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RESUMEN

En el presente estudio, se evalud la capacidad gelificante del musculo de
calamar gigante después de ser congelado (-20 °C) y almacenado en
congelacion (1 y 30 dias) bajo dos condiciones de manejo (entero y molido).
El manto de calamar obtenido de dos muestreos en los meses de diciembre
de 2010 y mayo de 2011, fue dividido en tres partes. Una parte fue molida y
congelada (MC); otra parte, el manto entero fue congelado (EC) y otra parte,
el manto entero se utiliz6 como control sin congelar. La capacidad de formar
geles (CFG) del musculo MC y EC se evalu6 después de 1 y 30 dias de
almacenamiento (MC1, EC1, MC30 y EC30), en términos del Analisis de Peffil
de Textura (APT), Prueba de Doblado (PD) y Capacidad de Retencion de
Agua (CRA). Por otro lado, se evaluo la hidrofobicidad de superficie (SOANS)
de las proteinas y su comportamiento térmico mediante la técnica de

calorimetria diferencial de barrido (CDB).

Las pruebas del APT, PD y CRA, no detectaron diferencias significativas
(p>0.05) debido al efecto de la congelacion, molienda o tiempo de
almacenamiento. El valor de las variables del APT, PD y CRA de los geles
hechos a partir de musculo fresco y el valor promedio de los hechos a partir
de musculo congelado (MC1, EC1, MC30 y EC30) en el mes de diciembre
fueron para la variable dureza: 861 y 886 gf/g de gel, cohesividad: 27.8 y 28.7
%, elasticidad: 46.4 y 49.1 %, PD: 3.6 y 3.5 y CRA: 4.9 y 4.8 gh.0/Gproteina;
respectivamente; mientras que los valores registrados en el mes de mayo
fueron para la variable dureza: 788 y 747 gf/g de gel, cohesividad: 28.2 y 29.7
%, elasticidad: 45.2 y 40.0 %, PD: 3.0 y 2.5 y CRA: 4.8 y 4.8 gn.0/Gproteina;

respectivamente.

El andlisis de CDB no detectd cambios (p>0.05) en la temperatura de
transicion (Tmax) de la miosina (47.6 °C) en el muasculo congelado, aunque

presentd un incremento (p<0.05) en la Tnhax de la actina (de 78.2 a 78.6 °C)

XV



debido al tiempo de almacenamiento, indicando que estas proteinas no se
desestabilizan por la congelacion ni por el almacenamiento en congelacion.
Sin embargo, se detectd un incremento (p<0.05) del 18 y 30 % debido al
efecto de la congelacion-descongelacion en la entalpia de transicion (AH) de
la miosina y actina respectivamente, sugiriendo la posible formacion de
agregados. Por otro lado, incrementos (p<0.05) del 17.5y 8.0 % en la SOANS,
mostraron que las proteinas del musculo de calamar se desnaturalizaron
debido al proceso de congelacidn-descongelacion y tiempo de
almacenamiento, respectivamente; observandose una ligera reduccion
(p=0.05) del 6.9 % en la SOANS en el musculo congelado molido con respecto
al entero, sugiriendo la desnaturalizacién-agregacion de las proteinas debido

al efecto de la molienda durante la congelacion.

Los resultados de CDB y SoANS indican que las proteinas del musculo de
calamar sufrieron cambios estructurales, desnaturalizandose y/o agregandose
parcialmente debido a la congelacion-descongelacion, molienda y tiempo de
almacenamiento. No obstante, los cambios fueron relativamente pequefos y
no tuvieron un impacto negativo en la CFG del musculo. Este hallazgo
proyecta nuevas oportunidades para el manejo y almacenamiento en
congelacion del muasculo de calamar gigante como materia prima para la
elaboracion de productos con valor agregado, ya que éste no requiere
condiciones rigurosas de almacenamiento ni la adicion de aditivos para

conservar su funcionalidad durante el almacenamiento en congelacion.
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INTRODUCCION

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es considerada una especie subvaluada en
México. A pesar de que la captura de calamar representa el 3.3 % de la
produccion total nacional de productos pesqueros, su valor comercial representa
sélo el 1.2 % del total del ingreso del sector pesquero en México (Conapesca,
2009). Esto se debe al bajo valor comercial del calamar gigante, primordialmente
influenciado por la demanda del mercado externo (principalmente el asiatico)
(Salinas-Zavala et al., 2003), las procesadoras de la region y debido a un mercado

nacional poco desarrollado (De la Cruz-Gonzalez et al., 2007).

Para fortalecer la comercializacion del calamar gigante es necesario desarrollar el
mercado nacional (Luna-Raya et al., 2009). Esto se puede lograr a través del
fomento al consumo y mediante el desarrollo de productos con valor agregado, ya
gue en general, se desconoce el producto, su manera de preparacion y la principal
presentacion en la que se ofrece al consumidor final es fresco y congelado (96.5
%) (Conapesca, 2009; Luna-Raya et al., 2006).

En los dltimos afios se ha identificado una tendencia hacia el consumo del calamar
gigante en forma de productos con valor agregado (Luna-Raya et al., 2006, 2009).
Asi, para diversificar la presencia de la especie en el mercado nacional, se ha
realizado investigacion con el objetivo de generar procesos para el desarrollo de
productos con valor agregado elaborados a partir de masculo de calamar gigante.
Algunos de estos productos incluyen concentrados humedos de proteina tipo-
surimi (Dihort-Garcia et al., 2011; Palafox-Carlos et al., 2009; Moreno et al., 2009;
Cortés-Ruiz et al., 2008), imitacion de filetes de pescado reestructurados (Campo-
Deafio et al., 2010), productos tipo gel-emulsificados (Félix-Armenta et al., 2008) e
hidrolizados de proteina (De La Fuente-Betancourt et al., 2008). Estos estudios
han demostrado que es posible darle valor agregado al calamar gigante mediante

la aplicacion de tecnologias nuevas o tradicionales.



Paralelamente otros estudios se han enfocado a evaluar el efecto de diversos
factores de procesamiento y conservacion como son el pH, fuerza iénica (Rocha-
Estrada et al., 2010), utilizacion de agentes gelificantes (Gomez-Guillén y Montero,
1997) y almacenamiento en hielo (Ramirez-Suarez et al., 2008), sobre las
propiedades funcionales de las proteinas presentes en el musculo de calamar
gigante. Sin embargo, existe poca informaciébn acerca de otros factores
importantes que pueden influenciar la funcionalidad de las proteinas musculares

de esta especie, como es el almacenamiento en congelacion.

La congelacién es considerada el método clasico de preservacién de productos
pesqueros. Sin embargo, es bien conocido que la congelacion y el
almacenamiento en congelacion producen un efecto negativo sobre la
funcionalidad de las proteinas musculares, debido tanto a factores extrinsecos
(Matsumoto, 1979; Park, 1994; Evans, 2008) como intrinsecos (Carvajal et al.,
2005).

A pesar de lo anterior, estudios indican que las proteinas del masculo de diversas
especies de calamar presentan estabilidad durante su almacenamiento en
congelacion en términos de solubilidad (Mignino et al., 2008), capacidad
emulsificante (Ruiz-Capillas et al., 2003) y viscosidad (Gomez-Guillén et al., 2003).
Sin embargo, el impacto de la congelacion y almacenamiento en congelacion
sobre la capacidad gelificante de las proteinas musculares de calamar gigante ha

sido escasamente abordado.

Debido a que el calamar gigante es conservado principalmente en congelacion por
la industria nacional (Conapesca, 2009), el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la congelacién del musculo de calamar gigante a -20 °C sobre su
capacidad de formar geles bajo dos condiciones diferentes de almacenamiento

(entero y molido).



ANTECEDENTES

Aspectos Generales de la Pesqueria del Calamar Gigante

El calamar gigante, Dosidicus gigas, es un organismo que pertenece a la clase
Cephalopoda, orden Theuthida y familia Ommastrephidae (Nigmatullin et al.,
2001). Es un invertebrado de crecimiento rapido con un sistema nervioso complejo
y un sistema visual bien desarrollado. El cuerpo del calamar esta dividido en dos
regiones (Figura 1), los brazos, que estan unidos a la cabeza (de ahi se deriva el
término cefaldpodo) y el manto, que se caracteriza por ser de forma cilindrica, el

cual envuelve a los 6rganos internos (Cifuentes-Lemus et al., 1997).

Extremo de tentdculo Tentéculo

Aletas
“-m‘,\_fbeza

Brazos

Manto

N
\

Longitud de manto (LM)

N
\

Longitud estandar (LE)

Figura 1. Anatomia béasica del calamar. Adaptada de O Shea (2007).



Produccién Pesqueray Disponibilidad

El calamar gigante es un organismo pelagico que representa el 95 % sobre el total
de las especies de calamar. Esta especie es mas abundante en la zona de captura
de Guaymas (Sonora) y Santa Rosalia (Baja California Sur), lo que puede estar
asociado a la abundancia de pelagicos menores como la sardina (Nevarez-
Martinez et al., 2000). Debido a esto, el estado de Sonora y Baja California Sur
representan el 88 % de la captura de calamar gigante con respecto a la captura

total nacional (Conapesca, 2009).

La captura total nacional de calamar gigante ha presentado gran variabilidad en
los dltimos diez afios (Figura 2). En el periodo del 2000 hasta el 2002, se presento
un incremento en la captura de calamar, siendo el 2002, el afio de mayor
producciéon de los ultimos 10 afios. Después de este periodo se presentd un
decremento y estabilizacion de la captura hasta el afio 2007, con un repunte en el

afio 2008 y una nueva caida en el 2009.

Los meses en los que se reporta una mayor abundancia del recurso en los ultimos
tres afos (Figura 3) corresponden a junio y julio, con una caida en la captura en el

periodo de agosto-octubre, e incrementos en los meses de Enero a Mayo.

El fendmeno del nifio es un factor que afecta la disponibilidad del calamar gigante
(Bazzino et al., 2007). Durante este fendmeno puede suceder una significativa
migracion de la especie desde el pacifico norte hacia las costas peruanas, lo que
se refleja en caidas de la captura como sucedio en 1982, 1997, 2000, 2005-2007
(Nevéarez-Martinez et al., 2000). Esto, se debe principalmente a que al aumentar la
temperatura superficial del agua, el calamar no emerge a aguas superficiales y no
puede ser capturado por medio del arte de pesca que se practica en la region
(poteras a mano). En junio-julio de 2009, se anuncié la aparicion de este
fendbmeno con el incremento de 1 °C en la temperatura de las agua superficiales,
lo que coincidié con la caida de la captura observada en los meses de octubre-
diciembre de 2009 y septiembre-diciembre de 2010 (Figura 3).
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Figura 2. Serie histérica de la producciéon de calamar en peso vivo 2000-2009
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Importancia Econdémicay Comercializacién

El calamar es la 6@ especie con mayor volumen de captura en México,
representando el 3.3 % de la captura total nacional, sélo después de especies
como la sardina (49.4 %), camaron (13.1 %), atun (11.1 %) y mojarra (4.4 %). La
captura de esta especie representa una importante actividad econdémica para los
estados del Golfo, especialmente para Sonora y Baja California Sur (Conapesca,
20009).

A pesar del alto volumen de captura de calamar, los ingresos generados de su
pesqueria son bajos, debido a su bajo valor comercial. El calamar se encuentra en
el lugar 18 de importancia econdmica, representando solo el 1.2 % con respecto al
total de ingresos generados por el sector pesquero a nivel nacional. Especies
como el pulpo, robalo, trucha, langosta, mero, huachinango, jaiba, almeja y carpa,
generan menores volumenes de captura pero una mayor derrama econémica para

el sector pesquero mexicano (Conapesca, 2009).

El precio por kilo del calamar al mayoreo y menudeo en el Distrito Federal es de
14 y 21 pesos, respectivamente (Conapesca, 2009). Este valor es muy inferior al
de otros mariscos como el camardn de pacotilla (109 y 150), pulpo congelado (81
y 140) y jaiba entera (34 y 41). No obstante, desde el 2005 hasta el 2009, se ha
presentado un aumento sostenido en el precio del calamar (de alrededor del 60 %)
(Figura 4), muy por encima del calculado mediante el indice inflacionario de cada
afo. Este incremento sigue una tendencia similar en la actualidad y puede estar

asociado a un incremento en la demanda nacional (Luna-Raya et al., 2009).

No obstante lo anterior, el calamar gigante sigue presentando un bajo valor
comercial. Esto se asocia principalmente a la baja aceptabilidad y consumo en el
mercado nacional de productos pesqueros, lo cual se encuentra directamente
influenciado por los gustos y preferencia de los consumidores, quienes prefieren
productos carnicos de pollo, res y cerdo por encima de los productos pesqueros
(Luna-Raya et al., 2006). En este sentido, el consumo per capita de calamar

gigante es solo de 0.4 kg/afio (Conapesca, 2009).
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Figura 4. Serie histérica del precio al menudeo y mayoreo del calamar en el
distrito federal 2000-2009 (Conapesca, 2009).

Se han identificado diferentes factores que podrian explicar el bajo consumo de
calamar. Dentro de los mas importantes incluyen el limitado conocimiento del
producto, por un lado, porque la gente no lo conoce (23 %) y por otro lado, porque
se desconoce su forma de preparacién (74 % de la gente no sabe prepararlo)
(Luna-Raya et al., 2006), asi como la presencia de compuestos relacionados al
sabor acido-amargo del musculo de calamar gigante (Sanchez-Brambila et al.,
2004).

De acuerdo a la disponibilidad del calamar gigante en México, el 51 y 46 % del
calamar es comercializado como fresco y congelado respectivamente; mientras
presentaciones como seco-salado y enlatado representan sélo el 0.31 y 0.05 %
respectivamente (Conapesca, 2009). Segun Luna-Raya et al. (2006), existe la
tendencia hacia el consumo del calamar gigante en forma de productos de valor

agregado, por ejemplo, empanizado, en ceviche y guisado.



Productos con Valor Agregado

Desde el punto de vista tecnoldgico, el musculo de calamar tiene una serie de
ventajas con respecto al del pescado, como el alto rendimiento de la fraccion
comestible (60 %) (Cortés-Ruiz et al., 2008), el bajo contenido de grasa, un sabor

suave y una carne muy blanca (Park y Lin, 2005).

En los Ultimos afios, se han realizado diversas investigaciones orientadas a la
elaboracion de productos con valor agregado a partir del manto, aletas y
tentaculos de calamar gigante. Algunos de estos productos incluyen la elaboracién
de concentrados humedos de proteinas tipo-surimi, imitacion de filetes de pescado

reestructurados, productos tipo gel-emulsificados e hidrolizados de proteina.

Para la elaboracion de concentrados proteicos se han probado diferentes
metodologias como la de disolucién acida (Cortés-Ruiz et al., 2008; Palafox-
Carlos, 2009; Sanchez-Alonso et al., 2007), disolucion neutra (Cortés-Ruiz et al.,
2008; Campo-Deafio 2009 y 2010) y disolucién alcalina (Palafox-Carlos, 2009;
Dihort-Garcia et al., 2011). El resultado ha sido que las diferentes técnicas ofrecen
productos de muy buena calidad funcional (generalmente superior a la que ofrece
el muasculo sin procesar), ideal para la elaboracion de productos gelificados,
emulsificados y productos que involucre la formacion de espuma. Campo-Deafio
et al. (2010), demostraron que es posible elaborar productos de imitacién a filetes
de pescado fresco con caracteristicas aceptables, a partir de concentrados

proteicos congelados de musculo de calamar gigante.

Ademas, se han elaborado otros productos a partir de muasculo de calamar
gigante. Félix-Armenta et al. (2008) elaboraron un producto tipo gel-emulsificado
(salchicha) encontrando gran aceptabilidad en el producto, con excelentes
caracteristicas de textura y mostrandose estable durante un periodo de 21 dias.
De La Fuente-Betancourt et al. (2009) quienes elaboraron hidrolizados de proteina
a partir de esta especie, encontrando excelentes propiedades funcionales de

espumado y emulsificacion, especialmente cuando fueron elaborados usando



papaina. Cabe aclarar que las propiedades funcionales del musculo fueron de muy

buena calidad, aun sin la aplicacion de ningun tratamiento enzimatico.

Organizacion Estructural y Composicion del Musculo de Calamar

La porcion comestible del calamar gigante esta constituida por el manto, brazos y
tentaculos, resultado del descabezado y eviscerado del calamar entero. Esta
fraccion representa aproximadamente el 60 % del peso total (Cortés-Ruiz et al.,
2008), valor cercano a lo reportado para otras especies de calamar como el lllex
illecebrosus (Slabyj et al., 1981). El rendimiento de la fraccion comestible es mayor
con respecto a la del pescado (Shaidi, 2007), debido a que el calamar es un
organismo invertebrado. El manto es la parte mas representativa de la fraccion
comestible del calamar gigante, ya que constituye del 53-56 % con respecto al

peso total.

Por otro lado, se ha observado que las dimensiones y peso del manto pueden
presentar grandes variaciones. Velazquez-Abunader et al. (2010), midieron la
longitud de manto de mas de 5,500 ejemplares de calamar gigante, encontrando
organismos con una longitud de manto desde 16 hasta 96 cm, con tallas promedio
entre 35 y 64 cm. Estas variaciones de tallas fueron observadas tanto entre
temporadas de captura como interanualmente en una misma temporada. Asi
mismo, se han reportado organismos con peso de manto desde 0.6 kg con menos
de 40 cm de longitud de manto (Ramirez-Suarez et al., 2008), hasta organismo de

gran tamafio con un peso de casi 10 kg de manto (Dihort-Garcia et al., 2011).
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Estructura

Estructuralmente, el masculo del calamar esta constituido por una capa de fibras
musculares rodeada de dos capas de tejido conectivo, una interior y otra exterior
(Figura 5). Las fibras musculares representan el 98 % del espesor del musculo y
son de dos tipos: las fibras circunferenciales, que corren a lo largo de la
circunferencia del cono del musculo, y las fibras radiales, que conectan a las dos
capas de tejido conectivo. La primera capa de tejido conectivo o interna, esta
conformada de la capa visceral y la tunica interna, las cuales estan unidas a las
fibras musculares desde el interior del manto. La segunda capa de tejido conectivo
0 externa, la conforman la tinica externa y la capa exterior, que estan unidas a la
piel del manto (Otwell et al., 1980). Esta organizacion estructural, es distintiva del
musculo de calamar y difiere en gran medida a la de otras especies como la de

peces o mamiferos (Matsumoto, 1979).

Todas las fibras musculares del manto de calamar son células delgadas y largas.
Presentan una apariencia estriada oblicua, debido a que presentan una clara
organizacién sarcomeérica y a que las lineas Z no son perpendiculares al eje de la
miofibrilla, presentando una inclinacién del 6-12° en estado relajado o de 14-18°

en la contraccion (Ponce-Alquicira et al., 2009).

Composicion Proximal

El musculo de calamar esta constituido principalmente por agua y proteina y en

menor proporcion por grasa, minerales, carbohidratos y nitrégeno no proteico.

El masculo de calamar gigante es considerado de alto contenido de humedad
(Gomez-Guillen et al., 1997b) comparativamente al musculo de pescado (Huss et
al., 1998). El contenido de humedad y proteina presenta gran variacion oscilando

normalmente en un rango entre 80-87 % y 12-19 % respectivamente (Tabla 1),

11



- %_ga.l_)a_\'isceral 0.2-0.6 n

s ——>-_  Tunica interior 5-10 |1

Centro sarcoj

Miofibrillas

Fibras musculares: 98% del
espesor total del manto

Banda radial

Banda circunferencial

o . . - ‘ e
starint 20
Tunica exterior 20-35 | ~
Capa exterior 5-10 1 = %=
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Tabla 1. Composicién quimica del calamar gigante

Humedad | Proteina* | Grasa | Ceniza | CHO Zona de captura Referencia
86.4 12.1 0.2 0.7 0.6 | Golfo de California (San Carlos y Nuevo Guaymas) !
86.5 12.2 0.3 0.9 0.1 | Golfo de California (San Carlos y Nuevo Guaymas) !
83.1 12.3 --—- | V Regién San Antonio (Chile) 2
81.5 15.0 0.2 1.3 ---- | Golfo de California (Santa Rosalia) 3
86.3 12.2 0.4 0.8 0.3 | Golfo de California (San Carlos y Nuevo Guaymas) 4
83.7 14.3 0.9 1.2 ---- | Golfo de California (Bahia de Kino) >
79.9 19.0 1.4 1.4 ---- | No reportado °
84.3 14.5 0.6 0.6 ---- | No reportado !

" Proteina cruda

! Ramirez-Suérez et al., 2008; 2 Abugoch et al., 2000; ® Fuente-Betancourt et al., 2009b; * Félix-Armenta et al., 2008;
> Cortés-Ruiz et al., 2008; ° Gémez-Guillén et al., 1997b; " Campo-Deafio et al., 2010
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aunqgue se ha reportado contenidos de humedad y proteina de hasta 74 % y 29 %
respectivamente (Ezquerra-Brauer et al., 2002), efecto atribuido a la temporada de

captura (Ramirez-Suarez et al., 2008).

El contenido de humedad y proteina representan casi el 98 % del peso total del
musculo. Debido a esto, parece haber una correlacion entre el contenido proteina
cruda y el contenido de humedad, ya que en las muestras de baja humedad se
puede observar un mayor contenido de proteina en comparacion con las muestras
de humedad alta. Esto, puede ofrecer una ventaja tecnoldgica, ya que podria
estimarse el contenido de proteina del musculo de calamar conociendo su
contenido de humedad, como una forma rapida de estimar la calidad de la materia
prima para la elaboracién de productos con valor agregado, sin embargo esta
hipotesis debe de ser validada.

Proteinas del Mdsculo

Las proteinas son el componente mayoritario de la materia seca del musculo de
calamar. Estas se clasifican en tres grupos: miofibrilares, sarcoplasmicas y

estromales

Proteinas Miofibrilares. Las proteinas miofibrilares representan la fraccion

mayoritaria de las proteinas musculares, siendo solubles en soluciones de fuerza
i6nica intermedia (0.6-1.0 M) y tienen la funcion de llevar a cabo la contraccion
muscular (Park y Lin, 2005).

Estructuralmente, las proteinas miofibrilares se componen de un filamento grueso
y uno delgado. El primero esta constituido de moléculas de miosina ensambladas
(Reggiani y Bottinelli, 2008) y el segundo por la F-actina, tropomiosina y complejo
troponina. Dependiendo de la especie, estas proteinas presentan diferencias de
estabilidad térmica (Howell et al., 1990), solubilidad, estructura y mecanismo de

regulacion (Reggiani y Bottinelli, 2008).
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La miosina es la proteina de mayor importancia y abundancia de las proteinas
miofibrilares. Es un hexamero de 470 kDa, integrado por dos cadenas pesadas
enrolladas de 216 kDa y dos pares de cadenas ligeras de 17 y 15 kDa cada una
(Reggiani y Bottinelli, 2008). Presenta actividad enziméatica Mg-ATPasa
dependiente de Ca* y Sr** y su funcién es transformar la energia quimica del

ATP, en energia mecéanica durante la contraccion (Foegeding, 2000).

La protedlisis controlada de la miosina con tripsina produce dos fragmentos
llamados meromiosina pesada (MMP) y meromiosina ligera (MML) (Figura 6). La
MML esté constituida de dos terceras partes de la doble hélice alfa helicoidal de la
miosina (Reggiani y Bottinelli, 2008). La MMP incluye la otra parte de la doble
hélice alfa helicoidal unida a dos dominios globulares que son las cabezas de la
miosina. La posterior hidrolisis de la MMP con papaina produce dos subfragmento
S1 y un subfragmento S2 (Berg et al., 2008). Cada subfragmento S1 o también
llamado “dominio motor”, conserva un sitio con actividad ATPasa y un sitio de

union a la actina (Reggiani y Bottinelli, 2008).

Existen dos diferencias importantes de las proteinas miofibrilares del calamar lllex
illecebrosus en relacién al madsculo de pescado. Una es la presencia de una
proteina del filamento grueso llamada paramiosina, y otra es la baja proporcion
gue representa la cadena pesada de la miosina (CPM) sobre el total de proteinas
miofibrilares (Sotelo et al., 2000).

La paramiosina es una proteina que no se encuentra en el musculo de animales
terrestres y del pescado, sélo la poseen organismos invertebrados como el
calamar. Esta proteina forma parte del filamento grueso del complejo actomiosina.
Se ha reportado la presencia de paramiosina en musculo de calamar (lllex
illecebrosus) como dos subunidades de pesos moleculares de 92 y 103 kDa, las
cuales representaron el 13.3 y 5.3 % sobre el total de proteinas miofibrilares
(Sotelo et al., 2000). De manera similar, se ha reportado la presencia de
paramiosina en musculo de calamar gigante alrededor de los 97 kDa (Cortés-Ruiz
et al., 2008; Ramirez-Suarez et al., 2008) y 111 kDa (De La Fuente-Betancourt et
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Figura 6. Representaciéon esquematica de la miosina. MML: Meromiosina

ligera;, MMP: Meromiosina pesada; S1y S2: Subfragmento 1y 2.

al., 2008). Las dos subunidades de la paramiosina son cadenas helicoidales que
constituye el corazén del filamento grueso con la funcion es estabilizar la

orientacion de la cadena de la miosina (Epstein et al., 1985).

Sotelo et al. (2000) reportaron que la CPM del musculo de calamar representa
sélo el 18.5 % sobre el total de proteinas miofibrilares, mientras que en otras
especies de pescado como el M. gayi, M. australis y Merluccius merluccius, esta
proteina representa alrededor del 50 %. Los autores atribuyen esta diferencia a la
presencia de paramiosina y a la actividad autolitica del masculo de calamar que
provoca la gradual desaparicion de la CPM vy la apariciéon de proteinas de menor
peso molecular (190, 152 y 100 kDa).
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En el mismo estudio, se calcul6 el peso molecular y la proporcion sobre el total de
proteinas miofibrilares de otras proteinas del musculo de calamar, como la actina
de 44.8 KDa (37.3 %) y fragmentos de 166 kDa (3.2 %), 28.6 kDa (13.1 %), 20.4
kDa (3.2 %) y 16.5 kDa (4.4 %), que pueden ser proteinas reguladoras y productos
de degradacion de la CPM.

Proteinas Sarcoplasmicas. Estas proteinas son solubles en soluciones salinas de

baja fuerza ionica (0.05 M) y son responsables de la actividad enzimética,
osmoregulacion y transporte (Huss et al., 1998). La proporcion de estas proteinas
con respecto al total de proteinas en el pescado puede variar entre 18-25 %
(Lanier et al., 2005).

Proteinas Estromales. Las proteinas estromales o del tejido conectivo son

insolubles en agua, constituidas principalmente por colageno, proteinas de

membrana y contractiles insolubles (Lanier et al., 2005).

El manto de calamar gigante esta constituido por un 7.7 % de tejido conectivo,
muy por encima del contenido de tejido conectivo del musculo de pescado (Lanier
et al., 2005). Incluso, la cantidad de tejido conectivo puede ser mayor en las aletas
(12.7 %) o tentaculos (28.3 %) del calamar gigante (Torres-Arreola et al., 2008).
En otras especies de calamar la cantidad de tejido conectivo puede oscilar entre 3-
18 % (Sikorski y Borderias, 1994; Morales et al., 2000).

Torres-Arreola et al. (2008) reportaron que el colageno extraido del manto de
calamar gigante es principalmente soluble en sal (40 %) y pepsina (40 %),
mientras que el restante (20 %) representa al colageno insoluble. Este autor
explica que el coldgeno es principalmente soluble en sal ya que las subunidades
de colageno no se encuentran unidas covalentemente a otras cadenas de
colageno debido a la alta tasa de recambio proteico (Sikorski y Borderias, 1994;
Morales et al., 2000).
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Propiedades Funcionales del Musculo

Por propiedades funcionales se refiere a todas aquellas propiedades fisicas y
quimicas que influencian el comportamiento de los alimentos durante el
procesamiento, almacenamiento, preparacion y consumo (Damodaran et al.,
2008). Las propiedades funcionales mas importantes de las proteinas musculares
son: solubilidad, viscosidad, capacidad emulsificante y capacidad gelificante. La
funcionalidad depende de factores asociados a la estructura y composicion de las
proteinas (intrinsecos), asi como de factores del medio (extrinsecos) como pH,

fuerza idnica, presencia de solutos, entre otros.

La funcionalidad de las proteinas musculares se atribuye principalmente a la
miosina (Boyer et al., 1996). Esta proteina puede interactuar con otras proteinas o
componentes del musculo a través de sus grupos reactivos, los cuales son
expuestos cuando la miosina es extraida y desdoblada en su forma monomérica
(Lanier et al., 2005). La extraccion generalmente se logra por la adicién de sal y
fosfatos, lo que incrementa la fuerza i6nica a valores cercanos a 0.6 M. Esto,
aunado a la aplicacion de trabajo mecanico, resulta en la liberacion de las cadenas
pesadas de miosina (CPM) (Cortés-Ruiz y Pacheco-Aguilar, 2009). Las
interacciones de los grupos reactivos estabilizan los sistemas formados y

confieren nuevas propiedades organolépticas (Lanier et al., 2005).

Capacidad Gelificante

Un gel es un sistema semisolido de viscosidad alta, formado por la asociacion de
macromoléculas dispersas en solucion y/o suspension mediante interacciones
intermoleculares (Sikorski, 2001). La gelificaciébn puede inducirse por métodos
fisicos como quimicos. Los fisicos incluyen la gelificacion inducida por calor y
presion, mientras que los quimicos incluyen la gelificacion por iones, urea, acida y

enzimatica (Totosaus et al.,, 2002). Cada uno de estos puede llevarse a cabo de
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manera independiente o en combinacion (Lanier et al., 2005). En este escrito, nos

enfocaremos Unicamente a la gelificacién térmica.

Proceso de Gelificacién Térmica. El proceso de gelificacion se puede resumir en

tres pasos: 1) extraccion, 2) desnaturalizacion y agregacion y 3) estabilizacion.

EXTRACCION: Ya que las proteinas miofibrilares son las principales involucradas
en la gelificacion del musculo, el proceso de gelificacion inicia con su extraccion.
Esto se logra mediante la adicion de sal para elevar la fuerza i6nica y de esta
forma solubilizar y/o suspender a las proteinas miofibrilares (Lanier et al., 2005). El
incremento de la fuerza iénica también promueve el desdoblamiento de la miosina
y la exposicion de superficies reactivas (Howell et al., 1991). No obstante, en
ciertos casos la gelificaciéon se puede lograr sin la adicion de sal (Sun y Holley,
2011).

DESNATURALIZACION Y AGREGACION: La elevacion de la temperatura por
encima de la temperatura de desnaturalizacion de las proteinas musculares,
conduce a la exposicibn de grupos reactivos cuya interaccion promueve la
agregacion irreversible de la cabeza de la miosina a través de puentes disulfuro y
transiciones hélice-cola de la molécula, resultando en el entrecruzamiento de las
proteinas (Sun y Holley, 2011). Las interacciones que intervienen principalmente
en la estabilizacion del gel son las interacciones hidrofobicas. No obstante, la
formacion de puentes disulfuro, puentes de hidrégeno e interacciones idnicas
tienen un efecto importante en las caracteristicas de calidad del gel (Lanier et al.,
2005).

ESTABILIZACION: Posterior al calentamiento, la reduccion de la temperatura del
gel a temperaturas de refrigeracion promueve la formacidon de puentes de
hidrogeno. Esto, puede incrementar la fuerza de gel y capacidad de retencion de
agua (Lanier et al., 2005).

Durante el proceso de gelificacion se pueden presentar fendmenos que pueden
afectar positiva o negativamente a la calidad de gel. Dos fendmenos muy

estudiados en el musculo del pescado son el setting (6 suwari) y el modori
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(ablandamiento). Cada una de estos fendmenos se llevan a cabo a diferentes
temperaturas y su intensidad, incluso su aparicion, puede variar de una especie a
otra (Lanier et al., 2005).

El setting se puede presentar entre los 0-40 °C como resultado de la
polimerizacion de la CPM a través de la enzima enddgena transglutaminasa (TG)
Ca?*-dependiente (Mahawanich et al., 2010). Esto se da por medio de la formaci6n
de enlaces cruzados entre los aminoacidos glutamina y el grupo €-amino de lisina
de cadenas vecinas (Lanier et al., 2005). La adicion de TG de origen microbiano
se ha utilizado en numerosos estudios como inductor del setting (Buchert et al.,
2010; Castro-Briones et al., 2009). Asi mismo, existen estudios que indican que
durante el setting se da la formacion de interacciones hidrofébicas debido al
desplegamiento de la a-hélice de la cadena pesada de la miosina (Lanier et al.,
2005). La adicion de crioprotectores puede también mejorar las caracteristicas de

textura de geles durante el setting debido a la formacion de puentes de hidrégeno.

El modori es un fendmeno indeseable que ocurre principalmente por la accién de
enzimas proteoliticas enddgenas presentes en el masculo de pescado. El intervalo
de temperatura de mayor actividad y la intensidad depende de la especie. En
musculo de tilapia roja (O. niloticus y O. placidus), el modori se presenta a una
temperatura aproximada de 65 °C, lo que provoca la reduccion de la fuerza de gel
(ablandamiento) de surimi hecho a partir del masculo y se correlaciona con el
incremento de la actividad del extracto crudo de proteasas entre los 45-65 °C
(Mahawanich et al., 2010). Por otro lado, el modori también puede ser resultado de
la coagulacién masiva via interacciones proteina-proteina y de la interaccion con
proteinas globulares no enzimaticas, lo que previene la formaciébn de una

estructura fibrilar ordenada (Alvarez et al., 1999).

Factores que Afectan la Gelificacion. La capacidad gelificante es una propiedad

muy sensible que es influida por varios factores, como la concentracion de
proteina (o humedad), protedlisis, temperatura, setting a baja temperatura, uso de

ingredientes funcionales, desnaturalizaciéon, abuso de congelacién, entre otros
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(Lanier et al., 2005). Estos factores modifican las interacciones intermoleculares

que estabilizan al gel provocando cambios en sus caracteristicas de textura.

CONCENTRACION DE PROTEINA. La capacidad gelificante de las proteinas
generalmente se ve incrementada cuando el contenido neto de proteina aumenta
(Sun y Holley, 2011). Brewer et al. (2005) evaluaron los geles térmicos hechos a
partir de diferentes concentraciones de proteinas miofibrilares de res a través de
su perfil de textura. Estos autores reportan un incremento de la dureza de gel con
el incremento de la concentracion de proteina en un rango de 6-12 %. La
cohesividad y elasticidad de los geles también incrementé conforme aumenté la
concentracion de proteina pero de manera menos consistente. Estos autores
concluyen que el incremento de la dureza fue causado por un aumento de la
densidad de proteina en la matriz del gel, lo que a su vez puede incrementar el

potencial de enlaces cruzados e interacciones.

pH. Las propiedades de gel de las proteinas miofibrilares dependen directamente
del pH. El pH tiene un fuerte efecto en el tipo de interacciones que estabilizan los
geles proteicos (Sun y Holley, 2011). A medida que el pH se acerca al punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas, se favorecen las interacciones proteina-proteina
y los espacios entre cadenas proteicas se ven reducidos, formandose una red
proteica compacta con pocos espacios abiertos. A este pH, la carga neta de las
proteinas es aproximadamente cero y las cadenas proteicas se ven fuertemente
atraidas, principalmente por interacciones hidrofobicas, predominando las
interacciones proteina-proteina sobre las interacciones proteina-agua, lo que
resulta en una baja capacidad de retencion de agua. El proceso de gelificacidon en
el pl resulta en geles de pobre calidad o incluso, puede inhibirse la formacion del
gel (Smith, 2001).

El pH parece influenciar fuertemente la estructura secundaria de las proteinas
miofibrilares. Liu et al. (2008) evaluaron mediante dicroismo circular (DC) los
cambios en la estructura secundaria de la miosina de cerdo asociado al pH. Estos
autores observaron la reduccion de la proporcion de a-hélice de 87.4 a un 15.8 %

e incrementos de hojas-B de 5.1 a 41.2 % desde pH 7 a 5.5 a 15 °C. Esto, aunado
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a sus resultados de microscopia electronica de barrido de los geles, sugiere que
mantener el pH cercano al punto isoeléctrico provoca la coagulacion prematura de
la miosina a baja temperatura. Los autores encontraron correlaciones muy fuertes
entre la estructura secundaria de la miosina y las propiedades de gel, lo que indica
que el desdoblamiento de las a-hélice y la formacion de hojas-B juegan un rol

importante en la gelificacion.

Si el pH del gel se aleja del pl, la red proteica se abre por repulsion de cargas,
dejando espacios mas amplios entre cadenas de proteina. La formacion de una
carga neta puede ayudar a mejorar las interacciones proteina-agua. Sin embargo,
si el pH de las proteinas esta muy alejado del pl, las interacciones proteina-
proteina se debilitan formandose una red proteica abierta con pobre capacidad
gelificante (Sun y Holley, 2011).

El pH 6ptimo de gelificacion del masculo de pollo, res y surimi es alrededor de 6
(Sun y Holley, 2011). A este pH las interacciones proteina-proteina y proteina-
agua estan equilibradas. Esto se confirma en varios reportes, donde se ha
indicado que el pH 6ptimo para la formaciébn de geles de miosina de res, y
actomiosina de calamar es alrededor de 6 a baja concentracion de sal (0.1-0.3 M
NaCl) (Hermansson et al., 1986; Paredi et al., 1999).

OTROS FACTORES. Existen otros factores importantes que influyen en la
capacidad gelificante. Entre ellos se encuentra la especie, tipo de mdusculo,
velocidad y temperatura de calentamiento durante la gelificacién, fuerza ionica,
aplicacion de presion, presencia de gelatina y grasa, adicion de aditivos
(transglutaminasa, aditivos proteicos y no-proteicos), oxidacién de proteinas, entre
otros (Sun y Holley, 2011; Totosaus et al., 2002).
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Congelacién y Almacenamiento en Congelacién

La congelacion es uno de los métodos mas antiguos y utilizados para la
conservacion de los alimentos (Evans, 2008). La principal ventaja de este método
es el considerable incremento de la vida de anaquel del producto, debido a la
desaceleracion de las reacciones de autdlisis y deterioro microbiolégico (Park,
1994). Sin embargo, los alimentos congelados no se encuentran en estado de
equilibrio (Nesvadba, 2008), por lo que la congelacion puede promover cambios
indeseables en la calidad final de los alimentos sensorial, nutricional vy
funcionalmente (Evans, 2008). Los principales cambios involucrados en la
reduccion de la calidad se deben a cambios fisicos y quimicos, como reacciones
enzimaticas, desnaturalizacién-agregacion de proteinas, oxidacién lipidica,

degradacion de pigmentos y deterioracion del sabor, entre otros (Zaritzky, 2008).

Debido a su impacto tecnoldgico, en esta seccion solo nos enfocaremos al efecto

de la congelacion sobre las propiedades funcionales de las proteinas musculares.

Proceso de Congelacién

Para entender como afecta la congelacion a las propiedades funcionales, es
necesario entender la dinamica de la transformacién de agua en hielo durante el
proceso de congelacion. Asi pues, para ejemplificar lo que ocurre en el masculo,
se muestra el proceso de congelacion de una solucion binaria (S) (agua mas un
soluto puro) comparativamente al agua pura (W) (Figura 7). Esta curva aplica para

una muestra pequefa, removiendo el calor a una velocidad lenta y constante.

Enfriamiento. Cuando una soluciéon o el agua pura se enfria iniciando a una
temperatura por encima del punto de congelacion (A), se da un decremento lineal
de la temperatura con respecto al tiempo. Cuando la temperatura del agua llega al

punto de congelacion (que en el caso del agua pura es de 0 °C), esta no se
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convierte en hielo inmediatamente, sino que es necesario el subenfriamiento (B 0

B') para que ocurra la nucleacion.

T/°C
20

104

=10+

-20
0 —

Figura 7. Ejemplo de curva de enfriamiento del agua (W) y de una solucion
acuosa (S). La tasa de remocioén de calor es constante (J X kgt X s™). T
es la temperatura y t es el tiempo. Te y T¢ son las temperaturas
eutécticas y de inicio de la congelaciobn de la solucion,

respectivamente. Fuente: Walstra (2002).

Nucleacidén. La transicién B-C (6 B'-C") implica la formacion de cristales de hielo 6
nucleacion, proceso exotérmico que provoca un incremento de temperatura hasta
la temperatura de congelacion. La nucleacién es el comienzo de la congelacién e
involucra la presencia o formacion de pequefios nucleos que son los centros de

los cristales que se forman.

Formacion y Crecimiento de Cristales. La transicion C-F implica la remocion del
calor necesario para llevar a cabo el cambio de fase de agua a hielo (calor
latente), que en el agua pura es de 334 J/g. Esta etapa es a temperatura

constante en el agua pura. Una vez que toda el agua es convertida a hielo
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(posterior a F), la remocion de calor es proporcional al decremento de la

temperatura.

En el caso de sistemas binarios (S), la curva de enfriamiento presenta 3
diferencias principales: 1) la temperatura de congelacion y subenfriamiento son
menores a las del agua pura, 2) la formacion de cristales de hielo no es a
temperatura constante y 3) se presenta una transicion de subenfriamiento y

cristalizacién del soluto.

Las diferencias 1y 2 se deben a que el agua disminuye su punto de congelacion
cuando un soluto esta presente. Por esa razén el punto de congelacion de S es
menor al de W. En este sentido, cuando la solucién es subenfriada y comienza a
cristalizar (B'), y después llega a su temperatura de congelaciéon (C), la
temperatura de congelacién disminuye conforme se forma hielo, debido a la
concentracion del soluto en el agua no-congelada remanente. Esto ocurre hasta
que la solucion llega a la temperatura de subenfriamiento (D) y cristalizacion (E")
del soluto. La transicién (E'-F') implica el proceso de cristalizacion del soluto a

temperatura constante (temperatura eutéctica).

En el masculo, el comportamiento térmico durante la congelacion mostrado
anteriormente es mucho méas complejo debido a la presencia de multiples solutos

y de materia con propiedades particulares (Walstra, 2002).

Recristalizacion. Se refiere al incremento del tamafio medio de los cristales de

hielo y simultdnea reduccion numérica durante el almacenamiento (Fennema,
2000). El crecimiento de los cristales de hielo de mayor tamafio a expensas de los
de menor tamafio es un fendbmeno espontaneo que ocurre durante la congelacion
y se conoce como “Maduracién de Ostwald” (Nesvadba, 2008; Walstra, 2003;
Fennema, 2000). La velocidad de recristalizacion depende de varios factores
como la temperatura de almacenamiento, fluctuaciones de temperatura, presencia

de solutos, velocidad de congelacion, entre otros.

En el masculo, conforme transcurre el almacenamiento la recristalizaciéon provoca

la migracion gradual del agua extracelular y principalmente del agua intracelular,
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hacia la superficie de los cristales de hielo provocando su crecimiento. Esto deriva
en la reduccion parcial del agua no-congelada de los espacios intermiofibrilares de
las células musculares. Dado que los miofilamentos se encuentran dispersos en el
agua no-congelada, la disminucion de ésta provoca que los miofilamentos se

compacten, favoreciendo el entrecruzamiento y la agregacion (Llorca et al., 2001).

Mecanismo de la Desnaturalizacion-Agregacién Proteica

A través del tiempo se han propuesto varios mecanismos que expliquen los
cambios estructurales y funcionales de las proteinas debido a la congelacién. A

continuacion se muestran los mas importantes.

Desestabilizacion por Frio. La desestabilizacion de las fuerzas intramoleculares

puede modificar la estructura terciaria de las proteinas. Las interacciones
hidrofébicas son las fuerzas intramoleculares de mayor importancia para el
mantenimiento de la estructura nativa de proteinas globulares (como la cabeza de
la miosina) (Lanier et al., 2005). Interacciones intramoleculares como puentes de
hidrogeno, interacciones electrostaticas y fuerzas de van der Walls, también
contribuyen a la estabilidad de las proteinas globulares, pero en menor medida
gue las interacciones hidrofébicas (Park, 1994). Cuando disminuye la temperatura
del alimento la fuerza de las interacciones hidrofébicas se debilita, debido a que
las moléculas de agua interfieren con estas. Hipotéticamente, esto puede producir
disociacion oligomérica, rearreglo de subunidades dentro de oligdmeros, cambios
de conformacion y agregacién (Fennema, 2000).

Por otro lado, en el caso de proteinas helicoidales (como la cola de la miosina) los
puentes de hidrégeno son las principales fuerzas intramoleculares que estabilizan
a la proteina, mientras que las interacciones hidrofébicas juegan un papel
secundario ya que solo el 25 % de los aminoacidos tienen cadenas laterales
hidrofébicas (Lanier et al., 2005). Por lo que este tipo de proteinas pueden llegar a

ser mas estables en congelacion que las proteinas globulares.
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No obstante, Lanier et al. (2005) exponen que generalmente los cambios
indeseables que acompafia la preservacion por congelacion usualmente no se
atribuyen a la reduccién de temperatura por debajo de los 0 °C, sino

principalmente a la transicion liquido-sdlido del agua (Strambini y Gabellieri, 1996).

Concentracion de Solutos. La modificacion de las interacciones agua-soluto que

ocurren durante la congelacion puede explicarse a partir de la dependencia que
existe entre la proporcion de agua no-congelada en los alimentos y la temperatura
de almacenamiento. Cuando se reduce la temperatura de los alimentos al punto
de congelacidén, y se continda eliminando calor (latente), el porcentaje de agua no-
congelada disminuye, trayendo como resultado un incremento de la concentracion
de solutos disueltos (minerales y compuestos organicos solubles), disminuyendo
la temperatura de congelacion de la soluciéon (Fennema, 2000).

El contenido de agua no-congelada del musculo de merluza disminuye de 90 al 44
% al bajar la temperatura de -1 a -2 °C y es de solamente el 20 % a -5 °C (Park,
1994). Kolbe (2005) muestra que la cantidad de agua no congelada en el surimi
puede variar desde un 100 % por encima de -1.5 °C (punto de congelacién) hasta

aproximadamente un 28 % a -7 °C.

Cuando el pescado se almacena en congelacion (de -10 °C a -20 °C), el contenido
de agua no-congelada es aproximadamente del 10 %, lo que puede provocar el
aumento de la concentracidén de solutos y la fuerza iénica del agua no-congelada.
Bajo estas condiciones, las proteinas se pueden desnaturalizar y agregar por
efecto de las sales sobre las interacciones intramoleculares no covalentes (salting
out) que estabilizan la estructura terciaria y cuaternaria (Park, 1994). Kang et al.
(2008) encontraron que la sal residual tiene un efecto negativo en la calidad de
surimi congelado, especialmente cuando los niveles de sal residual durante la

congelacion fueron mayores a 0.8 %.

Formacion de Interacciones Intermoleculares. Para que las proteinas puedan

desarrollar propiedades funcionales, es necesario que haya disponibilidad de

formacion de interacciones intermoleculares y presencia de grupos reactivos que
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favorezcan la interaccion de las proteinas con otras proteinas, agua Yy lipidos del
medio. Algunos de los grupos reactivos mas importantes para el desarrollo de las
propiedades funcionales incluyen las cadenas laterales hidrofébicas de los
aminoacidos, grupos sulfhidrilos, puentes de hidrogeno y grupos iénicos (Lanier et
al., 2005). Durante la congelacion, la proporcion y disponibilidad de estos grupos

reactivos se modifica, lo cual tiene un efecto sobre la funcionalidad.

Pérez-Mateos et al. (1997) encontraron que la aplicacion de diferentes
tratamientos fisicos (presion y temperatura) para lograr la gelificacion del musculo
de bacaladilla (Micromesistius poutassou), tiene un efecto sobre el tipo de
interacciones intermoleculares que estabilizan el gel, lo que a su vez se

correlaciona con el perfil de textura.

Benjakul et al. (2003) y Thanonkaew et al. (2006) reportaron que durante el
almacenamiento en congelacion y la aplicacion de ciclos de congelacion-
descongelacién se presenta un decremento en la cantidad de grupos sulfhidrilos y
un incremento de enlaces disulfuro en las proteinas de musculo de cuatro
especies de pescado y sepia. Esto sugiere que la congelaciéon induce reacciones
de intercambios sulfhidrilos-disulfuro que provocan el entrecruzamiento y
agregacion proteica, reduciendo con ello la solubilidad en sal del musculo. La
reduccion de grupos sulfhidrilos puede tener un impacto sobre las propiedades
gelificantes del musculo, dado que este tipo de interacciones confieren firmeza y

elasticidad a los geles térmicos elaborados (Lanier et al., 2005).

Durante la congelacion puede ocurrir la desnaturalizacion y exposicién de grupos
hidrofébicos del interior de las proteinas. Aunado a lo anterior, un almacenamiento
prolongado y abuso de ciclos de congelacién-descongelacion, puede provocar que
estos grupos hidrofébicos interaccionen y agreguen irreversiblemente. Las
interacciones hidrofobicas son muy importantes para el desarrollo de propiedades
funcionales como gelificacion, emulsificacion y formacion de espuma (Damodaran
et al., 2008; Lanier et al., 2005).
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Factores que Afectan a las Proteinas Durante la Congelacién

Las proteinas pueden verse afectadas durante la congelacién y almacenamiento
dependiendo de factores intrinsecos (dependientes de la especie) y extrinsecos

(dependientes de las condiciones de almacenamiento).

Factores Intrinsecos. Existen diversos factores inherentes a la especie que

pueden tener un efecto sobre la estabilidad de las proteinas musculares durante la
congelacion. Algunos de estos pueden ser la temperatura del habitat, presencia de
oxido de trimetilamina (OTMA), oxidacién de lipidos, pH, entre otros (Magnussen
et al., 2008; Lanier et al., 2005).

TEMPERATURA DEL HABITAT. Howell et al. (1991) utilizando calorimetria
diferencial de barrido (CDB) encontraron que la estabilidad térmica de las
proteinas miofibrilares del musculo de peces de aguas frias fue 11 °C menor que
en el masculo de peces de aguas tropicales; adicionalmente mencionan que las
diferencias observadas en las caracteristicas térmicas de la miosina de las
distintas especies, coinciden con una acelerada deterioracion del musculo de
peces de aguas frias durante el almacenamiento en congelacion y refrigeracion.
Davies et al. (1994) reportaron que existe una correlaciobn positiva entre la
temperatura del habitat y la Trax de la miosina. Rodger et al. (1987) exponen que
los peces de aguas frias poseen proteinas adaptadas al frio para sobrevivir
eficientemente en estos ambientes. Estas proteinas requieren de mayor libertad
conformacional a temperaturas bajas, lo que resulta en mayor flexibilidad

molecular, pero a su vez, menor estabilidad térmica durante la congelacion.

PRESENCIA DE OTMA. El 6xido de trimetilamina (OTMA) es un compuesto que
se encuentra naturalmente en tejidos de organismos marinos, encontrandose en
mayores cantidades en diferentes especies de elasmobranquios y calamares con
respecto al pescado, donde se cree que actia como osmoregulador (Huss et al.,
1998) y/o para contrarrestar el efecto desnaturalizante de la urea, usualmente
presente en altas concentraciones en tiburones y rayas. Asi mismo, se ha

postulado que este compuesto puede actuar como un “anticongelante” natural. Sin
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embargo, durante la congelacion el OTMA se descompone en dimetilamina (DMA)
y formaldehido (FA) en cantidades equimolares por medio de la enzima
trimetilamina-N-oxido demetilasa (OTMA demetilasa) (EC 4.1.2.32) (Lanier et al.,
2005).

La presencia de FA esta asociado a la formaciéon de enlaces cruzados entre
proteinas, desnaturalizacion y cambios en la estructura secundaria de la miosina
(Careche y Li-Chan, 1997; Torrejon et al., 1999). Esto, tiene un efecto negativo en
la funcionalidad de las proteinas, especialmente en términos de solubilidad,
capacidad gelificante y viscosidad (Careche y Li-Chan, 1997; Torrejon et al., 1999;
Reynolds et al., 2002). En diversos estudios, se ha logrado reducir la produccion
de FA durante la congelacién mediante la utilizacion de diferentes compuestos que
actuan como inhibidores de la OTMA demetilasa (Leelapongwattana et al., 2008;
Herrera et al., 1999).

OXIDACION DE LIPIDOS. Durante el almacenamiento en congelacion la
oxidacion de lipidos puede provocar la prematura desnaturalizacion y agregacion
de las proteinas miofibrilares. Si esto ocurre, se puede reducir la capacidad
gelificante y funcionalidad del muasculo (Thanonkaew et al., 2006; Lanier et al.,
2005). En musculos magros, como el de ciertas especies de pescado y calamares,
la oxidacion lipidica se puede presentar principalmente en los fosfolipidos de
membrana (Lanier et al., 2005; Atayeter y Ercoskun, 2011). Compuestos como el
ion fierro y cobre, presente en la mioglobina, hemoglobina y como cofactores de
enzimas, pueden acelerar la oxidacion de los lipidos durante la congelacién
(Thanonkaew et al., 2006).

pH. El pH tiene un efecto muy importante sobre el grado de desnaturalizacion de
las proteinas durante la congelacion. A medida que las proteinas del masculo son
almacenadas a un pH mas cercano a su punto isoeléctrico, la desnaturalizacion de
las mismas se ve incrementada. Este factor es de suma importancia para especies
de musculo oscuro, debido a que estas poseen una alta actividad glicolitica de
manera intrinseca, reflejandose en descensos de pH durante su almacenamiento

en congelacion (Carvajal et al., 2005).
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OTROS FACTORES. Adicionalmente, la presencia de osmolitos y de “proteinas
anticongelantes” (naturalmente presentes en peces de agua frias) pueden
impactar la estabilidad proteica durante la congelacion. Estos dos componentes
tienen un principio diferente de accidén. Mientras los osmolitos (i.e. como los
crioprotectores) aumentan la viscosidad del agua no-congelada (debido a la
reduccion de la movilidad molecular del agua), desaceleran la formacion y
crecimiento de cristales y promover la hidratacién de la superficie de las proteinas
(incrementando la cantidad de grupos hidrofilicos) (Park, 1994), las “proteinas
anticongelantes”, se adhieren a la superficie de los cristales de hielo impidiendo su
crecimiento. La diferencia entre los osmolitos y las proteinas anticongelantes es
que mientras los primeros reducen el punto de congelacién de manera coligativa,

las segundas lo hacen de manera no-coligativa (Carvajal et al., 2005).

Factores Extrinsecos. Los factores extrinsecos mas importantes que influyen en la

calidad de las proteinas del pescado durante la congelacion son: nimero de ciclos
congelacién-descongelacion, velocidad de congelacion y descongelacion,
temperatura y sus fluctuaciones durante el almacenamiento, tiempo de
congelacion y condicion de la materia prima durante la congelacién. Cada uno de
estos factores tiene un efecto sobre la concentracion de solutos, formacion de
cristales de hielo durante la congelacién, recristalizacion durante el
almacenamiento, deshidratacién de superficie y formacién de interacciones

intermoleculares (Lanier et al., 2005; Park, 1994; Fennema, 2000).

CICLOS DE CONGELACION-DESCONGELACION. El abuso de los ciclos
congelacion-descongelacién puede tener un efecto negativo sobre la funcionalidad
de las proteinas del muasculo. Kim et al. (2005) mencionan que la capacidad
gelificante de surimi de pescado (abadejo de Alaska), disminuye gradualmente
cuando es sometido a 0, 3, 9 y 15 ciclos congelacion-descongelacién. Sin
embargo, cuando surimi de superior calidad es sometido a este tratamiento, los
cambios se ven en los 3 primeros ciclos. En otros estudios se ha reportado la

disminucion de la solubilidad de las proteinas e incremento de la pérdida por
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exudado del musculo de bacalao (Benjakul y Bauer, 2000) y sepia (Thanonkaew et
al., 2006).

Estructuralmente, después de cada ciclo congelacion-descongelacion, se da un
incremento en la proporcién de grupos hidrofébicos en la superficie de las
proteinas, lo cual puede provocar su interaccion y agregacion. Este incremento en
la hidrofobicidad de superficie se debe a la desestabilizacion de las interacciones
intermoleculares, al efecto de los solutos durante la congelacibn y a la
deshidratacion de las superficie de las proteinas (Park, 1994).

VELOCIDAD DE CONGELACION-DESCONGELACION. Es bien sabido que la
velocidad de congelacién tiene un efecto importante en el nimero, tamafio y
distribucion de los cristales formados durante la congelacién (Carvajal et al., 2005;
Nesvada et al., 2008).

Cuando la congelaciéon es rapida, se da la formacion de numerosos cristales de
menor tamafio en comparacion a los generados durante la congelacién lenta.
Estos cristales se distribuyen uniformemente en el interior y exterior de la célula 'y
causan menor dafio a las proteinas y tejidos, disminuyendo la desnaturalizacion y
agregacion. En contraste, la congelaciéon lenta genera cristales de hielo en menor
cantidad pero de mayor tamafo, lo que implica mayor dafo estructural a las
proteinas y tejidos. Estos cristales se forman principalmente en el exterior de la
célula, provocando una mayor concentracion de solutos en el exterior de la misma
con respecto al interior, lo que provoca la subsecuente migracién de agua por
difusién (Nesvadba, 2008).

GOmez-Guillén et al. (1997) demostraron mediante microscopia electronica de
barrido (MEB) diferencias estructurales de geles en sardina, cuando el musculo
molido fue sometido a diferentes velocidades de congelacion (-18 y -40 °C). La
MEB reveld que la congelacion lenta (-18 °C) provoco la formacion de grandes
agregados con cavidades de mayor tamafio en comparacién a la congelacion
rapida (-40 °C), donde se observo una matriz ordenada y con poros pequefios. Los
autores asocian este efecto a una menor agregacion proteica debido a la
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formacion de cristales de hielo de menor tamafo formados durante la congelacion

rapida.

La velocidad de descongelacion influye en la pérdida de humedad y consecuente
disminucién de rendimiento. Se han estudiado diversos métodos para llevar a
cabo la descongelacion de los productos pesqueros, los cuales se fundamentan
principalmente en el manejo de la velocidad de descongelacion. Conforme el
tiempo de descongelacion es mayor, el liquido extracelular formado a partir de
agua intracelular puede ser reabsorbido eficientemente por las células, de manera
que la pérdida de liquido es inversamente proporcional al aumento del tiempo de
descongelaciéon (Mandigo y Osburn, 1996). La reabsorcion del liquido implica la

reduccion de la desecacion de los tejidos y de la superficie de proteinas.

TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO. La recristalizacion es un fenomeno
dependiente de la temperatura. A temperaturas cercanas al punto de congelacion
(mayores a -10 °C), la movilidad molecular es més alta en relacion a temperaturas
menores. Esto provoca que la recristalizacion ocurra de manera mas rapida.
Conforme disminuye la temperatura de almacenamiento, la movilidad molecular se
ve reducida y la recristalizacion desacelerada. La temperatura de transicion vitrea
(Tg), es aquella donde la fase no-congelada se supersatura y la movilidad
molecular se reduce al minimo, convirtiéndose en “vidrio” que rodea a los cristales
de hielo (Fennema, 2000). Esto provoca que los fendmenos dependientes de la

difusion, como la recristalizacion, sean practicamente anulados.

El enfriar y mantener los alimentos por debajo de su Tg' generalmente implica
costos muy elevados, lo que convierte a este tipo de conservacion inviable
comercialmente. Sin embargo, conforme la temperatura de almacenamiento se
aproxima a la Tg', la recristalizacion es mas lenta y por lo tanto el dafio por
congelacion es menor. Por esa razén, numerosos estudios se han enfocado a la
utilizacion de aditivos que incrementen la Tg' de los alimentos (crioprotectores),
como los azucares, dextrinas, sales, entre otros (Carvajal et al., 2005; Evans,
2008).
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FLUCTUACIONES DE TEMPERATURA. Las fluctuaciones de temperatura
pueden afectar la calidad de las proteinas debido a la recristalizacion. Esto se
debe a que se generan gradientes de temperatura entre el interior y exterior del
musculo, debido a las diferencias de temperatura entre el ambiente y la superficie
del muasculo. Esto favorece la difusion de agua no-congelada y de agua de la
superficie de los cristales pequefos, hacia la superficie de los cristales de hielo
mas grandes. Incluso a temperatura constante, ocurre el incremento de la fraccion
de hielo durante el almacenamiento en congelacion debido a la movilidad

molecular del agua (Nesvadba, 2008).

TIEMPO DE CONGELACION. El tiempo de congelacion es un factor importante
que determina la calidad de las proteinas. Generalmente propiedades funcionales
dependientes de la hidrataciébn, como solubilidad, viscosidad y capacidad de
retencibn de agua se ven afectadas negativamente durante la congelacion
(Mignino et al., 2008; Badii y Howell, 2002; Reynolds et al., 2002; Makri, 2009),
mientras propiedades funcionales dependientes de interacciones proteina-proteina
e hidrofobicidad de superficie como capacidad emulsificante y espumante pueden
presentar un incremento al inicio de la congelacion (debido a la desnaturalizacion)
con un subsecuente decremento (debido a la agregacién) (Mignino et al., 2008).
Sin embargo, este comportamiento puede variar dependiendo de la especie
evaluada (Benjakul et al., 2005; Ganesh et al., 2006).

Kovacevi¢ y Mastanjevi¢ (2011) demostraron que los principales cambios en la
desnaturalizacion de la miosina y actina de surimi de musculo de res ocurren en
los primeros 30 dias de almacenamiento en congelacion (-30 °C), especialmente
en ausencia de crioprotectores. Resultados similares se han reportado por
Benjakul et al. (2003 y 2005) desde el punto de vista estructural y funcional en

musculo de curvina, pez lagarto, pargo paton y pargo dorado.

CONDICION DE LA MATERIA PRIMA. El estado fisico de la materia prima previo
a la congelacioén es un factor que determina la calidad de los productos pesqueros

congelados desde el punto de vista sensorial y funcional. Carvajal et al. (2005)
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exponen gue la calidad final del pescado congelado es una funcion de la velocidad

de pérdida de calidad y la calidad inicial.

Previo a la congelacion, es necesario la evisceracion rapida y el mantenimiento de
temperaturas bajas de los productos pesqueros para evitar la accion de enzimas
proteoliticas y proliferacion de microorganismos durante la congelacion-
descongelacion (Evans, 2008). Asi mismo, el descabezado en la produccion de
pescado molido y surimi congelado reduce el contenido de lipidos del producto
final (Lanier et al., 2005), lo que reduce la tasa de deterioro del producto durante el

almacenamiento como resultado de la oxidacion de lipidos.

En el mercado de los productos pesqueros, es comudn encontrar la
comercializacion del musculo de pescado en forma de “mince”, es decir, en forma
de blogues de musculo molido como materia prima para la elaboracion de surimiy
productos con valor agregado. Esto se debe a que la utilizacién de deshuesadoras
autométicas (cuyo producto final es el masculo de pescado molido), permite un
mejor aprovechamiento de los recursos ofreciendo rendimientos superiores a los
obtenidos por medio del fileteo manual (Licciardello et al., 1980). Sin embrago, el
almacenamiento del musculo de pescado en forma de mince provoca la
aceleracion de su deterioro y pérdida de funcionalidad con respecto al
almacenamiento del musculo entero (en forma de filete) (MacDonald et al., 1990).

Babbitt et al. (1972) reportaron los cambios de solubilidad en sal de las proteinas
del musculo de merluza (Merluccius productus) almacenado en congelacion entero
y molido, asociado al contenido de dimetilamina (DMA) y formaldehido (FA). Estos
autores observaron una fuerte caida de la solubilidad en sal durante el
almacenamiento en congelaciéon a -20 °C, la cual fue mas pronunciada en el
musculo almacenado molido, siendo este tratamiento el que presento los valores
mas altos de DMA y FA durante el almacenamiento. También encontraron que el
proceso de molienda provoco el incremento de 2-4 veces el contenido de DMA y
FA con respecto al musculo entero y que las proteinas miofibrilares fueron las méas
afectadas durante el almacenamiento, mientras que las proteinas sarcoplasmicas

presentaron sélo una ligera reduccién de la solubilidad.
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Resultados similares a los anteriores fueron reportados por Licciardello et al.
(1980) en musculo entero y molido de pescadilla (Merluccius bilinearis) a
diferentes temperaturas y tiempos de almacenamiento. En este caso el factor mas
importante fue la temperatura, detectando que a medida que esta fue mas baja, la
solubilidad en sal de las proteinas se mantuvo estable. A -30 °C, la solubilidad en
sal remanente fue de aproximadamente el 95 % después de 90 dias de
almacenamiento. EI madsculo molido mostré6 siempre menor solubilidad y mayor
formacion de DMA con respecto al musculo entero, bajo condiciones similares de
almacenamiento. Estos resultados fueron similares a los encontrados realizando
una evaluacion sensorial, cuando el musculo fue utilizado como materia prima
para hacer barras de pescado cocinado, obteniéndose mejor calidad en el
producto terminado hecho a partir de musculo entero. Estos autores muestran una

correlacion muy fuerte entre el contenido de DMA y los puntajes de textura.

Leelapongwattana et al. (2005), reportaron una menor produccién de DMA y FA en
musculo de pez lagarto (Saurida micropectoralis), junto a una menor
desnaturalizacién-agregacion cuando el musculo molido fue almacenado en
presencia de aire con respecto al almacenado al vacio. Los autores sugieren que

la ausencia de oxigeno parece acelerar la formacion de FA.

MacDonald et al. (1990) desarrollaron el concepto de “pescado molido-
estabilizado”, que consiste en la adicién de un 12 % de sacarosa y 0.2 % de
polifosfatos al musculo molido antes de su congelacién. La idea es utilizar esta
mezcla para sustituir el surimi en la manufactura de productos o almacenarla como
materia prima para la produccién de surimi. El resultado del estudio fue que la
adicidon de estabilizantes redujo sustancialmente la produccién de DMA, siendo el
pescado molido-estabilizado almacenado a -50 °C y -20 °C los que presentaron la
mayor estabilidad en términos de produccion de DMA y de la textura de los geles

hechos a partir del musculo.

La mayoria de estos estudios donde se evalla el efecto de la molienda durante la
congelacion se ha realizado utilizando masculo de gadoidos. Esto se debe a que

estas especies presentan una alta actividad intrinseca de la enzima OTMA
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demetilasa, siendo muy pocos estudios los realizados en otras especies. Asi
mismo, en estos estudios principalmente se evalla la solubilidad en sal de las
proteinas y las caracteristicas de calidad del musculo y en muy pocos casos la

relacion con la capacidad de formar geles.

Estabilidad Funcional de la Miosina

La pérdida de funcionalidad del musculo durante el procesamiento y
almacenamiento esta directamente relacionada con la desnaturalizacion de la
miosina (Matsumoto, 1980; Park, 1994), debido a que la miosina es la proteina
responsable del desarrollo de las propiedades funcionales del muasculo. Asi, el
mantenimiento de las propiedades funcionales del musculo durante la congelacion
dependen directamente de la estabilidad de la miosina. La estabilidad de la
miosina se define como la capacidad que poseen los dos estados de conformacion
distintivos (la cabeza globular y la cola helicoidal) de mantenerse en su estado de

conformacién nativo 6 “replegado” (Carvajal et al., 2005).

Estabilidad de las Propiedades Funcionales del Musculo de Calamar en

Congelacion

Se han realizado diferentes estudios del efecto del almacenamiento en
congelacion sobre las propiedades funcionales del musculo de cefalopodos de
diversas especies (Tabla 2). De manera general, se ha observado que el musculo
de cefalépodos es estable a la congelacion y al almacenamiento en congelaciéon
en términos de solubilidad, viscosidad y capacidad emulsificante. En este sentido,
son pocos los estudios en los que se ha reportado cambios en las propiedades
funcionales del musculo de calamar en congelacion, y menos aun, los que asocien
estos cambios con las alteraciones que ocurren a nivel estructural en las proteinas

musculares.
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Mignino et al. (2008), Paredi et al. (2006 y 1997) y Gomez-Guillén et al. (2003)
muestran como el cambio de las propiedades funcionales de las proteinas durante
la congelacion, como la solubilidad en sal, viscosidad, capacidad emulsificante y
capacidad gelificante, estan relacionadas con los cambios estructurales de las
proteinas evaluados a través de técnicas como hidrofobicidad de superficie, SDS-
PAGE, reologia y actividad Mg** ATPasa.

SOLUBILIDAD EN SAL. Una de las propiedades funcionales en las que se ha
reportado mayor estabilidad de las proteinas del muasculo de calamar es la
solubilidad en sal (SS). Goméz-Guillén et al. (2003) no encontraron efecto de la
congelacion sobre la SS del musculo de calamar Loligo vulgaris después de
someterlo a 1 mes de almacenamiento en congelacién a -20 °C. Asi mismo, Moral
et al. (2002) y Ruiz-Capillas et al. (2002) reportaron que la SS remanente de las
proteinas del musculo de calamar Toradopsis eblanae e lllex conidetii fue del 60 %
después de almacenar el musculo en congelacion a -20 °C durante 12 y 16 meses

respectivamente.

La estabilidad de la SS de las proteinas musculares parece ser dependiente del
estado de madurez del calamar. Mignino et al. (2008) reportaron no haber
encontrado diferencias significativas en la SS (KCI 0.6 M) del musculo de calamar
lllex argentinus almacenado en congelacién por 9 meses a -30 °C, cuando fueron
evaluados organismos en estado de madurez avanzado. Mientras que Paredi et al.
(2006) mostraron una dramatica caida de la SS, de alrededor del 50-60 9%,
utilizando la misma especie de calamar bajo condiciones experimentales similares,
pero utilizando organismos inmaduros. Sin embargo, pudiera haber otros factores
involucrados, ya que Paredi y Crupkin (1997) reportaron una caida del 70 % de la
SS de las proteinas del masculo de calamar lllex argentinus independientemente

del estado de madurez.
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Tabla 2. Estudios realizados del efecto de la congelacion sobre propiedades funcionales de diferentes especies

de calamar.
Autor (es) Especie Factor (es) T tiempo V. respuesta Resultados
(°C) | (meses)
Moral et al. (2002) | Toradopsis - Género -20 12 - Solubilidad -Se encontraron diferencias en edo. de madurez y regién anatémica.
(Inst. del Frio, eblanae - Edo. Madurez * Sal - No hubo diferencias de acuerdo al sexo.
Madrid, Espafia) - Region * Acido - Se encontrd posible efecto del rigor mortis en el patron de solubilidad en sal
anatémica con respecto al tiempo en congelacion.
- Tiempo - Estabilidad de la solubilidad en congelacién (solubilidad remanente del 60 %)
Ruiz-Capillas et Toradopsis - Edo. Madurez | -20 12 - Viscosidad - Se observd una fuerte caida de la viscosidad.
al. (2003) eblanae - Sexo aparente - La capacidad emulsificante fue estable a la congelacién con descensos de
(Inst. del Frio, - Region - Capacidad poca intensidad.
Madrid, Espafia) anatémica emulsificante - No hubo diferencias por sexo, pero si por edo. de madures y por region
anatémica.
- Hubo una mayor caida de la viscosidad en organismos inmaduros.
- Disminuy6 25 % la capacidad emulsificante en el tiempo de almacenamiento.
Paredi et al. lllex - Género -30 9 - Viscosidad Disminucién constante de la solubilidad (la viscosidad presenta una tendencia
(2006) argentinus - Tiempo - Solubilidad en sal | similar)
(Universidad del (inmaduros; Disminucién de la cadena pesada de la miosina e incremento de los productos
mar de plata, edo. madures: de su degradacion (prueba de protedlisis durante la congelacion)
Argentina) 2-3)
(con visceras)
Mignino et al. lllex - Tipo de -30 9 - Solubilidad en sal | - No hubo cambios en la solubilidad durante el almacenamiento.
(2008) argentinus captura - Viscosidad - Disminuy® la viscosidad con respecto al tiempo (parece corresponder con la
(Universidad del (maduros; - Tiempo - Hidrofob. de hidrofobicidad)
mar de plata, edo. madures: superficie - Disminucion de la cadena pesada de la miosina e incremento de los
Argentina) 4-5) - Capacidad productos de su degradacion (prueba de protedlisis durante la congelacion)

(con visceras)

emulsificante
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De La Fuente- Dosidicus -Congelacion -30 12 - Andlisis de perfil - Geles elaborados a partir de manto o aletas sin congelar tienen la misma
Betancourt et al. gigas - Region de textura 'y CRA a la de geles hechos con manto o aleta congelados respectivamente
(2009) anatémica Capacidad de - Mediante el Analisis de Perfil de textura se encontré valores semejantes de
(Centro de retencion de agua dureza, cohesividad y elasticidad en geles hechos a partir de una mezcla de
Investigaciones de geles aleta/manto independientemente si fueron congelados o no.
Biologicas del -No se ajusto el contenido de humedad de los geles.
Noroeste, México)
De La Fuente- Dosidicus Congelacion -20 12 Microscopia del Las fibras se contraen y se forman espacios con forma circular esférica (por la
Betacourt et al. gigas tejido muscular formacién de cristales de agua)
(2008)
Pérez-Mateos et Loligo vulgaris | - Transglutami- | -50 5 - Actividad - La actividad enzimatica se reduce después de 5 meses en congelacion
al. (2002) nasa enzimatica - La adicién de inhibidor de proteasas incrementa la dureza y elasticidad de
(Inst. del Frio, microbiana - Solubilidad (gel) los geles
Madrid, Espafia) (TGM) - Gelificacion - La TGM tuvo un importante efecto en la capacidad de gelificacion (fue

- Inhibidores - Prueba de sinérgico con la utilizacién de inhibidores)

- Tiempo doblado
Gomez-Guillén et | Loligo vulgaris | -Congelacion -20 1 - Extraccion en sal - La solubilidad y viscosidad fue 12 y 4.5 % menor después de 1 dia de
al. (2003) - Tiempo - Viscosidad congelacion.
(Inst. del Frio, - Actividad - La solubilidad y viscosidad fueron estables durante la congelacién (no hubo
Madrid, Espafia) autolitica cambios significativos).

- Prop. - La actividad proteolitica al dia 1 fue del 64 % con respecto al musculo fresco

viscoelasticas

- La actividad proteolitica increment6 3 veces después del periodo de
almacenamiento.

- Hubo evidencia de protedlisis durante la congelacion (electroforesis)
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Ruiz-Capillas et
al. (2002)
(Inst. del Frio,

Madrid, Espafia)

lllex conidetii

- Género
- Region
anatémica
- Tiempo

- Eviscerado

16

- Solubilidad en sal
- Viscosidad

- Colageno soluble
- Capacidad
emulsificante

- Se observé un incremento inicial de la solubilidad (protedlisis) y
posteriormente un decremento (agregacion). La solubilidad remanente
después del almacenamiento fue del 60 %

- Se observd una drastica caida de la viscosidad durante el primer mes y
medio de almacenamiento. No hubo diferencias de viscosidad entre
tratamientos

- Hubo diferencias en la capacidad emulsificante entre tratamientos (puede ser
la mejor técnica para ver diferencias entre lotes)

- La solubilidad y capacidad emulsificante fue mayor en los organismos con
visceras

- La viscosidad no brindé informacion util de los cambios en las proteinas.
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Segun Ruiz-Capillas et al. (2002) el aumento de la SS de las proteinas del
musculo de calamar lllex conideti almacenado a -20 °C, esta influenciado por el
estado de rigor del musculo antes de la congelacién, encontrando un incremento
de la SS de las proteinas desde el inicio del almacenamiento hasta el octavo mes.
Posteriormente, la SS cay6 de manera constante desde un 80-90 % hasta un 55-
70 % en el mes numero 16 de almacenamiento. Este incremento inicial de la
solubilidad lo atribuyen a la accibn enddgena de enzimas involucradas en la
resolucién del rigor mortis, mientras que el posterior decremento de la SS es

atribuido a la agregacion de las proteinas.

CAPACIDAD EMULSIFICANTE. La capacidad emulsificante (CE) es una variable
relativamente estable al estrés por congelacion. Ruiz-Capillas et al. (2003 y 2002)
reportaron un ligero decremento de aproximadamente 20 % en la CE del musculo
de calamar Toradopsis eblanae e lllex conidetii después de 10 y 11 meses en
congelacion, respectivamente. Sin embargo, cuando los organismos fueron
almacenados con visceras, la accion de proteasas enddgenas provocd un
incremento de la CE de aproximadamente el 10 % desde el inicio del
almacenamiento hasta el mes 6, con un decremento a valores similares a los
encontrados al inicio del almacenamiento después de 11 meses en congelacion.
El inicial incremento puede asociarse a la accion de proteasas que pueden
provocar un incremento en la CE del masculo debido a la formacién de péptidos
con mayor capacidad de adsorberse a la interfase agua-grasa (Foegeding et al.,
2000) mientras la posterior caida se puede asociar a la agregacion de las

proteinas.

La evolucion de la CE puede afectarse por el método de captura. Mignino et al.
(2008) reportaron una caida de la CE del 40 % en musculo de calamares
capturados con poteras después de 3 meses en congelacion, mientras que en
calamares capturados con redes de arrastre se observéd un incremento de la CE al
primer mes, para posteriormente caer hasta el quinto mes. La estabilidad de la
emulsion (EE) fue significativamente mayor durante el almacenamiento en las

muestras capturadas con redes de arrastre con respecto a las capturadas con
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poteras. Los mayores valores de CE y EE encontrada en calamares capturados
por redes de arrastre, fue atribuido a una mayor desnaturalizacion de las proteinas
debido al método de captura, lo que se reflejo en una mayor exposicion de grupos

hidrofébicos.

VISCOSIDAD. La viscosidad es una variable muy sensible al almacenamiento en
congelacion. En la mayoria de los estudios se reportan fuertes caidas de la
viscosidad de soluciones de proteina de musculo de calamar congelado al

principio del almacenamiento.

Ruiz-Capillas et al. (2002) observaron una dramatica caida de alrededor del 90 %
en la viscosidad de soluciones proteicas de musculo de calamar lllex conidetii
después de 1.5 meses de almacenamiento en congelacion. Asi mismo, Ruiz-
Capillas et al. (2003) reportaron una caida de la viscosidad aparente hasta valores
cercanos a cero en muasculo de calamar Toradopsis eblanae durante su
almacenamiento en congelacién, caida ocurrida prematuramente en organismo
inmaduros con respecto a organismos maduros. Paredi et al. (2006) y Paredi y
Crupkin (1997) reportaron una caida del 80 % de la viscosidad en musculo de
calamar lllex argentinus después de 9 meses de almacenamiento en congelacion.
Contrariamente, Gémez-Guillén et al. (2003) no encontraron variaciones en la
viscosidad de soluciones de proteina de muasculo de calamar Loligo vulgaris

después de almacenarse 1 mes a -20 °C.

Mignino et al. (2008), encontraron que existe una correlacién entre la viscosidad
de soluciones de proteina de musculo de calamar y la hidrofobicidad de superficie
de las proteinas. A medida que la hidrofobicidad se vio incrementada durante el
almacenamiento en congelacion, la viscosidad disminuy6 siguiendo una tendencia
opuesta. La reduccion de la viscosidad fue entre 25 y 50 % después de 9 meses
dependiendo del método de captura. Esto se puede deber a que el incremento de
la superficie hidrofébica de la proteina modifica las interacciones proteina-agua y
capacidad de hinchamiento de las mismas (Foegeding, 2000), manifestandose en

la reduccién de la viscosidad.
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CAPACIDAD GELIFICANTE. A diferencia de la solubilidad en sal, el efecto de la
congelacion y almacenamiento sobre la capacidad gelificante del musculo de
calamar es una propiedad funcional que ha sido muy poco estudiada. Sin

embargo, parece haber indicios de estabilidad durante la congelacion.

GOmez-Guillén et al. (2003) reportaron que el comportamiento térmico-reologico
durante la gelificacion térmica del musculo de calamar Loligo vulgaris almacenado
a -20 °C, muestra un incremento en los valores del modulo de elasticidad (G') y
maodulo de viscosidad (G") con respecto al musculo fresco, observandose que este
efecto se incrementd conformé transcurrié el almacenamiento en congelacion. Los
autores atribuyen este incremento en las propiedades viscoelasticas del masculo a
la inactivacion de enzimas proteoliticas enddgenas (probablemente calpainas y
catepsina D), como resultado de la congelacion y almacenamiento en congelacion.
Exponen que la disminucion de la actividad proteolitica puede ser un efecto de
alteraciones de sustratos especificos (proteinas miofibrilares). En estudios previos,
Gomez-Guillén et al. (2002) demostraron en esta misma especie, que la accion de
inhibidores de enzimas mejoro la gelificacion térmica del musculo, especialmente
con la adicion de inhibidores especificos de enzimas serinproteasas como el
Floruro de Metil Fenil Suilfonil (PMSF).

Peréz-Mateos et al. (2002) reportaron una fuerte caida de la actividad proteolitica
del musculo de calamar Loligo vulgaris después de 5 meses de almacenamiento
en congelacion, lo que correspondieron al incremento del G'y G" del masculo. Asi
mismo, la adiciébn de inhibidores de enzimas provocé el incremento de la
capacidad gelificante en términos reoldgicos y en términos de dureza y elasticidad

de geles hechos a partir del musculo mediante el analisis de perfil de textura.

De La Fuente et al. (2009) reportaron que la capacidad gelificante del musculo de
calamar gigante Dosidicus gigas, medida en términos de dureza, cohesividad y
elasticidad (a través de un analisis de perfil de textura), no se vio afectada
después de congelar el musculo durante 1 afio a -30 °C, comparandolo con el
musculo fresco. Sin embargo, estos resultados fueron de caracter preliminar y los

autores mencionan no haber realizado el ajuste de humedad durante el proceso
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de elaboracion de los geles. Ademas, se omitieron detalles metodolégicos y
estadisticos que no permiten dilucidar con claridad el efecto de la congelacién
sobre la capacidad gelificante. Esto, hace necesario llevar a cabo estudios
adicionales que permitan establecer con certeza si existen o no cambios en las

proteinas tanto a nivel funcional como a nivel estructural.

Lo antes expuesto, deja claro que son pocos los estudios enfocados a la
evaluacion integral de los cambios en las propiedades funcionales vy
especificamente, sobre la capacidad gelificante del musculo de calamar gigante
(Dosidicus gigas) almacenado en congelacion. La generacion de este
conocimiento permitira tener un mejor entendimiento de la especie desde el punto
de vista cientifico-tecnolégico, de manera que este conocimiento sea Uutil para
establecer las condiciones adecuadas durante el almacenamiento del manto de

calamar gigante.
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HIPOTESIS

“La capacidad gelificante de las proteinas del muasculo de calamar gigante
(Dosidicus gigas) congelado es similar a la encontrada en el manto fresco,
independientemente del manejo (molienda) de la materia prima y tiempo de

almacenamiento”.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios de la capacidad gelificante y propiedades estructurales de las
proteinas del musculo de calamar gigante (Dosidicus gigas), después de ser
congelado y almacenado a -20 °C durante un periodo de 1 y 30 dias bajo dos

condiciones de manejo: entero y molido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar los cambios de la capacidad gelificante del musculo de calamar
gigante después de ser congelado y almacenado a -20 °C durante un

periodo de 1y 30 dias bajo dos condiciones de manejo: entero y molido.

2. Evaluar los cambios estructurales asociados a la desnaturalizacion y/o
agregacion de las proteinas involucradas en el proceso de gelificacion del
muasculo de calamar, después de la congelacién y almacenamiento del
musculo a -20 °C durante un periodo de 1 y 30 dias bajo dos condiciones

de manejo: entero y molido.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en dos etapas. Cada etapa se disefidé para
cubrir cada objetivo especifico. Para la primera etapa, los geles de calamar fueron
evaluados mediante un analisis de perfil de textura (APT), prueba de doblado (PD)
y capacidad de retencién de agua (CRA). Paralelamente se evalué en el musculo
de calamar la composicion proximal, contenido de nitrdgeno no proteico (NNP) y
pH. Para la segunda etapa se evaluaron los cambios estructurales
(desnaturalizacion y agregacion) de las proteinas del muasculo durante la
congelacion, mediante calorimetria diferencial de barrido (CDB) e hidrofobicidad
de superficie (SOANS).

Obtencion y Preparacion de la Materia Prima

Para la realizacion de ambas etapas se utilizdé sélo el manto del calamar gigante
(Dosidicus gigas). Todos los calamares fueron capturados de noche, con poteras y

eviscerados a bordo de la embarcacion.

La materia prima para llevar a cabo la etapa 1 se obtuvo de dos muestreos en los
meses de diciembre de 2010 y mayo de 2011, obteniéndose un total de 8 y 10
calamares, respectivamente. Los organismos obtenidos en diciembre fueron
capturados por pescadores de Bahia de los Angeles, Baja California y
transportados en hielo hasta Guaymas, Sonora, por la empresa Novaoceano,
mientras los organismos obtenidos en mayo fueron capturados por pescadores en
las costas de Guaymas, Sonora. En ambos muestreos los calamares fueron
empacados en bolsas de plastico y transportados en capas de hielo-calamar-hielo

a las instalaciones del CIAD A.C. para su evaluacién. En el momento de su
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analisis, el calamar capturado en diciembre y mayo tenia aproximadamente 4 y 2

dias pos captura, respectivamente.

La materia prima para llevar a cabo la etapa 2 se obtuvo de dos muestreos en los
meses de febrero y junio de 2011, obteniéndose un total de 6 y 12 calamares,
respectivamente. Los calamares obtenidos en febrero, fueron adquiridos
directamente de pescadores de la localidad de Puerto Libertad, Sonora, mientras
los obtenidos en junio fueron capturados por un barco calamarero en el Mar de
Cortés cerca de la isla Angel de la Guarda, B. C. En ambos casos los organismos
fueron transportados en hielo bajo condiciones comerciales a Bahia de Kino,
Sonora, donde fueron empacados en bolsas de plastico y transportados en capas
de hielo-calamar-hielo a las instalaciones del CIAD A.C. para su evaluacion. En el
momento de su andlisis, el calamar capturado en febrero y junio tenia

aproximadamente 2 dias pos captura.

La materia prima obtenida de los muestreos en ambas etapas fue procesada en
un cuarto refrigerado a <10 °C. El manto fue separado de la cabeza, aletas y
tentaculos registrandose su peso y longitud. Posteriormente, el manto se limpié, se
retir6 la piel, se lavd con agua purificada y se corté en cuadros de

aproximadamente 3 centimetros.

Tratamientos

Los recortes de cada manto fueron separados en tres partes, aplicandosele un
tratamiento diferente a cada una de ellas. La Figura 8 ejemplifica la secuencia y

tratamientos utilizados en el estudio.

Las primera parte del manto fue molida en un molino de carne HOBAR modelo 52,
integrado con un cedazo de acero inoxidable de 3/8 de pulgada (0.95 cm) de

diametro. La temperatura de la materia prima a la entrada de la operacion fue de 0
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°C y la de salida a 8 °C aproximadamente. El musculo molido fue almacenado en
una cadmara de congelacion a -20 °C. A este tratamiento se le denomino “molido-
congelado” (MC). La segunda parte del calamar fue almacenada en congelacion a
-20 °C sin someterse al proceso de molienda (musculo entero). A este tratamiento
se le denomino “entero-congelado” (EC). La tercera parte fue molida bajo las
mismas condiciones que el musculo MC sin someterse al proceso de congelacion,
utilizandose como control. En el resto del escrito nos referiremos a este

tratamiento como musculo “fresco” (F).

Tanto el musculo MC y EC fueron almacenados durante 1 dia y 30 dias en
congelacion, etiquetdndose estos tratamientos con la clave: MC1, MC30, EC1 y
EC30, respectivamente. Para la evaluacién, todos los tratamientos fueron
descongelados en una camara de refrigeracion a 4 °C durante 24 horas.
Finalmente, los tratamientos EC1 y EC30 fueron sometidos al proceso de
molienda una vez descongelados bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente.

Adicionalmente, se elabor6 una curva de enfriamiento tiempo contra temperatura
durante el proceso de congelacion. Para ello se utilizaron termopares de
penetracion tipo T marca Ecklund Harrison de cobre constantan para alimentos,
cuya temperatura minima de deteccién era de -50 °C. La temperatura fue
monitoreada con ayuda de un indicador de temperatura para termopares marca
Barnant modelo 690 0000. El termopar fue colocado en el centro térmico del
musculo molido o del filete de calamar. Posteriormente el masculo fue transferido
de la cAmara de refrigeracion a la cAmara de congelacion de -20 °C. Se registro la
temperatura del musculo cada 5 minutos durante los primeros 150 minutos y
después cada 15 minutos hasta el final del proceso de congelacion. Se colocaron
termopares en diferentes zonas de la camara de congelacion con la finalidad de

monitorear la temperatura del aire.
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Figura 8. Diagrama de flujo del disefio experimental
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Proceso de Elaboracién de Geles

El proceso de elaboracion de geles fue abordado en tres etapas. 1) Elaboracion
del sol; 2) Tratamiento térmico; 3) Estabilizacion del gel. Cada una de ellas de

describe a continuacion:

1) Elaboracion del sol. Para todos los tratamientos del estudio (F, MC1, MC30,
EC1 y EC30), 150 g de musculo molido fueron adicionados con 2.5 % de NaCl
(p/p). La mezcla fue homogenizada en intervalos de 15 segundos durante 2
minutos en un procesador de alimentos Plus Cuisinart Modelo DLC-8 (Cuisinart
Inc., Greenwich, CT). En caso de ser requerido, se agrego hielo molido o azucar
con la finalidad de ajustar el contenido de humedad a un 80 %. Cada sol fue
depositado en una caja petri de vidrio (1 cm de alto) procurando evitar la formacién
de burbujas de aire. Posteriormente fueron empacados al vacio en bolsas
plasticas de tres capas (Nylon 0.75 MIL-Adhesivo-Polietiieno 2.25 MIL)
impermeables a la humedad y vapor (Cryovac Corp., Duncan, SC) con ayuda de

una empacadora al vacio (Smith Equipment Co., Clifton, NJ).

2) Tratamiento térmico. Los soles obtenidos y empacados al vacio fueron
sometidos a un tratamiento térmico para su gelificacién, mediante su inmersién en
un bafo de agua a una temperatura de 90 °C durante 30 minutos. Posteriormente,
fueron enfriados mediante su inmersion en un bafio de agua-hielo durante 30

minutos.

3) Estabilizacion del gel. Los geles pre-enfriados fueron almacenados a una
temperatura entre 0-4 °C durante 18 horas con la finalidad de estabilizar las
fuerzas intermoleculares de los componentes del gel. Transcurrido el tiempo de
almacenamiento fueron realizadas las pruebas de funcionalidad como se describe

a continuacion.
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Caracterizacion de la Materia Prima y de los Geles

Composicion

Se evalud la composicion proximal (humedad, proteina cruda, cenizas y grasa) del
musculo de calamar obtenido de cada muestreo (diciembre, febrero, mayo y junio)
y el contenido de humedad y proteina cruda de los geles elaborados de cada
tratamiento (F, MC1, EC1, MC30 y EC30) segun la metodologia descrita por la
AOAC (2000). Adicionalmente fue cuantificada la fraccidén de nitrégeno no proteico
(NNP) presente en el musculo de calamar como lo describe Woyewoda et al.

(1986) para obtener el contenido de proteina ajustada mediante la siguiente

férmula:

P = Pc— NNP
donde:
P: Contenido de proteina ajustado

Pc: Contenido de proteina cruda
NNP: Contenido de nitrdgeno no proteico

pH

El pH fue medido a 25 °C utilizando un potenciémetro digital Corning Modelo 240
(Corning Inc., Corning, NY). Para ello el electrodo fue colocado directamente en
contacto con el musculo molido de cada tratamiento (F, MC1, EC1, MC30 y

EC30). La medicion se realiz6 por cuadruplicado.
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Evaluacion de la Capacidad de Formar Geles (CFG)

Los geles obtenidos a partir de los tratamientos (F, MC1, MC30, EC1 y EC30) se
mantuvieron a 25 °C durante 1 h previo a su evaluacién. La CFG se evalud en

funcién de la prueba de doblado y del andlisis de perfil de textura.

Prueba de Doblado (PD)

La PD se realiz6 como lo describe Tanikawa et al. (1985). Una rebanada de gel de
3.0 mm de espesor por 30.0 mm de didmetro, se dobld entre los dedos indice y
pulgar. El doblado se lleva a cabo primero a la mitad y posteriormente en
cuadrantes. Dependiendo del comportamiento del gel durante cada doblado, se le

asigno un valor utilizando la escala que se muestra en la Tabla 3.

Andlisis de Perfil de Textura (APT)

El APT se realiz6 en muestras de gel de forma cilindrica con dimensiones
uniformes de 1 cm de didmetro y 1 cm de altura. Se utilizé6 un equipo Texture Lab
Pro (Food Technology Corp., Sterling, VA) con un dispositivo de 3 cm de diametro
unido a una celda de carga de 100 N. Se llevé a cabo una doble compresion al 75
% de deformacion. A partir de los graficos obtenidos (Figura 9), los datos
generados fueron analizados a través del programa Texture Expert para calcular
los parametros primarios de dureza, cohesividad y elasticidad de los geles de la

siguiente manera:
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Tabla 3. Escala de evaluacion de la calidad de geles mediante la prueba de

doblado.

Calificacion Criterio Caracteristica del gel

AA (5) El gel se dobla en cuadrantes Extremadamente elastico

A 4) El gel se dobla por la mitad pero se | Moderadamente elastico
rompe al doblarse en cuadrantes

B 3) El gel se rompe lentamente al Ligeramente elastico
doblarse por la mitad

C (2) El gel se rompe rapidamente al No elastico
doblarse por la mitad

D (1) El gel se desmorona en los dedos Pobre

Entre paréntesis: calificacion ordinal. Referencia: Tanikawa et al. (1985).

€ 1ra compresion

<€— Descendente

Fractura

Fuerza (gf) —>

Area 1

> €

Pico 1
I

e - - - - e e

=3 €— Ascendente =3 €= Descendente

2da compresién

- €= Ascendente =

Pico 2

Y 4 Area 2

J

—_—

<€ Distancial =——3>

Desplazamiento (mm) =——

€= Distancia 2 =

Figura 9. Curva generalizada del anélisis de perfil de textura. Adaptado de

Bourne (2002).
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Fuerza maxima en el pico 1

Dureza (gf/g) = Peso de la muestra
Cohesividad (%) = Area 2 X100

Area 1
Elasticidad (%) = Dista—nciaZ X100

Distancia 1

Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

La CRA se evalué mediante la centrifugacion de 5 g de muestra de gel a 3000 g
por 20 minutos a 4 °C (Jiang et al., 1985), en una centrifuga refrigerada Beckman
Modelo J2-21 (Beckman Instrument Inc. Palo Alto, CA). La CRA fue expresada en
dos modalidades: como porcentaje de agua retenida en relacion a la cantidad de
agua total presente en la muestra antes de centrifugar (CRA-1) y como la cantidad
de agua retenida por gramo de proteina presente en el gel (CRA-2) (Chung et al.,
1994).

Evaluacion de la Desnaturalizacion-Agregacion Proteica

Se evaluaron los cambios conformacionales asociados a la desnaturalizacion y
agregacion de las proteinas del musculo de calamar durante la congelacion,
mediante la medicién de la hidrofobicidad de superficie y el perfil térmico de las

proteinas.
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Hidrofobicidad de Superficie (SOANS)

Para evaluar la hidrofobicidad de superficie de las proteinas del muasculo de
calamar, fue necesario realizar previamente una extraccion de las mismas. Esto se

logré siguiendo la metodologia descrita por Kang et al. (2008).

Para la extraccion se utilizaron 5 g de muestra, los cuales fueron mezclados con
100 mL de un buffer de extraccion frio (0-4 °C), conteniendo un 2.5 % de NaCl y
10 mM de Na;HPO, y NaH,PO,, ajustado a pH 6.2 con HC| 1 M. La mezcla se
homogeniz6 en un homogenizador de tejidos marca Tissumizer modelo TR-10
(Tekmar Co., Cincinnati, OH) a una velocidad de 13000 rpm durante 1 minuto. El
homogenizado se colocé en una placa de agitacién 30 minutos sumergido en una
mezcla de agua-hielo y se centrifugd a 5000 x g por 20 minutos a 4 °C, utilizando
una centrifuga refrigerada marca Beckman modelo J2-21 (Beckman Instrument
Inc. Palo Alto, CA). El sobrenadante obtenido fue diluido con el mismo buffer de
extraccibn en wuna proporcion 1:3 solucidn:buffer (v/v) para obtener una
concentracion final aproximada de 1 mg/mL. La concentracion de proteina de esta
solucion se midio por el método del acido bicinconinico (BCA) utilizando un kit para
su cuantificacion (Pierce® BCA Protein Assay Kit; Smith et al., 1985), usando
como estandar albumina sérica bovina (BSA). Una vez extraida la proteina, se
preparé una solucién de abastecimiento 8 mM de &acido 8-anilino-1-naftaleno
sulfénico (ANS) con el mismo buffer de extraccion utilizado en la extraccion de la
proteina descrita anteriormente y en matraces opacos el mismo dia de la medicion

de las muestras.

La evaluacion de la hidrofobicidad de superficie se realiz6 de acuerdo al método
propuesto por Alizadeh-Pasdar y Li-Chan (2000). Las soluciones de proteina
obtenidas anteriormente fueron diluidas de manera seriada con el buffer de
extraccion a concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4 y 0.6 mg de proteina por mL.
Paralelamente fue elaborada una dilucién seriada de BSA a partir de una solucién
concentrada de 1 mg/mL para ser utilizada en la prueba como proteina modelo.

Para la prueba, 25 pL de la solucién de ANS fueron mezclados con 5 mL de cada
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dilucion preparada. Las soluciones fueron agitadas con ayuda de un vortex
durante 10 segundos. Antes de llevar a cabo la medicion las muestras se dejaron
en reposo durante 15 minutos para asegurar que se estableciera el equilibrio de la
reaccion. La intensidad de fluorescencia relativa (IFR) de los conjugados ANS-
proteina se midié con ayuda de un espectrofotometro de fluorescencia LS50B
(Perkin-Elmer de México, S.A., Monterrey, México) a una longitud de onda de
excitacion de 390 nm y rango de emision de 460-490 nm con anchos de ranura de
1 nm (Figura 10a). La hidrofobicidad de las proteinas se consider6 como la
pendiente inicial obtenida de la IFR a 470 nm contra la concentracion de proteina

(Figura 10b). Cada muestra fue corrida por duplicado.

Se propuso que los valores de SOANS de las muestras problema se expresaran
como la fraccién de la hidrofobicidad con respecto al BSA como se muestra en la

siguiente formula:

SOANS = SoANS (X)
OANS = SoANS (BSA)
SOANS: Hidrofobicidad relativa al BSA.
SO0ANS (X): Hidrofobicidad de la muestra.

SO0ANS (BSA): Hidrofobicidad del BSA.

Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

La CDB se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Yongsawatdigul et al.
(2004), empleando un calorimetro diferencial de barrido Perkin Elmer modelo
DSC7 (Perkin Elmer de México, S.A., Monterrey, México) calibrado. Para la
prueba se pesaron 50 mg de muestra de cada tratamiento (F, MC1, EC1, MC30 y
EC30) directamente en celdas de acero inoxidable de alta presion cuidando una
distribucion homogénea de la muestra y asegurando un buen contacto entre la
muestra y el fondo de la celda. Posteriormente, las celdas fueron selladas

herméticamente utilizando una prensa manual (Perkin Elmer). Las muestras
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Figura 10. Espectros de emisién de fluorescencia del complejo proteina-ANS a diferentes concentraciones de
proteina (a); Calculo de la hidrofobicidad de superficie (SOANS) como la pendiente de la Intensidad de

fluorescencia a 470 nm con respecto ala concentracion de proteina (b).
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fueron escaneadas a 5 °C/min en un rango de 15 a 95 °C utilizandose una celda
vacia (con aire) como referencia. Durante el experimento fue utilizado nitrégeno
para purgar el aire a una velocidad de 20 mL/min. Los termogramas generados
fueron analizados utilizando el software Pyris-Version 8.0.0.0172 (Perkin Elmer,
Inc., 2006) para calcular los parametros termodinamicos de temperatura (Tmax) Y

entalpia (AH) de transicion térmica.

Analisis Estadistico

Para el andlisis de las variables de longitud, peso y composicién (humedad,
proteina cruda, lipidos y cenizas) del manto, se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) de una via con un disefio completamente al azar. Esto, con la finalidad
de evaluar si existen diferencias en las caracteristicas de la materia prima entre
muestreos (diciembre, febrero, mayo y junio). Por otro lado, este mismo disefio fue
utilizado para las variables de pH del manto y contenido de humedad y proteina de
los geles elaborados por tratamiento (F, MC1, MC30, EC1 y EC30).

Para el analisis de las variables del APT, PD y CRA de los geles, se realiz6 un
andlisis de covarianza (ANCOVA) con disefio en bloques completos, donde la
covariable fue el contenido de proteina de los geles y la variable de bloqueo el

musculo de calamar.

Para el analisis de las variables de CDB y SoANS del musculo de calamar se
realizd6 un ANOVA con un disefio en blogues completos, donde el factor de

bloqueo fue el musculo de calamar.

En todos los casos se evalud la normalidad de los datos a través de la prueba de
D'Agostino Kurtosis. Cuando los datos no fueron normales, se llevd a cabo la

prueba de rangos de Kruskal-Wallis. Cuando los ANOVA fueron significativos para
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las variables de longitud, peso y compaosicion, se realizé la prueba de comparacion

de rangos multiples de Duncan.

Para las variables de humedad, proteina, APT, PD y CRA de los geles; CDB y
SoANS del musculo, se realizé una comparacibn de medias por contrastes

ortogonales agrupando los tratamientos de la siguiente manera:

Contraste C1: Fvs EC1 (Efecto de la congelacion)
Contraste C2: (MC1, MC30) vs (EC1, EC30) (Efecto de la molienda)
Contraste C3: (EC1, MC1) vs (EC30, MC30) (Efecto del tiempo)

Todos los andlisis se llevaron a cabo con una probabilidad de 0.05 de cometer un
error tipo | (a) en la estimacion con ayuda del programa NCSS 2001 (Number
Cruncher Statistical Systems, Kaysville Utah). Se consideré que la dispersion de
los datos fue aceptable cuando los coeficientes de variacion dentro de un mismo

tratamiento fueron menores al 15 %.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los objetivos planteados, esta seccion se presenta en tres partes
principales: 1) caracterizacion de la materia prima y composicion de los geles, 2)
efecto de la congelacion sobre la capacidad gelificante y 3) evaluacion de la

desnaturalizacion y agregacion de las proteinas del masculo de calamar.

Caracterizacion de la Materia Prima y Composiciéon de los Geles

Primeramente se presentaran los resultados correspondientes a las caracteristicas
de peso-talla y composicion quimica del musculo de calamar de acuerdo a la
temporada de captura. Posteriormente, se mostraran las variables fisicoquimicas
que pueden tener un efecto sobre las propiedades fisicas de los geles, como el pH

del muasculo, contenido de humedad y proteina.

Peso-Talla del Manto de Calamar

En la Figura 11 se muestran los valores de peso y longitud de manto (LM)
obtenidos de los diferentes muestreos. Considerando el peso del manto (kg) se
puede realizar la agrupacion de los calamares capturados en dos grupos. El
primero corresponde a los calamares procedentes de los muestreos de diciembre
y febrero, cuyos pesos oscilaron entre 2 y 3 kg aproximadamente, con una LM que
vario entre los 50-55 cm. El otro grupo corresponde a los calamares de los
muestreos de mayo Y junio, los cuales presentaron un menor peso (p<0.05) (0.5-

0.8 kg) y LM (33-42 cm) con respecto a los organismos de diciembre y febrero.
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Figura 11. Peso y longitud de manto del calamar gigante por muestreo.
Literales diferentes entre muestreos denotan diferencias significativas

(p=0.05). Datos no normales: se muestran las medianas y rango intercuartil.
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Veldzquez-Abunader et al. (2010) reportaron los valores promedio de LM de
calamar gigante obtenidos de 7 muestreos oceanograficos realizados entre 1997 y
2008. Los autores reportan haber encontrado durante los meses de junio de 2002
y junio de 2003, calamares de mayor LM (49-50 cm) que los capturados en el
presente estudio durante los meses de mayo y junio, pero de similar LM (40 y 35
cm) en mayo de 2004 y junio de 2005. Al igual que en el presente estudio, estos
autores encontraron calamares de mayores dimensiones en la temporada de
invierno, con LM de 65, 61 y 65 cm para los meses de Noviembre de 1997,
Febrero de 2003 y octubre de 2008.

Los resultados del presente estudio son también similares a los de Ramirez-
Suarez et al. (2008) quienes encontraron los organismo de mayor tamafio en los
meses de octubre y noviembre de 2005, mientras que a los organismos de menor
tamafo en abril de 2006. Las diferencias en la LM del calamar gigante puede estar
asociado a su ciclo reproductivo (Velazquez-Abunader et al., 2010), pero también

a la zona de captura en el Golfo de California (Hernandez-Herrera et al., 1996).

Hernandez-Herrera et al. (1996), reportaron los valores de LM de primera madurez
gonadica (Luy50 %) del calamar gigante, siendo de 51.6 cm para los machos y 42.2
cm para las hembras. Asi mismo mencionan que las hembras siempre se
encontraron en una proporciéon mayor al 75 % con respecto a la presencia de
machos. Esto indica que probablemente la mayoria de los calamares muestreados
en el presente estudio durante los meses de diciembre y febrero, fueran
organismos maduros, ya que las medianas de LM se encontraron por encima de
los valores de Ly50 % reportados por Hernandez-Herrera et al. (1996) tanto para
machos como para hembras, mientras que los capturados en los meses de mayo
y junio probablemente fueron organismos inmaduros, dado que las medianas de

LM se encontraron por debajo del Ly50 % reportado por los autores.
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Composicidon Quimica del Manto de Calamar

Los dos componentes principales del manto de calamar fueron agua y proteina
cruda los cuales constituyeron el 98.5 % de la composicibn muscular. Los valores
promedios de humedad y proteina cruda de los mantos de calamar de los
diferentes muestreos realizados fue de 82.4+2.7 y 16.1+2.5 % respectivamente.
En menor proporcién, los mantos estuvieron constituidos por 1.2+0.2 % de ceniza,
0.5+£0.3 % de grasa y 1.1+0.04 % de NNP. La composicion proximal del musculo
de calamar encontrada en el presente estudio es similar a la reportada por otros
autores (Ramirez-Suérez et al., 2008; De La Fuente-Betancourt et al., 2009;
Cortés-Ruiz et al., 2008; Campo-Deafio et al., 2010).

Con respecto a la temporada de muestreo, se observé una fuerte variacion del
contenido de humedad del manto de calamar (Figura 12), reduciéndose
constantemente desde 84.9 % en diciembre hasta 78.6 % en junio. En este
sentido, los mantos de los calamares capturados en diciembre y febrero
presentaron un promedio mayor (p<0.05) del contenido de humedad con respecto
a los organismos capturados en mayo Yy junio, e incluso dentro de este mismo
grupo de detectaron diferencias significativas, siendo mayor (p<0.05) el contenido

de humedad en los organismos de mayo con respecto a los junio.

Por otra parte, el contenido de grasa y ceniza del musculo fue mayor (p<0.05) en
el mes de junio con respecto a diciembre y febrero (Figura 12), lo que pudiera
deberse al incremento proporcional de los componentes por el decremento de la

humedad del musculo.

Es importante remarcar que la reduccion del contenido de humedad del musculo
coincide con el incremento del contenido de proteina. La Figura 13 muestra el
analisis de correlacibn entre estos dos parametros, asi como la ecuacién
generada. Segun el coeficiente de determinacién obtenido (r>=0.97), la variacién
del contenido de humedad explica el 97 % de la variacion del contenido de

proteina del musculo. Esta estrecha dependencia podria ofrecer una ventaja

65



—&— Humedad

86 .
—_— Proteina C

- 20 C,S
84 3
—_ ©
=) | -
o~ L 18 O
; >
g 82} N
) 16 g
5 °
® 80 .E
o [0}
= -4 %
2 . 2 ot
o 78 —A— Ceniza )
I —A— Grasa c s O
o] o}
O ©
c
[}
- 1 'E
o
&)

0 I I I 1 I I T 0

Dic Ene Feb Mar Abr May Jun

Mes de muestreo

Figura 12. Composiciéon guimico-proximal del musculo de calamar gigante
por muestreo. Literales diferentes dentro de los puntos unidos por la linea

continua muestran diferencias significativas (p<0.05).
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tecnoldgica ya que fue posible generar una ecuacion (Figura 13) que estime el

contenido de proteina en funcion del contenido de humedad.

Las diferencias en la composicién quimica del calamar pueden estar asociadas a
la alimentacion y ciclo reproductivo de la especie (entre otros factores), ya que
estos dos factores estan relacionados estrechamente a la composicion quimica de
los productos pesqueros (Huss et al.,, 1998). En forma general podemos indicar
qgue los calamares obtenidos en invierno eran organismos adultos probablemente
en etapa de reproduccion y/o desove, mientras los organismos obtenidos en
verano eran organismos inmaduros probablemente en etapa de crecimiento.
Bazzino et al. (2007) exponen que el calamar gigante durante el desove migra
grandes distancias a diferentes zonas del Golfo de California. Esta migracion
puede consumir las reservas proteicas del organismo debido a sus reducidas
reservas de grasa (Figura 12), lo que podria explicar el mayor contenido de
proteina de los organismos capturados en verano. No obstante, es necesario

realizar mas investigacion al respecto.

Curva de Congelaciéon

El monitoreo de la evolucidon de la temperatura registrada tanto en la camara de
congelacion, como en el musculo de calamar gigante se muestran en la Figura 14.
La evolucion de la temperatura contra el tiempo del musculo de calamar durante la
congelacion por conveccion es congruente a las reportadas por Magnussen et al.

(2008) para bloques de pescado y por Kolbe (2005) para bloques de surimi.
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Inicialmente, se dio un decremento en la temperatura del muisculo desde 4 a -2 °C,
que es la temperatura de inicio de congelacion del musculo. En este intervalo se
dio la reduccion de la velocidad de enfriamiento (AT/At) desde -8 a -2 °C/h. En el
punto de congelacion (-2 °C), se mantuvo la temperatura constante por
aproximadamente 20 minutos debido a que todo el calor que se retiré del musculo
era calor latente. A este periodo se le conoce como “parada térmica”. La reduccion
de la temperatura a través de la zona de maxima nucleacion (desde el punto de
congelacion hasta los -5 °C) tom6 165 min. Carvajal et al. (2005) mencionan que
se puede considerar como una “congelacién lenta” cuando el centro térmico del

producto pasa por esta zona de temperatura en mas de 70 min.

A -5 °C, aproximadamente el 80 % del agua se encuentra en forma de hielo. En la
Figura 14 se observa que después de -5 °C, el AT/At se mantuvo relativamente
constante a -1 °C/h hasta alcanzar los -8 °C. En esta zona de temperatura el calor
liberado provoca la formacion de hielo (calor latente) y reduccion de la temperatura
(calor sensible) simultdneamente (Walstra, 2002). A temperaturas menores de los
-8 °C se increment6 el AT/At (-4 °C/h) debido a que la mayor parte del calor
retirado es calor sensible. En el intervalo de -18 a -20 °C se redujo el AT/At
constantemente por la estabilizacién de la temperatura del misculo con respecto a
la del aire de la camara de congelacion. En general, se pueden observar ligeras
fluctuaciones de temperatura de la cAmara de durante el proceso de congelacion
(-22 + 1.7 °C). El proceso de congelacion desde -2 °C a -20 °C tomo 9 horas y 15

minutos.

Variacion en la Composicidon Quimica de los Geles v pH del Misculo

Es bien conocido que el perfil de textura y CRA de geles elaborados a partir de
musculo se ven afectados fuertemente por la composicion quimica y pH (Sun y

Holley, 2011; Totosaus et al., 2002). Por esa razdn, se avaluaron estas variables
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en los geles de calamar elaborados. En la Tabla 4 se muestran los valores de
humedad y proteina de los geles, asi como los valores de pH del musculo por
tratamiento (F, MC1, EC1, MC30 y EC30) de cada muestreo de esta etapa

(diciembre y mayo). Los datos se discutiran en forma separada.

Variacién de la Composicién Quimica con Respecto a la Temporada de
Captura

Los resultados indican que se encontraron diferencias (p<0.05) entre los meses de

diciembre y mayo para las variables de humedad, proteina y pH (Tabla 4).

Como se mencioné en la seccidbn de materiales y métodos, todos los soles
elaborados fueron ajustados a un 80 % de humedad previo a su gelificacion. Los
valores registrados para los geles elaborados con manto de calamar capturado en
el mes de diciembre oscilaron entre 78.2 % a 79.1 % de humedad, mientras que
para el mes de mayo los valores de humedad en los geles oscilaron entre 79.0 %
y 80.2 %. Esta ligera pérdida de humedad se debe a que durante el proceso
térmico los geles de calamar perdieron agua (perdida por coccién), debido a las
modificaciones de las interacciones proteina-agua y proteina-proteina que tienen
lugar durante la gelificacion (Lanier et al., 2005).

Por otro lado se observa (Tabla 4) que el contenido de humedad de los geles
hechos en diciembre fue menor (p<0.05) con respecto a los de mayo para los
tratamientos F, MC1 y EC1. Esto es consistente con el contenido de proteina,
donde se observo que los geles de calamar de la temporada de mayo tuvieron un
mayor (p<0.05) contenido de proteina con respecto a los de diciembre. Asi mismo,
se observaron diferencias marcadas (p<0.05) en el pH del masculo de calamar

capturado entre los muestreos de diciembre y mayo.
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Tabla 4. Contenido de humedad y proteina cruda de geles y valores de pH del musculo de calamar gigante fresco
y almacenado en congelacion por 1y 30 dias a -20 °C por muestreo.

Diciembre (n=8) Mayo (n=5)
Humedad (%) | Proteina (%) pH Humedad (%) | Proteina (%) pH
F 78.9 14.3 6.78 79.6 * 158 * 6.08 *
MC 78.5 14.6 6.71 79.8 * 158 * 6.07 *
Dia 1 EC 78.2 14.8 6.74 80.2 * 155* 6.05 *
MC 79.1 15.9 6.70 79.1 15.9 6.02 *
Dia 30 EC 79.1 16.3 6.71 79.0 16.1 6.01*
Contrastes Ortogonales (valor de p)
C1: Congelacién 0.02 NS NS 0.04 NS NS
C2: Molienda NS NS NS NS NS NS
C3: Tiempo <0.01 <0.001 NS <0.001 <0.01 NS
DEM 0.6 0.7 0.15 0.4 0.2 0.11

Musculo fresco (F), molido congelado (MC) y entero congelado (EC); Contrastes ortogonales: C1 (F vs EC1), C2 (MC1,
MC30 vs EC1, EC30) y C3 (EC1, MC1 vs EC30, MC30). DEM: Desviacion estandar de la media. NS: No significativo
(p>0.05). El asterisco (*) denota diferencias (p<0.05) con respecto al mes de diciembre dentro de una misma variable y

tratamiento.
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El mayor contenido de proteina presente en los geles realizados con manto del
muestreo de mayo con respecto al de diciembre esta probablemente influenciado
por la composicion de la materia prima (Figura 12). Los mantos de calamar
obtenidos en mayo tenian menos humedad (81.0 %) que los obtenidos en
diciembre (84.9 %), de manera que fue necesario adicionar a la formulacion de los
geles de estos ultimos, alrededor de un 3.6 % de azUcar para ajustar el contenido
de humedad al 80 %, mientras que para los geles de calamar obtenidos en mayo,
no se ajustd el contenido de humedad con azucar, sino con agua, ya que el
contenido de humedad fue menor al 80 %. Por lo que la adicion de azlcar provoco
la disminucién proporcional del contenido de proteina presente en los geles de

calamar obtenidos en diciembre.

Por otro lado, los valores de pH encontrados en el musculo de calamar obtenido
en mayo oscilaron en el rango de 6.0-6.1. Estos valores son similares a los
reportados por Ramirez-Suarez et al. (2008) y Marquez-Rios et al. (2007) quiénes
reportaron valores de pH en un rango de 6.0-6.2 en manto de calamar gigante
almacenado en hielo por un periodo de méas de 3 dias.

Por otro lado, los valores de pH del musculo de calamar obtenido en diciembre,
fue aproximadamente 0.7 unidades mayor con respecto al calamar capturado en
mayo (Tabla 4). Dublan-Garcia (2005) reporta valores de pH de alrededor de 6.7
al inicio del almacenamiento del musculo de calamar gigante, aunque en este
estudio no se establece la fecha ni zona de captura. Por otro lado, Atayeter y
Ercoskun (2011) reportan valores de pH entre 6.6 y 6.9 en musculo de calamar

Loligo vulgaris.

La marcada variacion de pH con respecto a la temporada de muestreo detectada
en el presente estudio, parece ser inusual en el musculo de calamar, por lo que se
hace necesario realizar estudios en los que se monitoree el pH presente en el
manto de calamar gigante y se correlacione con factores que pudieran influir en su
variabilidad, como la formacién de metabolitos, tamafio del organismo, estado de

madurez, composicion, fecha de captura, etc.
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Variacién en la Composicion Quimica Debido a la Congelacién.

Como se menciond anteriormente, el manto de calamar obtenido de los diferentes
muestreos fue manejado fresco (F) y bajo 2 condiciones de almacenamiento,
molido congelado (MC) y entero congelado (EC). En la Tabla 4, se muestra la

composicién quimica de los geles hechos a partir de musculo fresco y congelado.

Se observa que los geles presentaron diferencias (p<0.05) en el contenido de
humedad (contraste C1 y contraste C3) y proteina (contraste C3) para ambas
temporadas. En este sentido, el contenido de proteina de los geles elaborados a
partir de musculo de calamar congelado durante 30 dias (MC30 y EC30) fue
mayor (p<0.05) con respecto a los congelados durante 1 dia (MC1 y EC1). El
mismo efecto se observé en ambas temporadas. Este efecto se puede deber a la
pérdida de humedad por goteo de la materia prima previo a la elaboracion de los
geles, de manera que al hacer el ajuste de humedad de los soles al 80 % fue
necesario adicionar menos azucar con respecto a los otros tratamientos (F, MC1 y

EC1), lo que se vio reflejado en un mayor contenido de proteina de los geles.

Por otro lado, no se observaron (p>0.05) variaciones de pH por efecto de la
congelacion, estado de la materia prima o tiempo de almacenamiento,
probablemente debido al corto periodo de almacenamiento en congelacion.
Atayeter y Ercoskun (2011) reportan un incremento constante de los valores de pH
en musculo de calamar Loligo vulgaris durante su almacenamiento en congelaciéon
por 12 meses a diferentes temperaturas de almacenamiento (-20 °C, -40 °C y -80
°C), observandose que el incremento es mas acelerado a temperaturas mas altas
(-20 °C).

Durante el almacenamiento en refrigeracion del musculo de calamar, sucede un
decremento inicial del pH debido a reacciones bioquimicas promovidas por
enzimas endogenas durante el rigor mortis (Marquez-Rios et al., 2007) y un
posterior incremento debido a reacciones promovidas por microorganismos
(formacion de aminas y degradacion de trimetilamina) (Dublan-Garcia et al., 2006).

Sin embargo, durante la congelacion del producto, estas reacciones ocurren a
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velocidades muy bajas de modo que los cambios post-mortem que suceden en
dias durante la utilizacion de temperaturas de refrigeracion, pueden llevar meses

durante el almacenamiento en congelacion.

Efecto de la Congelacién Sobre la Capacidad Gelificante

En esta seccion, se muestran los resultados de los muestreos de diciembre y
mayo separadamente. Esto se realizé debido a la gran variabilidad encontrada en
la materia prima, lo que influydé en la funcionalidad de la misma e incremento

consecuentemente los coeficientes de variacidon entre tratamientos.

Como se menciond previamente, se encontraron diferencias (p<0.05) en el
contenido de humedad y proteina de los geles por efecto de la congelacién y
almacenamiento (contrastes C1 y contrastes C3) en ambos muestreos. Sin
embargo, sélo el contenido de proteina fue considerado como covariable para el
analisis de varianza de los datos obtenidos del Analisis de Perfil de Textura (APT),
Prueba de Doblado (PD) y Capacidad de Retencion de Agua (CRA) debido a que
solo el contenido de proteina presentd una correlacion significativa (p<0.05).

Los parametros del APT, PD y CRA de los geles elaborados en diciembre y mayo
se muestran en la Figura 15 y en la Tabla 5. En ambos casos, sin importar la
temporada en la que fue capturado el calamar, no se encontraron diferencias
(p>0.05) en ninguno de los tres contrastes realizados. Este resultado fue el mismo

para todas las variables evaluadas.

Los valores de dureza, elasticidad y cohesividad oscilaron entre los 850-900 gf/g,
46.5-50.0 % y 27.5-30.0 % para el mes de diciembre, respectivamente; y entre
700-800 gf/g, 39.5-45.0 % y 28.0-30.0 % para el mes de mayo, respectivamente

(Figura 15). En base a estos resultados, se puede observar que los geles de
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Figura 15. Andlisis de perfil de textura (APT) de los geles de musculo de
calamar gigante fresco y almacenado en congelacion por 1y 30 dias a -20 °C.
a) Muestreo de diciembre (n=8); b) Muestreo de mayo (n=6). No se
encontraron diferencias significativas (p>0.05). Musculo fresco (F), molido
congelado (MC) y entero congelado (EC). 1y 30: dias de almacenamiento.
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Tabla 5. Prueba de doblado (PD) y capacidad de retencion de agua (CRA) de los geles de musculo de calamar

gigante fresco y almacenado en congelacion por 1y 30 dias a -20 °C

Diciembre (n=8) Mayo (n=6)
PD CRA-1 CRA-2 PD CRA-1 CRA-2
(1-5) (%) (9hz0 / Jproteina) (1-5) (%) (9h:0 / Gproteina)
F | 3.6(AB) 92.0 4.9 2.9 (B-C)* 96.2 * 4.8
MC | 3.4 (A-B) 92.1 4.8 25(B-C)* 94.4 4.8
Dia 1 EC | 3.8 (AB) 91.9 48 26 ([B-C)* 95.4 * 48
MC | 3.4 (A-B) 90.1 4.8 2.4 (B-C)* 94.0 4.7
Dia 30 EC | 3.6 (AB) 91.0 4.8 2.5 (BC) * 94.0 4.7
DEM 0.4 1.6 0.1 0.6 1.9 0.1

Musculo fresco (F), molido congelado (MC) y entero congelado (EC); DEM: Desviacion estandar de la media. No se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05). El asterisco (*) denota diferencias (p<0.05) con
respecto al mes de diciembre dentro de una misma variable y tratamiento. Entre paréntesis: Calificacion nominal de la

prueba de doblado.
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calamar capturado en diciembre tuvieron mejor calidad con respecto a los de
mayo, ésto en términos de dureza y elasticidad (p<0.05). Estos resultados son
similares a los reportados por Ramirez-Suéarez et al., (2008), quienes reportaron
valores similares de dureza (600-900 gf/g) y cohesividad (22.5-30.4 %), aunque
mayores de elasticidad (60-84 %) en musculo de calamar gigante almacenado en

hielo.

Estos resultados demuestran que las caracteristicas de calidad de los geles
elaborados a partir de calamar congelado son similares a los elaborados a partir
de calamar fresco, independientemente del estado de la materia prima o el tiempo
de almacenamiento (p>0.05) (Figura 15). Gomez-Guillén et al. (2003) reportaron
un incremento de la capacidad gelificante del musculo de calamar Loligo vulgaris
almacenado a -20 °C, en términos del modulo de elasticidad (G') y mdédulo de
viscosidad (G"). Sin embargo, son escasos los estudios que evalten el efecto de
la congelacién sobre la capacidad gelificante del calamar o de moluscos, ya que la
mayoria de los estudios estdn enfocados a la evaluacion de propiedades
funcionales como la solubilidad, viscosidad y capacidad emulsificante (Tabla 2).

Asi pues, los resultados obtenidos de la capacidad gelificante del musculo
congelado difieren a lo reportado en otros estudios, donde se ha demostrado que
la congelacion tiene un efecto negativo sobre la capacidad gelificante del masculo
de pescado. Benjakul et al. (2005) reportaron que la fuerza de ruptura (dureza) y
deformacion (elasticidad) de geles de musculo congelado de cuatro especies
diferentes de pescado, sufrieron un decremento de hasta un 43.8 y 71.8 %
respectivamente, comparado con el musculo fresco, especialmente al inicio de la
congelacion. Estos autores atribuyen que las diferencias en la reduccion de
capacidad de formar geles del musculo congelado de las diferentes especies, se
deben a diferencias en la estabilidad de las proteinas durante la congelacion y al

almacenamiento en congelacion.

El dafio por congelacién se atribuye a la formacion de agregados. Esto ocurre
debido a que durante la congelacion las proteinas se desnaturalizan provocando la

exposicién grupos hidrofébicos, grupos sulfhidrilos y otros grupos reactivos que
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pueden interaccionar entre cadenas laterales de proteina para formar agregados
(Park, 1994). Estos agregados son dificiles de disociar durante el proceso de
extraccion de las proteinas durante la elaboracion del sol, y de esta manera no es
posible formar una dispersion proteica homogénea, que es un pre-requisito para la
formacion de una red tridimensional ordenada durante el tratamiento térmico, lo
gue conlleva a la reduccion de la funcionalidad (Lanier et al., 2005). Ademas, la
formacién de estos agregados reduce la disponibilidad de los grupos reactivos que
son importantes para la formacion de geles fuertes y cohesivos (Benjakul et al.,
2005).

Ganesh et al. (2006) reportaron una reduccioén de aproximadamente 20 y 40 % de
la fuerza de geles de carpa en los primeros 30 y 60 dias de almacenamiento a -18
°C, respectivamente. En el presente estudio, los valores de dureza de los geles de
musculo de calamar hechos después de 1 dia y 30 dias en congelacion fueron
similares (p>0.05) (Figura 15), lo que parece indicar que la disponibilidad, cantidad
de interacciones y/o tamafio de los agregados de las cadenas proteicas formados
durante la gelificacion no varia por la congelacion. Sin embargo, se requiere mas

investigacion para demostrar esto.

Los valores de cohesividad, elasticidad y PD, no mostraron diferencias (p>0.05)
debido a la congelacion, tiempo de almacenamiento y molienda de la materia
prima (Tabla 5 y Figura 15). La cohesividad, elasticidad y PD, son pruebas que
dan informacion acerca de la calidad de las interacciones proteina-proteina de los
geles; proteinas que tienen la capacidad de formar interacciones intermoleculares
fuertes y matrices ordenadas durante la gelificacion, son capaces de formar geles

mas elasticos y cohesivos (Sun y Holley, 2011; Totosaus et al., 2002).

MacDonald et al. (1990) reportaron diferencias en la reduccion de la cohesividad
de geles de merluza (Macruronus novaezelandiae) dependiendo si la materia
prima fue congelada (-20 °C) entera, molida o molida-estabilizada (con 12 % de
sacarosa). La reduccién aproximada de la cohesividad de los geles después de la
congelacion durante 1y 3 meses fue de un 7 y 14 % para el musculo entero, 28 y

64 % para el musculo molido y de sélo 1.8 y 3.5 % para el musculo molido-
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estabilizado, respectivamente. Estos autores mencionan que las diferencias en la
pérdida de cohesividad de los geles de merluza se debieron a diferencias en la
produccion de formaldehido (FA) durante el almacenamiento. La cantidad de FA
fue mas elevada en el musculo molido y congelado sin estabilizantes,
correlacionandose con la mayor pérdida de cohesividad. Esto lo atribuyen a que la
molienda provoca la ruptura de los organelos celulares donde se encuentra la
enzima OTMA demetilasa, que es la responsable de catalizar la formacién de FA
durante la congelacion. En este sentido, la adicidbn de sacarosa permitié que la
cohesividad se mantuviera por la inhibicion de la enzima OTMA demetilasa, lo cual
se ha reportado en otros estudios (Leelapongwattana et al., 2008; Herrera et al.,
1999).

En el presente estudio no se encontraron diferencias (p>0.05) en la cohesividad
entre los geles hechos de musculo MC y EC. Estos resultados parecen indicar que
el musculo de calamar no requiere de estabilizantes para su congelacion, ya que
per se mantiene la cohesividad de los geles. Esto podria deberse a dos razones:
1) que la enzima OTMA demetilasa tiene poca actividad a la temperatura de
almacenamiento de este estudio 6 2) que el musculo de calamar posee

compuestos que inhiben la actividad de dicha enzima.

Castellanos y Hernandez (2005) reportaron que no hay incrementos en la
formacion de formaldehido en calamar después de 8 meses de almacenamiento a
-20 °C (<5mg de FA / g de musculo), mientras que el almacenamiento a -10 °C,
provoca un incremento dramatico después del segundo mes (desde 2 hasta casi

40 mg de FA / g de musculo).

A pesar de lo anterior, la hip6tesis de una baja actividad de la enzima OTMA
demetilasa o de su inhibicién involucra sé6lo un factor que afecta la funcionalidad
de las proteinas durante la congelacion, por lo que en estudios futuros es

necesario considerar otros factores importantes.

La CRA esta directamente relacionada con el tipo y carga de las proteinas de la

matriz en el gel formado (Puppo et al., 1995). Geles con estructuras ordenadas
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poseen una CRA alta, mientras que geles con una estructura agregada,
desordenada y abierta, carecen de capacidad de retencion de agua (Avanza et al.,
2005). Gomez-Guilléen et al. (1997) encontraron diferencias en la estructura de
geles de sardina debido a la congelacion y almacenamiento en congelacion, cuyo
efecto se incrementd cuando se utilizaron velocidades de congelacion lenta y
temperaturas de almacenamiento altas. Estas condiciones provocaron que las
proteinas formaran una matriz estructuralmente agregada, con espacios abiertos y

con una menor CRA con respecto al musculo fresco.

En el presente estudio, los valores de CRA (Tabla 5) no mostraron diferencias
(p>0,05) debido a la congelacion, molienda y tiempo de almacenamiento,
obteniéndose valores de CRA que oscilaron entre 90-92 % y 94-96 % de agua
retenida en relacién con el agua total (CRA-1) para los muestreos de diciembre y
mayo, respectivamente; y entre 4.7-4.9 gramos de agua retenida por gramo de
proteina (CRA-2) para ambos muestreos. Esto podria deberse a que la naturaleza
estructural de los geles formados de calamar no se vio afectada por la congelacion
del muasculo bajo las condiciones probadas y que las proteinas probablemente no
sufren una agregacion severa que afecte la CRA a pesar de las condiciones
drasticas de almacenamientos, las cuales incluyen una congelacion lenta (proceso
de mas de 9 horas), una temperatura de almacenamiento relativamente alta (-20

°C) y el almacenamiento del masculo molido.
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Efecto de la Congelacién y Temporada de Captura

En general se observd que la capacidad gelificante del musculo de calamar
obtenido en diciembre fue superior al de mayo en términos de dureza, elasticidad
y PD (Figura 15 y Tabla 5), a pesar de que los geles hechos en mayo presentaron
alrededor de un 2 % mas proteina para el musculo F, MC1 y EC1 (Tabla 4). Lo

anterior se discute a continuacion.

Si  expresamos la dureza de gel obtenida por gramo de proteina
(Dureza (kgf/g)/Proteina (%) X 100), encontramos que los geles de calamar
elaborados en el mes de diciembre fueron mas duros (p<0.05) con respecto a los
de mayo, con valores de 5.5y 4.8 kgf / Qproteina, respectivamente; es decir, los
geles de calamar de diciembre mostraron 15 % mas dureza de gel por unidad de
proteina con respecto a mayo. Asi mismo, los geles elaborados en diciembre
mostraron ser 18 % mas elasticos (p<0.05). A través de la prueba de doblado
(Tabla 5), se evidencié la superioridad funcional de los geles de calamar de
diciembre, con valores cerca de 1 unidad mayor (de A-B a B-C) con respecto a los

geles obtenidos en mayo (p<0.05).

A diferencia del calamar del mes de diciembre, en mayo se observé una tendencia
no significativa (p>0.05) hacia la reduccion de las variables de elasticidad y PD
(Figura 15 y Tabla 5) en el masculo congelado (MC1, EC1, MC30 y EC30). Esta
caracteristica podria estar relacionada con el hecho de que el musculo de calamar
presentd 3 diferencias importantes entre el muestreo de diciembre y mayo: 1) el
tamafo de los organismos (siendo grandes en diciembre y pequefios en mayo),
presentandose probablemente diferencias en el estado de madurez; 2) el pH del
musculo (6.7 / 6.0); y la calidad inicial de la materia prima (calidad gelificante

superior en diciembre).

Cabe enfatizar que el efecto de la congelacién sobre la capacidad gelificante del
musculo capturado en el mes de mayo es solo tendencioso mas no significativo

(p>0.05) (Figura 15 y Tabla 5), Sin embargo, los factores antes mencionados
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(tamafio, pH y calidad proteica) podrian considerarse para estudios posteriores
donde se apliguen condiciones de congelacion mas severas y tiempos de

almacenamiento més prolongados.

Efecto de la Congelacién Sobre la Desnaturalizacion y Agregacion de las

Proteinas Musculares

La agregacion de las proteinas antes de su procesamiento térmico reduce la
subsecuente habilidad de éstas para formar un gel de buena calidad (Carvajal et
al., 2005). La agregacion prematura de las proteinas musculares puede ocurrir
normalmente durante la captura, manejo y procesamiento, pero especialmente

durante la congelacion y almacenamiento en congelacion (Park, 1994).

En el presente estudio, la evaluacién de las proteinas mediante las técnicas de
calorimetria diferencial de barrido (CDB) e hidrofobicidad de superficie (SOANS),
se utilizaron como herramientas para monitorear los cambios de
desnaturalizacion-agregacion de las proteinas del masculo de calamar. Esto, con
la finalidad de observar como los cambios a nivel estructural afectan a la

capacidad gelificante de las proteinas del musculo.

Para esta etapa fueron utilizados los organismos de los muestreos realizados en
los meses de febrero y junio. Sin embargo, s6lo se muestran los resultados del
muestreo del mes de junio debido a que los organismos del mes de febrero se

utilizaron para realizar sélo estudios preliminares.
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Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

La desnaturalizacion inducida por calor involucra una transicion cooperativa o no-
cooperativa de la proteina desde su estado replegado a su estado no-replegado.
Esto se relaciona con la desorganizacion de la estructura tridimensional de la
molécula nativa. El desdoblamiento cambia las interacciones de la proteina con el
medio acuoso e induce agregacién de las moléculas de proteina desplegadas. Los
efectos térmicos de la desnaturalizacién y agregacion de las proteinas son
usualmente pequefios y de signo opuesto, esto es, de absorcion (endotérmico) y

liberacion (exotérmico) de calor (Grinberg et al., 2009).

La CDB es una herramienta que ha sido ampliamente utilizada para monitorear los
cambios de desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares por efecto de la
congelacion y almacenamiento en congelacion (Matos et al., 2011; Kovacevi¢ y
Mastanjevi¢, 2011; Hurling, y McArthur, 1996; Paredi et al., 1996; Davis et al.,
1994; Howell et al., 1991; Hastings et al., 1985).

Los termogramas obtenidos mediante CDB del musculo de calamar gigante fresco
se muestran en la Figura 16. Como se puede observar, las proteinas del musculo
de calamar presentan 4 picos de transicion endotérmicos, con valores de Tmax
promedio de 47.6+0.5 °C (Pico I), 61.3+0.5 °C (Pico II), 68.9+0.5 (Pico Ill) y
78.3+0.4 °C (Pico 1IV). Resultados similares a los del presente estudio fueron
reportados por Paredi et al. (1996) quienes obtuvieron 4 picos de transicion
endotérmicos con valores de Tnax de 45.9, 56.8, 67.2 y 79.2 °C a partir de musculo
fresco de calamar lllex argentinus. Estos autores demostraron que los picos de
transicion endotérmicos se debe a la desnaturalizacién de la actomiosina (Pico |y
IV), tejido conectivo (Pico Il) y proteinas sarcoplasmicas (Pico I, Ill y IV). En el
presente estudio se encontré que la Thax de los picos de transicion son mayores
en el musculo de Dosidicus gigas con respecto al de lllex argentinus (a excepcion
del pico IV), lo cual puede deberse a la temperatura del habitat (Howell et al.,
1991), ya que el calamar gigante habita en aguas tropicales mientras el calamar

lllex argentinus en aguas frias.
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Figura 16. Picos de transicion térmica promedio del musculo de calamar gigante fresco obtenidos mediante
calorimetria diferencial de barrido. Velocidad de calentamiento: 5 °C/min.
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Hastings et al. (1985) reportaron termogramas de musculo de calamar Loligo
forbesi, langostino tigre, bacalao y arenque, con patrones similares a los obtenidos
en este estudio. Estos autores demostraron mediante la separacion de las
proteinas de bacalao que la transicion térmica de la miosina y actina corresponden
a los picos observados aproximadamente a los 47 y 79 °C respectivamente.
Davies et al. (1994) atribuyen la aparicion de la primera transicion térmica a la
miosina y la aparicion de la transicion cerca de los 80 °C a la actina,
independientemente de la especies. No obstante, se requiere hacer estudios
especificos en proteinas aisladas del musculo de calamar gigante para asociar
objetivamente la procedencia de los picos de transicion térmica con los diferentes

tipos de proteinas del masculo.

De acuerdo a lo anterior, es muy probable que los picos | y IV obtenidos en los
termogramas del presente estudio correspondan a los picos de transicion térmica
de la miosina y actina, respectivamente; por lo que para este estudio asumiremos
que los 4 picos de transicion térmica encontrados en el perfil calorimétrico del

musculo de calamar se deben a:

Pico I Principalmente miosina
Pico Il: Tejido conectivo

Pico Il Proteinas sarcoplasmicas
Pico IV: Principalmente actina

En la Figura 17 y Tabla 6 se muestran los valores de la temperatura (Tmax) Y
entalpia de transicion (AH) de las proteinas del musculo de calamar gigante
medidas por CDB. El valor promedio de la Tmnax de la miosina (47.6 °C) del
musculo de calamar fue inferior con respecto a la miosina de mamiferos de sangre
caliente, como el conejo (60 °C) y res (59 °C), asi como también de algunos peces
de aguas tropicales, como el bagre (Clarius gariepinus) (55 °C), perca (Lates
niloticus) (56 °C), carpa (Lutianus sebae) (54 °C) y besugo (Gymnocranius
rivulatus) (52 °C). En contraparte, estos valores fueron mayores a la de peces de
aguas frias como el arenque (Clupea harengus) (43 °C), trucha (Salmo gairderi)
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Figura 17. Picos de transicion térmica del musculo de calamar gigante fresco y congelado mediante calorimetria
diferencial de barrido. Velocidad de calentamiento: 5 °C/min. La linea discontinua (musculo fresco) y los

triangulos (musculo congelado) representan la Ty de las transiciones térmicas.
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Tabla 6. Temperatura (Tmax) Y entalpia (AH) de desnaturalizaciéon térmica e hidrofobicidad de superficie (SOANS)

del masculo de calamar gigante fresco y almacenado en congelacion por 1y 30 dias a -20 °C

Pico | Pico I Pico Il Pico IV
Tmax AH Tmax Tmax Tmax AH AHotal So(ANS)
F 47.4 0.38 61.0 68.2 78.0 0.26 0.70 0.120
MC 47.5 0.42 61.4 69.0 78.3 0.30 0.76 0.133
Dia 1 EC 47.7 0.45 61.2 68.7 78.2 0.34 0.83 0.141
MC 47.6 0.37 61.7 69.5 78.6 0.31 0.71 0.154
Dia 30 EC a7.7 0.40 61.3 69.2 78.6 0.33 0.76 0.167
Contrastes Ortogonales (valor de p)
C1: Congelacion NS <0.001 NS NS NS <0.001 <0.001 <0.001
C2: Molienda NS 0.05 NS NS NS 0.01 <0.01 0.04
C3: Tiempo NS <0.001 NS 0.02 0.03 NS <0.01 <0.001
DEM 0.34 0.03 0.40 0.48 0.35 0.03 0.05 0.011

Musculo fresco (F), molido congelado (MC) y entero congelado (EC); Contrastes ortogonales: C1 (F vs EC1), C2 (MC1,
MC30 vs EC1, EC30) y C3 (EC1, MC1 vs EC30, MC30). DEM: Desviacion estandar de la media. AHotai=AHpico 1+AHpico

1+ AHpico m+AHpico iv. 0=0.05. n=6. La Tmax Se expresa en °C y el AH en J/g de muestra. La SOANS es adimensional.
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(46 °C) y bacalao (Gardos morhua) (42 °C) (Howell et al., 1991). Las diferencias
de la Trmax de la miosina del calamar con respecto a otras especies se deben a que
existe una correlacion positiva entre la Tmax Y la temperatura del habitat (Howell et
al., 1991; Davies et al., 1994).

Ramirez-Olivas et al. (2004) reportaron valores superiores de la Tnax de la miosina
(49.8-50.8 °C) y actina (78.6-81.0), aunque valores similares para las proteinas
sarcoplasmicas (68.6) del musculo de calamar Dosidicus gigas almacenado en
hielo. Sin embargo, no reportan el pico de transicion térmica correspondiente al
tejido conectivo. Los valores superiores de la Tnax reportados por estos autores
comparados con los del presente estudio, pueden deberse a diferencias entre
organismos debido a la temporada y/o zona de captura (Carvajal et al., 2005), ya
gue los calamares obtenidos por Ramirez-Olivas et al. (2004) fueron capturados
en el mes de marzo en la zona de Bahia de Kino, mientras que los calamares
obtenidos para el presente estudio se capturaron en junio cerca de la isla Angel de

la Guarda, Baja California.

En la Figura 17 se muestran los termogramas obtenidos del musculo de calamar
(F, MC1, EC1, MC30 y EC30). En general, se puede observar que los
termogramas de los distintos tratamientos, presentan un patrén similar entre si, sin
observarse cambios aparentes en la naturaleza de las transiciones térmicas. Sin
embargo, mediante el analisis de los termogramas se observo que existe una
tendencia hacia incrementarse los valores de Tnax debido a la congelacion y
tiempo de almacenamiento (Tabla 6), aunque estos incrementos no fueron
significativos (p>0.05) en la Tnax de la miosina (pico 1) y tejido conectivo (Pico Il)
debido a la congelacién, molienda y tiempo de almacenamiento (contrastes C1, C2
y C3 respectivamente). Por otro lado, las proteinas sarcoplasmicas (pico Ill) y
actina (pico 1V) experimentaron un incremento (p<0.05) en la Tmax debido al tiempo
de almacenamiento en congelacion (contraste C3), pero no hubo efecto debido a

la congelacién o molienda (contrastes C1y C2).

Los valores de entalpia (AH) de la miosina, actina y AHta S muestran en la Tabla

6. Los valores de AH del pico Il y Ill no se reportan debido a que presentaron una
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alta variabilidad (CV > 15 %). Los contrastes C1 y C2 fueron significativos (p<0.05)
para las variables de AH de la miosina, actina y AHa del musculo, siendo los
valores del musculo entero congelado al dia 1 (EC1) mayores (p<0.05) con
respecto al musculo fresco (contraste C1) y los valores del musculo EC mayores
con respecto a los del musculo MC (contraste C2). Los valores de AH de la
miosina y AHiy del dia 30 en congelacion (contraste C3), muestran un
decremento (p<0.05) con respecto al dia 1, mientras los valores de AH de la actina
no presentaron cambios (p>0.05). Esto indica que existe un incremento del AH
(miosina, actina y AHiy,) debido a la congelacion-descongelacion 'y un
decremento del mismo debido al efecto de la molienda y tiempo de

almacenamiento.

Existen pocos estudios donde se reporte la estabilidad de la miosina (en términos
de Tmax) del musculo de calamar o moluscos durante la congelaciéon. Paredi et al.
(1996) no encontraron cambios de la Tnax, AH de la miosina y AHoa de calamar
lllex argentinus almacenado durante 9 meses en congelacion a -30 °C. Estos
resultados son congruentes con los del presente estudio, lo que pareceria indicar
gue la miosina de calamar es estable durante el almacenamiento en congelacion,
a diferencia de la miosina de pescado. Matos et al. (2011) reportaron que la Tmax
de la miosina de musculo de pez dorado no se vio afectada debido a la
congelacion a -20 °C por 40 dias, pero si después de 2 ciclos de congelacién-
descongelacion.

Generalmente se reporta que la congelacién tiene un efecto negativo en la
estabilidad térmica de las proteinas de pescado, principalmente de la miosina.
Davies et al. (1994) reportaron un decremento promedio de 5.2 °C en la Tnax de la
miosina de musculo de bacalao, arenque, perca, pargo, mero, pez conejo y bonito
almacenados a -20 °C durante 52-54 semanas. En este mismo estudio, el bacalao
y arenque presentaron un decremento de la Tyax de manera gradual durante el
almacenamiento en congelacion por 30 semanas. Estos autores mencionan que
los peces de aguas frias son aparentemente mas susceptibles a la congelacion

(mayor reduccion de la Thax) CoOn respecto a los de aguas tropicales.
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Srinivasan et al. (1997) reportaron un decremento de la Tmax de langostinos
(Macrobrachium rosenbergii) principalmente por efecto de la congelacion-
descongelacion; mientras que Kovacevi¢ y Mastanjevic (2011) reportaron un
decremento gradual de la Tnhax de la miosina durante el almacenamiento en
congelacion de surimi de musculo de res (m. psoas major), el cual es retardado
por efecto de crioprotectores. La reduccién de los valores de Tnax de la miosina
esta asociado principalmente a la desestabilizacion de las interacciones
intramoleculares de la proteina, dado que desnaturaliza a una temperatura mas
baja (Kovacevi¢ y Mastanjevi¢, 2011; Howell et al., 1991; Hastings et al., 1985).
Establecido que la reduccion de la Tnax indica la desestabilizacién térmica de la
miosina, los resultados obtenidos en el presente estudio revelan que la miosina del
musculo de calamar es estable bajo las condiciones del estudio, a diferencia de la

mayoria de las especies de pescado.

La medicion de la entalpia de desnaturalizacién (AH) es una forma indirecta de
estimar la cantidad de proteina nativa (Kovacevi¢ y Mastanjevi¢, 2011). Sin
embargo, los valores de AH pueden variar dependiendo de varios factores como la
presencia y concentracion de azlcares (Medina-Vivanco et al., 2004),
almacenamiento, sexo, estado de madurez (Paredi et al., 1996), pH y fuerza iénica
(Howell et al., 1994), entre otros.

El incremento en la AH de la miosina observado (Tabla 6) en el mudsculo de
calamar congelado por 1 dia (contraste C1l) puede deberse a la formacion de
interacciones intermoleculares durante la congelacion. Davis et al. (1994)
reportaron un incremento en la AH de la miosina de bacalao después de 10
semanas de almacenamiento en congelacién y hasta el final del almacenamiento
(54 semanas). Los autores sugieren hipotéticamente que este incremento se debid
a la formacion de enlaces cruzados, principalmente via puentes de hidrégeno. Asi
mismo, Thawornchinsombut y Park, (2006) reportan incrementos del AH de surimi

de merluza del pacifico sometido a condiciones severas de congelacion.

En este sentido, el musculo de calamar muestra los valores mas altos (p<0.05) de

AH de la miosina, actina y AH €n el masculo congelado entero por 1 dia (EC1),
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lo que indica que el proceso de congelacion-descongelacion provoca un rearreglo
molecular que favorecio la formacion de interacciones inter y/o intramoleculares
que incrementaron la resistencia de las proteinas musculares a desnaturalizarse
durante su calentamiento. Estos resultados son diferentes a los reportados en
otros estudios y requiere de investigacion para evaluar la naturaleza de las

interacciones formadas durante la congelacion.

Después de 30 dias de almacenamiento en congelacion, el valor promedio de la
AH de la miosina y AHiy sufrieron una reduccion (p<0.05) relativa de 11.5% vy 7.5
% con respecto al dia 1 (contraste C3), respectivamente. A pesar que esta
reduccion es relativamente pequefia, indica que probablemente se redujo la
cantidad de miosina en su estructura nativa (desnaturalizandose) durante el
almacenamiento en congelacion por 30 dias. Por otro lado, la reduccién del valor
de AH de la miosina, actina y AH.a €ncontrado en el musculo MC con respecto al
EC (Tabla 6), indica que el proceso de molienda aplicado al musculo provoca una
parcial desnaturalizacion de las proteinas durante la congelacion, aunque la

diferencia relativa es sélo del 7.6, 9.8 y 8.2 %, respectivamente.

Por otro lado, se observé un incremento (p<0.05) de la Tmax de la actina debido al
almacenamiento en congelacién (contraste C3). En general, es aceptado que la
actina del masculo de pescado es mas estable durante la congelacién que la
miosina. El incremento de la Tmnax de la actina encontrado en este estudio es
consistente a lo reportado por diversos autores. Howell et al. (1991) reportaron
aparentes incrementos en la Tmax de la actina de bacalao, arenque y trucha,
mientras Hurling et al. (1996) no encontraron cambios en la transicion de la actina
de bacalao debido a la congelacién, recongelacion y diferentes condiciones de
descongelacién. Por otro lado, Matos et al. (2011) reportaron un incremento en la
Tmax de la actina después someter al musculo de pez dorado a un doble ciclo de
congelacion-descongelaciéon a -20 °C. Estos autores mencionan que el incremento
en la Thax de la actina puede deberse a la agregacién de los filamentos de actina o

a un efecto de deshidratacion.
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Al igual que el AH de la miosina, el AH de la actina sufrié un incremento debido al
efecto de la congelacion-descongelacion del masculo, pero a diferencia del AH de
la miosina, la actina no sufrié6 un decremento del AH por efecto del tiempo de
congelacion. Hipotéticamente, podriamos pensar que la actina sufre un rearreglo
molecular, con la subsecuente formacion de interacciones intermoleculares y/o
agregados debido a la congelacién-descongelacion, pero no sufre
desnaturalizacion subsecuente debido al tiempo de almacenamiento. Estos
resultados sugieren que la actina posee una mayor estabilidad durante el
almacenamiento que la miosina, lo que podria ser una respuesta de las diferencias
en el tipo de interacciones que estabilizan a estas proteinas durante la

congelacion.

Por ultimo, el efecto de la congelacidon-descongelacion y la molienda sobre el
AHoa tuvo un comportamiento similar al de la miosina y actina. Lo anterior
probablemente se deba a que las transiciones de la miosina y actina son las que
tienen mayor contribucién en la energia de transicién de las proteinas del musculo
(AHiota)). Asi mismo, debido a que el AH de la actina no sufri6 cambios por el
tiempo de almacenamiento, el decremento del AHiy fue principalmente

influenciado por la reduccién del AH de la miosina.

Los resultados obtenidos mediante CDB demostraron que las proteinas del
calamar gigante (Dosidicus gigas) son estables térmicamente durante la
congelacion y almacenamiento en congelaciéon. Lo anterior, debido a que durante
la congelacion bajo las distintas condiciones aplicadas, las proteinas no se
desestabilizaron térmicamente (no se redujeron las Tmax) hi ocurre una fuerte
desnaturalizacion de la actina y miosina debido a la molienda y almacenamiento
en congelacion. Sin embargo, se observo un efecto de agregacion durante el

proceso de congelacion-descongelacion.
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Hidrofobicidad de Superficie

La medicion de la hidrofobicidad de superficie (SOANS) de las proteinas a través
del acido 8-anilino-1-naftaleno sulfénico (ANS), es un método usualmente utilizado
para la evaluacion del proceso plegamiento/desplegamiento de las proteinas
(Schonbrunn et al., 2000).

La miosina nativa tiene concentrados grupos hidrofébicos en el corazon de la
hélice y en la regién globular de la molécula o cabeza, mientras la superficie hay
una menor proporcion de estos (Carvajal et al., 2005). Durante la congelacion, la
reduccion de la temperatura desestabiliza las interacciones hidrofobicas de las
proteinas provocando que estas tiendan a desdoblarse (desnaturalizarse) y a

exponer estos grupos hidrofobicos (Park, 1994).

En la Tabla 6 se muestran los valores de hidrofobicidad de superficie (SOANS) del
musculo de calamar fresco (F) y los diferentes tratamientos congelados (MC1,
EC1, MC30 y EC30). Se observd que las proteinas del muasculo fresco
experimentaron un incremento (p<0.05) de la SoANS desde 0.120 a 0.141
después de congelar el musculo entero por 1 dia (contraste C1). Este incremento
debido a la congelacion-descongelacion del muasculo fue seguido de otro
incremento (p<0.05) promedio del 17.2 % después de 30 dias de almacenamiento

con respecto al dia 1 (contraste 3).

Se ha demostrado en diferentes estudios que el incremento inicial de la SOANS de
las proteinas durante la congelacion se debe a la exposicion de grupos
hidrofébicos debido a la desnaturalizacién proteica (Niwa et al., 1986), mientras
que la agregacion de las proteinas via interacciones hidrofobicas provoca un
decremento. La evolucibn de la SoANS de las proteinas durante el
almacenamiento depende del balance desnaturalizacion-agregacion

(Thawornchinsombut y park, 2006).

Los resultados obtenidos sugieren que las proteinas del musculo de calamar

sufrieron un desdoblamiento debido a la congelacion y tiempo de almacenamiento

94



(contrastes C1 y C3), lo que se reflejé en un incremento en la SOANS (Tabla 6).
No obstante, los resultados de CDB revelaron que el valor de AHa S€ incremento
por efecto de la congelacidon-descongelacién, lo que apunta a la formacion de
interacciones intra y/o intermoleculares, lo que deberia reflejarse en un
decremento de la SOANS. Sin embargo, lo anterior puede deberse a que estas
interacciones podrian ser de naturaleza reversible (no-covalente), por lo que las
condiciones del buffer de extraccion de las proteinas musculares para realizar la
medicion de la SoANS (pH=6.2; | = 0.53 M), podrian disociar los supuestos
agregados, lo que explicaria el incremento de la hidrofobicidad. No obstante, otros
factores podrian estar involucrados en la respuesta del AHa Y de la SOANS, por

lo que este supuesto requiere mas investigacion al respecto.

Los valores de SOANS de las proteinas del musculo fueron mayores después de
30 dias de almacenamiento comparado con el dia 1. Este incremento de la SOANS
durante el almacenamiento indica que la tasa de desnaturalizacion fue mayor a la
tasa de agregacion o que no hubo formacion de agregados. Estos resultados son
consistentes con los de CDB, donde se observé un decremento del AHoa Y AH de
la miosina durante el almacenamiento en congelacion, por lo que el incremento de

la SOANS puede deberse posiblemente a la desnaturalizacion de la miosina.

La hidrofobicidad de las proteinas del musculo MC en promedio fue menor
(p<0.05) (cerca de un 7 %) con respecto a la del musculo EC (contraste C2). Esto
indica que las proteinas del musculo MC sufrieron una reduccion de la SOANS por
agregacion durante la congelacion por efecto del proceso de molienda. Estos
resultados, asociados a que los valores de AH revelan una mayor
desnaturalizacién (menor valor de AH) en el musculo MC con respecto al EC
(tanto al dia 1 como al dia 30) (Tabla 6), parece indicar que el proceso de
molienda inicialmente pudiera producir una parcial desnaturalizacion de la proteina

con la subsecuente agregacion debido a la congelacién.

Mignino et al., (2008) mencionan que en la mayoria de los estudios acerca de la
relacion entre la estructura-funcién de las proteinas de alimentos, se enfatiza la

importancia de la hidrofobicidad de superficie en las propiedades funcionales
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cuando diferentes tratamientos y/o procesos son aplicados. En este estudio, la
evaluacion de la hidrofobicidad resulté una técnica muy sensible para medir los
cambios a nivel estructural de las proteinas del masculo de calamar bajo las
condiciones de manejo. Sin embargo, no se encontré una relacion aparente entre
la hidrofobicidad de las proteinas del musculo y la capacidad gelificante. Esto
indica que los cambios que ocurrieron en las proteinas de calamar a nivel
estructural (desnaturalizacion y formacién de interacciones) debido a la
congelacion, molienda y almacenamiento, no tuvieron un impacto significativo en

la capacidad gelificante del musculo.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que la capacidad
gelificante del masculo de calamar gigante (Dosidicus gigas) no se vio afectada
por la congelacion y almacenamiento en congelacion durante 30 dias. Lo anterior,
independientemente si el masculo fue congelado entero o molido y a pesar de las
drasticas condiciones de almacenamiento, que incluyen una velocidad de

congelacion lenta y una temperatura de almacenamiento relativamente elevada.

Durante la congelacion se observaron cambios evidentes de las proteinas
presentes en el musculo de calamar a nivel estructural. Estos cambios, se
asociaron principalmente a una parcial desnaturalizacion de las proteinas debido a
la congelacién-descongelacién, tiempo de almacenamiento y molienda. Sin
embargo, estos cambios no tuvieron un impacto significativo en la capacidad

gelificante del masculo.

La estabilidad de la capacidad gelificante del musculo frente a la congelacion,
probablemente esté relacionada a la estabilidad térmica de las proteinas
musculares, dado que ésta no se vio afectada negativamente por las diferentes
condiciones de almacenamiento y manejo en congelacion. Por el contrario, se
observé un incremento en la estabilidad térmica de la actina y tendencias hacia
incrementarse la estabilidad térmica de la miosina, lo cual puede ser un efecto a la

probable formacion de interacciones intermoleculares no-covalentes.

Los hallazgos encontrados en el presente estudio comprueban la hipétesis
planteada y proyectan nuevas oportunidades para el manejo y almacenamiento
del musculo de calamar gigante como materia prima. Lo anterior podria ser un
parte aguas en la manera en que tradicionalmente se maneja el calamar, debido a
gue una practica comun de la industria procesadora incluye la adicion de aditivos,
la congelacion rapida de la materia prima y su mantenimiento a temperaturas
bajas durante su almacenamiento, practicas cuyo fin es evitar la desnaturalizacion-

agregacion de las proteinas y asi mantener las propiedades funcionales del
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muasculo durante el almacenamiento en congelacion. Sin embargo, estas
estrategias de manejo tienen un fuerte impacto en el costo final del producto

terminado.

En este sentido, la estabilidad funcional de las proteinas del musculo de calamar
gigante y el hecho de que este no requiera de estabilizantes para su congelacion
(lenta o rapida) y almacenamiento (molido o entero), permite la elaboracion de
productos con valor agregado con un menor costo de elaboracion. Lo
anteriormente planteado, aunado al bajo costo del calamar gigante como materia
prima y al reciente desarrollo de nuevas tecnologias enfocadas a su
aprovechamiento, podria tener implicaciones econdmicas favorables si se logra

cristalizar a nivel productivo.
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