textura mediante la fuerza de corte Warner- Bratzler.
En la practica animal, la prueba de cizallamiento Warner- Bratzler (WBSF) es una de
las pruebas instrumentales mas comunes que permiten evaluar la ternura o dureza de

la carne (Savell et al., 2023).

El dispositivo WBSF esta compuesto por un bastidor de acero y una cuchilla con forma
triangular. En el andlisis, se coloca una muestra de carne estandarizada, cocida y
cortada en direccidn paralela a las fibras musculares sobre una plataforma. La cuchilla
corta en direccidon perpendicular a las fibras, lo que permite la medicion de la maxima
fuerza de cizallamiento. La dureza esta directamente relacionada con el valor: a mayor

fuerza mayor dureza (Novakovi¢ & TomasSevi¢, 2017).

Un estudio reciente de Martinez et al., (2023) que utilizé cortes de res encontré valores
de WBSF < 28 N aseguran una carne “moderadamente tierna”, mientras que valores

2 40 N son considerados “mas duros”.
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Figura 16. Variacion de la fuerza de corte de la carne de CPM madurada en seco a diferentes tiempos.

En la figura 16, se observa la evolucion de la fuerza de corte (N) en las muestras de la
carne madurada. En 0 d la fuerza de corte fue (valor) siendo significativamente mayor
a los dias siguientes. A partir de 7 d la fuerza de corte disminuyo notablemente hasta

valores cercanos a (valor) y manteniéndose estable en 14 y 21 d.

La disminucion observada en la fuerza de corte se explica principalmente por procesos
de protedlisis post mortem, donde las enzimas enddgenas degradan proteinas del
citoesqueleto miofibrilar, como son las desmina, titina y troponina T, debilitando la
estructura muscular y mejorando la terneza de la carne (Joo et al., 2023). El sistema
de calpinas (u-calpina y m-calpina) se considera el principal responsable de la
protedlisis. Estas enzimas degradan los filamentos miofibrilares, debilitando los discos

Z, nexos entre miofibrillas y degradando proteinas estructurales (Joo et al., 2023; H.
Shi et al., 2021).




6.5. Electroforesis

El analisis SDS-PAGE proporciona informacién sobre las caracteristicas de estructura
de la proteina y la degradacién enzimatica de la proteina durante el proceso de
maduracion, lo que esta relacionado con la terneza, CRA y otras caracteristicas de la

calidad de la carne(Hwang et al., 2018).

En el dia 0, hay una cantidad mas alta de proteinas con un peso molecular elevado
(35-45 kDa); no obstante, a medida que la maduracion avanza, se observa una
disminucién continua de estas fracciones, junto con un aumento en las proteinas con
un peso molecular mas bajo (10-15 kDa y 15-24 kDa). Estos cambios son un reflejo
del proceso de protedlisis propio de la maduracién, en el que las proteinas miofibrilares
se descomponen en péptidos mas pequefios a causa de la accion de enzimas
endogenas como las catepsinas y calpainas. Particularmente, se observa una
acumulacion mas significativa de proteinas en el intervalo de 15-25 kDa a los 14 y 21
dias, lo que sugiere un aumento en la descomposicion de las estructuras miofibrilares.
Este patrén coincide con lo que se ha reportado en la literatura, que indica que la
maduracién en seco estimula la descomposicién de proteinas estructurales y
contribuye a la produccion de péptidos con un bajo peso molecular, los cuales estan

relacionados con una mejor calidad sensorial y terneza de la carne.
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Figura 17. Variacién de la electroforesis SDS- PAGE de la carne de CPM madurada en seco a diferentes tiempos.
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9 ANEXOS

indice de fragmentacién miofibrilar (Preparacién de buffers)

Buffer de fosfato de potasio 50 mM

Pesar 2.04 g de KH2PO4 (monobasico) y 1.74 de K2HPO4 (dibasico) en un vaso con
250 mL de agua destilada, mezclar completamente y finalmente, aforar a 500 mL con

agua destilada.

Buffer de fosfato de potasio 20 mM (pH 7.0)

Tomar 200 mL de buffer de fosfato de potasio 50 mM y aforar a 500 mL con agua
destilada.

Buffer de fosfato de potasio 20 mM (pH 7.0) que contiene 100 mM KCI, 1 mM
EDTA, 1 mM NaNs; y 1 Mm MgCl:

Pesar 3.7 g de KCI, 0.146 g EDTA, 0.0325 g NaN3 y 0.0476 g de MgCl2 en un vaso
con 250 mL de buffer de fosfato de potasio 20 mM mezclar completamente y
finalmente, aforar a 500 mL con buffer de fosfato de potasio 20 mM.

Almacenar los buffer a 4 °C en frascos de vidrio.
Metodo de Lowry (Preparacion de reactivos y procedimiento)

En un tubo de ensaye depositar 50 pL de muestra homogénea y mezclar con 950 uL
de agua destilada; seguido de la adicién de 3 mL de reactivo de Lowry’s (Mezcla el
reactivo A y B en proporcion 100:1; reactivo A: 2% de Na2COs, 0.4% NaOH, 0.16%
tartrato de sodio y potasio, 1% de dodecilsulfato sodico SDS, disuelto en agua
destilada; reactivo B: 4% CuSO4 disuelto en agua destilada). Incubar tubos con
muestra a temperatura ambiente por 1 hora. Pasada la hora, adicionar a la mezcla 300
ML de reactivo Folin 1IN y mezclar en vortéx. Los tubos se dejaron reposar a

temperatura ambiente por 45 min y se ley6 la absorbancia a 725 nm.

— Reactivo A: Pesar 2 g Na2COs, 0.4 g NaOH, 0.16 g tartrato de sodio y potasio,
1 g de dodecilsulfato sédico SDS, disolver todos en vaso precipitado con 50 mL

de agua destilada y luego aforar a 100 mL con agua destilada.




— Reactivo B: 0.4 g de CuSOs disuelto en 5 mL de agua destilada y aforado a 10
mL con agua destilada.
— Folin 1N= 2.5 mL de Folin 2N + 2.5 mL de agua destilada.

— Reactivo de Lowry’s modificado: 99 mL de solucion A + 1 mL de solucién B.

Curva de calibracion para determinacion de proteinas (IFM y solubilidad de

proteinas)
Curva de calibracion de Albumina bovina
1.20
y:=0.0001x +0.1108

€ 0.80
3
; 0.60
S
&
§ 0.40

0.20

0.00

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

Concentraciéon de Albumina bovina (ppm)

Solubilidad de proteinas (Preparacion de buffers)

Buffer de fosfato de potasio 50 mM

Pesar 2.04 g de KH2PO4 (monobasico)y 1.74 g de K2HPO4 (dibasico) en un vaso con
250 mL de agua destilada, mezclar completamente y finalmente, aforar a 500 mL de

agua destilada.
Buffer de fosfato de potasio 25 mM

Tomar 500 mL de buffer de fosfato de potasio 50 mM y aforar a 1 litro con agua

destilada.




Buffer de fosfato de potasio 50 mM que contiene 0.55 M Kl (yoduro de potasio)

Pesar 1.02 g de KH2PO4 (monobasico), 0.87 g de K2HPO4 (dibasico) y 22.8 g de Kl en
un vaso con 100 mL de buffer de agua destilada, mezclar completamente y finalmente,

aforar a 250 mL de agua destilada.
Almacenar los buffers a 4 °C en frascos de vidrio.

Determinacién de colageno (Preparacion de reactivos)
Acido sulftrico (H2S04) 7N al 20 %

20 mL de acido sulfurico aforar a 100 mL con agua destilada.

NaOH al 10 %
Disolver 10 g de NaOH en un vaso de precipitado con 50 mL de agua destilada y aforar

a 100 mL con agua destilada.

Solucién amortiguadora
Disolver 3.4 g de acetato de sodio anhidro, 3.65g de citrato s6dico monohidratado y
0.55 g de acido citrico en un vaso de precipitado con 38.5 mL de alcohol isopropilico

(propanol) y aforar a 100 mL con agua destilada.

Acido perclérico al 17.5 %
25 mL de acido perclorico (70 %), aforar a 100 mL con agua destilada.

*Almacenar en refrigeracion

P-dimetilaminobenzaldehido (5 % en alcohol isopropilico)
Pesar 2.5 g de P-DAB, disolver en 25 mL de alcohol isopropilico y aforar con 50 mL

del mismo alcohol. *Trabajar en fresco.

Cloramina T al 10.5 %
Pesar 10.5 g de Cloramina T, disolver en 50 mL con agua destilada y aforar en 100 mL

con agua destilada.




*Proteger de la luz, refrigerar y trabajar en fresco.

Solucioén oxidante

5 mL de Cloramina T al 10.5 % y 20 mL de soluciéon amortiguadora.

Curva de calibracién para determinacion del contenido de colageno total

Curva de calibracion de hidroxiprolina
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Electroforesis

Extraccién de proteinas (Buffers)

Buffer de fosfato 0.03 M, pH 7.0.

Pesar 4.06 g de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) y disolver en 900 mL de
agua destilada. El pH de la disolucién es ajustado a 7.0 utilizando 1M de hidroxido de
potasio (KOH). La solucién es aforada a 1 L con agua destilada en un matraz
volumétrico (almacenar en refrigeracion).

KOH 1M

Pesar 5.6 g de hidréxido de potasio y aforar a 100 mL con agua destilada (almacenar
a temperatura ambiente).

Buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.0 con 1.1 M KCI




Pesar 13.6 g de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4), 5.0 g de KOH y 82.0 g de
cloruro de potasio KCI y disuelto en 900 mL de agua destilada. El pH de la disolucion
fue ajustado a 7.0 utilizando 1M KOH y la solucion es aforada a 1 L con agua

destilada.

Preparacion de geles (2)
|.Gel separador (12 %)
1. Agua destilada 4 mL
2. Buffer 8.8 (1.5 M) 3 mL
3. Acrilamida 30 % 4.8 mL
4. Persulfato de amonio 10 % (0.1 g/1 mL de agua destilada,
iniciador) 60 pL. Se prepara el dia de su uso en un tubo Eppendorf de
1.5 mL cubierto con papel aluminio.
5. SDS (10 %) 120 pL
6. TEMED (catalizador) 10 pL
[1.Gel de apilamiento (4 %)
1. Agua destilada 3,726 pL
Buffer 6.8 (0.5 M) 504 pL
Acrilamida (30 %) 664 pL
SDS (10 %) 50 pL
Persulfato de amonio 50 pL
TEMED 10 pL

o o bk w N

Procedimiento

1. Armar placas cuidadosamente colocandolas de arriba hacia abajo
asegurandose que no haya filtraciones. Para esto, es importante sellar con
papel parafilm el borde y esquinas inferiores de las placas y llenar el espacio
entre las mismas con agua destilada. Escurrir el agua y secar con papel filtro.
Preparar gel de separacion.
Verter gel de separacion hasta alcanzar aproximadamente % de altura.

Agregar 1 mL de alcohol isopropilico.

o & DN

Esperar de 20 a 25 minutos a que polimerice el gel.




6. Escurrir alcohol isopropilico y secar con papel filtro.
7. Preparar gel de apilamiento.
8. Verter gel de apilamiento hasta el tope.
9. Colocar peine (separadores).
10. Esperar de 20 a 25 minutos a que polimerice el gel.
Nota: el gel puede guardarse en un recipiente con agua destilada y a temperatura de

refrigeracion el tiempo que sea necesario previo a la corrida electroforética.

Preparacion de soluciéon Acrilamida/bisacrilamida 30% (stock)

e Acrilamida 29.2 %

« Bis-acrilamida 0.8 %
Se pesaron los granulados de cada reactivo con base a su porcentaje; para este caso
se elaboraron 100 mL de stock por lo que se pesaron 29.2 g y 0.8 g respectivamente.
En un matraz con una barra magnética se disolvieron ambos reactivos aforados a 100

mL con agua destilada.

Buffer de corrida

Reactivos 5x 10x
Glicina (250 mM) 159 309
Tris HCI (25 mM) 72 g 144 g
SDS 0.1 % 59 1049

Aforado a 1 L con agua destilada.

Buffer Tris 0.5 M (pH 6.8)
Pesar 30.285 g y aforar en 500 mL con agua destilada.

Buffer Tris 1.5 M (pH 8.8)
Pesar 90.855 g y aforar en 500 mL con agua destilada.

Buffer de carga Laemmli (3x) con B-mercaptoetanol
1.2 mL 0.5M Tris (pH 6.8) (0.60 g aforado en 10 mL con agua destilada).




2.5 mL Gilicerol.
2 mL SDS 10 %.

0.5 mL B-mercaptoetanol.

3.8 mL agua destilada.

10 mL

Almacenar a -20 °C

Corrida electroforética

1.

Ya polimerizados los geles, retirar los peines (separadores) y colocar en el
primer pocillo 6 L de marcado (poner nombre??).

Dejamos un pocillo vacio después de vaciar el marcador para evitar revolver el
marcador con las muestras y se coloca 15 uL de las muestras en los pocillos
siguientes y registramos el orden en la bitacora.

Armar la camara interna de electroforesis Mini-Protean Tetra Cell (Brio-rad),
colocamos los cristales en el empaque y se asegura con los broches de presion,
colarlo en la camara externar.

Preparar el buffer de corrida (10x), verter 80 mL en una probeta y aforar a 80
mL con agua destilada.

Cargar la camara interna con el buffer de corrida hasta el borde y verter el buffer

restante en la camara externa hasta la linea marcada para 2 geles.

6. Correr electroforesis a 90 V durante 90-120 minutos.

7. Esperar hasta que el marcador electroforético (linea azul) alcance el final de las

placas (no debe excederse).

8. Retirar cuidadosamente el gel, colocarlo en solucién de fijacion e incubar
durante por lo menos 2 h en agitacion.
Fijacion

20 mL de metanol
10 mL de acido acético Aforar a 100 mL con agua

50 pL de formaldehido destilada




Después de la incubacion, decantar la solucion de fijacion y guardarla para su uso
posterior (como solucion “stop” del revelado).
Lavar el gel de 2 a 3 veces con etanol al 30 % durante 20 minutos (por cada lavado).

*Ir preparando soluciones de pre tratamiento y tincién.

Pre tratamiento

Colocar gel en solucién de Tiosulfato de Sodio al 0.02 % (0.01 g de Tiosulfato de Sodio
aforado en 50 mL de agua destilada) y dejar en oscuridad (tapando con una nevera o
papel aluminio) y agitacién durante 1 min.

Decantar la solucion de pretratamiento y guardarla para uso posterior (revelado).

Lavar 3 veces con agua destilada durante 20 s (por cada lavado).

Tincidén con plata
Para 30 mL (1 gel)
e 0.06 g de Nitrato de Plata
e 22 L de formaldehido
« Aforar con agua destilada
Para 60 mL (2 geles)
e 0.12 g de Nitrato de Plata
e 44 uL de formaldehido
« Aforar con agua destilada
Incubar 20 min en oscuridad (tapando con una nevera o papel aluminio) y agitacion.

Decantar y lavar 2 veces con agua destilada durante 20 s (por cada lavado).

Revelado
o 1.8 g de Carbonato de Sodio
e 15 uL de formaldehido
e 600 uL de Tiosulfato de Sodio (solucién de pre tratamiento)
Mezclar y aforar en 30 mL de agua destilada.
Incubar gel en solucion y agitar cuidadosamente hasta que empiecen a aparecer las

bandas.




Decantar y agregar solucion “stop” (misma que se utilizé para la fijacion).

*Proceso rapido para evitar que se queme el gel.




