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Efecto del almacenamiento en congelacion scbre las proteinas miofibrilares del musculo dal calamar

1. JUSTIFICACION

El cuatro de abril de 1998 en el puerto de Manzanillo, el presidente de Méxi-
co Ernesto Zedillo Ponce de Ledn, acudio a las instalaciones del grupo
maritimo industrial integrado por ocho empresas que generan 1,430 em-
pleos directos, y que cuenta con ocho barcos, cuatro atuneros y cuatro
calamareros, para dar el banderazo de salida a un convoy de camiones con
contenedores que llevaban calamar que posteriormente se exportaria a

Espana (el Nacional, 1998).

Pero hasta antes de esto la exportacion de calamar capturado en las costas
del pacifico mexicano, se encontraba vetada por las autoridades espanolas,
ya que el producto no cumplia con especificaciones de calidad requeridas

(Hora Nacional, 1995).

El calamar es una de las muchas especies marinas que son desaprovecha-
das y poco consumidas nacionalmente, a pesar de ser una de las de mas
alta produccion pesquera, ya que se obtienen anualmente alrededor de
49,348 toneladas de materia prima total; cantidad similar a la que se obtie-
ne de camaron con 47,784 toneladas como lo muestra la Tabla 1, de este
volumen de materia prima total, se disponen 38,267 toneladas en dos pre-
sentaciones principales 11,457 toneladas como producto fresco y 26,810
toneladas en producto congelado, ver Tabla 3 en donde se muestran los
volumenes de producto total y congelado de calamar (SEMARNAP 2001).

La mayor parte es exportada a otros paises donde son aprovechados los

beneficios tecnoldgicos y alimenticios de esta especie. Los voliumenes de
exportacion de calamar se observan en la Tabla 2.

2. OBJETIVO

Dado que el calamar se dispone o se comercializa casi en su totalidad como
producto congelado, y al ser la mayor parte de este producto dedicado a la
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exportacion es necesario regular las cordiciones de almacenamiento, parti-
cularmente el tiempo y temperatura de congelacion, ya que de estos
parametros va a depender la buena conservacion de la calidad de este pro-
ducto marino. De aqui la importancia de realizar un estudio sobre las conse-
cuencias que tiene el almacenamiento en congelacion con respecto a las
proteinas miofibrilares del musculo, que son los principales componentes
responsables de la textura y de las propiedades funcionales, como son: la
solubilidad de proteinas, capacidad de retencién de agua, hidratacion, jugo-

sidad, etc.

3. ANTECEDENTES
Principales grupos de organismos explotados como alimentos

A) Plantas marinas. De todas las plantas marinas, las algas son las mas
importantes. Por lo comun se clasifican en cuatro grupos principales, aten-
diendo a su pigmentacién, que son: algas rojas o rodoficeas; pardas,
feoficeas; verdes, cloroficeas; y azules-verdosas, cianoficeas.

B) Crustaceos. Los crustaceos constituyen el grupo mas valioso de orga-
nismos marinos. El grupo mas importante es el formado por las gambas y
camarones. Otro importante y valioso grupo de crustaceos son los cangre-

jos.

Las langostas se consideran manjar selecto en todo el mundo, lo que justi-
fica su elevado precio. Existen también enormes cantidades de pequenos

crustaceos pelagicos Euphausidacea.

C) Pescado. Las diferentes especies de pescado explotado comercialmen-
te estan sujetas a amplias variaciones en lo referente a abundancia, dispo-

nibilidad de captura, distribucion, tamano y caracteristicas bioldgicas.

D) Moluscos. Existen mas de 130,000 especies de moluscos, cuyo tamano
oscila entre unos pocos milimetros y mas de dos metros. Los moluscos co-
mestibles pueden dividirse en tres grupos principales los univalvos, que
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sélo tienen una concha los bivalos con dos conchas y los cefalépodos. En el
primer grupo se incluyen los caracoles terrestres y marinos, lapas y abalones
en el segundo, las ostras, almejas y mejillones y en el tercero, calamares,
sepias y pulpos. Los moluscos constituyen alrededor del 7% de las capturas
mundiales totales y desempanan importante papel en el mercado interna-

cional.

3.1 Caracteristicas generales del calamar y volumenes de captura, ex-
portacion y produccion

Los moluscos son animales que poseen cuerpo blando con cabeza anterior,
pie ventral y masa visceral, un gran nimero de éstos contienen una concha
de carbonato de calcio. La gran mayoria son de vida libre y de tamafos muy
variados. El nombre de molusco (Moli, Molis o Molacos) significa blando y
es la caracteristica comun entre estos seres. (Vargas 1980).

El calamar gigante es un molusco carnivoro perteneciente a la clase
Cefalépoda del orden de los dibranquios. Posee un cuerpo aerodinamico
que le permite desplazarse con rapidez bajo el agua pertenecen a la misma
clase que los nautilos como la jaiba y el pulpo. Se clasifica en el genero
Architeutis de la familia Architeuthidae. (Morales,1981).

El calamar es de cuerpo alargado y cabeza muy desarrollada, tiene diez
tentaculos con ventosas. Los calamares habitan los mares de todo el mun-
do. Unos viven cerca de la superficie del agua y otros a grandes profundida-
des. El calamar gigante llega a medir hasta 19 metros y es un manjar muy
preciado. En la Figura 1 se observa la anatomia general del calamar (Mora-
les,1981).
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Figura 1. Representacion de la anatomia general del calamar

TABLA 1. VOLUMENES DE CAPTURA DE PRODUCTOS

Especie Peso desembarcado Peso vivo
(Tons.) (Tons.)

Calamar 80, 660 108, 079

Camarén 61, 635 78, 879

Mojarra 91, 191 94, 279

(SEMARNAP, 2001)

TABLA 2. VOLUMEN DE EXPORTACION DE CALAMAR

Volumen de exportacion

Especie
(Tons.)

19, 957

Calamar

(SEMARNAP, 2001)
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TABLA 3. VOLUMEN DE PRODUCTO TOTAL Y CONGELADO DE

CALAMAR
Especie Total (Total) Congelado (Tons.)
Materia Materia Materia Materia
prima obtenida prima obtenida
Calamar | 49, 348 25, 429 49, 010 25, 250

(SEMARNAP, 2001)
3.2 Estructura y composicion del musculo de pescado y mariscos

La principal parte comestible esta constituida por los musculos corporales
de mayor tamano porque corresponden a los musculos laterales y se en-
cuentran a ambos lados del cuerpo, son por lo general de tonalidad blan-
quecina, por lo cual se denominan musculos blancos u ordinarios. Los mus-
culos subcutaneos contienen mucha mioglobina, recibiendo el nombre de
musculo rojo u oscuro. La cantidad y distribucion de la carne oscura en el
cuerpo del pez es una caracteristica de las diferentes especies (zdzislaw, 1994).

Los musculos del pescado estan constituidos por delgadas membranas de
tejido conjuntivo -las denominadas miocomatas (miosepta)- en segmentos
llamados miotomos. El grosor de las miocomatas depende de la especie,
edad, longitud. El nimero de miotomos corresponde con el de las vértebras
de la columna vertebral. Cada miotomo esta compuesto por numerosas fi-
bras musculares. Las fibras musculares suelen tener una longitud inferior a
20 mm, y de 0.02 a 1.0 mm de diametro. Cada fibra esta rodeada de una
membrana llamada sarcolema, que contiene finas fibrillas colagenas, las
cuales se unen con las miocomatas en la union miotomo-miocomata (zdzislaw.

1994).

En el calamar la porcién comestible corresponde al manto. El cual esta for-
mado por tejido muscular cubierto por tinicas de tejido conectivo. Las fibras
musculares son estriadas y cubiertas por un sarcolema (membrana) delga-
do y constituyen el 98% de la capa muscular las fibras musculares no corren
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a lo largo del eje del manto; algunas forman bandas circulares (0.1 a 0.2 mm
de espesor) y otras son radiales (0.0010 a .015 nm). Estas ultimas conectan
las tunicas del tejido conectivo.

Las fibras musculares constituyen hasta el 98% del grosor de la capa mus-
cular, lo forman bandas de laminas circulares (0.1 a 0.2 mm de grosor) in-
cluidas entre laminas finas radiales (0.0010 a 0.015 mm). Cada fibra contie-
ne en la periferia un ndmero de miofibrillas. El centro esta ocupado por el
sarcoplasma con las mitocondrias y el nucleo. El diametro medio de la fibra
muscular es de 3.5 pm. La capa de fibras musculares esta situada entre las
tunicas externas e interna de tejido conectivo; las fibras de la lamina radial
se conecta con las tunicas. En la Figura 2 se muestra la constitucion tisular
del manto de calamar (Otwell y Giddings, 1980).

53 W I Revestimiento visceral
C, 1

gotbad i

Tunica interna

Sustancia
Y sarcoplasmica
i A N miofibrillas
EI: :}t][}gfy\,l i Iongﬁijinal
 § <
, 14 R
Fibras musculares : / l\% x.,]'\\,!“
N
Tunica externa \ ~' _ RS

Revestimiento exterior %

Figura 2. Interpretacion esquematica de la constitucion tisular del manto del cala-
mar (Loligo pealei). (Otwell y Giddings, 1980)

Una fibra muscular contiene todos los componentes tipicos de las células
de un organismo eucariético. La mayor parte del volumen celular esta ocu-
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pado por las miofibrillas, cada una hasta de 5 micrémetros de diametro, que
corren al paralelo al eje longitudinal de la fibra. Las miofibrillas estan
segmentadas en sarcomeros, constituidos por miofilamentos delgados y
gruesos y limitados por lineas Z. Las interacciones de los miofilamentos son
la base de la concentracion muscular y de la rigidez que adquiere el cuerpo
post mortem (zdzilaw, 1994). En la Figura 3 podemos observar el corte trasversal
del musculo de pescados y mariscos y en la Figura 4 se observa la repre-
sentacion esquematica de la miofibrilla.

Miofibrilla

saredmero

£
L

L
LI e

P

Miosin

Act 'L J

Figura 3. Corte transversal del musculo de pescados y mariscos

paquete de fibras

ndcleo

miofibrilla sarcoplasma
l estriacion

neurcna
motor

sarcolema

Figura 4. Representacion esquematica de la miofibrilla muscular
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3.3 Composicion proteica del musculo de los productos marinos

El tejido muscular del calamar en fresco contiene principalmente agua, sien-
do la proteina el segundo componente en mayor cantidad y de gran impor-
tancia como se observa en la Tabla 4. Composicion quimica del manto de

calamar.

TABLA 4. COMPOSICION QUIMICA DEL MANTO DE CALAMAR

Porcentaje (%)
Humedad 79.9
Proteina 19.0
Grasa 1.43
Cenizas 1.4

(Gomez y col. 1997)

A diferencia de los pescados y otros invertebrados que contienen general-
mente entre el 11 y el 24% de proteina, el teiido muscular de los moluscos
esta constituido por varios grupos de proteinas: las que forman la fraccion
sarcoplasmica, que desempenan las funciones bioquimicas en las células;
las proteinas miofibrilares del sistema contractil; y las proteinas de los teji-
dos conjuntivos o estromas, responsables principalmente de la integridad
de los musculos. En la Tabla 5, se observa la distribucion de las proteinas

en el tejido muscular. (Badui, 1999.)

La cantidad obtenida de cada una de estas fracciones se ve afectada por
las condiciones de la extraccion, principalmente por las técnicas de tritura-
do, entremezclado y centrifugacion, valor del pH, concentracion salina, y
dilucion, asi como por el grado de desnaturalizacion y pérdida de la solubilidad
de las proteinas debidos al almacenamiento y procesado del molusco (zdzistaw

1994).

3.3.1 Proteinas sarcoplasmicas. El término de proteinas sarcoplasmicas
comprende generalmente a las proteinas del sarcoplasma, las integrantes
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del liquido extracelular y las proteinas contenidas en las diminutas particu-
las del sarcoplasma. La fraccion soluble realmente intracelular constituye
hasta el 90 al 95% de las proteinas totales del extracto obtenido mediante
homogeneizacion del tejido muscular con agua o disoluciones de sales neu-
tras con una fuerza iénica inferior a 0.15M. Las proteinas sarcoplasmicas
también son solubles en disoluciones salinas mas concentradas. Por lo ge-
neral, la fraccion sarcoplasmica consta de hasta un 30% de la cifra total de
proteina presente en los musculos del pescado y 10S moluscos (Lewin,1974).

TABLA 5. DISTRIBUCION DE LAS PROTEINAS EN EL TEJIDO
MUSCULAR DE LOS MOLUSCOS

Base humeda (%) Base seca (%)
Sarcoplasmicas o solubles
Enzimas 6.0 30.0
Mioglobina 0.6 3.0
Otras 0.4 2.0
Total 7.0 35.0
Contractiles o miofibrilares
Miosina 5.0 25.0
Actina 2.5 12.5
Paramiosina 1.4 7.0
Otras 1. 5.5
total 10.0 50.0
Del estroma o insolubles
Colagena y reticulina 1.5 ; 7.5
Elastina 0.1 0.5
Otras insolubles 1.4 7.0
Total 3.0 15.0
(Badui. 1999.)

3.3.2 Proteinas miofibrilares. Estas proteinas son las que forman
estructuralmente el tejido muscular y las que trasforman la energia quimica
en mecanica durante la contraccion y relajacion del musculo, ademas de
que participan en la rigidez que experimenta el musculo post-mortem. El
resultado de mantener por largo tiempo en congelacién a las proteinas
miofibrilares es el endurecimiento de la carne.
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Las proteinas miofibrilares también son responsables de la capacidad del
musculo para retener agua, de la textura de los productos pesqueros, asi
como de las propiedades de los homogeneizados y picados, en particular
de la capacidad para formar gel. Las proteinas miofibrilares son la porcién
proteica mas abundante ya que representan el 70% de las proteinas tota-
les, son solubles en soluciones salinas concentradas dentro de las cuales
se encuentran principalmente la miosina, la paramiosina y la actina (onno y

Fukazawa, 1993).

Estas proteinas pueden ser extraidas con soluciones salinas de sales neu-
tras con una fuerza ionica superior a 0.15, por lo comun oscilando entre
0.30 y 1.0 seguida de una precipitacion con una dilucion 1/10 del obtenido
por centrifugacion con agua destilada, constituye del 40 al 60% de la canti-
dad total de nitrégeno. En la Tabla 6 se muestra la clasificacion y caracteriticas

de las proteinas miofibrilares.

3.3.3 Caracteristicas de las proteinas miofibrilares. Las caracteristicas
de las proteinas miofibrilares comprenden los siguientes elementos: Miosina,
Paramiosina, Actina y otras proteinas miofibrilares.

Miosina. La miosina constituye hasta el 50 al 58% de la fraccion miofibrilar,
es un hexamero con una estructura helicoidal con un 55% de hélice ¢, inte-
grada por dos cadenas fibrosas rigidas semejantes enrolladas entre si, que
terminan en una doble cabeza, asociadas a su vez con cuatro cadenas
polipeptidicas. El peso molecular es de 480 000 Da, es rica en lisina y en
acido glutamico. La miosina se puede extraer del tejido muscular picado en
sd6lo 1 a 3 minutos, mientras que otros componentes, en particular la actina,
requieren tiempos de extraccion mucho mas largos. La extraccion y purifica-
cién de la miosina del manto de calamar es un proceso dificil, debido a la
gran actividad de las catepsinas, baja resistencia de la miosina del calamar
al ataque proteolitico y a su contaminacion con paramiosina. La miosina
tiene actividad de ATPasa que es activada no solo por Ca 2*, sino también
ligeramente por el Mg*, alcanzando su maxima actividad con dos pH dife-
rentes; a 30°C, la inactivacion de la CaATPasa es muy rapida (Badui, 1999).

Paramiosina. La paramiosina esta presente en los musculos estriados y li-
sos de los invertebrados y ha sido extraida de diversas especies de moluscos.

10
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TABLA 6. CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS

MIOFIBRILARES

Peso molecular Contenido Localizacion
(kDa) (%)

Contractiles
Miosina 500 42 Banda A
Actina 43 22 Banda |
Reguladoras mayores
Tropomiosina (33 kDa) x 2 5 Banda |
Troponina 70 5 Banda |
Reguladoras menores
Proteina M 165 2 Banda A
Proteina C 135 Banda A
Proteina H 69 <1 Banda A
Proteina F 121 <1 Banda A
Proteina | 50 <1 Banda A
Proteina X 152 <1 Banda A
B-actinina 35 <1 Fin de banda |
y-actinina 35 <1 Banda |
Filamentos intermedios
Desmina 53 1 Periferia de miofibrillas
Vimentina 55 1 Entre discos Z
Filamentos elastico 2x10°10 Union A-1
conectina '
Discos Z
a-actinina (95 kDa) x 2 2 Discos Z
Proteina Z 50 <1 Discos Z
Eu-actinina 43 <1 Discos Z
Proteina 34 K 34 <1 Discos Z
ABP (filamina) (250 kDa) x 2 <1 Discos Z
Otras proteinas
Vinculina 130 <1 Sarcolema
Nebulina 800 3 Banda |
Paramiosina 34 <1 Unién A-|
(Badui, 1999.)
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En el musculo de calamar, la paramiosina constituye hasta el 14 % de las
miofibrillas. (Badui, 1999).

Actina. La actina, segunda proteina miofibrilar de importancia que puede
extraerse del polvo desecado con acetona de la fraccion miofibrilar purifica-
da, se encuentra en la forma mondmera llamada actina G (actina globular
con un peso molecular de 46 000 Da). Se polimeriza en presencia de sales
neutras para convertirse en actina filamentosa F. Cuando la carne de pesca-
do triturada se trata con disoluciones de sales neutras, la actina se extrae
en unién de miosina en forma de actomiosina. Este compuesto exhibe las
caracteristicas de la ATPasa activada por Ca*, igual que sucede con la
miosina, pero también se ve activado por el Mg?* (Badui, 1999).

Otras proteinas miofibrilares. Existe cierto nimero de otras proteinas pre-
sentes en la estructura de las miofibrillas y en las interacciones de las protei-
nas contractiles, que en total suponen algo mas del 10% de la fraccion
miofibrilar; estas proteinas son la tropomiosina y las troponina (8adui, 1999).

3.3.4 Proteinas del estroma. Representan el 3% de las proteina total,
compuesto por las principales proteinas del tejido conjuntivo (colageno y
elastina), por reticulina y agregados desnaturalizados de proteinas

miofibrilares (zdzislaw, 1994).

El colageno es el mas abundante constituido por diversas fracciones, conte-
niendo 33% de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina y 10% de
hidroxiprolina, siendo deficiente en aminoacidos indispensables; el calamar
contiene los aminoacidos mencionados (kimura, 1969). El tropocolageno,
monomero de colageno, es una molécula de forma cilindrica integrada por
tres cadenas polipeptidicas que se enrollan a lo largo de un eje para produ-
cir una triple hélice, enlazandose entre si a través de las uniones
intermoleculares cruzadas que le confieren gran rigidez a la estructura y
solubilidad muy baja, y a su vez con la interaccidon de las moléculas de
tropocolageno son producidas fibras que dan origen al colageno propia-

mente dicho.

La elastina es una proteina de los ligamentos capaz de formar fibras con
elasticidad similar a la de la goma, constituye la mayor parte de las sustan-
cia que forman los ligamentos de los mamiferos y esta presente en grandes
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cantidades (hasta el 60% de la proteina total) en las paredes de los vasos
sanguineos y en pequefa concentracion de la piel (Badui,1999).

3.4 Enzimas

Son proteinas globulares (cadena plegada estrechamente de modo que
adoptan formas esféricas) compuestas generalmente de dos a mas
subunidades que se mantienen unidas por enlaces no covalentes.

Sus formas las proveen de uno o mas sitios activos. El sitio activo es el
dominio donde los enlaces compatibles del sustrato forman un complejo
enzima-sustrato esto ocasiona un cambio conformacional en la estructura
tridimensional de la enzima, liberando uno o mas productos y quedando
libre el sitio activo una vez mas para poder ligar otra molécula de sustrato.

Son los catalizadores biolégicos responsables de sostener casi todas las
reacciones quimicas que mantienen la homeostasis animal.

Actualmente se agrupan dentro de seis clases funcionales por la Union In-
ternacional de Bioquimicos (IUB): en la Tabla 7 se muestra la clasificacion

de las enzimas por la IUB.

3.4.1 Proteasas. Las enzimas proteoliticas o proteasas hidrolizan los en-

laces peptidicos con diferente grado de intensidad y de selectividad. Son de
los grupos mas importantes en la industria de los alimentos.

Las proteasas son clasificadas se acuerdo a su origen que puede ser (Badui,
1999):

Vegetal (papaina, ficina y bromelina)
Animal (catepsina, tripsina y quimotripsina)
Microbiano (subtilina)

También son clasificadas de acuerdo a su accion catalitica como:

Endopeptidasas. (Carboxipeptidasa A, Carboxipeptidasa B, Carboxipep-
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tidasa C, Carboxipeptidasa Y, Aminopeptidasa ae leucina, Aminopeptidasa M)
Exopeptidasas. (Tripsina, Quimotripsina, Elastasa, Termolisina, Pepsina,
Endopeptidasa V8)

Las principales categorias de las proteasas son:

Serinproteasas (tripsina, quimiotripsina, elastasa)

Tioproteasas (papaina, proteasa B de la levadura)

Acido proteasas (pepsina, catepsina d)

Metaloproteasas (colagenasa, algunas proteasas microbianas neutras)
Carbopeptidasas (remueve residuos C-terminales)

Peptidasas (en su mayor parte remueven residuos N-terminales)

De las cuales las cuatro principales categorias de interés en alimentos son
las proteasas enddégenas siguientes, serinproteasas, tioproteasas,
metaloproteasas y acidoproteasas. (Whitaker,1972).

Serinprcteasas (a excepcién de algunas proteasas de la especie
Streptomyces). Tienen su maxima actividad a pH alcalino. (whitaker,1972).

Tioproteasas. Estan cercanamente relacionadas con las serinproteasas te-
niendo un —SH en lugar de un —OH en el centro catalitico. Estas enzimas
las cuales se encuentran en plantas y también producidas por
microorganismos son sensibles en presencia de oxigeno. Su maxima activi-
dad es encontrada a valores de pH mas neutros que las serinproteasas.

(Whitaker,1972).

Metaloproteasas. Contienen un atomo metalico esencial, usualmente Zn, y
tienen un valor 6ptimo de pH aproximadamente neutro. Su estabilidad es
incrementada con la presencia de Ca® , mientras que fuertes agentes
quelantes, tal como el EDTA, inhiben a la enzima por la remocion del atomo

de zinc. (Whitaker.1972).

Acidoproteasas. Tienen un grupo carboxilo del acido aspartico en el centro
activo. Estas son esparcidas (extendidas) y tienen su maxima actividad
catalitica a pH acido (whitaker,1972).
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TABLA 7. CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS POR IUB

Clasificacion Propiedades Bioquimicas

Oxidoreductasas Actuan sobre muchas agrupaciones quimicas para agregar
o quitar atomos de hidrégeno

Transferasas Transfieren grupos funcionales entre moléculas donadoras
y aceptadoras

Hidrolasas Adicionan agua a través de los puentes hidrolizandolos

Liasas Agrega agua, amonio o dioxido de carbono a través de los
dobles enlaces o quita estos elementos para dar lugar
a los dobles enlaces

Isomerasas Hay diferentes tipos de isomerizaciéon L y D.

Ligasas Catalizan reacciones en las cuales dos grupos quimicos se
unen usando la energia del ATP.

(Badui, 1999.)

El musculo contiene diversos tipos de proteasas. Su cantidad en el tejido
muscular es pequenia, lo que dificulta su purificacion. Asimismo, las propie-
dades fisicoquimicas y cataliticas de una enzima de una especie dada, pue-
den variar con la edad bioldgica, dieta, actividad, temperatura del habitat y

por otros factores (Whitaker,1972).

3.4.2 Actividad proteolitica. Uno de los principales problemas del dete-
rioro de los productos marinos es la pérdida de textura que esta directamen-
te relacionada con la actividad proteolitica endégena. Algunas de las
proteasas implicadas en este proceso son las catepsinas, proteasas depen-
dientes de calcio, colagenasas, proteasas alcalinas, enzimas digestivas y
otras proteasas musculares. Para incrementar la vida de anaquel de este
tipo de sustratos se hace necesario encontrar la actividad autolitica y ase-
gurar un medio higiénico y temperaturas de refrigeracion y congelacion.
(Badui, 1999).
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De los tipos de proteinas presentes en las proteinas miofibrilares (Tabla 6),
la protedlisis de la fraccion miofibrilar es la de mayor importancia en el pro-
ceso de conservacion y elaboracion de productos marinos. El tejido muscu-
lar contiene un gran nimero de proteasas, las calpainas y las proteasas
neutras activadas por calcio (CANP) y catpepsinas o proteasas lisosomales
que tienen actividad especifica por la fraccion miofibrilar. (8adui,1999).

La actividad de estos dos grupos de enzimas es responsable de la resolu-
cién del rigor-mortis; sin embargo su actividad puede variar con la especie,
por la presencia de reguladores e inhibidores, por las condiciones ambien-
tales. En la trasformacion post-mortem del musculo ocurren un sinnimero
de cambios quimicos. Estos se inician al momento de la captura, en la que
ocurre un paro masivo respiratorio y cardiaco, originan cambios en la activi-
dad metabdlica del musculo, iniciandose la actividad enzimatica post-mortem
y las reacciones de maduracion y autdlisis (zdzislaw, 1994).

Durante las 6 a 12 horas posteriores a la pesca, el molusco presenta un
ablandamiento progresivo. El ablandamiento mecanico de las miofibrillas es
causado por efecto de las enzimas proteoliticas activadas después de la
muerte. Estas endopeptidasas se han clasificado como no lisosomales con
una actividad maxima a valores de pH cercanos a la neutralidad, y las
lisosomales que actian a valores menores de pH, como se muestra en la

Tabla 8.

El manejo que se dé al animal antes del sacrificio, 0 en el musculo post-
mortem puede tener un efecto profundo en la actividad de las enzimas
enddgenas que actuan para producir ablandamiento post-mortem.

Se ha reportado que los mecanismos responsables para el ablandamiento
de la carne son los mismos en todos los musculos, y en todas las especies

animales (Jaarseld, 1997).

Tal ablandamiento se lleva a cabo mediante la accion de las enzimas
proteoliticas, tales como las catepsinas y las calpainas; a pesar de que los
valores de pH para su maxima actividad son diferentes del pH de la carne
post-rigor, se ha encontrado que ambos grupos de enzimas mantienen al-
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guna actividad al pH normal de la carne posi-rigor, por io que a ambos gru-
pos de enzimas se les ha atribuido la mejora en la blandura de la carne.

TABLA 8. PROTEASAS DEL TEJIDO MUSCULAR

Proteasas Intervalo de pH para proteolisis

No lisosomales

Proteasas neutras activadas por calcio 6.5-8.0
Proteasas similares a tripsina (serina) 6.5
6.5

Proteasas neutras (tilo)

Proteasas alcalinas (serinas) 7.5-10.5
Lisosomales

Catepsina B 3.0-6.0
Catepsina D 2.5-4.5
Catepsina H 5.0-7.0
Catepsina L 3.0-6.0
Catepsina N 3.0-6.0
(Whitaker,1972)

La actividad de las proteasas en el musculo de pescado es variada y depen-
de de la localizaciéon en el musculo, el ciclo de vida, la presencia de
activadores e inhibidores endogenos, pH, y temperatura. Recientes estu-
dios indican que las proteasas neutras y alcalinas tienen mas impacto sobre
el deterioro post-mortem en la calidad del musculo del pescado, que las
catepsinas activas a pH acido. La pérdida de calidad es causada por degra-
dacién enzimatica de la colagena en el tejido crudo, y por las enzimas acti-
vadas por calor en geles de pescado (Kolodziejska y Sikorski, 1996).

Cuando el calamar muere entra en un estado incontrolable de degradacion
proteica, tanto por proteasas endégenas como bacterianas (Eileen y Gill, 1982),
por lo cual es posible que las proteasas endogenas que se encuentran en
esta especie, sean las causantes de esta autdlisis, y la subsecuente des-
truccion de la textura durante el almacenamiento, coccién o procesamiento

(Ebinay col., 1995).
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Las proteasas enddgenas del muisculo se incluyen en dos grupos, las de-
pendientes de Ca?* (PDC) llamadas calpainas, y las lisosomales llamadas

catepsinas.

Calpainas. A las proteasas involucradas en este tipo de actividad se les ha
dado varios nombres, tales como proteasas dependientes del calcio (PDC)
(Dayton, y col., 1976), proteasa neutra dependiente del calcio, o proteasa activada
por el calcio (Keohmaraie y col., 1992). Estos términos fueron unificados por Suzuki
y Murachi quienes les dieron el nombre de calpainas (citado por Sorimachi y col.,

1996: Dransfield y col., 1992).

Existen dos tipos de calpainas: Calpaina | y Calpaina Il. La | requiere con-
centraciones milimolares de Ca?: mientras que las de tipo Il requieren con-

centraciones micromolares de Ca?* (Carballo y Lopez, 1991).

El pH optimo de actividad es de 7.5, aunque se ha visto que tienen un 30 %
de actividad al pH de la carne post-rigor (Lawrie, 1985; Alarcén y Dransfield, 1990).

Las enzimas dependientes de Ca?% o calpainas, son cistein proteasas con
dos subunidades, una pesada (80 kDa) y una ligera (30 kDa) (Koohmaraie, 1992).
La subunidad pesada contiene un dominio homélogo a otras cistein proteasas
como la papaina y las catepsinas B, L y H; la subunidad ligera no tiene una
funcién conocida, aunque se cree que es una subunidad reguladora (Yoshizawa
y col., 1995) idéntica para ambas calpainas y que presenta un cambio significa-
tivo en el peso molecular después de que ejerce su actividad proteolitica de

30 kDa a 17 kDa (Croall y col., 1992).

La subunidad pesada se divide estructuralmente en cuatro dominios, el se-
gundo dominio es una cistein proteasa y el cuarto dominio es un ligador de
calcio (Reddyy col., 1994). Las funciones del primer y tercer dominio no son cono-
cidas, aunque la estructura del dominio indica claramente que la subunidad
pesada fue generada por fusion de genes ancestrales de proteasas (Sorimachi

y col., 1994).

Una de las caracteristicas especiales de las calpainas es que la gran expo-
sicion al calcio favorece la auto hidrdlisis de si mismas (Koohmaraie, 1990).
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Catepsinas. Se ha demostrado que las proteasas del musculo son impor-
tantes en el desarrollo de la blandura y calidad de la carne durante la madu-
raciéon después del sacrificio. Estudios recientes muestran que las enzimas
individuales pueden contribuir al rompimiento de las miofibrillas y de las es-

tructuras del tejido conectivo (Toldra y Etherington, 1988).

Se ha demostrado que en diversos tejidos existen particulas denominadas
lisosomas que contienen enzimas con actividad proteolitica éptima a pH
acido, entre ellas se encuentran las catepsinas reconocidas por su partici-
pacion en el ablandamiento post-mortem. Los lisosomas tienen membranas
lipoproteicas que se hallan intactas a los niveles de pH post-mortem o cuan-
do el tejido sufre una lesién grave, liberando las enzimas proteoliticas.

Las concentraciones de lisosomas varian en diferentes células y tejidos.
Las propiedades de las proteasas lisosomales de estos tejidos son simila-

res (Pérez y Alarcon, 1996).

Las enzimas lisosdmicas o catepsinas se activan a pH acidos, degradan la
membrana lisosémica y pasan al liquido sarcoplasmico, degradando las pro-
teinas musculares. Se han reportado alrededor de 13 enzimas lisosomales,
pero sblo se ha demostrado la presencia de ocho (A, B, C,D, H, L, Jy
carboxipeptidasa lisosomal) en musculo esquelético, siendo las catepsinas

B, D, Hy L las mejor caracterizadas (Koohmaraie, 1990).

Por otra parte, debido a que el calamar es una especie con un alto valor
proteico, éste contiene grandes cantidades de enzimas proteoliticas (Eileen
y Gill, 1982). Se han identificado la catepsinas B, P y E en el tejido del
calamar, asimismo una proteinasa cisteina acida, y una catepsina en
Ommanastrephes sloani, asi como metaloproteasas neutras de algunas
especies como Teuthoidea y proteasas alcalinas de Loligo forbesi (Ebinay col.,
1995). Otros estudios reportan que el extracto del manto del calamar de la
especie lllex illecebrosus, contiene una enzima clorada activa la cual cataliza
reacciones caracteristica de la catepsina C. (Hameed y Hard, 1985).

También se han aislado y caracterizado catepsina C del higado y pancreas
del calamar lllex illecebrosus y catepsina D de la glandula digestiva del cala-
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mar Todarodes sagittatus. La concentracion de la enzima en la glandula es
aproximadamente de 0.5 mg/g de peso seco (Kolodziejska y col., 1994).

Encontramos también que en el musculo de la carpa el pH éptimo para la
actividad de catepsina D esta alrededor de 3 a 4.5, asimismo las catepsinas
Ay D no presentan actividad proteolitica a pH por arriba de 6. (Ashie y col., 1996).

TABLA 9. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEASAS

ENDOGENAS
PM Pl PH
Enzimas Forma de (peso (punto Substratos
accion molecular kDa) isoeléctrico)
Catepsina Endo 42.000 5.5-6.5 3-5 | Actina
D Miosina
Troponina T
Linea Z
Catepsina Endo 28.000 71 5.5- | Actina
H Exo 6.5 Miosina
Actina
Catepsina Endo 24.000 5.8-6.1 4- | Miosina
L 6.5 | « actinina
Troponina T
Troponina |
Colagena
Calpaina Endo 30.000 6. | Desmina
Lyll 30.000 5-8 | Troponina T
(dos Troponina |
subunidades) Tropomiosina
Conectina

(Carballoy Lépez, 1991, Beynon y Bond, 1994)

3.4.3 Efecto de las proteasas sobre el tejido muscular. Después de la
captura y muerte del molusco, éste sufre inmediatamente un deterioro debi-
do a que ocurre una liberacion de sus propias enzimas. Asi, por ejemplo, las
proteasas comienzan la hidrdlisis de las proteinas musculares, lo que se
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traduce en un ablandamiento lento en los diferentes organismos (Carballo y
Lépez, 1991), la velocidad de degradacion es mas elevada en los productos

marinos que en otros tipos de carne (Oliveira, 1998).

En los productos de la pesca podemos determinar tres estadios post-mortem:

Estadio de irritabilidad o de pre-rigor. Este estadio comprende el periodo
que va desde la muerte hasta que comienza el rigor mortis. En esta etapa
denotamos excitabilidad muscular marcada. Empieza la glucolisis anaerobia,
con acumulacion de acido lactico y degradacion del ATP a ADP y otros
nucleétidos. El pH del musculo se encuentra en valores cercanos a 7. A la
palpacién, se nota un musculo elastico.

Estadio de rigor mortis o de rigidez cadavérica. Esta etapa comienza cuan-
do los valores de pH del musculo llegan a su valor minimo. Aqui los
sarcémeros se encuentran contraidos y existe una formacion irreversible de
actomiosina. Se caracteriza este estadio, porque el musculo se torna rigido
y duro por la contraccién de las proteinas miofibrilares. El pH del musculo se
encuentra en el entorno de seis. El rigor comienza en la region de la cabeza,
propagandose luego, a la region de la cola, desapareciendo luego en el
mismo sentido que se instala. Este estaco comienza de una a siete horas
post-mortemy su duracion es variable, de acuerdo a varios parametros como
pueden ser estado de fatiga, reservas de glucdgeno, estado reproductivo,

estado nutricional, etc.

Estadio de alteracion o de post-rigor. Se inicia cuando el musculo empieza a
ablandarse nuevamente. En esta etapa, se produce la liberacion de
catepsinas, las que degradan a las proteinas. Como resultado de esta ac-
cién enzimatica sobre las proteinas estructurales del musculo, se vera faci-
litada la actividad microbiana. ;

Si se toma en cuenta lo anteriormente expuesto, se puede ver que el mus-
culo del pescado atraviesa por los estadios de irritabilidad, rigor mortis y
alteracion. Una vez finalizado el rigor mortis, comienzan a instalarse los pro-
cesos que llevan a la putrefaccion del producto.
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A diferencia de las carnes rojas, los productos marinos, no pasan por un
estado de maduracion tan prolongado, estando este entre el rigor mortis y la

putrefaccion (Oliveira, 1998).

3.4.4 Degradacion de los compuestos nitrogenados. La degradacion
de estos compuestos produce alteraciones organolépticas importantes en
el pescado. Para una mejor comprensién de los mecanismos que aqui inter-
vienen, se pueden dividir en las alteraciones sufridas por el nitrégeno protei-
co y las que suceden sobre el nitrégeno no proteico (Oliveira, 1998).

Nitrégeno proteico. Los cambios autoliticos de las proteinas son debidos a
la accién de catepsinas. Estas producen la degradacién (hidrélisis) de las
proteinas hasta péptidos y a aminoacidos. El aumento de la concentracion
de aminoacidos libres en el musculo, constituye un medio adecuado para el
crecimiento bacteriano. Por la accion enzimatica de estas bacterias ocurre
la descarboxilacion de algunos aminodcidos, originando de esta manera
aminas biogénicas, que se acumulan o entran en los restos del proceso de
putrefaccion. Estos productos finales van a influir fundamentalmente en el
olor que se percibe durante el examen organoléptico. Entre los compuestos
finales de la degradacion de los aminoacidos, estan los siguientes:

La arginina da como producto final NH, (por una desaminacion).

La histidina da como producto final histamina (por una descaboxilacién).
La lisina da como producto final cadaverina (por una descaboxilacion).
La glutamina da como producto final putresina (por una descaboxilacion).

Tiene importancia evitar la formacién de histidina, ya que este compuesto
actua como mediador en las reacciones alérgicas Tipo 1. En especies como
los atunes, que poseen una elevada concentracién de histidina, es particu-
larmente importante evitar el ataque microbiano, que conducira a su
descarboxilacion, mediante un correcto enfriado (Oliveira, 1998).

Nitrogeno no proteico. Los organismos marinos tienen presente el 6xido de
trimetilamina, compuesto con funciones de osmoregulador, que por reduc-
cion bacteriana se convierte en trimetilamina y por accién enzimatica (no
necesariamente bacteriana), se reduce a dimetilamina, monometilamina y
amoniaco. Todos estos compuestos son volétiles y se les conoce como ba-

22



Efecto del almacenamiento en congelacion sobre las proteinas miofibrilares del musculo del calamar

ses nitrogenadas volatiles totales (BNVT). Sus bajos niveles en una mues-
tra analizada indica la frescura del producto, cuanto més fresco esté mas
bajos seran los valores de BNVT. Los métodos empleados para la determi-
nacién de estos compuestos son el de microdifusién de Conway, el de des-
tilacion directa y el de destilacion por arrastre de vapor. Los compuestos
nitrogenados no proteicos tienen un valor adicional y juegan un papel im-
portante en las caracteristicas organolépticas del pescado, ya que son los
responsables del «olor a pescado» debido a la trimetilamina. Por otra parte
se le atribuyen efectos secretorios positivos para los jugos gastricos, prepa-
rando al tracto digestivo para digerir los alimentos. La trimetilamina y la
dimetilamina se producen mediante la degradacion enzimatica del éxido de
trimetilamina, que se encuentra en cantidades significativas unicamente en
las especies de agua salada. La determinacion de estos compuestos tiene
amplia aplicacion practica, ya que son indicadores de frescura, (Oliveira, 1998).

La calidad sensorial y nutricional de cualquier producto marino se deteriora
durante el congelamiento, acompanada por una pérdida en las propiedades
funcionales de proteinas musculares. La extension de la desnaturalizacion
por frio durante el almacenamiento, es afectada por el contenido y distribu-
cion de grasa en los tejidos, asi como por la tasa de acumulacién de
formaldehido y diferentes aminoacidos (Kolodziejska y col., 1994).

3.5 Conservacion y manejo por congelacion

Congelar alimentos consiste en la reduccién de la temperatura por debajo
del punto de congelacion, de manera que la mayor parte del agua contenida
en el alimento se transforma en hielo. Los alimentos congelados deben
almacenarse hasta su consumo a temperatura de congelacion, cuyo valor
depende de la clase, del genero y del tiempo de conservacién deseado

(Mallet, 1993).

El proceso de congelacién representa una fuerte agresion a la estructura de
los alimentos frescos. El agua contenida en ellos se separa del resto de los
componentes en forma de hielo, del mismo modo que en la desecacién se
separa en forma de vapor; la Unica diferencia consiste en que los cristales
del hielo permanecen en los alimentos y necesitan espacio, mientras el va-
por de agua se disipa en la atmdsfera.
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Por lo tanto, al descongelar, ei hielo puede reabsorberse por el resto del
tejido, pero congelacion y descongelaciéon no son procesos reversibles y la
unién del agua es mas débil después de la congelacion que en estado fres-
co, lo que motiva que el jugo pueda extraerse por presion con mucha mas

facilidad después de la congelacion.

Por consiguiente, los componentes sélidos sufren por congelacion ciertas
modificaciones irreversibles que, por lo que se refiere a las proteinas de los
alimentos animales, sufren una desnaturalizacion (villanua, 1990).

La carne tiene un punto de congelacién préximo a -1°C; en la mayor parte
de los pescados, el punto de congelacién va de -0.6 a 3.0°C.

La baja actividad de agua (aw) de la fase liquida en el pescado congelado,
junto a la concentracion de los solutos debida a la formacién de hielo, asi
como la baja temperatura de almacenamiento, inhiben la actividad bacteriana
y ejercen cierto efecto letal sobre algunos microorganismos (villanua, 1990).

3.5.1 Tipos de congelacion. La velocidad de congelacion, es decir, del
movimiento que sigue el frente de hielo, ocasiona los cambios histolégicos
en los tejidos congelados, ya que origina el tamano y distribucion de los
cristales de hielo. Durante la congelacién lenta, de unos 0.2 cm/h, la veloci-
dad de formacion de hielo es menor que la de migracién de agua desde el
interior de las células (donde la concentracion de solutos es inicialmente
mayor) hasta los espacios intracelulares (donde la concentracién inicial de
sal es mas baja), pero aumenta en el curso de la congelacion debido a la
cristalizacién. Asi, en el musculo congelado lentamente, se forman cristales
de hielo grandes en los espacios intercelulares, mientras que con velocida-
des elevadas de congelacién, de 5 cm/h, un gran nimero de cristales pe-
quenos se distribuyen uniformemente por toda la superficie de seccién del
tejido. La formaciéon de grandes cristales de hielo en los espacios
intercelulares puede causar dafios en la estructura histolégica del musculo.
En la tabla 10 podemos encontrar la cantidad de hielo formado en el muscu-
lo congelado a diferentes temperaturas (vilanua, 1990).
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TABLA 10. CANTIDAD DE HIELO FORMADO EN EL MUSCULO CONGE-
LADO A DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura (°C) Hielo (%) Temperatura (°C) Hielo (%)

0 0 -8 82

-1 8 -9 83
-2 52 10 84
-3 66 -12 86
-4 73 -15 87
-5 77 -20 89
-6 79 -30 90
-7 81 -40 90

(Careche y col.,1998)

3.5.2 Métodos de congelacion. Para elegir el método de congelacion
apropiado se debe de tomar en cuenta, en primer lugar, tamano, forma y
especie del pescado o partes del mismo a congelar, y después, situacion y
capacidad de las instalaciones con que se cuenta (Mallet,1993).

Los métodos de congelacion pueden ser: congelacién por medio de aire
enfriado, congelacién por contacto directo y congelacién por inmersion.

Congelacion por medio de aire enfriado. Se usa el efecto combinado de
temperaturas bajas y velocidades de aire altas lo que produce una
trasferencia de calor del producto. En general se debe de tener la conside-
racion que el aire puede circular libremente alrededor de todas las partes
del producto. Los productos de congelacién rapida son de mejor calidad
que los de congelacién lenta por los siguientes motivos: Los cristales de
hielo formados en la congelacién répida son pequefios por lo que causa
menos danos a las células de los productos congelados.
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Congelacion por contacto directo. Por lo general el producto es colocado en
congeladores que contienen placas metalicas a través de las cuales circula
un refrigerante. La transferencia de calor es principalmente por conduccion
debido a lo cual la eficiencia del congelador depende de la cantidad de

superficie de contacto (Mallet,1993).

Congelacion por inmersion. Se introduce el producto en una disolucion de
salmuera a bajas temperaturas (puede usar NaCl o azucar). Esta disolucion
es un buen conductor, hace contacto con todo el producto, provocando una
transferencia de calor rapida y el producto es congelado totalmente en poco
tiempo, lo mejor es congelar en unidades pequefas o individuales y no en
forma masiva. Una desventaja de utilizar este método es la extraccion de
los jugos del producto por diferencias de concentracion. También puede
existir una penetracion excesiva de sal en el producto, provocando cambios

en el sabor (Mallet,1993).

3.5.3 Congelacion en productos carnicos y/o marinos. Muchas espe-
cies de productos marinos no se procesan antes de su congelacién, sin
embargo, las formas mas comunes para congelar pescado son: el fileteado
y el desmenuzado. Los crustaceos se preparan principalmente cociéndolos,
retirdndoles la envoltura quitinosa y categorizando las carnes, aunque hay

algunos que se congelan crudos.

Los moluscos pueden congelarse con concha o desprovistos de ella. Los
calamares se congelan en bloques, enteros o después de ser descabezados

y eviscerados (Zdzilaw, 1994).

3.5.4 Efectos de la congelacion en estructura y proteinas. La congela-
cién, como sabemos, es un proceso mediante el cual los alimentos conser-
van sus caracteristicas originales durante un periodo de tiempo relativa-
mente largo, ya que se inhibe el crecimiento de microorganismos y se dismi-
nuye la velocidad enzimatica de algunas enzimas como las proteasas. Sélo
que el almacenamiento en congelacion puede provocar profundas altera-
ciones en las proteinas de la carne del manto calamar, conocidas con el

nombre de desnaturalizaciéon por congelacion.

Estos cambios comprenden tanto la desnaturalizacion propiamente dicha, o
sea, el desdoblamiento de las moléculas, como las reacciones secundarias
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que se producen entre los grupos quimicos con capacidad de reaccién de
diferentes proteinas y de otros componentes de los musculos de los pesca-
dos, lo que origina combinaciones diversas (enlaces cruzados) y la forma-
cién de agregados. Las proteinas pierden por lo menos parte de su solubilidad
y pueden exhibir una actividad enzimatica mas baja (Lewin, 1974).

3.5.5 Efecto del almacenamiento en congelacion sobre las proteinas.
Las proteinas pueden desnaturalizarse durante el almacenamiento, princi-
palmente por la accién catalitica del hielo y sales inorganicas, la fijacién de
acidos grasos y productos de la oxidacion de los lipidos, los enlaces cruza-
dos inducidos por el formaldehido generado en los musculos de algunas
especies marinas, y otras reacciones posibles que llevan a la formacion de
nuevos enlaces covalentes en las proteinas desnaturalizadas (Lewin,1974).

La cristalizacion del hielo puede alterar las estructuras acuosas que rodean
las areas de interacciones hidrofébicas en las proteinas. También puede
romper las interacciones hidrofébicas-hidrofilicas intermediadas por el agua,
que contribuyen a afianzar la conformacion nativa de las moléculas de pro-
teina (Lewin, 1974). Aumentando la concentracion de sales en los espacios acuo-
sos sin congelar, puede disminuir la hidrataciéon de las proteinas, ya que
entonces los iones inorganicos concentrados entran en competencia por las
moléculas de agua. Los cationes divalentes son capaces de formar enlaces
cruzados al reccionar con cadenas laterales de acidos ionizados en las pro-
teinas. Estas interacciones se pueden favorecer por los ligeros desvios que
experimenta el pH en los productos marinos congelados. Por adicién, las
sales inorganicas pueden participar en la desnaturalizacion por congelacion
de las proteinas catalizando la hidrdlisis y autoxidacion de los lipidos (Kolodziejska

y col, 1987).

Los acidos grasos libres reducen notablemente la solubilidad de las protei-
nas miofibrilares en sistemas modelos. En el pescado congelado se acumu-
lan durante el almacenamiento y pueden contribuir a la formacién de agre-
gados fijdndose a proteinas a través de interacciones hidrofébicas. Su pa-
pel es mas acentuado en pescados magros que en la carne de pescado
ligeramente grasa. En los musculos de pescado con depdsitos grasos
intramusculares, los acidos grasos libres pueden tener una mayor dificultad
para interaccionar con las proteinas, porque se asocian preferentemente
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con la fase lipidica, sin embargo, en el calamar debido a que la cantidad de
grasa es baja no hay degradacion y/o oxidacién de grasas.

Los acidos grasos oxidados y los productos secundarios de la autoxidacion,
especialmente aldehidos, alteran la solubilidad de la proteina mucho mas
que los acidos, ya que pueden formar enlaces covalentes con grupos

proteicos reactivos.

Otros enlaces covalentes que podrian favorecer la agregacién proteica son
los puentes disulfuro. Aunque no se han detectado cambios significativos
en el numero de grupos —SH en las proteinas del pescado como conse-
cuencia de la congelacién y de un almacenaje prolongado, podrian produ-
cirse algunos enlaces cruzados sin ningun cambio considerable en el total

de grupos —SH (Kolodziejska y col, 1987).

3.5.6 Actividad enzimatica de la 6xido de trimetilaminasa (OTMAasa)
relacionada con la desnaturalizacion de proteinas. El 6xido de
trimetilamina (OTMA) es un compuesto presente naturalmente en muchos
animales marinos. Se cree que su papel fisiolégico es similar a la funcién de
la urea o del acido urico en los mamiferos terrestres; su excrecién mantiene

el balance de nitrégeno.

Los invertebrados marinos tienen niveles elevados de OTMA. Los calama-
res contienen 728-884 mg/100g. En los musculos congelados de algunas
especies de pescados, el OTMA se degrada hasta trimetilamina (TMA) y
formaldehido (FA). En la Figura 5 se muestra el mecanismo de conversion

de TMA y FA a partir de OTMA.
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Figura 5. Mecanismo de conversion de TMA y FA a partir de OTMA (Harada, 1975)

La acumulacién de aldehido durante el almacenamiento en congelacion,
por tratarse de un compuesto muy reactivo que se sabe reacciona con dife-
rentes grupos funcionales de las proteinas, puede fijarse a algunos grupos
de cadenas laterales proteicas y formar puentes metilénicos intra e
intermoleculares, como:

RNH, + CH,0 ——pRNHCH:OH
RCONH, + CH,0 — »RCONHCH,OH

RCONH, + HCONHCHEbH —»RCONHCH,NHCOR + H,0
ROH + CH,0 ——» ROCH,0H

2 ROH + CH,0 ——» ROCH,0H + H,0

2 RSH + CH,0 —— RSCH,SR + H,0

Estas reacciones pueden provocar la formacion de agregados proteicos y
pueden disminuir la solubilidad proteica. El formaldehido es especialmente
importante en la desnaturalizacion por congelaciéon de las proteinas. Su
accion es mas notable en el producto marino desmenuzado que en piezas
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enteras o filetes. Eliminando el sustrato hidrosoluble y el sistema enzimatico
responsable del desdoblamiento del OTMA, pueden atenuarse eficazmente
los cambios indeseables sufridos por las proteinas. Por otra parte, el descenso
de la concentracién de OTMA en la carne de pescado puede a su vez
contribuir a la desnaturalizacién por congelacion, ya que el OTMA puede
actuar en el musculo del pescado como osmolito protector.

El pH del medio tiene gran importancia en los fenémenos de desnaturalizacion
de proteinas. La mayoria de las proteinas tienen un intervalo de pH y los
valores que se aparten de él, provocan la desnaturalizacion. A medida que
el pH del medio se aleja del valor dptimo, aumentan las cargas en los grupos
R y también las que ejercen repulsion entre diferentes zonas de la molécula.
Esto comparta la modificacion de la estructura, aunque si estos cambios no
son excesivos, la proteina puede adquirir de nuevo su configuracion normal

cuando se reestablece el valor de pH dptimo

Altas concentraciones de solutos (6 a 8 M), tales como urea o guanidina,
son capaces de ocasionar la rotura de enlaces de H y, en ultimo término la

desnaturalizacion de las proteinas. (Harada, 1975).
4. ACTIVIDADES

* Evaluar la solubilidad proteica de musculo de calamar congelado a
-20°C y -=10°C durante un periodo de ocho meses. Haciendo una
extraccion de proteinas solubles en sal, SDS, Urea y Mercaptoetanol.

= Estudiar el efecto de la congelacion en el pH y CRA de musculo de
calamar congelado a —20°C y —10°C.

* Determinarla pérdida de peso de musculo congelado, después de coccion
y deshielo.

= Evaluar la actividad proteolitica endégena del musculo de calamar du-
rante el almacenamiento en congelacion.
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= Evaluar la degradacion de la fraccion miofibrilar de musculo congelado
mediante sus perfiles electroforéticos.

5. METODOLOGIA

5.1 Preparacion de las muestras

El tejido muscular de calamar fue adquirido en la central de abastos la Nueva
Viga, empacado al vacio en bolsa de polietileno y almacenado en congelacion
a -20°C y -10°C por un periodo de 8 meses. Las muestras se analizaron
cada cuatro semanas para las pruebas de solubilidad, capacidad de retencion

de agua, pH y pérdida de peso.

5.2 Determinacion de proteina

La determinacion de proteina se llevé a cabo mediante el método de biuret
(Gomall y col., 1949). El método se basa en la formacion de un complejo colorido
cobre-proteina en condiciones alcalinas. Los datos obtenidos se
correlacionaron con una curva patron de albumina bovina con una
concentracién maxima de 10 mg/mL, y se leyé a 540 nm. Para ver la

preparacion de los reactivos ver el Anexo |.

5.3 Determinacion del perfil de pesos moleculares de las proteinas pre-
sentes en el extracto crudo del manto del calamar

Una vez obtenido el extracto enzimatico crudo del manto del calamar gigan-
te, se llevd a cabo la determinacion del perfil de pesos moleculares median-

te electroforesis.

5.3.1 Electroforesis desnaturalizante. Las muestras del extracto
enzimatico crudo, se sometieron a la técnica de electroforesis
desnaturalizante utilizandose la técnica reportada por Garcia y col. (1998). Se
analizaron un volumen de 15uL de la muestra y uno de 10pL del marcador
de peso molecular. El andlisis se llevé a cabo a corriente constante de 200
volts, utilizdndose un equipo de electroforesis Mini-Protean Il Slab cell de
Bio-Rad (richmond, CA.) @ 4°C. Después del andlisis, los geles se desmontaron
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= Evaluar la degradacion de la fraccion miofibrilar de musculo congelado
mediante sus perfiles electroforéticos.

5. METODOLOGIA

5.1 Preparacion de las muestras

El tejido muscular de calamar fue adquirido en la central de abastos la Nueva
Viga, empacado al vacio en bolsa de polietileno y almacenado en congelacion
a -20°C y -10°C por un periodo de 8 meses. Las muestras se analizaron
cada cuatro semanas para las pruebas de solubilidad, capacidad de retencion

de agua, pH y pérdida de peso.

5.2 Determinacion de proteina

La determinacion de proteina se llevé a cabo mediante el método de biuret
(Gornall y col., 1949). El método se basa en la formacion de un complejo colorido
cobre-proteina en condiciones alcalinas. Los datos obtenidos se
correlacionaron con una curva patréon de albumina bovina con una
concentracién maxima de 10 mg/mL, y se leyé a 540 nm. Para ver la

preparacion de los reactivos ver el Anexo |.

5.3 Determinacion del perfil de pesos moleculares de las proteinas pre-
sentes en el extracto crudo del manto del calamar

Una vez obtenido el extracto enzimatico crudo del manto del calamar gigan-
te, se llevo a cabo la determinacion del perfil de pesos moleculares median-

te electroforesis.

5.3.1 Electroforesis desnaturalizante. Las muestras del extracto
enzimatico crudo, se sometieron a la técnica de electroforesis
desnaturalizante utilizandose la técnica reportada por Garcia y col. (1998). Se
analizaron un volumen de 15uL de la muestra y uno de 10pL del marcador
de peso molecular. El andlisis se llevé a cabo a corriente constante de 200
volts, utilizdndose un equipo de electroforesis Mini-Protean |l Slab cell de
Bio-Rad (Richmond. CA.) @ 4°C. Después del analisis, los geles se desmontaron
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y se tifneron en una disolucién 0.1% de azul de Coomasie R-250 durante 30
a 40 min. Finalizado este tiempo, los geles se colocaron en una disolucion
destenidora, haciendo los recambios necesarios de esta disolucién, de forma
que se pudieran ver con claridad las bandas de las proteinas en estudio.

La digitalizacion y andlisis de los geles se llevé a cabo mediante un equipo
Gel Doc 1000 (BioRad,). En la determinacién de los pesos moleculares se
utilizé a su vez el sofware “Molecular Analysis”, con el que se graficé el Rf
(distancia de migracion desde la parte superior del gel hasta el centro de la
banda de la proteina, entre la distancia que recorre el frente de color), de
cada banda, contra el logaritmo del peso molecular del patrén de referencia.
Posteriormente se calculé el peso molecular de cada banda mediante la
interpolacion de cada Rf de las bandas problemas en la curva patrén elaborada
(Rf vs log PM). La elaboracion de los reactivos se describe en el Anexo |l.

5.4 Determinacion de solubilidad de las proteinas presentes en el
musculo de calamar

5.4.1 Extraccion de actiomisina. La fraccién de la actomiosina o soluble
en sal (SSP) fue extraida por el método reportado por Woyewoda y col., 1986, que
consiste en una homogeneizaciéon con una disolucién salina al 5%. Para
consulta de la preparacion de los reactivos ver Anexo lll.

Para realizar la extraccion se tomaron 5g de calamar congelado y se
colocaron en un vaso de licuadora (enfriado en bafio de hielo), junto con la
disolucion de extraccion previamente enfriada. Se homogeneizé en licuadora
por un minuto, evitando la formacién de espuma. El homogeneizado se
centrifugd en una centrifuga Beckman, modelo JM-1, (Palo Alto C.A) por

30min., 13000 rpm, 4°C.

5.4.2 Extraccion con SDS, SDSY UREA, Y SDS Y Mercaptoetanol. El
precipitado insoluble se extrajo con diferentes disoluciones detergentes (SDS,
SDSy UREA, SDS y Mercaptoetanol) para romper interacciones secundarias
y puentes disulfuro segun el método reportado por Huidobro y col., 1997. Para
consulta de la preparacion de los reactivos ver el Anexo IV.

El precipitado se dividié en tres partes iguales, colocando cada una de éstas
en un vaso de precipitados, y agregando posteriormente a cada uno las
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disoluciones mencionadas, en una proporcion de 1:4, con agitacién de 10,
1440y 1440 minutos respectivamente. En la Tabla 11 se observan los tiempos
de agitacion para las disoluciones detergentes utilizadas.

TABLA 11. TIEMPO DE AGITACION PARA CADA DISOLUCION
DETERGENTES (SDS, SDS + UREA Y SDS + B-MERCAPTOETANOL)
UTILIZADAS SEGUN LO REPOSTADO POR HUIDOBRO Y COL., 1997

Soluciones detergentes Tiempo

SDS 2% 10 minutos
SDS 2% + Urea 8M 1440 minutos
SDS 2% + B-Mercaptoetanol 5% 1440 minutos

Pasado el tiempo, se procedié a centrifugar cada solucién a 13000 rpm
durante 30 minutos, y al sobrenadante se determind el contenido de proteina
por el método de biuret, y el perfil electroforético.

5.4.3 Extraccion de proteinas miofibrilares. Se realizé por el método
reportado por Alanis-Garcia 1993, que consiste en extracciones sucesivas con
disoluciones de baja y alta fuerza idnica, conteniendo EDTA y Pirofosfato de

sodio.

Para realizar la extraccion se tomaron porciones de calamar congelado y se
homogeneizaron en proporciones 1:10 con disolucién A de baja fuerza iénica.
Se centrifugd con una centrifuga a 9000 rpm., 25min., a 4°C, descartando el
sobrenadante “a” (fraccién sarcoplasmatica). Se resuspendié el precipitado
“a” en una proporcién 1:10 de la disolucién A centrifugando con una centrifuga
a 9000 rpm, 25min., 4°C, descartando el sobrenadante “b” (fraccion
sarcoplasmatica). Se resuspendid el precipitado “b” en una proporcién 1:6
de la solucion B de alta fuerza idnica, y se agité a baja velocidad a una
temperatura de 4°C durante la noche. Después se centrifugd a 9000 rpm,
25min., a 4°C y se descartd el precipitado “c” (fraccion del estroma). Se
decant6 con cuidado el sobrenadante “c” (fracciéon miofibrilar) y se diluyo
hasta una fuerza iénica de 0.1 con agua desionizada enfriada a 4°C, dejando
reposar toda la noche en refrigeracion. Se elimind por decantacion el exceso
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de agua y se centrifugé a 9000 rpm, 30min., a 4°C . Se resuspende el
precipitado “d” en 2.5 ml de disolucion C, de alta fuerza idnica, centrifugado
a 9000 rpm, 15 min., a 4°C. Para consulta de la preparacion de los reactivos
ver el Anexo V. Al sobrenadante se le determiné el contenido de proteina
por el método de biuret, y el perfil electroforético.

5.6 Determinacion de formaldehido

Se sigui6 el método reportado por woyewoday col., 1986. En musculos congelados
de algunas especies de pescados, el 6xido de trimetilamina (OTMA) se
degrada hasta dimetilamina (DMA) y formaldehido. El formaldehido libre en
el extracto de acido perclorico reacciona a 60°C con reactivo colorido de
Nash que contiene acetilacetona con un exceso de acetato de amonio para
producir diacetildihidrolutidina, midiéndose espectrofotometricamente a

415nm.

5.6.1 Extraccion. Para realizar la extraccion se tomaron 30g de calamar
congelado, los cuales se homogeneizaron con el doble de volumen de la
solucién de acido percldrico al 6%, durante dos minutos. Después de lo cual
se dejo reposar la mezcla por 5 minutos. Se filtr6 el extracto a través de un
filtro Whatman # 1. Se colectaron alicuotas de 25 ml.

5.6.2 Neutralizacion. Se estandarizé cuidadosamente el potenciometro (¢so
pH Meter Beckman), usando soluciones buffer estandar comerciales pH 4 y
7 (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, USA). Se neutralizaron las ,
alicuotas de 25ml de los filtrados de &cido perclérico (J.T.Baker, México) a
un pH de 7, mediante la cuidadosa adicién con bureta de hidroxido de potasio
al 30% (J.T.Baker, México). Cuidando de no exceder el pH de 7, y anotando
el volumen de hidréxido empleado. Posteriormente se indujo una formacién
de un compuesto colorido con el reactivo de Nash, al cual-se leyd la
absorbencia a 440nm, interpolando el valor obtenido en la curva patrén de
formaldehido. Para consulta de la preparacion y andlisis de los reactivos
para la determinacién del formaldehido ver el Anexo VI.
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5.7 Determinacion de CRA

La capacidad de retenciéon de agua (CRA), es un término empleado para
describir la capacidad de una matriz de moléculas, normalmente
macromoléculas, para atrapar grandes cantidades de agua de tal manera
que evite la exudacién. La determinacion de capacidad de retencion de agua
se realizé por el método recomendado por Guerrero, 1995. La CRA se
determiné picando una muestra de 10g de manto de calamar congelado y
colocéndola en tubos para centrifuga, afadiendo posteriormente 8ml de
una solucién 0.6M de NaCl (J.T.Baker, México), y agitandose la mezcla con
una varilla de vidrio por un minuto. Se colocaron los tubos en un bafo de
hielo durante 30 minutos, después de lo cual se agitaron nuevamente por
un minuto. Se centrifugaron los tubos con una centrifuga Beckman, modelo
JM-| (Palo Alto C.A), a 10000 rpm por 13 min., se decantd el sobrenadante
en una probeta, y se midié el volumen no retenido de los 8ml de solucion de
NaCl. Reportandose la CRA como los ml de agua retenida por 100g de
muestra. Para consulta de la preparacion de los reactivos ver el Anexo VII.

5.8 Determinacion de pH

La determinacion de pH se realizé por lo recomendado por Guerrero, 1995. Para
determinar el pH, se tomaron 10 g de muestra de manto de calamar
congelado, a los cuales se anadieron 100ml de agua destilada y se molieron
en licuadora durante un minuto. Se estandarizé el pH en el potenciémetro
con buffer de fosfatos pH 7 y 4 (Aldrich Chemical Company, Milwaukee,
USA). Se filtrd la mezcla de carne en manta de cielo para eliminar tejido
conectivo, y se procedioé a determinar el pH del filtrado. Para consulta de
preparacién de reactivos ver Anexo VIII.

5.9 Determinacion de pérdida de peso por deshielo

Segun el método reportado por Huidobro y colaboradores, 1997. Esta determinacion
fue obtenida por diferencia de peso de una muestra de 10g de manto de
calamar congelado empacada al vacio, y el peso del manto descongelado a
temperatura ambiente. Reportandose el resultado en porcentaje de pérdida

de peso.
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5.10 Determinacion de pérdida de peso por coccion

Segun el método reportado por Huidobro y colaboradores, 1997. Para lo
cual las muestras de manto de calamar congeladas y empacadas al vacio
en bolsas de polietileno fueron introducidas en un bafo de agua a ebuillicion
durante 10 minutos. Reportando la pérdida de peso entre la muestra antes
de congelar y después de coccion.

5.11 Determinacion de la actividad proteolitica del extracto crudo del
manto del calamar.

La determinacion de la actividad proteolitica se llevé a cabo por medio de
los métodos de Kunitz, 1947, utilizando como substrato la caseina al 1% (en
una disolucion amortiguadora de fosfatos 20mM, pH 7, NaCl 0.9%) y el de
Anson reportado por ouali y valin, 1980, utilizando hemoglobina al 1% (en una
disolucion amortiguadora universal 25mM). Para la preparacion de hemog-
lobina y caseina. El substrato se incub¢ a la temperatura de prueba durante
10min en un bano de temperatura controlada; una vez adicionado el extrac-
to enzimatico, se incubd por diez minutos para que se pudiera llevar a cabo
la hidrdlisis, la cual se detuvo con la adicion de una disolucién de
Tricloroacético (TCA) al 50%, se enfrié por 10 min a 4°C y posteriormente se
centrifugd durante 15 min a 11000g a 4 °C, con el fin de remover la proteina
insoluble en acido. Se determiné la absorbancia del sobrenadante a 280nm
en un espectrofotémetro Beckman DU-650 (Fullerton. CA).

Una unidad de actividad proteolitica se definié como: La cantidad de enzima
que produce un cambio de 0.001 de D.O. a una longitud de onda de 280nm
por minuto bajo las condiciones establecidas por Yamaguchiy col., 1982.

5.11.1 Obtencion del extracto enzimatico crudo del manto del calamar.
Se tomo una porcién del calamar congelado, se hicieron cortes finos de
aproximadamente 3mm, y posteriormente se homogeneizaron con un
amortiguador de fosfatos (20mM, pH de 7 y 0.9% de NaCl), en una proporcion
1:1 (p/v). Posteriormente el extracto se sometié a centrifugacién a 11,0009
durante 20 min a 4°C en frascos de 250mL. El sobrenadante obtenido fue
considerado como el extracto crudo del manto del calamar y se le determiné

el perfil electroforético.
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5.11.2 Condiciones de temperatura y pH. Para determinar la actividad
proteolitica, se utilizé una temperatura de -20°C y pH de 2.7, 3.1, 6.1, 7.3y
7.6 reportados en el trabajo por publan, 2001. Para cada uno de estos se utilizé

un substrato adecuado; es decir, para pH acidos se utiliz6 hemoglobina al
1%, y para pH alcalinos se utilizé caseina al 1%.

5.12 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a andlisis de varianza y comparacion
multiples de Duncan para determinar los siguientes aspectos:

Andlisis de varianza para solubilidad de proteinas miofibrilares
temperatura de congelacion

Analisis de varianza para solubilidad de proteinas miofibrilares
Andlisis de varianza para solubilidad en SDS 2% + B-mercaptoetanol 5%

Analisis de varianza para la capacidad de retencion de agua

Andlisis de varianza para pH.

Analisis de varianza para pérdida de peso por deshielo respecto al tiempo y
temperatura de congelacion

Andlisis de varianza para pérdida de peso por coccion respecto al tiempo y
temperatura. ;

Andlisis de varianza para determinacién de actividad proteolitica.
6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Solubilidad

6.1.1 Proteina soluble en sal. Las pruebas mas populares utilizadas para
estudiar los cambios durante el almacenamiento en congelacién son las
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relacionadas a la pérdida de solubilidad o pérdida de extractibilidad en la
proteina total de los productos marinos, o de un grupo particular de protei-
nas como las proteinas miofibrilares. En la Grafica 1 se observa que la
solubilidad de las proteinas va disminuyendo gradualmente con el tiempo

de almacenamiento en congelacion.
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Gréfica 1. Porcentaje de extraccion de proteina soluble en disolucién salina respec-
to al tiempo y temperatura de congelacién

El decremento en la solubilidad es mayor a una temperatura de congela-
cidn de -10°C con relacién a la de -20°C. La desnaturalizacion de las protei-
nas se debe a los cambios en la actividad acuosa durante el almacenamien-
to en congelacion. Ya que en primer lugar se congela el agua de aquellas
zonas, cuyas substancias (soluto) estan mas diluidas. Con lo cual se eleva
la concentracion en soluto del agua que aun no llegé a congelarse.

La concentracion de sales puede alcanzar un grado tal que propicie la pues-
ta en marcha de una desnaturalizacion de las proteinas en los sectores
contiguos, lo que se traduce en una escasa solubilidad en las disoluciones
salinas de la carne congelada. Dado que a una temperatura de -10°C la
cantidad de agua que no se llega a congelar es mayor, se explica el por qué
tiene mayores efectos en la desnaturalizacion de las proteinas. Otra causa
es el probable aumento en la actividad de la OTMAasa, que trae como con-
secuencia la formacién de formaldehido, el cual reacciona con las proteinas
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para formar enlaces de tipo covalente, y dar asi lugar a compuestos insolu-
bles llamados agregados. Otro efecto dafino durante la congelacion es la
formacion de cristales de hielo inter e intracelular, los cuales llevan a las
fracturas en las células, rupturas de las membranas, y el desordenamiento
de la ultraestructura de las células y tejidos. Dado que a -10°C hay menor
numero de cristales porque la velocidad de congelacién es mas lenta, son
mas grandes por lo que el dafo fisico es mas grande y por lo tanto la
desnaturalizacion de proteinas es mayor que a -20°C, donde los cristales

son mayores en numero pero mas finos.

TABLA 12. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SAL RESPECTO
AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 0.9769 0.08141 2116.71  0.0001
Error 26 0.0010 0.000038
Total 38 0.9779

R2=0.998977

TABLA 13. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SAL RESPECTO A
LA INTERACCION DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada

Temperatura 1 0.2943 0.2943 7654.08. 0.0001
Tiempo 7 0.4061 0.0580 1508.72 0.0001
Temp.*tiempo 4 0.2763 0.0690 1796.35 0.0001

De acuerdo al andlisis de varianza en las Tablas 12 y 13 se observa que hay
diferencia significativa entre los valores de proteina soluble en sal, cuando

se almacena el manto de calamar a -10°C y -20°C, ya que el valor de Pr>F
calculado es menor a 1. Al realizar el analisis de varianza donde interactian
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el tiempo y la temperatura de congelacion, vemos que existe una interaccion
significativa entre estos dos parametros (Pr>F calculado es menor a 1).
Ademas de que son significativos los efectos, en la solubilidad.

6.1.2 Solubilidad en soluciones detergentes.

A. Solubilidad en SDS al 2%. En la Grafica 2 se observa como aumenta la
concentracion de proteina soluble en SDS 2%, durante el tiempo de alma-
cenamiento, este aumento fue mayor a -20°C. Lo que indica la formacion de
interacciones secundarias (enlaces de hidrégeno, enlaces idnicos y las fuer-
zas de Van der Waals), entre los grupos quimicos reactivos de las protei-
nas, como las cadenas laterales de acidos ionizados, y otros componentes

del musculo como los iones inorganicos (Na, K, Ca, Mg, etc)
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Gréfica 2. Variacion del % de proteina soluble en SDS 2% respecto al tiempo y tem-
peratura de congelacién

TABLA 14. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SDS RESPECTO
AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 409.5569 34.129 154.95 0.0001
Error 26 5.7266 0.2202
Total 38 415.28

R2=0.9862
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TABLA 15. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SDS RESPECTO A
LA INTERACCION DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada

Temperatura 1 0.2943 0.2943 7654.08 0.0001
Tiempo 7 0.4061 0.0580 1508.72 0.0001
Temp*tiempo 4 0.2763 0.0690 1796.35 1. 0000

En el andlisis de varianza Tablas 14 y 15 se observa que hay diferencia
significativa entre los valores de proteina soluble en SDS (Pr>F calculado
es menor a 1), cuando se almacena el manto de calamar a -10°C y -20°C, y
aumenta la fraccidn insoluble. Al realizar el analisis de varianza donde
interactdan el tiempo y la temperatura de congelacion, vemos que tienen
efecto significativo (Pr>F calculado es menor a 1), pero no asi el tiempo y la
temperatura por si mismos, ya que éstos si tienen un efecto significativo

(Pr>F calculado es igual a 1).
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Gréfica 3. Variacion del % de proteina soluble en SDS 2% y urea 8M respecto al
tiempo y temperatura de congelacion

B. Solubilidad en SDS 2% + urea 8M respecto al tiempo y temperatura de
congelacion. En la Gréfica 3 de solubilidad en SDS 2% y urea 8M, se ve que
durante el tiempo de almacenamiento en congelacién se forman los enlaces
secundarios (enlaces de hidrégeno, enlaces iénicos y las fuerzas de Van
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der Waals), entre los grupos quimicos reactivos de las proteinas, sélo que
en este caso la unién es mas fuerte, ya que para solubilizarlo se emplean
dos tipos de detergentes. La tendencia de la Grafica 3, indica que a -10°C,
tenderia a formarse con el tiempo, mayor cantidad de enlaces de hidrége-

no, enlaces idnicos y las fuerzas de Van der Waals.

TABLA 16. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SDS Y UREA RES-
PECTO AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION.
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 319.55 26.63 46.12 0.0001
Error 26 15.012 0.577
Total 38 334.56

R2=0.9551

TABLA 17. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SDS Y UREA
RESPECTO A LA INTERACCI(')‘N DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE
CONGELACION. (ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada

16.346 28.31  0.0001

Temperatura 1 16.346
Tiempo 7 194.221 27.745 48.05  0.0001
Temp*tiempo 4 108.9886 27.247 47.19 0.0001

En el analisis de varianza Tablas 16 y 17 se observa que hay diferencia
significativa entre los valores de proteina soluble en SDS y urea (Pr>F cal-
culado es menor a 1), cuando aumenta la fraccién insoluble. Al realizar el
analisis de varianza donde interactian el tiempo y la temperatura de conge-
lacion, se ve que efectivamente existe una interaccion significativa entre

estos dos parametros (Pr>F calculado es menor a 1).
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C. Solubilidad en 2% SDS y Mercaptoetanol al 5% (interacciones secunda-
rias y puentes disulfuro). Con los datos arrojados de la Gréfica 4 se puede
suponer que ademas de los enlaces de hidrégeno, enlaces idnicos y las
fuerzas de Van der Waals pudieran existir interacciones de los puentes
disulfuro. Al igual que los resultados obtenidos con los detergentes de SDS
2% y UREA 8M la tendencia a formar enlaces de hidrégeno, enlaces idnicos
y las fuerzas de Van der Waals es mayor a una temperatura de congelacion
de -10°C que de -20°C, esto nos indicaria que conforme avanza el tiempo
de almacenamiento la degradacion de proteinas aumenta, y como conse-

cuencia la aparicion de enlaces o puentes disulfuro.
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Grafica 4. Variacion del % de proteina soluble en SDS 2% y mercaptoetanol 5% res-
pecto al tiempo y temperatura de congelacién

TABLA 18. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SDS Y j-
MERCAPTOETANOL RESPECTO AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE
CONGELACION. (ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 9.9302 0.8275 98.94  0.0001
Error 26 0.2174 0.0083
Total 38 10.1476

R2=0.9785
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TABLA 19. VARIACION DE PROTEINA SOLUBLE EN SDS Y B
MERCAPTOETANOL RESPECTO A LA INTERACCION
DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada

Temperatura 1 0.1530 0.1530 18.29 0.0002
Tiempo 7 7.1934 1.0276 122.86 0.0001
Temp*tiempo 4 2.5837 0.6459 7723 0.0001

En el analisis de varianza Tablas 18 y 19 se observa que hay diferencia
significativa entre los valores de proteina soluble en SDS y mercaptoetanol
(Pr>F calculado es menor a 1). Lo mismo se concluye con el analisis de
varianza donde interacttan el tiempo y la temperatura de congelacion, que
existe una interaccion significativa entre estos dos parametros (Pr>F calcu-

lado es menor a ).

6.1.3 Solubilidad de proteinas miofibrilares. Al igual que la solubilidad de
proteinas en sales detergentes (SDS, UREA y Mercaptoetanol) en la Grafi-
ca 5 se observa que hay disminucién en la extractibilidad de proteinas
miofibrilares a una temperatura de congelacién de -10°C por lo que la
desnaturalizacion de proteinas miofibrilares es mayor a -10°C que a -20°C.
Esta desnaturalizacién de proteinas miofibrilares se da principalmente por-
que al aumentar la concentracién de sales durante la congelacion se espe-
raria que las moléculas de miosina (la proteina mds abundante en las unida-
des contractiles) a una alta fuerza idnica, durante periodos largos, se diso-
cian en sus subunidades: cadenas pesadas y componentes ligeros, los cua-
les sufren agregacion en la presencia de sales. Las cadenas pesadas su-
fren cambios en su conformacion y forman agregados insolubles.
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Grafica 5. Variacion del porcentaje de solubilidad de proteinas miofibrilares respec-
to al tiempo y temperatura de congelacién

La actina, que se encuentra asociada ademas a troponina, actinina y
tropomiosina, y que es la segunda proteina mas abundante, podria sufrir
ciertos cambios durante la congelacién. El proceso de polimerizacion es
acompanado ademas, de la asociacion de la actina con lipidos neutros y

polares, formando complejos lipoproteicos insolubles.

TABLA 20. VARIACION DEL PORCENTAJE DE SOLUBILIDAD DE PRO-
TEINAS MIOFIBRILARES RESPECTO AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE
CONGELACION. (ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 1943.43 161.953 253.46 0.0001
Error 26 16.6133 0.6389
Total 38 1960.049

R2=0.9915
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TABLA 21. VARIACION DEL PORCENTAJE DE SOLUBILIDAD DE
PROTEINAS MIOFIBRILARES RESPECTO A LA INTERACCION
DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada

Temperatura 1 1.0723 1.0723 1.68 02066
Tiempo 7 1792.725 256.10 40C0.80 0.0001
Temp*tiempo 4 140.637 637.409 58.55 0.0001

En el analisis de varianza Tablas 20 y 21 se observa que hay diferencia
significativa entre los valores de la extraccién de proteinas miofibrilares (Pr>F
calculado es menor a 1). Con el andlisis de varianza donde interactian el
tiempo y la temperatura de congelacién, notamos que existe una interaccion
significativa entre estos dos parametros (Pr>F calculado es menor a 1). Lo
mismo sucede con el tiempo donde también existe una diferencia significa-
tiva (Pr>F calculado es menor a 1). Pero cuando se toma a la temperatura,
se ve que tienen un efecto significativo (Pr>F calculado es mayor a 1), por lo
que este parametro no influye en la solubilidad de proteinas miofibrilares.

6.2 Capacidad de retencion de agua (CRA)

De acuerdo a los resultados de la Gréfica 6, se observa que la CRA de las
proteinas miofibrilares va disminuyendo de acuerdo al tiempo de almacena-
miento en congelacién. Sélo que a una temperatura de -10°C el tiempo en el
cual se pierde la CRA es de cuatro meses en comparacién de la temperatu-
ra de -20°C que se observa este fendmeno hasta el mes ocho.
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Grafica 6. Capacidad de retencidn de agua respecto al tiempo y temperatura de con-

gelacion

TABLA 22. VARIACION DE LA CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA
(CRA) RESPECTO AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION

ESTADISTICO POR MEDIO DE ANOVA

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 52970.1421 8428.6990 1365.87 0.0001
Error 26 160.444333 6.170936
Total 38 53130.586497

R2=0.996980

Con el andlisis de varianza Tabla 22 observamos que si hay diferencia sig-
nificativa entre los valores de la CRA. Existe diferencia significativa con el

tiempo y la temperatura (Pr>F calculado es menor a 1).
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Grafica 7. Variacion del pH respecto al tiempo y temperatura de congeiacion

6.3 Variacion del pH con respecto al tiempo de almacenamiento

Como se puede observar en la Gréfica 7 el pH del musculo de calamar
congelado tanto a -10°C como a -20°C tiende a aumentar, sélo que este
aumento es mas rapido a una temperatura de -10°C.

La desnaturalizacion de proteinas miofibrilares, debida a varios factores ya
vistos, tiene ciertos efectos sobre las propiedades de éstas. Tal es el caso
de la pérdida de retencion de agua, el cual es mas evidente a una tempera-
tura de -10°C debido a que los dafos son mayores, ya que hay mayor acu-
mulacion de formaldehido, concentracion de sales, formacion de cristales
de mayor longitud, entre otros, que en conjunto favorecen una mayor
desnaturalizacion de proteinas miofibrilares, responsables de brindarle al
musculo varias caracteristicas como textura, capacidad de gelificacion, y en

especial la capacidad de retencién de agua.

La probable presencia de otros compuestos con grupos amino presentes,
como los nucledtidos, pudieran haber ocasionado el aumento en el pH.
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Otra causa pudiera ser la degradacién de las proteinas, que como conse-
cuencia de su desnaturalizacion por efecto de la baja actividad de agua y la
formacién de cristales de hielo, libera grupo terminales amino o la liberacion
de compuestos nitrogenados como dimetilamina y otros compuestos prove-
nientes de la actividad proteolitica.

Como se observa en la Gréfica 7 tales efectos se presentan mas rapida-
mente a un tiempo de almacenamiento menor y en mayor proporcion a una

temperatura de congelacién de -10°C.

TABLA 23. VARIAC_ION DEL PH AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CON-
GELACION. (ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 0.9769 0.4090 10635.22 0.0001
Error 26 0.0010 0.0001
Total 38 0.9779

R2=0.998977

Con el andlisis de varianza Tabla 23 se observa que hay diferencia significa-
tiva entre los valores de pH obtenidos durante el almacenamiento de manto
de calamar en cqngelacién. Ademas existe diferencia significativa con el
tiempo y la temperatura (Pr>F calculado es menor a 1).

6.4 Concentracion de formaldehido

En la Grafica 8 se puede observar que la concentracion de formaldehido
aumenta al transcurrir el tiempo de almacenamiento, sélo que a una tempe-
ratura de -10°C esta concentracién al tercer mes aumenta alcanzando un
maximo al cuarto (300mg de FA/100g de calamar), en comparacion con la
temperatura de -20°C enla cual no se llega a esos niveles de concentracion
(maximo de 5mg de FA/100g Calamar), aun en los meses siete y ocho.

El Pescado blanco se considera generalmente fresco si el nitrégeno volatil
total NVT es menor de 20 mg N/100 g. Si el valor de NVT alcanza 30 mg N/
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100g la mayor parte de las autoridades consideran que el pescado es viejo,
y un nivel de 40mg N/100g indica que el pescado es impropio para el consu-
mo . En el caso de los pescados grasosos, la rancidez de la grasa se consi-
dera como un indicador
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Grafica 8. Variacion de la formacion de formaldehido respecto al tiempo y
temperatura de congelacion

La presencia de formaldehido es indicativa de la degradacion, del dxido de
trimetilamina presente naturalmente en varios productos marinos, entre ellos
el calamar. Su presencia sefala la probable formacién de agregados entre
este compuesto y las proteinas presentes en el manto. Esto indica que a
una temperatura de -10°C la actividad de la enzima OTMAasa (6xido de
trimetilaminasa) es mayor que a -20°C, por la tanto puede transformar en

mayor proporcion al OTMA (éxido de trimetilamina).
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TABLA 24. VARIACION DE LA CONCENTRACION DE FOHMALDEHfDO
RESPECTO AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 3711.3010 309.275 960.33 0.0001
Error 26 8.3733 0.32205
Total 38 3719.674

R2=0.997749

TABLA 25. ANOVA PARA LA FORMACION DE FORMALDEHIDO
RESPECTO A LA INTERACCION DEL TIEMPO Y TEMPERATURA
DE CONGELACION

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada

Temperatura 1 739.4077 739.4077 2295.93 0.0001
Tiempo T 1652.6110 236.0872 733.07 0.0001
Temp*tiempo 4 1319.2823 329.8205 1024.12 0.0001

Con el andlisis de varianza Tablas 24 y 25 se observa que si hay diferencia
significativa entre los valores de formacion de formaldehido (Pr>F calculado
es menor a 1). El tiempo y la temperatura de congelacion tienen un efecto
significativo en la acumulacion de formaldehido (Pr>F calculado es menor a
1). Lo mismo sucede con los parametros individuales.

6.5 Pérdida de peso por deshielo y por coccion

En las Gréficas 9y 10, se observa aumento paulatino en la pérdida de peso
en el musculo de calamar después de deshielo y de coccion es mayor a
-10°C, tal como se ha venido observando en los anteriores resultados. Todo
esto como consecuencia de la alteracion histolégica por los cristales de hie-
lo formados durante el tiempo de almacenamiento, alteraciones en las unio-
nes de hidrégeno, e interacciones hidrofébicas de acidos grasos libres, con-
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centraciéon de sales y competicién por agua de hidratacién, y la posterior
desnaturalizacion de proteinas miofibrilares, cuyos grupos funcionales re-
accionan con los productos resultantes de la oxidacién de lipidos, los radi-
cales metilos del OTMA (formaldehido), y por intercambio de radicales
disulfuro, y que finaliza con proteinas desnaturalizadas y agregadas, las
cuales pierden sus propiedades y por lo tanto se ve reflejado en pérdida de

peso por deshielo o por proceso térmico.
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Grafica 9. Variacién del porcentaje de pérdida de peso por deshielo respecto al tiem-
po y temperatura de congelacién
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Gréfica 10. Variacién del porcentaje de pérdida de peso por coccién al tiempo y
temperatura de congelacién
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TABLA 26. VARIACION DE LA PERD!DA DE PESO POR DESHIELO
RESPECTO AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE CONGELACION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacién libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 9404.7164 783.7263 83.11 0.0001
Error 26 245.17333 9.42974
Total 38 9649.8897

R?=0.974593

TABLA 27. ANOVA PARA PERDIDA DE PESO POR DESHIELO
RESPECTO A LA INTERACCION DEL TIEMPO Y TEMPERATURA

DE CONGELACION
Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Temperatura 1 1198.0528 1198.0528 127.05 0.0001
Tiempo 7 9324.2664 1332.0380 141.26  0.0001
Temp*tiempo 4 0.0000000 0.0000000 0.00 1.0000

Con el andlisis de varianza Tablas 26 y 27, se observa que hay diferencia
significativa entre los valores de pérdida de peso por deshielo durante el
almacenamiento a las temperaturas de -10°C y -20°C.

TABLA 28. VARIACION DE LA PERDIDA DE PESO POR COCCION
RESPECTO AL TIEMPO Y TEMPERATURA DE COCCION
(ESTADISTICA POR MEDIO DE ANOVA).

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacion libertad cuadrados cuadrada
Modelo 12 2535.1497 211.2624 18.81 0.0001
Error 26 291.95333 11.22897
Total 38 2827.1030

R2=0.896731
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TABLA 29. ANOVA PARA PERDIDA DE PESO POR COCCION
RESPECTO A LA INTERACCION DEL TIEMPO Y
TEMPERATURA DE CONGELACION

Fuente de Grados de Suma de Media F Pr>F
variacioén libertad cuadrados cuadrada

Temperatura 1 7.21616 7.21616 0.64 0.4300
Tiempo 7 2435.88 347.983 30.89  0.0001
Temp*tiempo 4 92.0505 23.0126 205 0.1167

Con el andlisis de varianza Tablas 28 y 29 se observa que hay diferencia
significativa entre los valores de pérdida de peso por coccion obtenidos du-
rante el almacenamiento de manto de calamar en congelacién. Con el ana-
lisis de varianza donde interacttian el tiempo y la temperatura de congela-
cion, se ve que no existe una interaccioén significativa entre la interaccion de
estos dos parametros, y lo mismo se observa con la temperatura de conge-
lacion. Y sélo con el tiempo se observa una diferencia significativa.

6.6 Efecto del almacenamiento sobre la actividad proteolitica

En la Grafica 11 se observa que al transcurrir el tiempo de almacenamiento
a -20°C la actividad proteolitica tiene un maximo a un pH de 7.3 (proteasas
neutras) y una minima actividad a un pH de 3.1 (proteasas acidas). Coinci-
diendo con lo que reporta Dublan 2001 y Rodgery col., 1984. Quienes observaron un
maximo de actividad a pH de 7.3y a pH de 3.1, lo cual podria indicarnos que
los resultados obtenidos son semejantes. Como lo indica zeece y Katoh, 1989, el
pH déptimo para la actividad de catepsina D es alrededor de 3 a 4.5, mientras
que otras catepsinas tienen sus maximas actividades a intervalos mas aci-
dos (Ashie y col., 1996). ASimismo, Hurtado y col., 1999, reportaron una elevada activi-
dad proteolitica en un intervalo de pH de 2 a 4.5, con lo cual puede decirse
que el extracto enzimatico crudo de calamar gigante podria tener este tipo

de enzimas.

La actividad de algunas enzimas puede ser afectada por el incremento del
pH, por ejemplo algunas isoenzimas de catepsinas D tienen su punto
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isoeléctrico (pl) en un intervalo de 5.7 a 6.9 (Zeece y Katoh, 1989). Makinodan y col.
1982, reportaron que catepsinas A y D aisladas del musculo de la carpa no

tuvieron actividad a pH de 6 6 mayores.
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Gréfica 11. Efecto del almacenamiento a -20°C sobre la actividad proteolitica
endogena del manto de calamar

A los pH neutros, 6.1, 7.3 y 7.6, el incremento de la actividad proteolitica en
el extracto del manto del calamar pudo ser debido a un incremento de las
actividades de otras proteasas con actividad éptima o cercana a este inter-
valo de pH, por ejemplo una sulfhidril proteasa extraida del lenguado ama-
rillo (Limanda aspera) ha mostrado tener una actividad éptima a pH de 6.5
(Wasson y col., 1992). Las proteasas neutras y proteasas activadas por Ca** aisla-
das de carpa (Cyprinus carpio) y de brema (Pagrus major) también tuvieron
una actividad éptima a pH 7.0 (wasson y col., 1992).

Al relacionar la temperatura de congelacién con los datos anteriores pode-
mos suponer que la congelacion (-20°C) no inhibe a la mayoria de las enzimas
y por lo tanto podriamos esperar que las enzimas que se encuentran activas
puedan alterar las propiedades del musculo de calamar durante el deshielo.

6.6.1 Determinacion del perfil de pesos moleculares de las proteasas
presentes en el extracto crudo del manto del calamar. Para llevar a cabo
la determinacion del perfil de pesos moleculares, se realizaron diferentes
ensayos para obtener la mejor resolucion, llegando a una proporcion en los
geles de acrilamida de T=10%.
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Se obtuvo el peso molecular de las proteinas presentes en el extracto crudo
del manto del calamar, utilizandose como referencia el patrén del carril V,
teniéndose un intervalo de pesos moleculares de 11,000 a 395,000 Da. En
la Tabla 30 se reportan los pesos moleculares obtenidos para cada una de

las bandas.

TABLA 30. PESOS MOLECULARES CALCULADOS DEL EXTRACTO
CRUDO DEL MANTO DEL CALAMAR GIGANTE

Proteinas Da Proteinas Da
1 395.192 11 36.771
2 364.946 12 31.472
3 265.409 13 29.116
4 203.542 14 27.147
5 158.181 16 24173
6 146.068 16 19.282
7 110.548 17.666
8 73.265 18 16.109
9 59.139 19 11.666
10 45.443

De acuerdo a los pesos moleculares obtenidos, podemos observar que son
similares a los pesos moleculares de algunas proteasas, tales como calpainas
de 17,000 a 30,000 Da, catepsma H, 28,000 Da, calpaina L, 24,000 Da,

entre otras.

En la Figura 6, muestra el perfil de pesos moleculares del extracto crudo
enzimatico del manto de calamar.
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Figura 6. PAGE-SDS de las fracciones obtenidas del extracto enzimético del manto
del calamar gigante obtenidas | y X: Extracto enzimatico. V: Estdndares de peso
molecular conocido

De acuerdo al peso molecular que se encontrd en el extracto crudo de cala-
mar y los diferentes pH de actividad, se puede suponer que en el extracto
crudo del manto del calamar gigante podria contener un conjunto de
proteasas, tales como serin-proteasas, metalo-proteasas, cistein-proteasas
y asparto-proteasas, como lo reporta publan, 2001. De lo antes mencionado
podemos suponer que las proteasas mas activas a la temperatura de con-
gelacion de -20°C podrian ser las enzimas neutras, calpainas ya que el pH
optimo de actividad esta en un intervalo de 6 a 8.5 (Carballo y Lépez, 1991; Beyod y
Bond, 1994), ¥ las menos activas serian las enzimas acidas como por ejemplo
las catepsinas, ya que éstas tienen un pH éptimo de actividad en un interva-
lo de 3 a5. (Carballoy Lépez, 1991; Beyod y Bond, 1994).

6.6.2 Perfil electroforético de proteinas miofibrilares del extracto del
musculo de calamar gigante. El andlisis electroforético se llevo.a cabo con
la finalidad de observar la degradacién de las proteinas miofibrilares duran-
te el aimacenamiento a una temperatura de -20°C. Se considero solo esta
temperatura para esta determinacion ya que en la literatura y en la practica
se marca que a -20°C es la temperatura de almacenamiento comercial.

(Dublan, 2003).
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Durante el almacenamiento en congelacion a -20°C, las prcteinas miofibrilares
se mantienen practicamente integras durante este periodo de almacena-
miento, sin embargo, a partir del segundo mes se observa el inicio de la
degradacién de las proteinas miofibrilares observandose la aparicion de
nuevas bandas de bajos pesos moleculares, esto puede ser debido a que al
inicio del periodo de almacenamiento las enzimas proteoliticas presentes
en el musculo empiezan a actuar, aunque a partir del tercer mes el proceso
de desnaturalizacién no sélo se podria estar dando por hidrélisis enzimatica,
sino también por la reacciones durante la congelacién, cormo por ejemplo,
disociacion y agregacion de proteinas debido a la formacion de formaldehido;
fendmenos que podrian darse simultdneamente.

Enla Figura 7, se muestra el perfil electroforético de las proteinas miofibrilares
extraidas del manto del calamar almacenado a - 20°C por un periodo de 4
meses y una tdel 10% respectivamente. El carril | es el marcador de pesos

moleculares y el carril Il es el tiempo cero.
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Figura 7. Perfil electroforético de las proteinas miofibrilares extraidas del manto
del calamar almacenado a - 20°C por un periodo de 4 meses y una t del 10 %
respectivamente

Con los resultados discutidos anteriormente (determinacion de formaldehido,
actividad proteolitica, etc.) podriamos decir que a temperatura de -10°C ocu-
rriria el mismo fenémeno a temperatura de refrigeracion, sélo que a -10°C,
el proceso de degradacion de las proteinas es mas lento. bublan, 2001 observo
que a 4°C hay una fuerte degradacion de las proteinas teniéndose por ejem-
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plo la desaparicion de la miosina, principal proteina del musculo de calamar
gigante.

Con esto se podria decir que tanto a -10°C como a 4°C, los fenémenos de
degradacion durante el almacenamiento, son similares no siendo asi para la
temperatura de almacenamiento de -20°C, ya que los efectos de degrada-
cion de las proteinas, son mas lentas y menos marcadas, como se discutio

arriba.

El conocimiento de la tecnologia de almacenamiento en congelacién a -
20°C da un indicio de la correcta manipulaciéon no sélo de los productos
marinos sino de los productos carnicos en general. Con los resultados obte-
nidos durante este trabajo, se pueden proponer estas técnicas como un
método para alargar la vida de anaquel de los productos marinos.
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CONCLUSIONES

* Se observo que a -20°C es la mejor temperatura de almacenamiento.

e La solubilidad disminuye en ambas temperaturas (-10 y -20°C), debido a la
formacién de agregados en ambas temperaturas

e La capacidad de retencion de agua disminuyé en ambas temperaturas
durante el tiempo de almacenamiento teniendo un maximo al cuarto mes

a una temperatura de -10°C.

e La liberacién o acumulacién de formaldehido fue mayor a -10°C, 300mg
de FA/100g Calamar y a -20°C fue de 5mg de FA/100g Calamar, por lo
cual a -10°C ya no se considera apto para consumo.

» Se considera que el calamar almacenado a —20°C apto para consumo Yy
que el valor del formaldehido estd por debajo de los 5mg de FA/100g

Calamar.

* La pérdida de peso se observa en ambos tratamientos (-10°C y a -20°C)
durante coccion y deshielo.

» Se obtuvo un maximo de actividad enzimatica a un pH de 7.3 para enzimas
neutras y uno de 3.1 para enzimas 4cidas.

» El peso molecular observado en el extracto enzimatico fue de un intervalo
de 11,000 a 395,000 Da.

» Las proteasas presentes en el extracto enzimético de acuerdo a los resul-
tados obtenidos (perfil electroforético, pH éptimo de actividad y temperatu-
ra). Se podrian tratar de serin-proteasas, metalo-proteasas, ciste-inprote-
asas, asparto-proteasas, catepsinas y calpaninas.

¢ Se observé degradacion de proteina miofibrilar durante el almacenamien-
to, siendo la miosina, la paramiosina y la actina las mas afectadas.
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9. ANEXOS
Anexo Il. Determinacion de proteina por biuret Gornall y col., 1949.

La reaccion de biuret (Gornall y col., 1949) es una determinacion colorimétrica
de proteina basada en la unién de cobre 2* a las cadenas de péptidos de las
moléculas de proteina a valores de pH alcalinos. Se forma un complejo
violeta estable, el cual puede ser cuantificado por absorcion a 310nm o a

540-560nm.

Reactivos.

biuret (Gornall y col., 1949). En un vaso de 1000ml se adicionan 200ml| de
agua destilada y 90g de NaOH (J.T.Baker, México), se agitan hasta disolver
completamente. Se disuelven 1g de CuSO,-5H,0 (Técnica Quimica, Méxi-

co) en 200ml de agua destilada en un vaso de 500ml.
Se adicionan lentamente y con agitacion la solucion de CuSO5H,0 a la

solucion de NaOH. Se lleva a 500m! en el mismo vaso.

Preparacion de disoluciones.

Albumina de bovino (0.3%). En un vaso de 25 ml, se pesan en balanza
analitica 0.075g de albumina (Sigma, USA). Se adicionan 10 ml de agua
destilada para disolver parcialmente, y se transfiere cuantitativamente a un
matraz volumeétrico de 25ml y se afora con agua destilada.

Solucion de NaOH. En un matraz aforado de 500ml, se disuelven 90g de
NaOH (J.T.Baker, México) en 200ml de agua destilada, se afora y se man-

tiene en refrigeracion.

Curva patrén de seroalbumina para la determinacion de proteina.

Analisis de proteina.

1. Para la preparacion de la curva estandar, se prepararon por triplicado
tubos de ensaye con la solucion de albimina de 0 a 2.5ml, y llevandolos

a 2.5ml con agua destilada.
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2. Para el andlisis de las muestras, por triplicado, se tomaron alicuotas de
0.5ml del sobrenadante. Adicionando 2ml de agua destilada.

3. Alostubos de la curvay de las muestras se adicionaron 2.5ml del reactivo
de biuret, y se agité con precaucion usando vortex. Se mantuvieron a
temperatura ambiente por 20 minutos hasta el desarrollo del color viole-

ta.

4. Sipresentaban turbidez las muestras, se preparaban otros tubos como
en el inciso 2 y se adicionaban 2.5ml de la solucion de NaOH, y se

mezclé con vortex.

5. Se midi6 la absorbencia (T) a 540nm de los tubos preparados para turbi-
dez del inciso 4, ajustando a cero con el blanco de turbidez.

Se volvid a ajustar el espectrofotometro a cero con el blanco de biuret y se
midio la absorbancia (B) de los tubos de la curva y de la muestra contenien-
do el reactivo de biuret (punto 3).

0.4
0.35 -
0.3 1
0.25 A
0.2 1
0.15
0.1 4
0.05 -

y =0.0484x
R2=0.996

absorbencia

0 2 4 6 8
mg de proteina

Gréfica 12. Curva patrén para determinacién de proteina por el método de biuret
(cada punto se determiné por triplicado)
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TABLA 31. LIMITES DE DETECCION PARA LA DETERMINACION DE

PROTEINA POR EL METODO DE BIURET

mg de proteina Absorbencia
0 0
75 0.3603

Anexo Il. Elaboracion de geles de poliacrilamida.

Para la elaboracién de los geles de poliacrilamida es necesario la prepara-
cién de los reactivos que se mencionan a continuacion:

Disolucién de acrilamida /bis. Pesar 14.6g de acrilamida, 0,4g de
N’'N’-bis-metilen-acrilamida, disolver en 35 mL de agua y aforar a

50 mL.

Amortiguador Tris-HCL 1.5M, pH 8.8 (para gel de separacion).
Pesar 18.15g de base-Tris y aforar a 100 mL, ajustar a pH con

HCL 6N.

Amortiguador Tris-HCL 0.5M, pH 6.8 (para gel se concentracion).
Pesar 6.0g de base-tris y aforar a 100 mL, ajustar a pH 6.8 con

HCL 6N.

Amortiguador 5X, pH 8.3 (para cada corrida). Pesar 9.0g base-
tris, 43.2g de glicina y 3g de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) y
adicionar a 600 mL. Para una corrida electroforética diluir 60 mL
de amortiguador 5X con 240 mL de agua desionizada, para una
corrida electroforética.

Persulfato de amonio al 10%. Disolver 0.1g en 1 mL de agua.
Este reactivo se prepara al momento de su utilizacién.

Colorante azul de bromofenol. Agregar 0.01g de azul de
bromofenol en 172.5 mL de NaOH 0.1 M y aforar a 25 mL.

72



Efecto del aimacenamiento en congelacién sobre las proteinas miofibrilares del misculo del calamar

7. Colorante para corrida de muestras. Mezclar 3.8 mL de agua
desionizada, 1.0 mL de Tris-HCI pH 6.8, 0.8 mL de glicerol, 0.4
mL de 2-mercaptoetanol y 0.4 mL de azul de Coomasie y aforar
a 100 mL en disolucidn destenidora.

8. Disolucion destefnidora. Se prepara con acido acético, metanol y
agua destilada en proporciones de 10:40:50, respectivamente.

Preparacion de los geles. La preparacion de geles se divide en:

a) Gel de separacion

Se prepara 10 mL de gel de separacion utilizando una T=10% como se
indica en la Tabla 32.

TABLA 32. REACTIVOS GEL DE SEPARACION (T=10%)

Reactivos Cantidad |
Agua desionizada 4.02 mL
Disolucién amortiguadora pH 8.8 25 mL
10% SDS 100 uL
Acrilamida/bis 3.33 mL
Persulfato de amonio 10% S0uL
N, N, N', N'-Tetrametilendiamina (TEMED) 5uL

Esta mezcla se desgasificé durante 15 minutos utilizando vacio, transcurri-
do este tiempo se adicioné persulfato de amonio (10%) y TEMED. Colocar
inmediatamente esta mezcla entre las placas de vidrio previamente monta-
das. Después de transcurrido unos minutos se adiciono gotas de agua para
evitar la resequedad de los geles. Se dejo reposar durante una hora para

asegurar la gelificacion total.
b) Gel de concentracion

Se preparé 5 mL de gel de concentracién con una T=4%, utilizando las
proporciones indicadas en la Tabla 33.
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TABLA 33. REACTIVOS GEL DE CONCENTRACION (T=4%)

Reactivos Cantidad
Agua desionizada 3.05 mL
Disolucién amortiguadora pH 8.8 1.25 mL
10% SDS 50 uL
Acrilamida/bis 1.665 mL
Persulfato de amonio 10% 50uL
N, N, N', N'-Tetrametilendiamina (TEMED) suL

La disolucién se desgasifica durante 15 minutos utilizando vacio, transcurri-
do el tiempo se adiciona persulfato de amonio (10%) y TEMED. Se elimina
el agua de los geles anteriores e inmediatamente se colocd esta mezcla en
las placas de vidrio, acto seguido, se colocan los peines para marcar los
carriles, en los cuales se inyectan las muestras.

Preparacion de las muestras

La preparacion de la muestra para la corrida de los geles se realiza de la
siguiente manera: se mezclan en una realcion 1:4 muestra: amortiguador
muestra. La muestra se hierve durante 5 min y se centrifuga por 5 min. a
13,000 rpm. Finalmente se toman 20 pL de cada una de las muestras para

ser inyectadas en los geles.

Condiciones de electroforesis

Se monta el equipo de electroforesis, el cual consta de una camara de
electroforesis (BIO-RAD Mini-PROTEAN Il Cell). Los geles se preparan en-
tre dos placas de vidrio cuyas dimensiones fueron 72.101 mm, utilizando
separadores de 0.75 mm y un peine del mismo espesor. Para el corrimiento
electroforético se utiliza una fuente de poder (BIO-RAD Power Pak 300),
con las condiciones éptimas de corrida (200V).

Una vez colocados los geles e inyectado las muestras se deja correr duran-
te 55 min. Tiempo aproximado para que el colorante azul de bromofenol
alcanzara la parte final del gel. Una vez transcurrido el tiempo los geles se
tineron con azul de Coomasie por 30-40 min., finalizando este tiempo se
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colocan en una disolucion destefnidora, con recambios necesarios de esta
disolucién, de forma que se pudieran ver con claridad las proteinas en estu-

dio.

Las muestras se diluyeron 1:1 con amortiguador muestra con [-
mercaptoetanol (B-MCE). Se prepararon geles discontinuos verticales de
8x10x0.07 cm, de 10% de acrilamida, SDS para gel de separacion y de 4%
para el gel de concentracion, se empleé un equipo de electroforesis Mini-
Protean Il Slab.Cell de Bio-Rad (Reichmond, CA). Se aplicé un tratamiento
térmico previo a las muestras de 2 min en ebullicién y se centrifugaron 2min.
a 12000rpm. Se inyectd un volumen de 20 microlitros de cada muestray 10
microlitros del marcador de pesos moleculares. El andlisis se llevé a cabo a
un Voltaje constante190 v por gel, aproximadamente por 1 hr. Después del
andlisis, los geles se desmontaron y se enjuagaron con agua destilada y en
un soélo paso se fijaron y tifieron con una solucién de azul de Coomasie R-
250 0.1% durante 30 min, se destifieron durante 45 min con una solucion de
metanol 40%-4acido acético 20%. Una vez evaluados los geles se colocaron
en agua destilada para evitar que se siguieran destinendo, para analizarlos
por densitometria. Se calcularon los pesos moleculares de las bandas con
respecto al Rf del marcador realizando una curva patron con el Log PM
contra Rf; se empled un densitémetro UltraScan XL de Pharmacia LKB
(Bromma, Suiza), para asi comparar los patrones electroforéticos mediante
los parametros de movilidad relativa y concentracion relativa (area y posi-

cion de cada banda).

La digitalizacion y analisis de los geles se llevo a cabo mediante un equipo
Gel Doc 1000 (BioRad,). En la determinacion de los pesos moleculares se
utilizé a su vez el software “Molecular Analysis”, con el que se graficé el Rf
(distancia de migracion desde la parte superior del gel hasta el centro de la
banda de la proteina, entre la distancia que recorre el frente de color), de
cada banda, contra el logaritmo del peso molecular del patron de referencia.
Posteriormente se calculé el peso molecular de cada banda mediante la
interpolacion de cada Rf de las bandas problemas en la curva patrén elabo-
rada (Rf vs log PM). La elaboracion de los reactivos se describe en el Anexo
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Anexo lll. Reactivo para la determinacion de proteina soluble en sal

Disolucion de extraccion: 5% NaCl en un buffer 0.003M de NaHCOS3 pH 7.
Se disuelven 0.252g de NaHCO3 (J.T.Baker, México) y 50g de NaCl
(J.T.Baker, México) en un matraz y se aforan a 1000ml| con agua destilada,

y se almacena en refrigeracion.
Anexo IV. Preparacion de disoluciones detergentes

Disolucion de SDS al 2%. En un vaso de 100ml, se disuelven 2 g de doedecil
sulfato de sodio SDS (Reasol, México) en 50ml de agua destilada, se com-
pleta el volumen y se mantiene en refrigeracion.

Disolucidn de urea 8 M. En un matraz aforado de 500ml, se disuelven 480.48
g de (NH,),CO (Sigma, USA) en 200ml de agua destilada, se afora y se
mantiene en refrigeracion.

Disolucion de mercaptoetanol al 5%. En un vaso de 100ml, se disuelven 5 g
de mercaptoetanol (Sigma, USA) en 50ml de agua destilada, se completa el

volumen y se mantiene en refrigeracion.

Anexo V. Soluciones de baja y alta fuerza idnica para la extraccion de
proteinas miofibrilares

TABLA 34. DISOLUCIONES DE BAJA Y ALTA FUERZA IONICA

Solucion A Solucion B Solucion C
NaCl 01M 5841gL NaCl 06M 350glL NaCl 06M 350gL
MgCi2 2mM 0.18g/L MgCl2 5mM 0.476 gL Buffer fosfatos pH7, 10mM
EDTA 1mM 03722 g/L  Na2P407 5mM 2.23 gL

Ditiothreitol 0.5mM 0.0771 g/L  Buffer fosfatos pH6 50mM
Buffer fosfatos pH6, 50mM
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Se disolvieron las sales en el orden en que se listan con el buffer adecuado.

Nota 1: para preparar los buffer, se pesaron y disolvieron las sales en un
vaso de precipitados de 100ml, adicionando 90ml de agua desionizada,
verificando el pH con potenciometro previamente calibrado (ajustando si era
necesario con NaOH 1M), y posteriormente aforando a 100ml.

Nota 2: todos los reactivos son marca J.T.Baker, México, a excepcion de
ditiohreitol de Sigma, USA

Anexo VI. Determinacion de formaldehido

a) Reactivos para la determinacion de formaldehido

= Acido perclérico 6%. En un vaso de precipitados de 100ml, se pesaron
8.57g de HCLO4 (J.T.Baker, México) al 70% de grado reactivo. Se disolvid
en agua destilada, y se aforé en un matraz aforado a 100ml.

» Hidréxido de potasio 30%. Se disolvieron 30g de KOH (J.T.Baker, México)
en 65ml de agua destilada. Se enfrio y se aforé a 100ml.

* Buffer estandar. Se emplearon soluciones comercialmente disponibles
en pH 4 y 7 (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, USA).

= Reactivo de Nash.
a) Se combinaron 2ml de acetil acetona (J.T.Baker, México) con 75ml

de agua destilada en un matraz erlenmeyer. Se tapd y se agité

vigorosamente.
b) En un vaso de 500ml, se disolvieron 150g de acetato de amonio

(J.T.Baker, México) en 300ml de agua destilada.
c) Se combinaron las dos soluciones y se diluyeron a 500ml.

*= Formaldehido 1M. En un matraz de 100ml, se pesaron 8.12g de una
solucién 37% peso en peso de formaldehido (J.T.Baker, México) y se

aforé hasta 100ml con agua destilada.
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b) Analisis de formaldehido. Se pipetearon alicuotas (0.5 a 2.5ml) del
extracto de acido perclérico en tubos de ensayo.

Curva estandar.

¢ Se diluyé 1ml de la solucién de HCHO 1M en 100ml de agua

destilada.
¢ De esta solucién se tomaron 2ml y se diluyeron en 100ml de

agua destilada.
» Se tomaron alicuotas para obtener concentraciones finales de 0,

0.2, 0.4, 0.6, y 0.8y moles de HCHO.
e Se diluyeron las muestras y los estandares a 5ml con agua

destilada.
e Se adicionaron 2.5ml del reactivo de Nash y se mezclo bien con

vortex.
e Se calentaron los tubos por 10 minutos en bafo de agua a 60°C.

e Finalmente se leyd la absorbencia a 415nm.

1.2 i - N - .
s 1
e 08|
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2 04 y=1.1517x
< 02 R?=0.9643

0 : :

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
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Grafica 13. Curva patrén para determinacién de formaldehido (determinada por tri-
plicado).
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TABLA 35. LIMITES DE DETECCION PARA LA DETERMINACION DE
FORMALDEHIDO

pmoles de HCHO Absorbencia
0 0
0.8 1.0152

Anexo VII. Disoluciones para la determinacion de CRA

Disolucion de 0.6 M de NacCl.

En un matraz aforado de 500ml, se disuelven 35.064 g de NaCl
(J.T.Baker, México) en 200mlI de agua destilada, se afora y se mantiene
en refrigeracion.

Anexo VIIl. Disoluciones para la determinacion de pH

Para |la determinacion de pH se emplearon disoluciones comerciales de buffer
de fosfatos a pH 7 y 4 (Aldrich Chermical Company, Milwaukee, USA)
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