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RESUMEN

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es un recurso pesquero sub-utilizado, a pesar de ser una
especie abundante en el Golfo de California. Debido a sus caracteristicas, su masculo tiene
potencial para ser utilizado en la manufactura de concentrados proteicos (CP), los cuales
pueden ser usados como base para la elaboracion de surimi, o bien, como ingrediente
alimenticio debido a su capacidad de formar de geles. No obstante, el principal inconveniente
de las proteinas del calamar gigante, es su baja capacidad gelificante, en relacién a otras
especies de pescado. En consecuencia, en el presente estudio se evalu6 el efecto del pH y
concentracion de NaCl sobre la propiedad gelificante de un concentrado proteico de calamar
gigante (Dosidicus gigas) obtenido mediante la modificacion del método tradicional. Se
obtuvo una mejora en la propiedad gelificante del CP a pH 6.0 y 1% de NaCl, conforme el
analisis del perfil de textura (APT). Durante la transicion sol-gel se aprecié una disminucién
en la hidrofobicidad de superficie, ésta correspondié al incremento en la intensidad de la
banda relacionada con la estructura heélice-a.. Por otra parte, el contenido de sulfhidrilos
totales (SHT) desciende en la formacién del gel. Mediante la viscoelasticidad y la CRA, es
posible observar la formacién de un gel mas estructurado y con mayor dureza a pH 7.0. De
acuerdo a la calorimetria de barrido diferencial (CBD) se detectd6 que ambas variables de
estudio ocasionaron cambios en la estructura y conformacion de las proteinas, encontrando la
mayor entalpia y temperatura de desnaturalizacion a pH 7.0 y 1 % de NaCl. Nuestros
resultados demuestran que, variando el pH y la concentracion de NaCl es posible obtener una

mejora en la propiedad gelificante de CP de calamar.
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INTRODUCCION

El calamar gigante es un recurso abundante en el noroeste de México. Las caracteristicas de
su musculo y su bajo precio en el mercado hacen de él una especie atractiva para la
elaboracion de concentrados proteicos. Permitiendo asi darle un uso mas eficiente a recursos
pesqueros de bajo costo o sub-utilizados(Marmon y col., 2010). Los concentrados proteicos
pueden utilizarse como base para la elaboracién de andlogos de productos de pescado u otros
productos basados en la capacidad de formacion de gel, como por ejemplo: imitacion
camaron, langosta, jaiba, etc. (Felix-Armenta y col., 2009). La forma mas comin para su
obtencion consiste en una serie de lavados del musculo con agua o solucion de baja fuerza
i6nica, considerandose a la proteina insoluble como concentrado proteico. Esta tecnologia
demanda una gran cantidad de agua debido a que el proceso incluye 2-3 ciclos de lavado en
razones que van de 1:5 a 1:9 (musculo: agua: agua), esto con la finalidad de realizar una
completa remocion de proteina sarcoplasmica, pigmentos y lipidos. No obstante, en el caso del
manto de calamar no es necesaria la aplicacion de varios ciclos, ya que las proteinas
miofibrilares de esta especie son altamente solubles en soluciones de baja fuerza idnica
(Sanchez-Alonso y col., 2007), en consecuencia la remocion de proteina sarcoplasmica es mas
eficiente. Asimismo, la especie no posee pigmentos como el caso de los peces, ademas, la
especie es magra.

Gbmez-Guillén y Montero (1997) obtuvieron concentrados proteicos de calamar gigante
(Dosidicus gigas) mediante el método tradicional, reportando una baja calidad funcional de las
proteinas extraidas, como resultado de ello se procedio estudiar la adicion de proteina vegetal

0 animal, asi como la de otros polimeros naturales a base de carbohidratos con la finalidad
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mejorar las propiedades gelificantes (Gomez-Guillén y col., 1998). Por otra parte, Cortés-Ruiz
y col.(2008), asi como Dihort-Garcia y col. (2011) empleando calamar gigante (Dosidicus
gigas) obtuvieron concentrados proteicos mediante solubilizacién acida y alcalina
respectivamente, para después estudiar las propiedades funcionales de los concentrados
proteicos obtenidos. Cortés-Ruiz y col.(2008) y Dihort-Garcia y col. (2011), reportaron una
mejora en la capacidad gelificante de las proteinas extraidas, asi como cambios estructurales
de las proteinas de los concentrados proteicos. Sin embargo, su propiedad gelificante fue
inferior a la reportada para varias especies de pescado.

Actualmente, el 89% de la produccion pesquera de calamar gigante se destina principalmente
a exportacion en tanto que el 11% se comercializa en el mercado nacional como productos no
terminados (Salinas y col., 2003). Por consiguiente, existe la necesidad de estudiar opciones u
alternativas encaminadas generar un producto de valor agregado como son los concentrados
proteicos. El calamar gigante (Dosidicus gigas) es una especie con caracteristicas
sobresalientes para hacer concentrados proteicos y surimi, debido a su abundancia,
rendimiento, color y su bajo contenido lipidico. Sin embargo, sus proteinas no producen
buenos geles, en comparacion con otras fuentes.

Por consiguiente existe la necesidad de estudiar otras opciones u alternativas encaminadas a
mejorar las propiedades gelificantes de concentrados proteicos a base de calamar. Por otra
parte la comprension de los cambios que ocurren en la estructura de las proteinas durante el
proceso de elaboracion de soles y geles proteicos podria redundar en la optimizacion de la
funcionalidad de las proteinas. Se ha estudiado el método tradicional, asi como las
disoluciones &cidas/alcalinas; sin embargo, no existen investigaciones encaminadas a evaluar

el efecto del pH y concentracion salina en forma conjunta sobre la gelificacion de proteinas



extraidas. Por ello, en el presente estudio se evalud el efecto de estas dos variables sobre las
propiedades gelificantes, asi como los cambios conformacionales que ocasionan a las

proteinas, con la finalidad de explicar las caracteristicas texturales de los geles obtenidos.



ANTECEDENTES

Generalidades del Calamar Gigante (Dosificas gigas)

El calamar es un molusco cefalopodo con simetria bilateral, no segmentado, de cuerpo
blando y desnhudo, sus principales porciones anatdmicas se constituyen de un manto,
visceras, cabeza, tentaculos y una pluma quitinosa (Lluch y col., 2001). Su cuerpo tiene
forma cilindrica, comprimida y esta formado por dos regiones: la "cabeza" que es la méas
cercana a los brazos, lleva los ojos y la boca; y el "manto™ que se extiende por encima de
ella, dentro del cual se encuentran los aparatos y sistemas (Figura 1) (Cifuentes y col.,
1997). Siendo el manto (musculo) el constituyente principal de las porciones anatomicas del
calamar segun Martinez y col., (2000).

El calamar gigante domina el océano abierto de aguas tropicales y zonas templadas, segun
Nignatullin y col. (2001) pueden ser distinguidos tres grupos intraespecificos en base al
tamano, siendo estos: pequefios (longitud de manto (LM) de adultos machos 130-260 mm y
hembras de 140-340 mm), medianos (240-420 y 280-600 mm, respectivamente) y grandes
(>400-500 mm y 550-650 hasta 1000 mm o mas, respectivamente). Su crecimiento es rapido,
por lo que su periodo de vida es cerca de un afio, aunque se han registrado especimenes de

probablemente 2 afios.

Importancia de la Pesqueria

Los calamares de la familia Ommastrephidae, a la cual pertenece el calamar gigante,
contribuyen al mayor porcentaje de las capturas totales de las pesquerias de cefalépodos a
nivel mundial(Markaida, 2001). En el 2010 se registraron 815978 t (Figura 2), lo cual

4



Figura 1. Morfologia del calamar gigante (Dosidicus gigas).
Fuente: Cortesia de John Snow.

Recuperada en: http://www.mexfish.com/fish/hbsquid/hbsquid.htm (septiembre, 2012)
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Figura 2. Produccion pesquera mundial, nacional y estatal de calamar gigante en peso vivo
(t), asi como el valor de produccion pesquera nacional de calamar (pesos).
Fuente: Anuario Estadistico de Pesca (2011); FAO-Fisheries and Aquaculture Information and

Statistics Service (2010).



represento el 0.92% de la produccion pesquera mundial, posicionandolo dentro de las
principales 20 especies capturadas a nivel mundial (FAO, 2010).

La pesqueria de calamar gigante ha sido una de las actividades mas relevantes en el sector
pesquero de México durante los ultimos afios, encontrandose posicionado en el quinto lugar
dado su volumen de produccion pesquera. Mientras que, considerando su valor econémicos
localiza en el décimo octavo lugar. En el afio 2011 su produccién en peso vivo represento
alrededor del 1.97% (32848 t) de la captura total nacional (1660474 t), siendo Sonora la
segunda potencia en este rubro con un volumen de 9811 t, representando el 29.86 % de la
captura de calamar (Figura 2).

El calamar gigante es la segunda especie mas importante en términos de volumen de captura
para el sector pesquero en Guaymas, Sonora. Su captura genera empleos directos e indirectos
durante seis a ocho meses al afio en el sector pesquero; ademas, representa una actividad
econdémica alternativa y complementaria para los pescadores de la regién (De la Cruz-

Gonzalez y col., 2007).

Composicién Quimica del Calamar

Excluyendo el contenido de agua (75-84%), las proteinas son el principal componente del
musculo de calamar (13-22%), conteniendo ademas lipidos (0.1-2,7%) y minerales (0.9-1.9%)
en menor proporcién (Lluch y col., 2001). Basandose en sus caracteristicas de solubilidad las
podemos clasificar en: miofibrilares (solubles en soluciones salina, 1=0.5), estromales
(insolubles en soluciones salina, 1=0.5) y sarcoplasmicas (solubles en agua) (Hashimoto y col.,
1979). Las miofibrilares son las mas abundantes, ya que constituyen el 55-60% del total de

proteinas del madsculo y forman su estructura fibrosa (Kijowski, 2001).



Las proteinas miofibrilares del calamar difieren de las proteinas del pescado y mamiferos al
ser mas solubles en agua, menos susceptibles a la congelacion y méas propensas a la
desnaturalizacion térmica (Ramirez-Olivas y col., 2004). Tienen caracteristicas térmicas
diferentes, debido a la presencia de la paramiosina. Se ha reportado que ésta altera
considerablemente las caracteristicas de textura en los productos gelificados a partir de
proteina muscular de especies marinas. Por lo que, tanto el contenido de paramiosina como
las diferentes interacciones miosina-paramiosina podrian relacionarse, al menos
parcialmente con el comportamiento térmico observado en las proteinas miofibrilares de
invertebrados marinos, debido a los cambios en el medio ambiente quimico (Paredi y col.,
2002).

Las proteinas estromales constituyen el 10-20 % de las proteinas del tejido muscular, son
insolubles en agua o en soluciones salinas y se constituyen fundamentalmente por proteinas
del tejido conectivo tales como: colageno, reticulina y elastina (Beltran, 2000). De éstas, el
colageno es el principal constituyente del tejido conectivo y juega un papel muy importante,
ya que es el encargado de la union entre varias células. El colageno, especificamente el del
calamar gigante (Dosidicus gigas), participa en los mecanismos natatorios del organismo;
asimismo, su contenido es diferente para cada region anatémica (manto, aletas, tentaculos).
Siendo asi, que los tentaculos presentan el mayor contenido de coladgeno insoluble (Torres-
Arreolay col., 2008).

Las proteinas sarcoplasmicas se localizan dentro del sarcolema, son solubles en agua o en
soluciones salinas de baja molaridad (<50 mM) y comprenden cerca del 30 a 35% de las
proteinas totales del musculo (Xiong, 1997). La mioglobina es presuntamente la mas

importante, debido a que es la responsable del color de la carne, que es relacionado con la



calidad del producto (Kijowski, 2001).Sin embargo, en cefalopodos como el calamar, la
hemocianina es la proteina que realiza la funcién que la mioglobina hace en organismos
vertebrados, es decir, transporta el oxigeno a través del cuerpo. A diferencia de la
mioglobina, la hemocianina presenta un color azul cuando se encuentra oxigenada mientras

que cuando esta desoxigenada es incolora.

Concentrados Proteicos

Algunos concentrados proteicos son disefiados solamente para ser utilizados con prop6sitos
nutricionales, debido a su excepcional valor nutricional, pero limitadas propiedades
funcionales. Otros tienen propiedades funcionales deseables para la industria alimentaria y
pueden ser utilizados en los alimentos por estos atributos. La medicion y definicion de la
funcionalidad proteica comienza al nivel de la estructura de la proteina, por tanto aquellas
propiedades fisicas y quimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en los
alimentos en su procesamiento, almacenamiento, preparacion y consumo y pueden contribuir
a la calidad y atributos sensoriales del producto final definen las propiedades funcionales de
las proteinas (Kinsella, 1976).

Aungue se han desarrollado varios procesos para la elaboracion de concentrados proteicos,
la mayoria se basan en la solubilizacion del musculo de pescado triturado en agua; para
eliminar  lipidos vy proteinas  sarcoplasmicas, concentrandolas proteinas

miofibrilares(Stillings y Knobl,1971).



Gelificacion de Concentrados Proteicos

El principal uso de los concentrados proteicos y surimis es la elaboracion de productos
gelificados. La capacidad de las proteinas de formar geles se encuentra afectada por su
solubilidad, que ésta a su vez se encuentra fundamentalmente relacionada con el equilibrio
entre la hidrofobicidad e hidrofilia en la estructura proteica. Normalmente cuando las
proteinas de la pasta son solubilizadas mediante la adicion de sal (en razon de 1-3 %), la
adicion de sal rompe enlaces i6nicos dentro de las proteinas, las disuelve y desestabiliza su
estructura molecular para la subsecuente desnaturalizacion térmica y promueve interacciones
hidrofobicas. Estas interacciones hidrofdbicas, el re arreglo de los enlaces de hidrégeno, asi
como los enlaces covalentes de las proteinas juegan un importante papel en la formacion de la
red proteica cuando el sol es calentado (Sanchez-Gonzélez y col., 2008).

La gelificacion proteica consiste en la transformacion de una proteina en estado de sol a
estado de gel. El sol es una suspension coloidal de particulas solidas (de 1-1000 nm en
tamafo) en un medio liquido, presenta plasticidad y viscosidad (Sahin y Gulim, 2006).EI gel
se obtiene como resultado del calentamiento del sol, a través del entrecruzamiento de
proteinas mediante enlaces covalentes o no covalentes, para formar una red que inmoviliza
el agua y otras sustancias de bajo peso molecular, impidiendo su flujo al aplicar una fuerza
externa (presion o centrifugado) (Kijowski, 2001; Flores y Bermell, 1986).Las fuerzas
implicadas en la formacion de la red son, fundamentalmente fuerzas atractivas (hidrofobicas,
electrostaticas, puentes de hidrégeno y/o puentes disulfuro) y repulsivas (electrostaticas y las
interacciones agua-proteina) entre cadenas polipeptidicas (Fenemma, 2000). El pH, asi como

el tipo y concentracidn de sal utilizada, afectan el grado de interaccidn entre las proteinas, ya
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que modifican su estructura terciaria y distribucion de cargas, alterando con ello la

naturaleza y estructura del gel (Flores y Bermell, 1986).

Factores que Afectan la Gelificacion

Efecto de la Fuerza lénica

Durante la elaboracion de concentrados proteicos, la funcion primaria de la sal es solubilizar a
las proteinas miofibrilares y subsecuentemente inducir su union para formar el gel. La sal
incrementa la disociacién de la actomiosina promovida a traves de cortes fisicos durante la
homogeneizacién. La miosina disociada participa entonces, en la formacién de la matriz del
gel uniéndose al agua y a otras proteinas (Kim y Park, 2008). Cuando se adiciona la sal, el
balance neto de las cargas positivas o negativas en la proteina puede cambiar dependiendo de
su concentracion. El desplegamiento de las proteinas causa la exposicion de grupos
hidrofébicos; el exceso de Na* o CI (150- y 400-mM NaCl) puede ocasionar interacciones
negativas entre las moléculas de proteinas lo cual favorece las interacciones hidrofébicas y por
consiguiente se reduce la solubilidad de las proteinas. En este sentido, Thawornchinsombut y
Park (2007), encontraron que la adicion de NaCl a una concentracion de 400mM puede
resultar en un gel duro debido a la desnaturalizacion quimica inducida por interacciones
ionicas e hidrofdbicas asi como la formacion de enlaces disulfuro.

En otro estudio, Kim y Park (2008) observaron una mejora en la cohesividad de los geles de
surimi convencional cuando se adiciono sal del 1 a 3%, no obstante la fuerza de estos geles no
fue afectada por la adicion de sal; en cambio en la extraccion &cida y alcalina del concentrado
proteico los valores de fuerza de ruptura y cohesividad incrementaron conforme se aumento el

contenido de sal. Por lo tanto, Kim y Park (2008), encontraron que la adicién de NaCl mejora

11



las propiedades gelificantes, lo cual puede ser debido a que el NaCl tiene gran contribucién en
la solubilidad de las proteinas miofibrilares.

La fuerza idnica altera la carga de las proteinas miofibrilares, ya que se unen a ellas iones
cargados negativamente y positivamente, llevando a un cambio en el pl. Ademas se ha
demostrado que el pH y la fuerza ionica afectan la microestructura del gel (Bertram y col.,
2004).Estudios realizados por Thawornchinsombut y Park (2004), demuestran que el pH y la
fuerza ionica juegan un papel importantes en la proteinas musculares de la merluza del
pacifico (Merluccius productus), éstos investigadores encontraron una mejora sustancial de la
solubilidad al obtener un concentrado por medio del método convencional de surimi. Sin
embargo, aunque la solubilizacién de las proteinas miofibrilares en soluciones salinas se
relacione con las propiedades funcionales del musculo de pescado (habilidad gelificante,
emulsificante y capacidad de retener agua), la solubilidad no es un indicador suficiente de la
habilidad de formar geles de los concentrados proteicos tratados a bajos o altos pH (Kim,

2002).

Efecto del pH

La carga neta de las proteinas esta en funcion del pH del medio. Estas tienen carga neta
negativa a pH por encima de su pl y carga neta positiva a pH por debajo de su pl. El pH del
medio o el pH al cual se elabora un gel proteico afecta las caracteristicas o calidad del gel
obtenido. En la industria alimentaria, los productos gelificados normalmente se elaboran a
pH’s en el rango de 6-7, ya que es el pH en cual normalmente oscila el masculo de los
organismos terrestres. En este sentido, De la Fuente-Betancourt y col. (2009), evaluaron el

efecto del pH y fuerza ionica del homogeneizado de calamar gigante (Dosidicus gigas) en su
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composicion, encontrando que se afecta principalmente a la miosina, paramiosina y actina
después de la incubacion a pH 13, asimismo, la solubilidad en la escala de pH. De tal forma
que De la Fuente-Betancourt y col. (2009), encontraron que un incremento en la fuerza ionica
reduce el pl y la menor solubilidad de las proteinas de calamar ocurre a pH de 5 a I= 0.05.

En otro estudio, Liu y col. (2010), estudiaron la relacion entre las propiedades del gel y la
estructura secundaria de la miosina de carpa plateada (H. molitrix) a pH de 5.5-
9.0,encontrando que al incrementar el pH, la velocidad de gelificacion y la dureza del gel
decrecen, mientras que la capacidad de retencion de agua (CRA) incrementa, también una alta
fraccion de hoja-B y giro-p antes del calentamiento pueden mejorar el modulo de

almacenamiento(G"), a 90 °C, aunque reduciria la CRA.

Efecto de la Temperatura

El calentamiento es la forma mas comun para la elaboracion de geles proteicos. Cuando se
calienta gradualmente una proteina en disolucidn, por encima de una temperatura critica, sufre
una desnaturalizacion abrupta de un estado nativo al desnaturalizado. EI mecanismo por el
cual se induce dicha desnaturalizacion es complejo e implica fundamentalmente la
desestabilizacién de interacciones no covalentes (Damodaran, 2000).

Durante el calentamiento, la proteina en estado de sol se transforma primero en un “estado
progel”, por desnaturalizacion. El progel suele ser un liquido viscoso en el que ya ha tenido
lugar un cierto grado de polimerizacion. En esta etapa la proteina se despliega y se expone
un numero critico de grupos funcionales (como grupos hidréfobos y grupos formadores de
puentes de hidrdgeno), de forma que permita el inicio de la segunda etapa, es decir, la

constitucion de la red tridimensional de la proteina. Cuando el progel se enfria a temperatura
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ambiente o temperatura de refrigeracion, el descenso de la energia cinética térmica facilita la
formacion de enlaces no covalentes estables entre los grupos funcionales expuestos a las
diversas moléculas; estos es lo que constituye la gelificacion (Fenemma, 2000). Los cambios
que sufren los sistemas proteicos durante el calentamiento pueden apreciarse claramente
mediante medidas dindmica oscilatorias o a través de la calorimetria diferencial de barrido

(Ako y col., 2010).

Caracterizacion de los Cambios Estructurales y Conformacionales de

Sistemas Proteicos

El entendimiento de los cambios estructurales en las proteinas ocurridos durante el proceso de
elaboracion de concentrados proteicos hasta la transicion sol-gel, puede brindar informacion
valiosa para inferir sobre las posibles variaciones de la funcionalidad proteica. Dichos cambios
pueden ser caracterizados desde el punto de vista molecular, microestructural o
macroestructural; sin embargo, se requiere aplicar mas de una metodologia para
caracterizarlos apropiadamente y su entendimiento es complicado.

La caracterizacién molecular del sistema requiere evaluacion de las propiedades relacionadas a
las transformaciones moleculares que ocurren durante la formacién del gel. La evaluacién
microestructural implica el seguimiento de reacciones y cambios fisicos que no pueden ser
observados a simple vista. Mientras que, la evaluacion macroestructural involucra la
evaluacion de propiedades fisicas y quimicas del sistema como un todo (Pilosof, 2000). A
continuacion se mencionan varias técnicas para la caracterizacion de los cambios

conformacionales con el objeto de brindar una vision general, debido a los objetivos que
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persigue la presente investigacion se enfatizara so6lo en algunas secciones, las cuales se

encuentran dentro de la metodologia experimental.

Caracterizacion Macroestructural

Viscoelasticidad

En la formacion de un gel, las proteinas se someten a una transicion de fase, de liquido a gel,
ocurriendo una agregacion ordenada de proteinas con importantes cambios conformacionales,
este fendmeno es conocido como gelificacion (Winter y Chambon, 1986; Pilosof, 2000). Los
geles al ser un material viscoelastico son caracterizados esencialmente mediante dos ensayos:
métodos transientes (ensayos de “creep” y relajacion de la tension) y métodos dindmicos
(oscilatorios) (Pilosof, 2000). Se ha reportado el empleo de las propiedades reoldgicas
dindmicas para el estudio de cambios estructurales (Park y Park, 2007; Riebroy y col., 2009;
Tadpitchayangkoon y col., 2010). Para la determinacion de las propiedades dindmicas
oscilatorias es comun el empleo de redmetros oscilatorios de amplitud de deformacion
pequefia para determinar los limites del comportamiento viscoelastico lineal, asi como el
barrido de frecuencias que muestran la manera en que el comportamiento elastico y viscoso
del material cambia con la velocidad de aplicacion de la deformacion (Pilosof, 2000).

Tadpitchayangkoon y col. (2010) estudiaron el efecto de los tratamientos de pH de las
proteinas sarcoplasmicas de pez gato rallado (Pangasius hypophthalmus) con el objetivo de
comprender el papel de éstas proteinas en la gelificacion de concentrados proteicos.
Observaron que los médulos de almacenamiento y fase varian con los tratamientos de pH, de
tal forma que las proteinas sarcoplasmicas se agregan en mayor grado después de ser

sometidas a una extraccion a pH extremos (3.0 y 11.0), seguido de la precipitacion
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isoeléctrica. En otro estudio, realizado por Liu y col. (2010), en donde se estudiaron las
propiedades reoldgicas de la miosina de carpa plateada (H. molitrix), encontrando que las
muestras a pH’s de 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 y 7.5 comienzan a formar el gel a 31.2, 34.4, 23.2, 27.5
y 29.6 °C, respectivamente, conforme lo indica el incremento de G" y G™" y el descenso de
0, continuando la gelificacion hasta los 40 °C, para posteriormente llegar a un debilitamiento

del gel.

Textura

Los concentrados proteicos pueden tener infinidad de usos en la industria alimentaria, sin
embargo, uno de sus usos potenciales es la elaboracion de surimi, en donde la propiedad
gelificante es sin duda el parametro mas importante, la cual puede medirse a traves de
parametros que definan la textura. Existen métodos instrumentales para la medicion de
textura, en los cuales, el alimento es deformado mediante la aplicacion de una compresion,
tension, corte o la combinacidn de estos tres parametros. Asimismo, algunas evaluaciones
toman lugar antes de que el alimento es ingerido ya que se juzga por la apariencia y la
sensacion remanente a traves de su manipulacion (Bourne, 1978).

Un andlisis comdn en productos gelificados es el perfil de textura (TPA, por sus siglas en
inglés), este ensayo comprende la compresion de una muestra en dos ciclos, imitando el
proceso de masticacion (Pilosof, 2000). Dihort-Garcia y col. (2011), estudiando el efecto de la
disolucién alcalina del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) en su habilidad de
formacion de gel, encontraron que los geles elaborados con proteinas recuperadas mediante
disolucién alcalina mostraron mejor capacidad gelificante en comparacion con el control, ya

que se obtuvieron geles méas duros y menos quebradizos. No obstante, Cortes-Ruiz y col.
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(2008) estudiando la disolucion acida de proteinas de la misma especie, encontrd aun mejores
propiedades gelificantes en comparacion con el control y con lo reportado por Dihort-Garcia y

col. (2008).

Capacidad de retencién de agua (CRA)

La capacidad de retencion de agua (CRA) de una proteina, es la habilidad de retener toda o
parte del agua propia del sistema, es aln mas importante que su capacidad de hidratacion en
aplicaciones alimentarias. (Honikel, 2009). Los métodos de medicién se basan en la aplicacion
de una fuerza externa (presion o centrifuga), finalmente se determina la cantidad de agua
liberada por el gel. La capacidad de retencidén de agua de las proteinas se ve influida por
varios factores, tales como: pH, fuerza ionica, tipo de sales, la temperatura, entre otros) y
por la conformacién proteica (Xiong, 1997).

En este sentido, Sanchez-Gonzalez y col. (2008), al determinar la CRA en geles obtenidos
de surimi de abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma), encontraron un incremento
significativo de la CRA en los geles comparada con la del surimi o soles. También reportan
que la CRA obtenida fue mayor a la reportada por otros autores como Sanchez-Alonso y col.
(2006), que lo atribuyeron a los diferentes métodos de medicion.

Kang y col. (2008) estudiaron el efecto de la concentracion de sal residual y contenido de
fosfatos en surimi de abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma) después de 9 ciclos de
congelacidon-descongelacion. Encontrando que en general, la habilidad de retener agua decrece
conforme se extienden los ciclos de congelacion, especialmente cuando se comparan 0y 9

ciclos de congelacion-descongelacion.
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Caracterizacion Microestructural

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Un microscopio electronico de barrido se encuentra adecuado para producir una imagen de
alta resolucién mediante la deteccion de electrones secundarios y electrones retrodispersados,
generados a partir de una muestra a bajo voltaje de aceleracion (Todokoro y Ezumi, 1999).
Esta técnica es de gran utilidad en la observacion de agregados proteicos, o en determinar el
tipo de asociacion que hay en una red proteica. En este sentido, Romero y col. (2009)
estudiaron el potencial de concentrados proteicos de cangrejo de rio para la produccion de
analogos de surimi. Emplearon SEM para evaluar el efecto del pH en la microestructura de
los geles obtenidos, encontrando una fuerte dependencia del pH en la microestructura. En
general todas las imagenes de SEM muestran una estructura de red tipo esponja con agregados
proteicos similares a un talon o cuenca, estos agregados son mas grandes al pl en ausencia de
interacciones electrostaticas, mientras que a pH alcalino las interacciones electrostaticas son
predominantes siendo més pequefios los agregados proteicos aunque conservan su apariencia
de esponja.

Sanchez-Gonzélez y col. (2008) al estudiar los cambios estructurales de las proteinas y agua
durante la gelificacion en surimi de abadejo de Alaska (Theragra chalcograma), observaron
que el tamafio promedio de las cavidades que pueden encerrar agua, son pequefias en los
geles, al compararse con las del surimi, lo cual es consistente con la alta capacidad de

retencion del agua.
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Microscopia electrénica de transmision (TEM)

En una microscopia electronica de transmisién convencional un espécimen delgado se
irradia con una corriente de electrones de densidad de corriente uniforme (Reimer y Kohl,
2008). Al igual que la técnica anterior, ésta es de gran utilidad en la observacion directa de
las microestructuras formadas en los geles, las cuales determinan las caracteristicas fisicas y
quimicas de un gel, asi como la calidad del mismo.

Riebroy y col. (2009) investigaron la microestructura de geles de actomiosina natural
(NAM) de bacalao del Atlantico (Gadus morhua) y lota (Lota lota). Revelaron que bajo
condiciones acidas ocurre una agregacion en los geles inducidos térmicamente, ademas, que
exhiben una red tipo filamento y que estos fueron mas grandes y gruesos en lota que en
bacalao. Hsu y col. (2007) emplearon TEM para obtener informacién acerca de los cambios
en la forma de los filamentos de NAM extraida de tilapia (Orechromis niloticus), causados
por tratamientos de presion. Encontraron una estructura de cabeza de flecha caracteristica en
los filamentos de NAM, esta estructura fue observada aun después del tratamiento a presion
a 50 MPa por 60 min. No obstante a presiones superiores los filamentos fueron acortados,
probablemente debido a la disociacion de subunidades de miosina y depolimerizacién de la

actina. Finalmente a 250 MPa la NAM forma agregados y pierde esta estructura.

Calorimetria de barrido diferencial (CBD)

La CDB puede ser empleada para el estudio de proteinas, lipidos asi como hidratos de
carbono. Esta técnica permite el andlisis de transiciones de primer orden, como la
desnaturalizacion de proteinas; asi como transiciones de segundo orden, como temperaturas de

transicion vitrea y capacidad calorifica (Afion y Jovanovich, 2000). En la desnaturalizacion de
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las proteinas la CDB permite estudiar los efectos de la composicion del medio (sales, acidos,
azlcares, polisacaridos, etc.) y caracterizar el grado de desnaturalizacion ocurrido bajo
diferentes condiciones de gelificacion (Pilosof, 2000).

Entre las proteinas miofibrilares, la miosina y actina son criticas para la gelificacion térmica.
Taskaya y col. (2009) investigaron la desnaturalizacion térmica de las proteinas recuperadas
de carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix) y abadejo de Alaska, encontrando que la
desnaturalizacion de la miosina y actina ocurre a los 39°C y 75°C, respectivamente, en la
carpa plateada, mientras que en el abadejo de Alaska la miosina y actina se desnaturalizan
entre 41-44 °C y 73-75°C, respectivamente. También se reportd que la miosina requiere mayor
energia calorifica (AH) que la actina para la transiciéon en ambas especies, estas diferencias
pueden ser asociadas al ambiente de su habitat entre las especies.

Otros estudios realizados por Riebroy y col. (2008) muestran resultados similares al estudiar
las propiedades fisicoquimicas de miosina extraida de bacalao del Atlantico (Gardus
morhua) y Burbot (Lota lota), ya que observaron temperaturas de transicién de 37.6 y 38.8
°C, respectivamente, lo cual resulta subsecuentemente en interacciones proteina-proteina y
formacion de agregados, indicando que ambas miosinas son estables al tratamiento térmico.
Sin embargo, observaron un descenso en la temperatura de transicién y en AH después de la
acidificacion con éacido D-glucono-é-lactona (GDL), lo cual se asocia con la alteracion del
orden conformacional ya que se requiere menor temperatura y energia para completar la

desnaturalizacion.
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Caracterizacion Molecular

Dicroismo circular (DC)

Los estudios de DC son particularmente Utiles para el estudio de moléculas quirales. En las
proteinas los espectros de DC contienen informacion acerca de la asimetria del esqueleto
polipeptidico, asi como también de la orientacion de las cadenas laterales. Actualmente el
principal uso del DC en el estudio de las proteinas es un indicador empirico de la estructura
proteica y la conformacion, induciendo cambios en esqueleto amida de ~190 nm a 240 nm. El
espectro distintivo DC ha sido descrito para conformaciones puras como hélice-a, hoja-p,
giros-P y también ordenamiento al azar (random coil) (Rodger y Nordén, 1997).

Raghavan y Kristinsson (2007) monitorearon los cambios en la estructura secundaria y
terciaria de miosina extraida de bagre (Ictalurus punctatus) en rangos de 190-260 nm y 260-
350 nm, respectivamente. Respecto a la estructura secundaria, encontraron que cuando la sal
se agrego antes del desplegamiento el contenido de a—hélice de miosina tratada a pH de 1.5
fue significativamente menor que la tratada a pH de 2.5, mientras que cuando la sal es
agregada después del replegamiento el contenido de a—hélice no se afecta. En lo referente a la
estructura terciaria, cuando la sal se agreg6 antes del desplegamiento la miosina se somete a
una menor desnaturalizacion, comparada con las muestras que se adiciond sal durante el
replegamiento. Esto mostrdé que la adicién de sal antes del replegamiento tiene un efecto
protector contra la desnaturalizacion comparada con los tratamientos en los que se adiciono sal
después del tratamiento acido.

Liu y col. (2010), emplearon dicroismo circular para monitorear los cambios en la estructura
secundaria de la miosina extraida de carpa plateada (H. molix), observaron que su estructura

secundaria se afectaba por efecto del pH y temperatura. Ademaés, observaron la
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predominancia de a-hélice a pH neutro; sin embargo, ésta mostro una reduccion al variar el
pH desde 7.0 a 5.0 y 9.0. Por otra parte, el efecto de la temperatura en la estructura fue
notado por un descenso gradual del 94 al 34.5% de la fraccion de la a-hélice al incrementar
la temperatura de 5 a 90 °C, en tanto que, el ordenamiento al azar se reporta que incrementa
con el incremento de temperatura. Estas transformaciones juegan un papel importante
durante la gelificacion, determinando las caracteristicas fisicas y quimicas de los geles

proteicos.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (IR-TF)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (IR-TF) es una medicién de la
longitud de onda y la intensidad de absorcion de la radiacion infrarroja por la muestra, el
espectro obtenido de los polimeros son generalmente interpretados en términos de vibraciones
de una estructura repetida. Los polipéptidos y proteinas dan unidades de repeticion
caracteristicas del espectro de absorcién IR, llamadas amida A,B y I-VII. De estas, las bandas
de amida-1 y amida-11 son las més destacadas del esqueleto polipeptidico (Kong y Yu, 2007).

La espectroscopia IR-TF puede ser usada para el andlisis de conformacion en péptidos en una
amplia variedad de ambientes. En este sentido, Bertram y col. (2006), emplearon de forma
combinada la espectroscopia de IR-TF y 'H NMR T, de bajo campo relaxometria, para
caracterizar los cambios en las estructuras de proteinas miofibrilares y las propiedades
quimicas-fisicas del agua ocluida en la matriz de proteinas miofibrilares debido al
calentamiento de la carne (M. longissimus dorsi) y la influencia en la calidad de la carne fresca
en estos cambios. Bertram y col. (2006), encontraron una banda a 1652 cm-1, la cual decrece

con el incremento de temperatura, que se refiere mas probablemente al enlace C=0 en la
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estructura de hélice-a. de proteinas miofibrilares, asignaron bandas a 1685 cm™ (alta
frecuencia) y 1639 cm™ (baja frecuencia) que tentativamente representan a estructuras de
hoja-P nativa (intramolecular).

Por otra parte, Tolano-Villaverde (2010) al estudiar los cambios conformacionales de un
concentrado proteico alcalino de calamar gigante (Dosidicus gigas) mediante espectroscopia
IR-TF, no observo disminucion en la intensidad de la banda caracteristica de grupos S-H y
aumento de la banda S-S de estos sistemas, por lo que concluy6 que no hubo formacién de

enlaces disulfuro durante la transicion sol-gel.

Contenido de sulfhidrilo total (SHT)

Los aminoéacidos cisteina y cistina contienen grupos sulfhidrilo (SH) y disulfuro (SS),
respectivamente. Estos grupos intervienen significativamente en las propiedades funcionales
de las proteinas, ya que participan en la formacién de estructuras relativamente rigidas en los
geles debido a la conversion de SH a S-S (Marin-Martinez, 2002). Durante la transicién sol-
gel, en las primeras etapas del calentamiento ocurre el desplegamiento proteico, lo cual,
repercute en un aumento en la exposicion de grupos SH libres. Posteriormente, alrededor de
los 50-55°C los grupos sulfhidrilos libres pueden reaccionar entre ellos, formando enlaces
disulfuro, que brindan fuerza y estabilidad al gel (Yongsawatdigul y Park, 2004). Una
disminucion en el contenido de SH totales es consecuencia de la formacion de S-S.

Thawornchinsombut y Park (2007), evaluaron el efecto combinado del pH y la concentracion
de NaCl en un CP de merluza del Pacifico (Merluccius productus) obtenido mediante
disolucion acida/alcalina, también compararon el contenido de SH con respecto al surimi

convencional elaborado a partir de la misma especie. De lo anterior, encontraron que a alto
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pH pueden presentarse reacciones de oxidacion de tioles entre los —SH expuestos o que los
grupos S” pueden participar en reacciones de intercambio de disulfuro, puesto que los cambios
en la concentracion de NaCl no tienen efecto significativo en el contenido de SH en tanto que
bajo condiciones alcalinas en todos las concentraciones de NaCl empleadas, el contenido de
SH fue significativamente menor que el surimi convencionial, lo que indica que los grupos SH
comienzan a ser mas susceptibles a la oxidacion, resultando en la formacion de enlaces en la
formacion de la red del gel.

Aunque el contenido de enlaces SH y S-S son comUnmente asociados a la gelificacion de
proteinas musculares, Ingadottir y Kristinsson (2010), encontraron que no hubo formacién
significativa de enlaces S-S durante el calentamiento para la formacion del gel, cuando fueron
comparadas las propiedades de los geles preparados con proteina muscular de tilapia aislada
mediante la disolucion &cida y alcalina, contra los geles elaborados con proteina muscular de
tilapia extraida mediante ciclos de lavado. Por consiguiente Ingadottir y Kristinsson (2010),
determinaron en su estudio, que las diferencias halladas en los grupos SH no pueden explicar

la funcionalidad de las proteinas.

Determinacién de la hidrofobicidad de superficie

La hidrofobicidad de superficie de las proteinas influencia interacciones intermoleculares,
tales como la unién a pequefios ligandos o la asociacion con otras moléculas, incluyendo
interacciones proteina-proteina o proteina-lipido. EI contenido de amino&cidos hidrofobicos es
dependiente de parametros hidrofobicos, electronicos y estéricos, su ubicacion espacial en la

proteina se ha relacionado con sus propiedades funcionales. Los aminoacidos hidrofobicos
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suelen localizarse al interior de la proteina, no obstante debido a impedimentos estéricos
algunos se encuentran al interior de la misma (Haskard y Li-Chan, 1998).

Las interacciones hidrofobicas son las interacciones no covalentes que mas contribuyen a la
estabilidad conformacional de las proteinas. Son favorecidas por el aumento de la temperatura
y por la entropia, la fuerza de este tipo de interacciones aumenta con el incremento de
temperatura hasta alcanzar los 100 °C (Privalov y col., 1986)

Las pruebas mas comunes empleadas para mediciones de hidrofobicidad son las
espectrofluorométricas, utilizando moléculas como: el 1-anilinonaftaleno-8-sulfonato de
magnesio o0 amonio (ANS), acido cis-parinarico (CPA), PRODAN, entre otros. El principio
de estos métodos es la escasa fluorescencia de los compuestos en soluciones acuosas y el gran
incremento que ocurre al ligarse las regiones hidrofobicas de las proteinas con el
compuesto(Haskard y Li-Chan, 1998).

Thawornchinsombut y Park (2007),estudiaron el efecto combinado del pH y NaCl en el
concentrado proteico (CP) &cido-alcalino de merluza del Pacifico (Merluccius productus) y lo
compararon con el surimi elaborado de la misma especie, evaluando las propiedades
gelificantes, fisicoquimicas y composicion proteica. En este estudio, encontraron que los geles
elaborados mediante el método convencional del surimi muestran el menor valor de superficie
hidrofobica aunque el contenido de sal es comparable con el CP alcalino o acido a 400 mM, lo
que indica que la solubilizacién quimica y precipitacion de las proteinas ain a baja
concentracion causa mas desplegamiento que el proceso convencional de surimi, por otra
parte, un incremento en la concentracion de NaCl de 10- a 150 mM incrementa
dramaticamente el desplegamiento proteico, mientras que al incrementarla concentracion a

400 mM, no se observa cambio significativo.
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Perfil electroforético (SDS-PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus
siglas en inglés) es muy utilizada en la determinacion de hidrélisis o agregacion proteica (Shi
y Jackowski, 2002).Por consiguiente, es posible observar mediante un gel de electroforesis el
efecto en el peso molecular de proteinas musculares, debido a variables como la fuerza idnica,
pH, temperatura, entre otros, asi mismo es posible elucidar al emplear diferentes condiciones
(nativa o reductora) la naturaleza de los enlaces formados.

El peso molecular critico de un polimero para la formacion de un gel es de aproximadamente
230 kDa. La estabilidad del gel formado depende de la naturaleza y ndmero de
entrecruzamientos formados por las cadenas del polimero. Tedricamente, un gel sera mas
estable cuando la suma de las energias de interaccion de una cadena polimérica sea mayor que
su energia cinética a una temperatura dada. Esto explica que los geles formados a partir de
cadenas poliméricas largas sean mas estables que los formados a partir de cadenas cortas
(Wang y Damodaran, 1970)

Con el objetivo de obtener una mejora en la propiedades gelificantes y sensoriales en CP de
calamar gigante (Dosidicus gigas), Sanchez-Alonso y col. (2007), elaboraron concentrados
proteicos mediante la solubilizacion del manto a muy baja fuerza iénica empleando pH neutro
con 25 ppm de EDTA y precipitacion acida (pH 4.7-4.9). Del patron electroforético obtenido
durante las diferentes etapas de elaboracion del concentrado, Sanchez-Alonso y col. (2007),
encontraron que la degradacion de las bandas parece no ser meramente consecuencia de la
solubilizacion, de cualquier forma se encontré que después de la precipitacion existe un
engrosamiento de la banda de meromiosina pesada (MMP) producida por la degradacion de

cadena pesada de miosina (CPM).
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HIPOTESIS

Las propiedades gelificantes de un concentrado de proteinas miofibrilares obtenidas de
manto de calamar gigante seran mejoradas mediante el aumento en la fuerza iénica a pH por

encima de su punto isoeléctrico.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del pH y concentracion de NaCl sobre la propiedad gelificante de un

concentrado proteico de calamar gigante (Dosidicus gigas).

Objetivos Especificos
e Evaluar el rendimiento del concentrado proteico miofibrilar del manto de calamar gigante
(Dosidicus gigas) elaborado mediante un ciclo de lavado.
e Evaluar los cambios estructurales y conformacionales de las proteinas obtenidas del CP en
soles por efecto de la adicién de NaCl e incremento de pH.

e Evaluar las propiedades gelificantes de las proteinas recuperadas por efecto de la adicion de

NaCl e incremento de pH.
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se utilizé calamar gigante (Dosidicus gigas), el cual fue capturado en Mayo del 2012, en las
costas de Bahia Kino, Sonora. Los especimenes capturados tuvieron una longitud de manto
promedio de 31.6 + 2.5 cm y un peso de 757 + 7.50 g. Los organismos se evisceraron y
colocaron dentro de una hielera hermética, en camas alternas de hielo-calamar-hielo para su
traslado al Laboratorio de Marinos del Departamento de Investigacion y Posgrado en
Alimentos de la Universidad de Sonora. Una vez arribado, los organismos fueron
inmediatamente desprovistos de su piel, lavados y congelados a -20°C hasta su utilizacion.

El procedimiento general para la obtencidn del concentrado proteico para la elaboracién de
geles y caracterizacion de sus cambios estructurales y conformacionales se muestra en la

Figura 3.

Elaboracién del Concentrado Proteico (CP)

Se descongelé el calamar a 5 °C durante 12 h. Enseguida el manto fue picado y
homogeneizado utilizando agua destilada refrigerada (4-6°C) en una razén de 1:3 (musculo:
agua). La suspension obtenida fue centrifugada a 16000 x g durante 15 min a 4 °C, enseguida
se descart6 el sobrenadante y el precipitado obtenido se centrifugd tres veces de la misma
forma. Durante el lavado se pierden las proteinas sarcoplasmicas en la fraccion soluble,
mientras que en el precipitado obtenido, que es considerado como el concentrado proteico, se

encuentra principalmente miosina.
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Materia : \
e Transporte en hielo a Laboratorio de
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pH(6.0.65y7.0)
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Las técnicas restantes fueron determinadas en soles y geles de CP

Figura 3. Diagrama para la elaboracion del concentrado proteico para la obtencion de geles y

caracterizacion de sus cambios estructurales y conformacionales.
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Elaboracion de Soles y Geles

A partir del concentrado proteico obtenido se prepararon los diferentes soles mediante la
adicion de NaCl al 1, 2 y 3%.Posteriormente se ajusto el pH del concentrado a6.0, 6.5 y
7.0utilizando para ello Na,COg3. El sol obtenido fue colocado en placas Pietri de vidrio (con
una altura de 1 cm) y empacado en bolsas de polietileno de baja densidad. Para la formacién
del gel estos se calentaron a 90°C por 30 minutos. Inmediatamente después los geles se
enfriaron a 0-2°C en un bafio de agua-hielo y finalmente almacenados en refrigeracion por 24

horas antes de proceder a su evaluacion funcional.

Caracterizacion de los Cambios Estructurales y Conformacionales

de Soles y Geles

Caracterizacién Macroestructural

Viscoelasticidad

Mediante estudios reoldgicos es posible comprender la deformacion y el flujo de los alimentos
bajo condiciones especificas, en las cuales en ocasiones los alimentos exhiben la habilidad de
fluir o acumular deformaciones e incluso ambas. En el presente experimento, se determinaron
las medidas reoldgicas dindmicas en cada uno de los soles, de acuerdo al procedimiento
descrito por Yoshida y col. (2003). Se emple6 una separacién de 2 mm y un plato plano
paralelo de 25 mm, en el cual se colocd la muestra cubriéndose con excedente de la misma. Se
monitoreo continuamente el médulo de almacenamiento (G) y de pérdida (G™") a una
frecuencia fija de 3.14 Hz como una funcién del incremento en la temperatura de 5 a 90°C a

una velocidad de calentamiento de 5°C/min.
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Andlisis de perfil de textura (APT)

Este analisis usualmente se realiza como un complemento a la prueba de doblado, para evaluar
de manera objetiva la calidad del gel, registrando la fuerza necesaria para comprimir la
muestra (dureza), la fuerza necesaria para producir la primera liberacion de energia durante el
ciclo de compresion (fractura), la elasticidad como la relacion de la base del segundo ciclo de
compresion sobre la del primero y finalmente la cohesividad, determinada por la relacion del
area del segundo ciclo de compresion sobre la del primero. Para este analisis, los geles se
cortaron en porciones cubicas (1 cm x 1 cm) y se templaron a temperatura ambiente durante
30-40 minutos antes de su analisis. Enseguida la muestras de geles fueron sometidas a una
doble compresion al 75% en un Texturometro TA-TX2 plus utilizando una celda de

compresion de 3.8 cm de diametro a una velocidad de 1 mm/s.

Prueba de doblado (PD)

La prueba de doblado, es una prueba comdn en la industria del surimi para la evaluacién
rapida de la calidad del gel. Se trata de una determinacion subjetiva que se correlaciona con
los datos obtenidos de forma objetiva en el APT. Esta determinacion se realiz6 en geles de CP,
de acuerdo a la técnica propuesta por Tanikawa y col. (1985), la cual consiste en doblar dos
veces por la mitad rebanadas de 3 mm de altura por 30 mm de diametro. De acuerdo a su
comportamiento al doblado se le asigno un valor utilizando la siguiente escala (Lanier, 1992):
Calidad 5(AA) — sin quebrarse cuando se dobla en cuadrantes, 4(A) — sin quebrarse cuando se
dobla por la mitad, 3(B) — presenta gradual desarrollo de quiebre al doblar por la mitad, 2(C) —
ocurre un quiebre inmediato cuando se dobla por la mitad o 1(D) — se desmorona cuando se

presiona con los dedos.
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Capacidad de retencién de agua (CRA)

La CRA, es un importante factor en los geles de proteina muscular ya que no solo afecta en el
sentido econdémico de su produccion, sino también en calidad, en particular en alimentos con
estructuras fibrosas, ya que es un factor importante para su jugosidad y masticabilidad. Esta
determinacion fue evaluada en geles, empleando la técnica propuesta por Jiang y col. (1985)
utilizando una muestra de 5 g. Esta fue sometida a una fuerza centrifuga de 3000 x g por 20
minutos a 4 °C en una centrifuga refrigerada. Se expres6 como porcentaje de agua retenida

en relacion a la cantidad de agua total presente en la muestra antes de centrifugar.

Caracterizacion Microestructural

Calorimetria de barrido diferencial (CBD)

Mediante esta técnica es posible determinar la capacidad calorifica de las proteinas en funcion
de la temperatura, asimismo, es posible estudiar la estabilidad proteica debida a interacciones
inter e intra moleculares. Dependiendo de la complejidad del material se detectan picos o
inflexiones que reflejan transiciones inducidas térmicamente. La CBD puede ser también
empleada para evaluar el efecto de una variable fisica o quimica por la comparacién de los
termogramas (Kaletung, 2009).

Para este estudio se tomaron 40 mg de los diferentes soles y se colocaron en una celda
calorimétrica asegurandose del buen contacto entre la muestra y la cara inferior de la capsula.
Todas las muestras se escanearon a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min en el rango de

4-110 °C. Se monitoreo la temperatura (Ty) y la entalpia (AH) de desnaturalizacion.
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Caracterizacion Molecular

Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (IR-TF)

En el espectro infrarrojo, la regién de absorcién de la amida I (1700-1600 cm™) es una de las
regiones mas utiles para la elucidacion de la estructura secundaria, la cual se debe casi por
completo a las vibraciones debidas al estiramiento del enlace C=0 de los enlaces peptidicos
(Krimm y Bandekar, 1986). Para este analisis se liofilizaron 5 g de cada uno de los soles y
geles (Labconco, modelo Freezone 4.5 Buenos Aires, Argentina).Posteriormente se pesaron 3
mg de cada una de las muestras liofilizadas y se mezclaron con 35 mg de bromuro de potasio
(KBr) para hacer la pastilla. El analisis se llevd a cabo en un rango de 370 a 7800 cm™(Perkin

Elmer, modelo Spectrum GX, Washington D.C.).

Contenido de sulfhidrilo total (SHT)

Los sulfhidrilos totales (SHT) representan la totalidad de los grupos tioles presentes en las
proteinas, es decir, aquellos que se encuentran en la superficie e interior de la proteina. A pH
levemente alcalino, ocurre una reaccién de intercambio de disulfuro entre la proteina y el
DTNB, lo cual produce un tiofenolato de color intenso en cantidad equivalente a la cantidad
de grupos tiol presente en la proteina, este compuesto, el 3-carboxi—4-nitro-tiofenolato
mesomerico es determinado espectrofotométricamente a 412 nm.

La determinacion del contenido de SHT fue realizada en las proteinas de soles y geles. Para
ello se disolvieron en buffer tris-HCI una concentracion de 0.6% de proteina. Se tomo 1 mL de
muestra y se le afiadieron 1.44 g de urea, enseguida se afiadié 1 mL de acido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobezoico (DTNB) a una concentracion de 2 mM (preparado en buffer de fosfatos a pH de

6.0, 6.5y 7.0, respectivamente), posteriormente se dejo reposar 40 min para desarrollar color.
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Se ajustd el volumen a 7 mL, permaneciendo la solucion a temperatura ambiente hasta su
analisis. Se tomd el sobrenadante y se registrd la absorbancia a 412 nm. La concentracion en la
solucién fue calculada utilizando un coeficiente de extincién molar de 13,600/M/cm™(Patrick

y Swaisgood, 1976).

Hidrofobicidad de superficie

La hidrofobicidad es la tendencia de dos solutos no polares adherirse entre si en un ambiente
acuoso, ademas, este tipo de interacciones no covalentes son las que mas contribuyen a la
estabilidad conformacional de las proteinas. La medicion de la hidrofobicidad de superficie de
la proteina, se relaciona con el incremento en la fluorescencia observada, este incremento es
debido a que las regiones hidrofobicas de la proteina se encuentran accesibles para
interaccionar con el compuesto no polar 1-anilino-8-naftaleno sulfonato(ANS).

Las proteinas de soles y geles se disolvieron en buffer tris-HCI a una concentracion de 1.2%
de proteina. Estas soluciones se diluyeron para proveer una concentracion de proteina de 0.02,
0.03, 0.05 y 0.06%. Enseguida se adiciono ANS a una concentracion de 15 mM.
Posteriormente 3 mL de la muestra se excitaron a 325 nm, midiendo la intensidad de la
fluorescencia a 420 nm. El indice de hidrofobicidad de superficie (So) resulté de la pendiente
del grafico de intensidad de fluorescencia vs concentracion de proteina, segin Kato y Nakai

(1980).
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Perfil Electroforético (SDS-PAGE)

La electroforesis es un método analitico, en el que se separan biomoléculas en funcion de su
tamano. El perfil electroforético de las proteinas de cada sol y gel fue determinado empleando
el sistema discontinuo descrito por Laemmli (1970) en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE por
sus siglas en inglés). Cada uno de los sistemas proteicos se mezclé en relacion 1:1 (v/v) con
buffer muestra. Enseguida se calentaron en agua a ebullicion durante 5 minutos y se enfriaron
en un bafio de hielo, para su posterior analisis electroforético.

Se aplicaron 20 ug de proteina a un gel de poliacrilamida al 10%, empleando una unidad para
electroforesis Mini PROTEAN ®3 Cell Multi-casting (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA).
Se utilizo una mezcla de proteinas estandar de amplio rango (Bio-Rad), compuesta por las
siguientes proteinas: cadena pesada de miosina (200 kDa), B-Galactosidasa (116 kDa),
fosforilasa b (97 kDa), albumina de suero bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y anhidrasa
carbdnica (31 kDa). La corrida de electroforesis se llevo a cabo a temperatura ambiente a un
voltaje de 120 volts. Finalmente, las bandas se tifieron con azul Coomassie al 0.05% y se

destifieron en una solucién de metanol al 40 % y acido acético al 7%.
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Disefio Experimental

En este experimento se utilizd un arreglo factorial con dos efectos principales. El efecto
principal A, pH con 3 niveles (6.0, 6.5y 7.0) y el efecto principal B, concentracion de NaCl
con 3 niveles (1.0, 2.0 y 3.0%). Las variables respuestas empleadas fueron resultado de la
determinacion de las propiedades viscoelasticas (G”), textura (dureza, fractura, adhesividad,
elasticidad, cohesividad), CRA, desnaturalizacion térmica de las proteinas (T y AH),
contenido de SHT (concentracién de SHT, moles/10° g) e hidrofobicidad superficie de las
proteinas (intensidad de la fluorescencia). En los casos en que fue requerido, se realizaron
comparaciones multiples de Tukey usando un nivel de significacion del 5%. Finalmente, los
datos fueron analizados usando el programa JMP version 5.0.1.

Cabe mencionar, que en el caso de las determinaciones en los cambios en la estructura
secundaria analizados mediante IR-TF y perfil electroforético, no se precedié alguna
determinacion estadistica puesto que los valores reportados son resultado de una sola

determinacion.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Rendimiento

En el presente estudio se obtuvo un rendimiento de 58.68 + 8.72% al elaborar el CP, con una
humedad del 90.58 + 2.62%, utilizando un solo ciclo de lavado (Tabla 1). EI proceso estandar
para la obtencion de concentrados proteicos se basa en la utilizacion de varios ciclos de
lavado, con la finalidad de una mejor remocion de proteinas sarcopldsmicas, pigmentos,
lipidos e impurezas. Sin embargo, debido a las caracteristicas inherentes del muasculo del
calamar, entre las que destacan su alta solubilidad proteica (facil remocion de proteina
sarcoplasmica), la inexistencia de pigmentos, magro y sin escamas ni espinas, se optd por
utilizar un solo ciclo de lavado (Encinas, 2011). Se ha reportado que el rendimiento proteico
puede variar en funcion del método de extraccion utilizado, en este sentido, Dihort-Garcia y
col. (2012) utilizando la disolucién alcalina en manto de calamar (Dosidicus gigas) reportaron
un rendimiento del 43.87+2.11%, una recuperacion similar a la encontrada por Cortés-Ruiz y
col. (2008), quienes aplicando una disolucion acida reportaron una recuperacion del 48.2+
6.0% de la proteinas totales. Por consiguiente, la modificacion del proceso tradicional para la
elaboracion de CP, resulta en una mayor recuperacion de proteinas, al ser comparado con otros

métodos de extraccién empleado la misma especie.
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Tabla 1. Comparativo del rendimiento de la obtencién con un ciclo de lavado del
concentrado proteico de calamar gigante (Dosidicus gigas) con el de otros tratamientos.

Tratamiento % Referencia
Rendimiento
1 Ciclo de lavado 58.68 £ 8.72*  Dato experimental
Disolucion alcalina (pH=10) 43.87 £2.11 Dihort-Garcia y col. (2012)
Disolucion acida (pH=3.2) 48.2+6.0 Cortés-Ruiz y col. (2008)

* Los valores presentados son promedio de tres determinaciones.
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Caracterizaciéon Macroestructural

Efecto sobre la Viscoelasticidad

La comprension de los efectos del pH y concentracion de NaCl puede ayudar a mejorar las
propiedades del gel. Los mddulos de almacenamiento (G") y perdida (G”) obtenidos en las
mediciones dinamicas oscilatorias representan la elasticidad y viscosidad, respectivamente, de
un material viscoelastico. En el presente estudio, existié un predominio del comportamiento
elastico sobre el viscoso, por lo que a continuacion solo se discute el modulo de
almacenamiento (G").

En la Figura 4, se muestran los cambios en el mddulo de almacenamiento (G”) durante el
calentamiento de las proteinas encontradas de los soles de CP. Se inici6 el ciclo de
calentamiento con una temperatura de 5 °C, a partir de la cual se muestra un incremento
continuo en el modulo elastico hasta encontrarse entre los 26.33 a 40.39 °C, enseguida G’
desciende ligeramente hasta alcanzar un valor minimo en el intervalo de 43.34 a 63.95 °C. El
primer aumento de la elasticidad se ha atribuido al entrecruzamiento de la miosina y la caida
posterior, a la desnaturalizacion de la meromiosina ligera que causa una fluidez. El segundo
aumento de la elasticidad se ha atribuido a la formacion de una red permanente de los
filamentos de miosina (Xiong, 1997) Estos cambios pueden ser debidos a la disociacion de las
cadenas ligeras de las cadenas pesadas, resultando en cambios conformacionales de la
molécula. Por otra parte el entrecruzamiento de la miosina puede ser también responsable del
incremento en G” puesto a que se forma una red elastica. El subsecuente descenso se ha
supuesto que se relaciona con la disociacion del complejo actina-miosina y desplegamiento de

la hélice-a de la porcidon de varilla de miosina (Xiong y Blacnchard, 1994).
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Figura 4.Mddulo de almacenamiento desarrollado durante el calentamiento de las proteinas de

soles de CP de calamar gigante a sus respectivos tratamientos.
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La desnaturalizacion térmica de la miosina y actina, pueden ser estudiadas mediante la
medicion de los modulos de almacenamiento (G”). En este sentido, se presenta una mayor
temperatura de desnaturalizacion en el sol del CP al que se ajusto el pH a 7.0 y que se adiciond
1% de NaCl, lo cual puede ser bien relacionado con la T, obtenida en CBD (Tabla 3), en la
que se obtiene la mayor T, y AH en este tratamiento, pudiendo inferir entonces acerca de su
estabilidad térmica.

Varios estudios han reportado que las proteinas miofibrilares, especialmente la miosina y
actina, son las responsables de la gelificacion. También se piensa que la cadena pesada de
miosina es la principal subunidad involucrada en la gelificacién, en lo que respecta a las
cadenas ligeras parece ser que su rol es dependiente de la fuerza idnica, ya que altas fuerzas
i6nicas pueden ser menos importantes que a bajas fuerzas ionicas (Xiong, 1997).

Las diferencias observadas en magnitud de G” se debieron a las diferentes concentraciones de
NaCl y pH. Ogawa y col. (1995), reportaron un pequefio descenso del valor de G
comenzando a 25 °C indicando el desplegamiento de la hélice-a de las moléculas de miosina
en la parte de la cola. Siegler y Acton (1984) reportaron que el calentamiento de actomiosina a
temperaturas menores de 40 °C generalmente resultan en la disociacion de algunos
componentes miofibrilares, por ejemplo la disociacién de tropomiosina del esqueleto de F-
actina y la disociacion de F-actina de su estructura de super hélice.

La disociacion del complejo actina-miosina y la desnaturalizacion de la meromiosina ligera
conducen a un incremento en la fluidez (Egelandsdal y col. 1986). Asimismo, el
desplegamiento de la miosina, probablemente causa un incremento en la fluidez de la
estructura preformada del gel y puede interrumpir algunos entrecruzamientos que existen

durante el estado inicial, resultando en el descenso del valor de G~ (Xiong, 1997).
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El valor de G” incrementa rapidamente en los tratamientos después del fendmeno de modori
(ablandamiento, 60°C) y alcanza un valor entre 963 y 11518 Pa al final del ensayo. Por otra
parte, Egelandsdal y col., (1986), sugieren que el incremento en G” después de 47 °C sea
probablemente atribuido a la formacion de una red irreversible en el gel. Una mayor G™ se
traduce en un sistema mas rigido, lo cual es favorable en el proceso de gelificacion térmica.

En el presente estudio, se obtuvo mayor G” en aquellas muestras en las que el pH de los soles
fue ajustado a 7.0 a una concentracion de sal de 3 y 2%, lo anterior hace suponer que se
obtendra un gel mas rigido en estos tratamientos, sin embargo como se muestra en el APT
(Figura 5), los geles que se obtuvieron fueron quebradizos, menos duros, elasticos y
cohesivos, en comparacién con los otros tratamientos. No obstante, se observa un incremento
en la capacidad de retencién de agua (CRA) (Figura 6) al incrementar el pH tanto con al 2%
como con 3% de NaCl. Lo anterior expuesto, puede ser debido a que durante el fendmeno de
modori el gel se destruye irreversiblemente, resultando quebradizo y poco elastico, con una
intensidad que depende de la especie de pescado.

Cabe mencionar que Rawdkuen y col. (2008), obtuvo un comportamiento similar al presente
estudio, ya que al adicionar proteina de plasma de pollo obtuvo una mejora en las propiedades
reoldgicas y texturales de los geles de merluza del Pacifico, debido a la inhibicion de la
degradacion causada por proteinasas enddgenas en el surimi. Lo anterior redunda en el
mejoramiento de la calidad de los geles obtenidos mediante la modificacion del método
convencional en comparacion con los tratamientos de disolucion alcalina o acida como a

continuacion se mostrara (Tabla 2).
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Efecto sobre la Textura

Los cambios en la textura de los geles obtenidos fueron evaluados mediante el Andlisis de
Perfil de Textura (Figura 5) y Prueba de Doblado (Tabla 2). Segun la prueba de doblado (PD),
los geles elaborados a pH de 6.0 y 1 % de sal, poseen mayor calidad. Ingadottir y Kristinsson
(2010), reportaron que es mas conveniente trabajar a pH alcalinos y 2% de NaCl, que bajo
condiciones acidas y sin sal, para obtener caracteristicas de textura adecuada en los geles.

En relacion al APT (Figura 5), las diferencias observadas en los pardmetros evaluados
corresponden a los cambios en la concentracién de NaCl y pH, excepto en la adhesividad. En
el parametro de dureza, se tiene la mayor al 1% de NaCl y pH 6.0, en este caso esta variacion
puede ser debida en parte a la concentracion de sal (Figura 5 a). Los valores registrados, para
la fractura (Figura 5 b), son resultado de un alto grado de dureza y bajo grado de cohesividad,
en el presente experimento, llama la atencion la falta de quiebre o fractura en los geles,
excepto a pH de 7.0, independientemente de la concentracion de sal, puesto que en este caso
se tiene que fueron los menos cohesivos y los que presentaron menor dureza, en relacion a los
otros tratamientos.

Al comparar el presente estudio con otros métodos de extraccion de proteinas para elaborar
geles a partir de CP de calamar gigante (Dosidicus gigas), Cortés-Ruiz y col. (2008),
observaron que los geles elaborados de MC y CPN fueron més suaves que los elaborados con
un concentrado proteico obtenido mediante disolucion &cida, lo anterior es explicado en
funcién del contenido de proteina, ya que el concentrado proteico &cido tuvo 7.9% mas
proteina que el MC vy éste un 49% mas de proteina que el CPN. No obstante, en el presente

estudio, todos los CP asumen la misma concentracion de proteina.
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Tabla 2. Prueba de Doblado de los geles de CP de calamar gigante.

Tratamiento

NaCl(%) / pH Calidad

1/6.0 A-AA
1/6.5 C-B
1/7.0 C-D
2/6.0 C
2/6.5 C-D
2/7.0 C-D
3/6.0 C
3/6.5 C-B
3/7.0 C-B

Los valores presentados son promedio de cuatro determinaciones.



A través de un proceso fisico llamado adhesion y cohesion, el agua se une a la particula para
formar una pelicula delgada en su alrededor. Existe entonces, una relacion entre la adhesividad
y cohesividad, ya que ambas implican fuerzas atractivas, sin embargo la primera implica
fuerzas atractivas entre moléculas de diferente tipo, en tanto que la segunda implica la
atraccion de moléculas del mismo tipo (OSC Physics Maintainer, 2012).Por otra parte la
elasticidad explica el grado de deformacion de la muestra al regresar a su estado inicial antes
de romperse.

Al evaluar la adhesividad (Figura 5 c) en el APT no es posible encontrar diferencias
significativas (p<0.05) en sus diferentes tratamientos. Se detectd6 mayor cohesividad (Figura 5
e) a pH de 6.0 y 6.5 a concentracion de NaCl de 1 y 2% respectivamente. Lo antepuesto
pudiera ser explicado en funcion del tipo de interacciones promovidas por efecto de la
concentracion de sal y pH, lo que también pudiera ser relacionado con la CRA (Figura 6)
obtenida en el gel al 2% de NaCl y pH de 6.5, probablemente en estas condiciones se
favorezcan interacciones electrostaticas que permitan atrapar el agua en la red tridimensional
formada del gel.

Finalmente, la elasticidad (Figura 5 d) tuvo un comportamiento similar, aunque es claro que
son mas elasticos los geles 1% de NaCl, excepto a pH de 6.5. Las diferencias encontradas se
deben a los efectos del NaCl y pH, ya que el contenido de proteina es similar en todos los
sistemas. La funcion primaria de la sal es solubilizar las proteinas miofibrilares y
subsecuentemente inducir su unién para formar el gel, por otra parte las proteinas poseen una
carga neta a valores de pH diferentes al del pl, esta carga puede jugar un papel importante en

el plegamiento y desplegamiento debido a la atraccion o repulsion electrostatica.

46



500 ~ 120 |

3+
a = 1% NaCl | (b) o
400 | @ s 20 NaCl 100 <
= 3% NaCl
= 801
S 300 1 = =
8 2 5 60
o - o g
a 200 4 a - a o o i 40 |
0 0 . :
6.0 6.5 7.0 6.0 6.5 7.0
pH pH
(© a 0.8 (d)
7.0 © o
©
a 0.6 2
o
© o
a»—{ 8 = © -8_ 5
a 655 204 b ©
a 8
]
ar—— 0.2
a 6.0
a
' ‘ ‘ ‘ ' ' 0.0
-25 -20 -15 -10 -5 0 6.0 65 70
Adhesividad (g - seg)
pH
0.6 1 ©
© o (e)
0.5 o
=y
E L -
> o ©
3 o
=
o
($)
6.0 6.5 7.0

pH
Figura 5. Analisis de perfil de textura de geles de CP a sus respectivos tratamientos.

Los valores son la media * desviacion estandar de n=4. Para cada parametro evaluado, letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Contrariamente a lo esperado Kim y Park (2008), encontraron que las propiedades de textura
de los concentrados proteicos abadejo de Alaska (Theraga chalcogramma) se reduce con el
incremento del contenido de NaCl, especialmente del 2 al 3% de sal, ya que la sal promueve
interacciones hidrofobicas, por lo tanto, la adicion de sal en los concentrados proteicos

posiblemente conduzca a la agregacion de proteina antes de la formacion de la red en el gel.

Efecto sobre la Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

Es conocido el efecto del pH en la capacidad de retencion de agua, que se atribuye a la
modificacion de la carga neta de las proteinas miofibrilares, asi como el que imparte la fuerza
ionica en el desarrollo y estructura final gel, ya que influye en las caracteristicas de las
proteinas musculares incluyendo la gelificacion inducida por calor, propiedades térmicas y
capacidad de retencion de agua (Bertram y col., 2004).

En la Figura 6, se muestra la CRA de los geles elaborados a partir de CP de calamar gigante a
diferentes concentraciones de NaCl (1, 2 y 3%) y pH’s (6.0, 6.5, 7.0). Los geles elaborados
con 2% de NaCl muestran la mayor CRA, también esta propiedad es afectada por el pH, ya
gue tiene una tendencia a incrementar con el incremento de pH, mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Como puede observarse, los resultados de CRA
coinciden con la gelificacién, ya que los geles mas débiles presentan menor CRA.

La estructura del gel influencia la habilidad del gel de retener agua, de tal forma que en un gel
ordenado, el movimiento del agua puede encontrarse restringido comparado con una estructura
menos ordenada (Ingadottir y Kiristinsson, 2010). En un estudio realizado sobre las
propiedades gelificantes de la miosina en carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix) se
encontré que la CRA incrementa significativamente de 45.7% a 73.1% conforme el pH

incrementa de 5.5 a 8.0 (Liu y col., 2010).
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Figura 6. Capacidad de retencion de agua de los geles obtenidos de concentrados proteicos de

calamar gigante a sus respectivos tratamientos.
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En proteinas desnaturalizadas los grupos —CO y —NH se convierten en centros de polarizacion
positivos y negativos en las cadenas polipeptidicas, estos centros pueden formar sistemas de
agua multicapa, que finalmente debido al enfriamiento, los enlaces de hidrogeno contribuyen a
atrapar el agua en la estructura (Damodaran, 2000). Lo anterior puede ser relacionado con el
presente estudio, debido al incremento en CRA debido al rango de pH utilizado. Por lo que la
variacion en el CRA se atribuye a los cambios en la estructura de la proteina por accién del
pH.

Cortés-Ruiz y col. (2008), detectaron un incremento en la CRA en geles de concentrados
proteicos neutros (81.5 + 10.6%), respecto a elaborados a partir de manto de calamar gigante
(Dosidicus gigas) (64.6 + 6.4%), lo anterior atribuido al incremento de la concentracion de
proteinas solubles a 1=0.5 como resultado de los ciclos de lavado, ademas encontraron que los
cambios de pH afectan la CRA probablemente resultado del efecto combinado de la
agregacion proteica, ya que se obtuvo una mayor CRA en los concentrados proteicos acidos
(95.3 £ 2.0%).

Respecto a lo anteriormente expuesto, ademas del método de extraccién, concentracion de sal
y pH, otro factor que puede influir en la determinacion de CRA es el método empleado para la
determinacion (Sanchéz-Gonzélez y col. 2008). Sin embargo, se debe considerar el organismo
en cuestion en el presente estudio, ya que se conoce la existencia de variaciones, no solo por la
concentracion de proteina, también por el acomodo de las fibras musculares entre las especies

marinas.
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Caracterizacion Microestructural

Efecto sobre las Transiciones de Fase

La desnaturalizacion de una proteina es una transicion de la estructura nativa, plegada a la
estructura desnaturalizada, desplegada, que ocurre en un intervalo de temperatura de
desnaturalizacion. Se define como temperatura propia de desnaturalizacion, a la temperatura a
la que se desnaturaliza el 50% de la proteina (Foegeding, 1988).Esta transicion implica un
calor de desnaturalizacion que a menudo es un proceso irreversible. La temperatura de
desnaturalizacion el calor de desnaturalizacién dependen del pH, de la fuerza ionica, y de la
velocidad de calentamiento, asi como del procesamiento previo que haya recibido la proteina
(Roos, 2007).

La temperatura maxima (T,) y la energia térmica neta (AH) de la desnaturalizacion térmica de
las proteinas encontradas en los soles de CP se muestran en la Tabla 3. Se detectaron 2 picos
endotérmicos con Ty, entre 39.16-45.42 y 59.64-71.93 °C, respectivamente, los cuales podrian
corresponder a las transiciones de miosina y actina, respectivamente. Se ha reportado que las
transiciones endotérmicas de la miosina y actina del masculo de calmar gigante (Dosidicus
gigas), se presentan a 50 y 79°C, respectivamente (Ramirez-Olivas y col., 2004). Estas
proteinas, son importantes para la gelificacion inducida térmicamente y se desnaturalizan a
diferentes temperaturas, lo que resulta en las caracteristicas tipicas de un gel. Por tanto, las
variaciones encontradas en el presente experimento pueden relacionarse al efecto combinado
del pH y concentracion de sal, ya que estas variables pueden ocasionar desplazamientos en las
temperaturas de desnaturalizacion y modificacion de la altura y anchura de los picos

obtenidos.
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Tabla 3. Temperatura maxima (T,) y entalpia (AH) de termograma de CDB de soles de CP a

sus respectivos tratamientos.

Tratamiento Pico 1 Pico 2

NaCl(%) / pH Tm (°C) AH (lg) Tm (°C) AH (lg)

1/6.0 39.36+£0.33° 0.04+0.000 71.52+156*" 0.05%0.00"
1/6.5 42,06 £0.47° 0.14+0.00° 6859023  0.09+0.00°
1/7.0 4430 £0.20° 0.34+0.00° 71.61+0.05*® 0.26+0.01°
2/6.0 4458 £ 0.27*° 0.07 £0.00°  0.00£0.00°  0.00 % 0.00°
2/6.5 40.79+0.11° 0.02+0.00"  70.68 +0.01*”° 0.15+ 0.00°
217.0 4542 +0.122 0.09 +0.01%° 71.93+0.03*  0.06 + 0.00°
3/6.0 39.16 +0.11° 0.11+0.01°" 59.64+0.16° 0.07 +0.00°
3/6.5 42.45+0.42° 0.31+£0.02° 69.73+0.08"° 0.23+0.00°

3/7.0 44.40 + 0.05*° 0.30+0.01° 70.89 +0.08*° 0.23+0.00°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre los

tratamientos.

Los valores presentados son promedio de dos determinaciones.
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En el presente estudio, al evaluar el efecto del pH y la concentracion de sal en el primer pico,
el cual se asocia a la miosina, se aprecia que las temperaturas de desnaturalizacion son
fuertemente dependientes del pH y la fuerza ionica. La T, mas alta se observé con el
tratamiento de concentracion de sal (%)/pH de 2/7.0, mientras que la T, mas baja se presentd
con 3/6.0. Respecto a lo anterior, Lin y Park (1998), mencionan que la sal cambia las
transiciones de desnaturalizacion a temperaturas mas bajas y disminuye las entalpias del calor
de desnaturalizacién. Esta sensibilidad a la fuerza idnica y su relacion con el pH, se evidencio
con los valores de la entalpia del primer pico, que fueron del orden de 2 a 9 x 10 /g, con 2%
de NaCl, demostrando que en este ambiente, se requirio de menor energia para cambiar la
microestructura de la miosina, en cambio, presentd mayor estabilidad térmica con el
tratamiento 1%NaCl/pH7 al necesitar 0.34 J/mol.

El segundo pico, que se asocia a la actina, presentd valores de la temperatura de
desnaturalizacion entre 60 y 72 °C, y la mayor fue para el tratamiento 2% NaCl/pH7. Se sabe
que la actina es mas estable térmicamente que la miosina, caracteristica que se mantiene en las
condiciones a las que se expuso en este estudio, excepto con el tratamiento 2% NaCl/pH 6, al
no detectarse una transicion térmica. La T, mas baja se observo con el tratamiento 3%
NaCl/pH®6, lo cual puede ser debido al cambio conformacional ocurrido en la actina durante la
gelificacion térmica, ya que mediante IR-TF se observa una disminucién cercana al 50 % en la
intensidad de la banda caracteristica de esta estructura. Los valores bajos de la energia de
desnaturalizacion, del orden de 0.0 a 0.26 J/mol, indican que los tratamientos modificaron la
estructura de la actina. Se observé que independientemente del valor de la fuerza ionica, el pH
de 6.0afectd la energia de desnaturalizacion de la actina, lo anterior debido a que este pH

afectd mayormente la estructura nativa de la actina.
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Se puede afirmar que el efecto de los tratamientos afecto la estructura nativa de las proteinas
en distinto grado, siendo mayor para la miosina que para la actina. Esto se puede discutir
considerando los resultados obtenidos en el estudio de Ramirez-Olivas y col., (2004) donde se
menciona que la energia necesaria para el desdoblamiento de la estructura nativa de la miosina
y de la actina de masculo fresco de calamar gigante, es de 0.58)/g y de 0.33 J/g,
respectivamente. Para contrastar estos resultados con los obtenidos en el presente estudio, se
eligio el efecto del tratamiento 1% NaCl/pH71% (Tabla 3), y se observo que la disminucion de
la energia necesaria para desnaturalizar a la miosina del sol fue mayor, de 0.58 J/g a 0.34 J/g
(0.24 J/g) que para la actina del sol, que fue de 0.33 J/g a 0.26 J/g (0.07 J/g). Este efecto se
repite en los otros tratamientos.

Resultados similares son presentados por Taskaya y col. (2009) en CP de carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix), puesto que las proteinas recuperadas de la carpa se someten a
algun grado de agregacion (evento exotérmico) debido a la precipitacion isoeléctrica, puede
reducir la entalpia de eventos endotérmicos, es por ello que la entalpia neta parece acercarse a
cero y los picos no son detectados, ademas las proteinas pueden ser desnaturalizadas debida al
pH (acido/alcalino).

Por otra parte la menor temperatura de desnaturalizacion, asi como la menor cantidad de
energia necesaria para inducir un cambio conformacional en las proteinas del CP sugieren una
disminucion de interacciones electrostaticas con el medio acuoso, esto ayuda a explicar la
débil interaccion con moléculas de agua y la interaccion proteina-proteina mediante
interacciones hidrofébicas en la transicion sol-gel. También explica la baja CRA reportada en
los geles del concentrado proteico. Ademas las propiedades mecanicas y viscoelasticas

corresponden a la calidad de los geles y son consistentes con los resultados de CDB.
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Caracterizacion Molecular

Efecto sobre la Estructura Secundaria

El contenido de los tipos de conformaciones que determinan la estructura secundaria puede ser
estimado por la altura del pico a 1658-1654 cm™ para el hélice-o. y 1642-1624 cm™ para la
hoja—p(Kong y Yu, 2007).Los estudios de IR en los soles y geles se muestran en la Figuras 7 y
8. En general, cada uno de los espectros de IR presentan una banda ancha entre 3314-3294 y
3298-3281cm™, tanto en soles como en geles, lo cual puede ser atribuido al estiramiento de los
grupos OH o también a la contaminacion por agua, ya que el proceso de liofilizacion aplicado
hace a las muestra mas susceptibles a la absorcion de agua del ambiente durante su
manipulacion, pese a las precauciones tomadas.

Durante la transicion sol-gel se detect6 que tanto la concentracién de NaCl como la variacion
de pH influyen sobre el espectro de IR (Figura 7 y 8). Induciendo, dependiendo del pH y la
concentracion de sal empleados variaciones en la intensidad de las bandas relacionadas a la
formacion de enlaces S-S durante la transicion sol-gel. Se ha reportado que bajo ciertas
condiciones quimicas puede o no inducir la formacion de enlaces tiol, la cual influye en las
caracteristicas reologicas que presentan los geles formados, como su viscoelasticidad. Siendo
un factor determinante el pH, ya que Tolano-Villaverde (2010), al trabajar bajo condiciones
alcalinas, establece la nula formacion de enlaces disulfuro, al no apreciar cambios en las
bandas S-H y S-S, reportando geles con menor viscoelasticidad en comparacién con el control

empleado.
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Por otra parte, segun Venugopal (1997), la gelificacion implica la agregacion de las porciones
cabeza y cola por interacciones hidrofébicas y enlaces disulfuro. Entonces durante la
formacion del gel, ocurre una reaccién entre los grupos tiol para producir enlaces disulfuro,
por consiguiente es de esperar la disminucion del contenido de SHT al formarse el gel, tal
como se mostrara a continuacion en la determinacion del contenido de SHT (Figura 9) de
soles y geles de CP.

Como es conocido, cada fraccién de estructura secundaria depende, entre otras cosas, de la
secuencia linear de aminoacidos de la miosina (estructura primaria), pH y Temperatura. Por
consiguiente, los cambios estructurales de las proteinas durante la formacion del gel deben
permitir la formacion de la red tridimensional que de soporte al gel formado. Lo cual puede
ser establecido mediante el seguimiento de ciertas bandas, como la banda caracteristica de la
estructura de hélice-a,, donde se aprecio un incremento de su intensidad durante la transicion
sol gel. En cuanto al efecto del pH y la concentracion de la sal, se detectdé que estos dos
factores influyeron en la intensidad de la banda relacionada a hélice-a. Cabe mencionar que la
intensidad de la banda caracteristica de éste tipo de estructura incrementa con el incremento de
pH a una misma concentracién de sal, excepto al 3% de NaCl, lo cual puede ser relacionado
con su hidrofobicidad de superficie, ya que como se mostrara a continuacion, los soles
presentaron mayor hidrofobicidad independientemente del pH a una concentracion del 3% de
NaCl (Figura 11).

Lo anterior puede ser debido a cambios en la conformacion de la proteina debido a la
desnaturalizacion quimica, ya que en condiciones de altas concentraciones de sal (>0.3 M

NaCl) y altos pH (>7) se presenta la disociacion de la miosina (Weeds y Pope, 1977).
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Thawornchinsombut y Park (2007), observaron que el surimi convencional presenta el menor
valor de superficie hidrofébica, pese a que el contenido de sal es comparable al utilizado con
concentrados proteicos acidos o alcalinos, asimismo notaron que un incremento en la
concentracion de sal de 10 a 150 mM en los CP acido/alcalino incrementa el desdoblamiento
proteico.

La banda caracteristica de la estructura de hélice-a, presenta mayor intensidad en los geles que
en los soles, lo cual demuestra que la transicion sol-gel en proteinas de manto de calamar
favorece la formacion de regiones a—hélice. Jang y col. (2011), al estudiar el pH en conjunto
con la temperatura durante la transicion sol-gel de soluciones acuosas de poli(etilenglicol)-
poli(alanina) injertado con quitosano, establecieron que conforme se incrementa la
temperatura incrementa la intensidad del pico relacionado con la conformacion de hélice-a de
este compuesto. Por lo que, los cambios conformacionales detectados en este trabajo pudieran
ser resultado del efecto del pH y NaCl, a su vez por el tratamiento térmico que se aplica a los
CP para la formacion del gel, lo cual sugiere el desplegamiento de la proteina.

Se ha reportado que la estructura de a—hélice decrece con un incremento concomitante del
contenido de estructuras agregadas, como la hoja-p, debido a la alta concentracion de sal
(Persic y col., 2011). En este estudio, al comparar la intensidad de las bandas se visualiza que
la correspondiente al tipo de conformacion de hoja-p presenta mayor intensidad que la
correspondiente hélice-a.. Asimismo, la intensidad de la banda caracteristica a la hoja-p (1537
cm™) tiende a incrementar con el incremento de pH durante la transicién sol-gel, excepto al
3% de NaCl, en cambio por efecto de la concentracion de sal en el contenido de hoja-p tiende

a disminuir excepto al 2 y 3% de NaCl a pH de 6.5.
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Al evaluar el efecto del pH y la concentracion de sal en los espectros de IR-TF (Figura 7) de
los soles, se aprecid un efecto combinado de estas variables. .Al estudiar el efecto de pH en el
contenido de SH en soles se observa que la disminucion en la intensidad de esta banda
responde al incremento de pH, salvo al 1% de NaCl. Respecto al efecto de la concentracion de
sal en soles, se tiene que a al 2% de NaCl se presenta mayor intensidad a pH de 6.0 y 6.5 para
la banda propia de enlaces S-H.

En cuanto a la banda relacionada con la estructura de hélice-a en soles (Figura 7), solo el
tratamiento en el cual se trabaj6 a pH a de 6.0 y 3% de NaCl se apreci6 un efecto marcado en
esta banda. Este comportamiento puede ser atribuido al desdoblamiento de la miosina (Weeds
y Pope, 1977). EIl desdoblamiento ocurrido en la miosina, inducird la exposicion de
aminoacidos hidrofobicos, modificando asi la hidrofobicidad del sol, tal como se apreci6 en
este trabajo, ya que dicho tratamiento es el que presenta mayor hidrofobicidad (Figura 11),
como se comentara mas adelante. Lo anterior es contrario a lo observado por
Thawornchinsombut y Park (2007), quienes a pesar de detectar mayor desdoblamiento en la
proteina no detectaron cambios en la hidrofobicidad del surimi obtenido.

Aunque se evalu6 de forma conjunta el efecto del pH y la concentracion de sal, es notorio el
efecto del pH contenido de hoja-§ en soles (Figura 7), a concentracion de 3% de NaCl, ya que
a esta concentracion de sal, la intensidad de la banda disminuye con el incremento de pH. En
contraparte, a pH de 6.0 se aprecia la disminucion de la intensidad al incrementar la
concentracion de NaCl.

Al analizar los espectros de IR-TF los geles (Figura 8) para el enlace S-H, se aprecio que al
igual que en los soles, hubo un efecto combinado del pH y el % de sal, no obstante el patron

observado es diferente, como se menciono anteriormente atribuido a la transicion sol-gel. Al
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trabajar al 2% de NaCl y pH 6.0, se detect6 la menor intensidad de la banda relacionada con el
enlace S-H, mientras que, al trabajar a pH de 6.5 y esta misma concentracion de sal se presenta
la mayor intensidad para la banda caracteristica de esta estructura.

En relacion al contenido de hélice-a. en geles (Figura 8), la banda caracteristica de esta
estructura presenta mayor intensidad a una concentracion del 1% de NaCl y pH de 6.0,
mientras que al 3% de NaCl y pH de 6.5 tiene la menor intensidad. Persic y col. (2011), al
evaluar el tipo y concentracion de sal en la estructura proteica y propiedades de hidratacion en
la carne de bovino (Lonsissimuss dorsi), apreciaron que a altas concentraciones de sal se
manifiesta una banda a ~1631 cm™ y una pequefia banda cerca de 1693 cm™, las cuales fueron
asignadas a estructura de hoja- agregada, estableciendo que al incrementar la concentracién
de sal en el medio se da una mayor agregacion de las proteinas, relacionando este fenémeno
con una disminucion en la banda relacionada a la estructura de hélice-a en las proteinas
miofibrilares estudiadas. Por lo que el decremento en la region de la hélice-a observado en
este estudio, sugiere la agregacion de las proteinas miofibrilares, asi como la apertura excesiva
de la molécula, induciendo geles con reducida CRA como anteriormente se menciona (Figura
6). Esto en base a lo observado en el comportamiento de la banda relacionada a la estructura

de hoja-p y la formacion de puentes disulfuro.
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Efecto sobre el Contenido de Sulfhidrilos Totales (SHT)

Los residuos —SH hidrofdbicos se exponen durante el tratamiento térmico para la formacion de
gel, durante este proceso se puede dar lugar a reacciones de intercambio -SH o S-S o
interacciones hidrofobicas. Durante la formacion de un gel proteico duro y turbio es
importante que estos residuos activos se encuentren presentes en un lugar accesible de la
molécula.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion SHT en los soles y geles de CP se muestran en la
Figura 9. No se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos respecto
al contenido de SHT en los soles, lo cual es de esperarse, ya que es el mismo sistema proteico
utilizado en la preparacion de todos los soles. Sin embargo, se encontraron diferencias
(p<0.05) en SHT de geles, lo cual pudiera atribuirse al efecto del pH y la concentracién de sal
empleada en la gelificacion.

Se detectd una disminucion de SHT en la transicion sol-gel. Dicha disminucion se puede
atribuir a la formacion de enlaces S-S a través de la oxidacion de grupos SH (Lanier, 2000).
Lo cual se relaciona con la intensidad de la bandas en el espectro de infrarrojo (Figura 7 y 8)
durante la transicion sol-gel. Un comportamiento similar ya ha sido reportado por Ingadottir y

Kristinsson (2010), quienes al comparar el contenido de SHT de las pastas de proteina antes y
después de la coccidn, encontraron que el muasculo lavado con agua exhibe el mayor contenido
de SHT antes de la coccion, mientras que el musculo lavado con solucion salina presentd un

contenido de SHT significativamente menor.
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Figura 9. Contenido de SHT en soles y geles de concentrados proteicos de calamar gigante a
diferentes % NaCl (1, 2, 3) y pH (6.0, 6.5, 7.0).

Letras diferentes en barras del mismo grupo (sol o gel) indican diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Efecto sobre la Hidrofobicidad de la Superficie

Los resultados de hidrofobicidad de superficie obtenidos en soles y geles de CP se muestran
en las Figuras 10 y 11, respectivamente.

En la Figura 10 (a), se observa que los soles a los cuales se adiciono 1% de NaCl presentan un
caracter mas hidrofobico al incrementar el pH, inverso a lo que se presenta en los soles que
contienen 3% de NaCl, Figura 10 (c). Como se puede ver los soles elaborados al 2% NacCl,
Figura 10 (b), muestran diferente un comportamiento ya que la intensidad de la fluorescencia
disminuye al incrementar el pH, excepto a pH 6.0. El incremento anterior incremento en la
hidrofobicidad es probablemente conferido a cambios en la estructura de la region de la cabeza
de la miosina, la cual es soluble en soluciones salinas de baja y alta fuerza id6nica. Al
desnaturalizarse la miosina, es probable que exponga grupos hidrofébicos que previamente se
encontraban en el interior de la estructura de la proteina. Por otra parte, la pendiente negativa
encontrada en soles obtenidos a pH de 6.0 y 2% de NaCl, probablemente en estas condiciones
se encuentren escasas regiones hidrofébicas a las cuales puede unirse el ANS y emitir
fluorescencia.

En la Figura 11 (a), se muestra el efecto de la concentracion de 1% NaCl, en la cual se
observa que s6lo a pH de 6.5 se obtiene una pendiente positiva, la cual responde al incremento
en la superficie hidrofdbica respecto el incremento de la concentracion de proteina. Ahora
bien, en la Figura 11 (b), se distingue una pendiente negativa a pH de 6.0 al emplear 2% de
NaCl, mientras que a pH de 6.5 se tiene mayor caracter hidrofébico que a pH de 7.0.
Tipicamente, la carga total de la proteina se puede ver afectada por los tratamientos acidos,
mientras que la interaccion entre las superficies cargadas de las proteinas podrian ser afectadas

debido al efecto de blindaje (Dill, 1990).
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Figura 10. Efecto de la concentracion de NaCl (1, 2 y 3%) y pH (6.0, 6.5 y 7.0) sobre la

hidrofobicidad de superficie de soles de CP de Calamar Gigante (Dosidicus gigas).
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Posteriormente, en la Figura 10 (c), se observa que al adicionar 3% de NaCl en los geles se
reduce la hidrofobicidad de superficie con el incremento de pH, asimismo, a esta
concentracion de sal se presenta mayor hidrofobicidad. Como ya se menciono, al
desnaturalizarse la miosina puede exponer grupos hidrofébicos que se encontraban en el
interior de la estructura proteica. Por consiguiente, la adicion de la sal probablemente
interrumpa interacciones electrostaticas entre el ANS y la proteina, reduciendo entonces la
fuerza del enlace hidrofdbico entre estos.

Durante la transicion sol-gel, en general, ocurre una disminucion en la superficie hidrofébica,
salvo al 2% de NaCl y pH de 6.5, asi como al 3% de NaCl a pH de 6.0 y 6.5. Esto pudiera
deberse a cambios conformacionales que experimentan las proteinas como resultado del

proceso térmico, tal como se corroboro en el analisis de los espectros de IR-TF (Figura 7 y 8).

Efecto sobre el Peso Molecular

En las Figuras 12 y 13, se ilustra el perfil electroforético sin o con B-mercaptoetanol de
proteinas del MC, asi como soles y geles de CP a sus respectivos tratamientos. La Figura 12
(@), muestra las proteinas musculares extraidas del manto de calamar (MC), en la cual se
observan 8 bandas, que en funcién del peso molecular se asocian a la cadena pesada de
miosina (CPM =~ 200 kDa), actina (AC = 45) y la cadena ligera de miosina (CLM= 16-22
kDa). Como se puede observar en la Figura 12 (b), durante el estado de sol se presentan
cambios de importancia en el perfil electroforético respecto al MC, puesto que durante los
ciclos de lavado parte de las proteinas sarcoplasmicas son eliminadas, concentrando asi, las
proteinas miofibrilares. Por encima de 200 kDa se observa la presencia de tres bandas

contiguas, las cuales probablemente corresponden a la hidrélisis de la CPM, debido a que las
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condiciones empleadas (%NaCl/pH) en la elaboracion de soles, pueden haber activado
enzimas proteoliticas remanentes, las cuales pudieron haber degradado las moléculas de
miosina en fragmentos mas cortos. Lo anterior ya ha sido documentado por Konno y col
(2003), asi como por Ramirez-Olivas y col (2004), quienes han reportado una alta actividad
proteolitica endégena del manto de calamar. Cerca de los 150 kDa se observa una banda que
posiblemente represente la meromiosina pesada (MMP), también es posible observar la
presencia de paramiosina y actina, alrededor de los 97 y 45 kDa, respectivamente. Se observan
ademas proteinas de bajo peso molecular, que fueron solubilizadas independientemente de la
concentracion de sal. Dichas proteinas, también han sido reportadas por Thawornchinsombut
yPark (2005) en las proteinas extraidas a pH neutro de merluza del pacifico (Merluccius
productus). Se ha reportado que las bandas de bajo peso molecular observadas en el extracto
del masculo, son resultado de la hidrolisis de la miosina inducido por la activacién de enzimas
(Kelleher y Hultin, 2000).

En general, es posible observar de forma conjunta el efecto del pH y la concentracién de sal en
las proteinas encontradas en soles de CP, mas sin embargo, es notorio que independientemente
de la concentracién de sal a pH de 7.0 se presentan mayor intensidad en las bandas, lo cual
hace inferir sobre algin efecto de esta variable en la conformacion proteica. Lo antepuesto,
debido a que en términos de estabilidad térmica (Tabla 3), los CP elaborados a pH 7.0 tienen
mayor entalpia de desnaturalizacion.

En el concentrado proteico se destaca la presencia de miosina. Esta molécula contiene seis

cadenas polipeptidicas, que incluyen dos cadenas pesadas idénticas de 220 kDa. Las cadenas
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Figura 12. Perfil electroforético (SDS-PAGE) de proteinas del MC (a), asi como soles (b) y

geles (c) de CP a sus respectivos tratamientos.

NaCl/pH corresponde a la concentracion (%) de NaCl y pH empleados al elaborar los CP de

los soles y geles, M, marcador estandar de proteinas.

69



(@) (b) SOLES
: 1 : 2 ! 3 NaCl
I 60 6.5 7.0 .

(kDa) M

200
116
97

68

60 65 70,60 65 7.0pH

45

31

21

(c) GELES
i 1 i 2 : 3 NaCl
(kDa) M i 60 65 60 65 7.0:60 65 7.0pH

R

116
97

68

45 ]

LB i T =T

Figura 13. Perfil electroforético (SDS-PAGE reductor) de proteinas del MC (a), asi como

soles (b) y geles (c) de CP a sus respectivos tratamientos.

NaCl/pH corresponde a la concentracion (%) de NaCl y pH empleados al elaborar los CP de

los soles y geles, M, marcador estandar de proteinas.
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pesadas de la miosina tienen regiones de “cabeza” y “cola” que reflejan las porciones
globular y baston, respectivamente, de las moléculas. La estructura secundaria principal de
la cabeza es una hélice-a (Kijowski, 2001). Durante la transicion sol-gel, como ya se
menciono anteriormente, deben ocurrir cambios en la estructura que permitan la formacién de
la red que de soporte al gel formado por el tratamiento térmico aplicado. En este sentido, la
Figura 12 (c) muestra la desaparicion de la banda de MMP, asimismo se observa que actina y
miosina disminuyen su intensidad, aunado a la desaparicién de bandas de bajo peso molecular,
lo cual pudiera deberse a la formacion de agregados proteicos. Rawdkuen y col. (2009),
observaron la disminucién de la banda de tropomiosina (TM) y el incremento de la banda que
corresponde a la actina (AC) en el proceso alcalino, reportando que la reduccion de estas
bandas fueron inducidas por la hidrélisis acida/alcalina durante la solubilizacion.

En la Figura 13 se muestra el perfil electroforético de proteinas del MC, asi como soles y geles
de CP a sus respectivos tratamientos en condiciones reductoras. En general, aparecen mayor
cantidad de bandas en condiciones reductoras, debido al rol del B-mercaptoetanol, el cual
rompe enlaces S-S, lo que da lugar a la fraccionacion en subunidades de la proteinas presentes
en condiciones nativas. Como se muestra en la Figura 13 (a), las proteinas musculares del MC
comprenden pesos moleculares de 26-220 kDa, nuevamente destaca la presencia de la cadena
pesada de miosina (CPM), actina y la cadena ligera de miosina (CLM), asi como otras
proteinas propias de la miofibrilla, como probablemente B-actina (31-35 kDa), tropomiosina
(33-36 kDa) y cadena ligera alcalina de miosina (CLM) (16-22 kDa).

Al comparar los perfiles electroforéticos de soles y geles obtenidos en condiciones reductoras,
Figura 13 (b) y (c), es posible observar la desaparicién de la banda de 200 kDa encontrada en

el SDS-PAGE, por lo cual es de esperarse encontrar bandas inferiores como se muestran en los
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perfiles electroforéticos, debido al rompimiento de enlaces S-S por la condiciones reductoras
empleadas. Por otra parte, se aprecia de forma cualitativa el incremento en intensidad de la
banda cercana a los 40 kDa, respecto al SDS-page. Lo anterior, hace suponer que la red

tridimensional formada en los geles podria ser estabilizada por enlaces S-S.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de un ciclo de lavado para la recuperacion de proteinas miofibrilares del
musculo de calamar gigante, resulté con un rendimiento mayor que los métodos de extraccion
alcali/acida, ademas, el aumento de la fuerza idnica a pH’s por encima de su punto isoeléctrico
al elaborar el sol, mejoraron sus propiedades de gelificacion, aunque en diferente grado que
dependid del tratamiento.

De acuerdo al analisis de perfil de textura, con 1% de NaCl y pH 6.0, se obtuvo un gel de
mayor calidad, es decir, mas duro, mas elastico, con mas adhesividad y cohesividad que los
obtenidos con los otros tratamientos, ademas, no presentd fractura. EI comportamiento
reoldgico de estos soles observado en el redmetro fue intermedio entre una estructura fluida y
una rigida., Sin embargo, estos geles presentaron, la menor capacidad de retener agua, que se
pudo explicar por el desarrollo de una estructura que no permite una interaccién apropiada
entre el agua y la proteina durante la transicion sol gel, como lo es la hoja-p.

La modificacion del proceso de obtencion del concentrado proteico, el ajuste de pH por
encima del punto isoeléctrico y el incremento de la fuerza iénica, repercutieron en los cambios
de conformacion y estructura durante la gelificacion, que se observaron por la disminucion de
la estabilidad térmica, de la hidrofobicidad de superficie y del contenido de SHT de la miosina
y actina recuperadas, asi como, con el incremento de la intensidad de la banda relacionada a la

estructura de hélice-a durante la transicion sol-gel.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar de forma independiente el efecto del pH y la concentracion de NaCl,
para establecer con ello la forma en que estas dos variables repercuten en los cambios de
estructura y conformacion de los soles y geles de CP, asi como en la calidad del gel obtenido.
Para la facilitar la comprension de los cambios en la hidrofobicidad de superficie de los soles y
geles de CP, puede ser sugerido el empleo de PRODAN, ya que éste al ser es un compuesto
sin carga y sensible al solvente, elimina las posibles contribuciones de las interacciones
electrostaticas que el ANS confiere a esta determinacion.

Ademas del empleo de FT-IR para elucidar cambios en la estructura secundaria, se propone el
empleo de dicroismo circular para complementar la informacion obtenida de los espectros, ya
gue es una técnica mas sensible a los cambios en la estructura proteica y la conformacion.
Finalmente seria recomendable el empleo de polimeros naturales a base de carbohidratos que

permitan una mejora en la CRA de los geles obtenidos.
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