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Resumen

Para determinar los mecanismos que causan el ablandamiento post-mortem de la carne del pez
matrinxd, fueron observados los cambios en la micro estructura del tejido muscular inmediatamente
después de la muerte y después de 12 horas de almacenamiento a —3 °C. Las observaciones realizadas
con microscopio electronico de transmision, presentan concordancia con los resultados obtenidos en
la fuerza de ruptura muscular obtenidos con texturometro. Los valores de la fuerza de ruptura fueron
menores para la carne del matrinxd después de la super refrigeracion. Al mismo tiempo, se observo que
las fibras del tejido conectivo pericelular fueron desintegradas. Ademads, fue observada poca
degradacion de la linea Z. Se sugiere que el ablandamiento post-mortem de la carne del matrinxa,
como efecto de la super refrigeracion, sea debido a la desintegracion de las fibras de coligeno en el
tejido conectivo pericelular y en menor grado a la degradacion de la linea Z.
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Introduccion

La firmeza es un factor muy importante para
evaluar la calidad de la carne de pescado y
fundamental en el momento de comercializar los
productos de la piscicultura (33). Ademas,
generalmente es aceptado que la carne de diversos
peces es afectada por procesos de ablandamiento
después de 24 horas de almacenamiento a bajas
temperaturas (23, 24, 25).

Para conocer la causa del ablandamiento post-
mortem en la carne, se han realizado estudios en peces
marinos y unos pocos en especies de agua dulce como
la carpa Cyprinus carpio, y truchas Oncorhynchus
mykiss y Salmo irideus (3).

El colageno es el mayor constituyente en el tejido
conectivo intramuscular de los peces y como ha sido
demostrado, ejerce un importante significado en la
textura de la carne (17, 31). Estudios histologicos han
demostrado que el tejido conectivo pericelular es
degradado mas intensamente durante el
almacenamiento a bajas temperaturas que el tejido
conectivo intersticial (11, 14,18).

Actualmente es aceptado que existen distintos
colagenos, quimica y genéticamente diferentes, entre
mismos individuos (9). En peces, en el tejido conectivo
pericelular es reconocida la existencia de colageno tipo
I, y en mayor proporcion coldgeno tipo V, este ultimo,
sugerido como responsable de la textura post-mortem
(29, 30). Segun estudios realizados por Ando et a/ (3);
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Sato et al (29), realizados con microscopia electronica
de transmision, determinaron que la fibra de colageno
tipo V presenta menor diametro, frente a la fibra de
colageno tipo I. También se demostr6 que el didmetro
de la fibra de colageno diminuye con el incremento del
colageno tipo V (1, 8).

La firmeza del musculo también es un importante
indice de frescura y el ablandamiento puede ser un
parametro que indique deterioro de la calidad de la
carne. En tal sentido es necesario conocer los
mecanismos del ablandamiento, para desarrollar
métodos que puedan ser utilizados en la piscicultura,
con el fin de prevenir este proceso de pérdida de calidad
en la textura de la carne. Algunas investigaciones
refieren este fendmeno, especialmente en ciertas
especies de peces cultivados, mas que a especies
capturadas en el medio natural (2, 3, 32).

De otra parte la produccion de peces de cultivo
ha aumentado cada vez mas, y el matrinxa es una
de las especies que en el Brasil es preferida para
este fin (12, 13, 26). Sin embargo, se desconocen
las causas del ablandamiento post-mortem durante
el almacenamiento a bajas temperaturas de este
pez. El objetivo de esta investigacion fue establecer
la posible desintegracion del tejido conectivo
pericelular y su relacion con la pérdida de textura
en matrinxa cuando es sometido a almacenamiento
de super refrigeracion.

Materiales y métodos

Para los analisis se utilizaron matrinxas cultivados
en estanques en tierra, donados por el Centro de
Acuicultura de la Universidad Estadual de Sdo Paulo
(CAUNESP). Se seleccionaron peces de tres tamaiios,
con peso y longitud estandar de 120g, 230g, 350g y
15cm, 18cm, y 22¢cm, respectivamente. De cada talla
se utilizaron tres peces. Fueron sacrificados por medio
de puncidn cerebral (5) e inmediatamente después, a
cada ejemplar se le retiraron muestras del musculo
dorsal para los diferentes analisis y lo demas fue
empacado en bolsas de polietileno y almacenado a—3 °C
durante 12 horas, tiempo propuesto por los autores para
conocer si se presenta degradacion del colageno.

Analisis instrumental
La firmeza de la carne fue determinada a nivel del

musculo dorsal, siguiendo la metodologia descrita por
Ando et al (4). Un émbolo cilindrico de 3mm de
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diametro fue forzado a entrar en la muestra de misculo
de 10mm de espesor, paralelo a la orientacion de las
fibras musculares, a una velocidad de 60mm/min,
registrando la maxima fuerza de penetracion. Los
resultados fueron expresados como fuerza a la ruptura,
con un promedio de 5 a 8 mediciones por muestra. El
texturometro empleado fue el Texture Analiser TA-
XT2, (Stabble Micro Sistems, Haslemere, Surrey, UK).
Las mediciones fueron realizadas antes y después de
la super refrigeracion.

Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las muestras de musculo dorsal (Imm x 1mm x
S5mm) fueron fijadas en glutaraldehido al 2.5%
durante 2 horas, lavadas varias veces en tampon
fosfato de sodio al 0.1M y pH 7.2; fijadas
posteriormente en tetra 6xido de osmio al 1%, por 2
horas. Posteriormente, se lavaron en el mismo
tampon y se deshidrataron con soluciones de
concentraciones crecientes de etanol: 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 100% y 100% por 20 minutos en
cada una de estas soluciones. El procedimiento
siguiente fue la infiltracion, iniciada con la inmersion
de las muestras en una mezcal de araldite y etanol
puro (1:1) durante 12 horas a temperatura ambiente.

La inclusion fue realizada en mezcla plena de resina
araldite. El material incluido fue colocado en la estufa
a temperatura de 60 °C por 72 horas, para efectuar la
polimerizacion. Después fueron realizados cortes de
0.3 mm para analisis y seleccion de las areas que
fueron observadas en microscopia electronica de
transmision. Los cortes fueron tefiidos con azul de
toluidina al 1% en acido bérico saturado. De estas areas
se seleccionaron las mejores para tomar
microfotografia con auxilio de foto microscopio.
Seguido a este procedimiento, cortes ultrafinos con 70
nm de espesor fueron obtenidos en ultramicrétomo
(ULTRACUT-LEICA, Vienna, Austria), con navaja
de vidrio, montados en gradas de cobre y contrastados
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Observados
y electromicrografiados en microscopio electronico de
transmision (JEOL —JEM 1010, New York, USA) con
aceleracion de 80 kv.

Analisis estadistico

En los valores de textura (fuerza de ruptura) fue
realizado un analisis de variancia con posterior prueba
de Tukey. El nivel de significancia estadistica adoptado
fue de p< 0.005.
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Resultados
Cambios en la firmeza del miusculo

Los resultados de la fuerza de ruptura aparecen
descritos en la tabla 1. La firmeza del musculo
disminuy significativamente después de 12 horas de
super refrigeracion (p<0.001).

Tabla 1. Valores de fuerza de ruptura (promedio + desviacién
estandar) antes y después de la super refrigeracion en matrinxa
de tres pesos diferentes medidos con texturometro.

Fuerza de
ruptura (g) *

Peso de los peces

Tratamiento
Antes de la super
refrigeracion
Después de la . . .
super refrigeracion 116.5 +11.5° 83.0+2.1 102.1+6.5

1209 230g 350g

211.8+16.9" 196.4+6.8° 242.3+235"

* Valores seguidos de letras diferentes, indican diferencia estadistica
(p<0.001), tanto para columnas como para lineas.

También fueron comparados los resultados de
fuerza de ruptura dependiendo del tamafio de los peces
utilizados, no encontrando diferencias significativas que
pudieran asociar el grado de pérdida de firmeza con el
peso de los pescados utilizados. Es posible que con
pesos mayores se logre obtener una diferencia
estadistica significativa.

Observaciones histologicas

En el masculo inmediatamente después de la muerte
(véase Figura 1a), las fibras de coldgeno del tejido
conectivo pericelular son observados claramente,
manteniendo una arquitectura ordenada junto con la
fibra muscular. Después de la super refrigeracion
durante 12 horas a—3 °C (véase Figura 1b), las fibras
del tejido conectivo pericelular fueron desintegradas y
se observo una pérdida del arreglo arquitectonico en
relacion con la fibra muscular.

Figura 1. Cambios en la microestructura del colageno pericelular
en el musculo de matrinxa. a fibra muscular y colageno en estado fresco.
b pérdida de la arquitectura de la fibra muscular y (gegradacién del colageno
después de 12 horas de sUper refrigeracion a —3 C. M. fibra muscular. C.
fibras de colageno. La barra negra en la fotografia representa 500 nm.
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Por otro lado, no fue observada alteracion o
degradacion en ninguna de las fibras de colageno en
el tejido conectivo del miocommata, después del tiempo
de almacenamiento utilizado en este estudio. El
diametro de la fibra de colageno en el tejido conectivo
pericelular estuvo entre 20-28 nm, coincidiendo con
otros estudios (3, 29).

En la Figura 2a puede observarse claramente la
simetria de las fibras de colageno en el tejido conectivo
pericelular, inmediatamente después de la muerte. En
la Figura 2b, se observa el efecto de la stper
refrigeracion sobre el tejido conectivo pericelular,
observandose que las fibras de colageno aparecen
completamente degradadas y no es posible determinar
la simetria de la fibra.

Figura 2. Tejido conectivo pericelular en el mUsculo de matrinxa.
a fibras de colageno en estado fresco después de la muerte. b fibras de
colageno completamente degradadas después del almacenamiento bajo
super refrigeracién durante 12 horas. La barra negra en la fotografia representa
500 nm.

La desintegracion de las fibras de colageno en
el tejido conectivo pericelular muestra una evidente
relacion con la disminuciéon de los valores
obtenidos en la fuerza de ruptura en la prueba
instrumental, evento conocido como ablandamiento
post-mortem. De acuerdo con estos resultados, el
ablandamiento post-mortem de la carne de
matrinxd podria ser causado por la desintegracion
de las fibras de colageno del tejido conectivo
pericelular.

La micro estructura de la fibra muscular es
mostrada en la figura 3. En el musculo en estado
fresco, la linea Z esta localizada en el centro de
los filamentos de actina pudiendo ser identificada.
Después del almacenamiento, la estructura de la
linea Z es dificil de observar y se aprecia pérdida
del arreglo arquitectonico.
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Figura 3. Cortes longitudinales de la miofibrilla muscular. a Nétese
claramente la linea Z, en estado fresco. b Después del almacenamiento las
lineas Z se presentan poco definidas. La barra negra en la fotografia
representa 500 nm.

Discusion
Cambios en la firmeza del misculo

Aunque no existe diferencia estadistica significativa,
se observa una tendencia en el aumento de la fuerza
de ruptura a medida que aumenta el peso del matrinxa
(datos no mostrados). Segun Love et a/ (20, 21), el
colageno del miocommata de los peces viejos es mas
débil y tiene menos enlaces cruzados que el colageno
de los jovenes. En el presente estudio se utilizaron peces
jovenes, porque el matrinxa alcanza pesos de 3 —4 kg
en el estado adulto (12).

Observaciones histologicas

La micro estructura del muasculo del matrinxa fue
observada por TEM, y mostrada en las figuras 1 a 3.
Las fibras de colageno en el tejido conectivo pericelular
fueron observadas, en las cuales se ha demostrado
que mantienen estrecha relacion con el ablandamiento
post-mortem de la carne de peces almacenados a bajas
temperaturas (4, 7, 29).

Durante la manipulacion y el almacenamiento bajo
super refrigeracion de los peces, la uniéon de los
bloques musculares al miocommata podria fallar,
causando el conocido “gaping” o resquebrajamiento
(22, 35), y segun estos autores, dos tipos de “gaping”
son identificados. El primero ocurre durante el
congelamiento en estado de rigor mortis, y es
atribuido al debilitamiento de las conexiones de
colageno debido a la formacion de cristales de hielo.
En este estudio, los peces fueron refrigerados en
estado de pre rigor. La causa del segundo tipo de
“gaping” puede suceder a lo largo del tiempo en
peces almacenados.

Rev Col Cienc Pec Vol. 19:2, 2006

Hallet y Bremner (10, 14) determinaron que el
“gaping” causado por la degradacion de las fibras de
colageno entre la fibra muscular y el miocommata, es
el responsable por el ablandamiento del musculo de
“hoki” Macruronus novaezelandiae. Sin embargo,
en estos autores no realizaron pruebas de firmeza en
el muasculo. Ando et al (4) sugieren que la relacion
entre “gaping” y ablandamiento del musculo
permanece poco clara. Si el “gaping” tiene estrecha
relacion con el ablandamiento del musculo, este
fenomeno en el pez “hoki” seria el causante del
ablandamiento relativamente tarde, cuando es
comparado con otros peces (2, 25, 29), porque no fueron
observados cambios microestructurales en el musculo
de “hoki” después de 24 horas de almacenamiento.
No obstante, en el presente estudio no se encontraron
cambios en las fibras de colageno del miocommata
que puedan relacionar el ablandamiento del musculo
del matrinxa a algun tipo de “gaping”.

Kumano y Seki (19) mediante pruebas bioquimicas,
demostraron la desintegracion de los filamentos de
conectina, los cuales estdn compuestos por
a-conectina. Estos filamentos son altamente elasticos
y conectan las lineas Z con el filamento de miosina.
La disminucion de o-conectina también se presentod
rapidamente cuando el musculo de la carpa (Cyprinus
carpio) y de la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) alcanzaron la temperatura de almacenamiento
a—2 °C. Sin embargo, en el musculo de carpa después
de la super refrigeracion, los valores de la fuerza de
ruptura continuaron disminuyendo, después de haber
degradado completamente la oi-conectina. No obstante,
en el muasculo de la trucha arco iris, la fuerza de la
ruptura disminuy6 mas rapidamente que los valores
de a-conectina. Estos resultados sugieren que existen
otros factores adicionales relacionados con el
ablandamiento post-mortem, infortunadamente este
estudio no realiz6 observaciones histologicas. Ademas,
otros autores coinciden en sugerir que los cambios en
las fibras de conectina influencian junto con otras
posibles alteraciones estructurales en el musculo, como
las causas del ablandamiento post-mortem (29, 32).
En el presente estudio, no se realizaron pruebas
bioquimicas sobre los filamentos de conectina.

De otra parte, ha sido demostrado que el diametro
de la fibra de colageno en el tejido conectivo pericelular
fluctia entre 20-30 nm y corresponde al coldgeno tipo
V, presente en mayor cantidad (1, 8, 29), en el
ablandamiento post mortem de la carne de diferentes
peces. En este sentido, Sato et al (27, 28, 29) proponen
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al coladgeno tipo V como principal constituyente del
tejido conectivo pericelular, siendo responsable por el
ablandamiento post-mortem. Sin embargo, el motivo
por el cual sucede preferentemente la degradacion de
este colageno, aun no esta claro, sin embargo se han
propuesto algunas hipdtesis: Yamashita y Konagaya
(34, 35) reportan que la catepsina L fue la responsable
por el ablandamiento de la carne de salmén chum
(Salmo salar), encontrando fagocitos alrededor de las
fibras musculares. En nuestra investigacion no se
observaron fagocitos alrededor de las fibras de
colageno degradadas en el tejido conectivo pericelular,
coincidiendo con Ando et al (3). Otra posible hipotesis,
propone que los péptidos que contiene hidroxiprolina,
posiblemente como producto de la degradacion del
colageno, podrian ser cuantificados y servirian como
indicadores de la degradacion del colageno. Sin
embargo, Ando et al (3), no encontraron diferencias
en los niveles de hidroxiprolina en pescados pelagicos
y demersales, porque la molécula de colageno puede
ser degradada en una region donde la hidroxiprolina
no esta presente. Por otro lado, Kubota et al (21)
considera a las metaloproteinasas como responsables
por los procesos proteoliticos generando una
degradacion de los colagenos tipo Iy V.

En lo que tiene que ver con cambios ocurridos en

el tejido conectivo como efecto de periodos prolongados
de inanicion, Bugeon et al (11) encontré aumento del
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pH post mortem a nivel muscular, disminucion de la
fibra muscular y mayor contenido de tejido conectivo
en miocommata. Después de reiniciar la alimentacion
no fueron observadas diferencias. El periodo de ayuno
influyo en el aumento del peso molecular del colageno
y de la temperatura de galatinizacion de la piel. Estas
diferencias permanecieron constantes después del
periodo de alimentacidn, sin embargo las pruebas
reologicas no mostraron diferencia.

Finalmente, Hatae et al (15, 16), sugieren que
definitivamente la degradacion del colageno como
efecto de la pérdida de textura, sucede mas frecuente
en peces de cultivo que en aquellos extraidos del medio
ambiente. Asi mismo que, puedan existir otros factores
involucrados en el ablandamiento post-mortem de la
carne de matrinxa, por lo que seria conveniente iniciar
estudios comparados de especies provenientes de
cultivo y de ambiente natural nativas del Brasil.

Conclusion

El ablandamiento de la carne del matrinxa fue
causado por la degradacion del tejido conectivo
pericelular, como efecto de la super refrigeracion
a —3 °C durante 12 horas. Las observaciones
histologicas coinciden con la pérdida significativa de
la textura (p<<0.<001), medida en texturémetro.

Chilling effect on the post-mortem texture of the Matrinxd fish muscle Brycon cephalus

To determine the mechanisms that cause the post mortem muscle softness of the matrinxa, the
changes were observed immediately after death in the micro structure of the muscle and after 12
hours of storage at —3 °C. Observations by transmission electron microscope agree with the results
obtained noting the breaking strength in the muscle measured with a texturometer. The values of
the breaking strength on the fish muscle were smaller after chilling. At the same time, it was
observed that collagen fibers in the pericellular connective tissue had disintegrated. On the other
hand, no evident breakdown of Z-discs was observed. It is suggested that the post-mortem
tenderization of matrinxd muscle during chilled storage was due to the disintegration of collagen
fibers in the pericellular connective tissue, and, to a smaller degree, to the weakening of Z-disk.

Key words: Bryconinae, collagen, connective tissue, post mortem
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